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Resumo

As doencas cardiovasculares sao a principal causa de morbilidade e mortalidade nos paises
ocidentais. No entanto, tem sido demonstrado que a incidéncia destas patologias em
mulheres pré-menopausa € significativamente mais baixa quando comparada com mulheres
pés-menopausa € homens de idade comparavel. Assim, foi sugerido que os estrogénios,
nomeadamente o estradiol (E2), possam exercer um papel cardiovascular protetor,
nomeadamente ao serem potentes vasodilatadores. No entanto, os mecanismos subjacentes
ao efeito vasodilatador do E2 permanecem por esclarecer. Adicionalmente, o papel desta
hormona é controverso em patologias da gravidez, como a diabetes gestacional ou a

hipertensao gestacional.

Assim, no presente estudo foram utilizadas artérias umbilicais humanas sem endotélio de
gravidas saudaveis (AUHctr), com diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensao
gestacional (AUHhip). As artérias foram incubadas em meio de cultura durante 24h com ou
sem adicdo de E2 para estudar os efeitos gendmicos e nao genomicos do E2 nas AUHctr,
AUHdge e AUHhip, assim como o mecanismo vasodilatador do E2 nas AUHctr. Apds a
incubacao, as artérias foram colocadas em banho de 6rgaos para registo da tensao isométrica,
e foram estimuladas, de forma a contrair, com serotonina (5-HT, 1uM) ou Cloreto de Potassio
(KCl, 60 mM). Em seguida, as artérias contraidas foram expostas a concentracdes crescentes
de E2 (1-100pM) ou, como controlo, do seu veiculo (etanol). Para determinar o mecanismo
vasodilatador do E2 foram usados os seguintes farmacos: nifedipina, um inibidor dos canais de
calcio tipo L (LTCC); nitroprussiato de sodio, um estimulador da guanilato ciclase soluvel;
péptido natriurético auricular, um estimulador da guanilato ciclase particulada; 1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), um inibidor da guanilato ciclase sollvel; e SQ

22536, um inibidor da adenilato ciclase.

Para a analise da expressao genética foram utilizadas as células do musculo liso das AUHctr
obtidas apds dissecacdo do cordao umbilical e posterior cultura celular. Estas células foram
incubadas durante 24h em meio sem soro, e, de seguida, durante 24h em E2 (10nM e 100nM)
ou em veiculo. Apds extracao de RNA e posterior sintese de cDNA, a expressao de genes
envolvidos na regulacdo dos canais LTCC (Ca,1.2), canais de potassio dependentes de
voltagem (K,) (K,B1, K,B2, K,B3) e canais de potassio de grande condutancia ativados por

calcio (BK¢,) (BKcaa, BKc,B) foi analisada através da técnica de PCR quantitivo (qPCR).

Os resultados obtidos permitem concluir que o E2 provoca um vasorelaxamento rapido e

.....

e ¢ independente da ativacao das guanilato ciclases (soluvel e particulada) e da adenilato
ciclase. Adicionalmente, a existéncia de efeitos gendmicos do E2 nao modificou os efeitos

rapidos do préprio E2. Por outro lado, a exposicdo das células do musculo liso das AUHctr ao
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E2 (24h) levou a um aumento da expressao das subunidades K,81 dos canais K,, e das
subunidades BKc,a e BK¢,B dos canais BKc,, ndo tendo sido detetadas alteragdes significativas
na expressao de mRNA da subunidade Ca,a1 dos canais Ca,1.2 nem das subunidades K,82 e

K,B3 dos canais K,.

Verificou-se que as AUHdge apresentam menor capacidade contratil que as AUHctr e, apds
incubacdo com E2, sdo menos sensiveis aos efeitos rapidos deste farmaco. Concluiu-se
também que as AUHhip apresentam maior sensibilidade a 5-HT e menor sensibilidade aos

efeitos rapidos do E2 em comparacdo com as AUHctr.

Palavras-chave

Estradiol, artéria umbilical humana, diabetes gestacional, hipertensao gestacional, banho de

orgaos, qPCR
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Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of morbidity and mortality in Western
countries. However, the incidence of these conditions in premenopausal women is
significantly lower when compared to postmenopausal women and men of comparable age.
Thus, it has been suggested that estrogens, namely estradiol (E2), may play a cardiovascular
protective role, namely as they are potent vasodilators. However, the mechanisms underlying
the vasodilatory effect of E2 remain unclear. Additionally, the role of this hormone is
controversial in pregnancy conditions, such as gestational diabetes or gestational

hypertension.

Thus, in the present study, we used human umbilical arteries without endothelium from
pregnant women that were healthy (AUHctr), had gestational diabetes (AUHdge) or had
gestational hypertension (AUHhip). To study the genomic and non-genomic effects of E2 in
AUHctr, AUHdge and AUHhip, as well as the vasodilator mechanism of E2 in AUHctr, these
tissues were incubated in culture medium for 24h with or without E2. After incubation, the
arteries were placed in an organ bath for isometric tension recording, and were contracted
with serotonin (5-HT, 1uM) or Potassium Chloride (KCl, 60mM). They were then exposed to
increasing concentrations of E2 (1-100 pM) or its vehicle (ethanol). To determine the
vasodilator mechanism of E2, the following drugs were used: nifedipine, an inhibitor of the L-
type calcium channels (LTCC); sodium nitroprusside, a soluble guanylate cyclase stimulator;
atrial natriuretic peptide, a particulate guanylate cyclase stimulator; 1H-[1,2,4]oxadiazolo
[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), a soluble guanylate cyclase inhibitor; and SQ 22536, an

adenylate cyclase inhibitor.

For the analysis of the genetic expression, AUHctr smooth muscle cells obtained after
dissection of the umbilical cord and subsequent cell culture were used. These cells were
incubated for 24h in serum-free medium, and then for 24h in E2 (10nM and 100nM) or vehicle.
After RNA extraction and subsequent cDNA synthesis, expression of genes involved in the
regulation of LTCC channels (Ca,1.2), voltage-dependent potassium channels (K,) (K,81, K,82,
K,B83) and large conductance calcium-activated potassium channels (BKc,) (BKcaa, BKc.B) was

analyzed by quantitative PCR (qPCR).

In this study, we concluded that E2 causes a rapid concentration-dependent vasorelaxation in
AUHctr, associated with the inhibition of the LTCC, independent of the activation of soluble
or particulate guanylate cyclase or adenylate cyclase. Furthermore, the existence of genomic
effects of E2 did not modify the rapid effects of the same drug. However, the exposure of
AUHctr smooth muscle cells to E2 led to an increase in the expression of the K,81 subunits of

the K, channels, and the BKc,a and BKc,B subunits of the BKc, channels, and no significant



changes were detected in mRNA expression of Ca,al subunit of Ca,1.2 channels nor of the
K,B82 and K,B83 subunits of the K, channels.

We found that AUHdge present decreased contractile ability than AUHctr and, after
incubation with E2, are less sensitive to the rapid effects of this drug. We also concluded that
AUHhip present a higher sensitivity to 5-HT and less sensitivity to the rapid effects of E2 when
compared to AUHctr.

Keywords

Estradiol, human umbilical artery, gestational diabetes, gestational hypertension, organ bath,
gPCR
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1. Introducéo

1.1. Cordao Umbilical

0 cordao umbilical liga o feto a placenta, permitindo a transferéncia de nutrientes e gases de

e para a circulacao materna sem haver mistura direta entre o sangue fetal e materno (1).

O cordao umbilical tem cerca de 50-70 centimetros de comprimento e 2 centimetros de
largura no final da gravidez. E composto por 2 artérias (artérias umbilicais) e uma veia (veia
umbilical). Estes vasos umbilicais encontram-se rodeados externamente pela geleia de

Wharton que lhes confere protecao (Figura 1) (1).

g *K"‘R"‘-»

Figura 1 - Corte histologico de um corddo umbilical. A: Artérias; Ve: Veia; W: Geleia de Wharton (2)

A circulacdo feto-placentar transporta, através das artérias umbilicais, sangue fetal
desoxigenado e sem nutrientes do feto até aos vasos fetais das vilosidades corionicas. Apds a
troca de oxigénio e nutrientes nas vilosidades terminais, a veia umbilical transporta sangue

oxigenado e rico em nutrientes de volta para a circulacao fetal (Figura 2) (1).
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Figura 2 - Circulacao feto-placentar. Adaptado de (1)

A amostra de corddo umbilical € uma excelente fonte de células do musculo liso (ML) vascular
(MLV), uteis no estudo de mecanismos e fungdes celulares (3). Esta amostra é de facil
aquisicao pois é frequentemente descartada apds o parto, e a sua obtencdo nao é perigosa

para a mae nem para o recém-nascido (3).

1.1.1. Artérias Umbilicais Humanas

As artérias umbilicais humanas (AUH) sdao compostas por trés tunicas: intima, média e
adventicia (Figura 3) (4). A tlnica intima é a mais interna e consiste numa camada fina de
epitélio simples pavimentoso composto por células endoteliais (5, 6). Adjacente a esta tunica
estad a tunica médica, composta por duas camadas de células de MLV: uma camada interna
longitudinal, e uma camada externa circular (6). Estas células do MLV das AUH apresentam
um papel preponderante no controlo do fluxo sanguineo feto-placentar, sendo responsaveis
pela regulacdo do tonus vascular em resposta a estimulos hormonais e hemodinamicos. Assim,
a utilizacao destas células permite analisar vias de sinalizacdo e mecanismos envolvidos na
regulacdo do tonus vascular das AUH (3). A camada mais externa das AUH é a geleia de
Wharton, uma forma particular de tinica adventicia, e consiste em tecido conjuntivo mucoso

e fibroblastos, rodeando os vasos umbilicais (4).
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Figura 3 - Artéria umbilical humana. Adaptado de (7)

Como referido, as AUH estdo envolvidas na circulacao fetoplacentar, e os mecanismos que
regulam a sua contratilidade sao cruciais para uma troca 6tima de nutrientes e gases entre o
feto e a placenta. Uma vez que os vasos do cordao umbilical nao sao inervados a contracao e
vasodilatacao das camadas de ML destes vasos depende de substancias vasoativas presentes
em circulacao ou da libertacao local de fatores (secretados pelas células endoteliais ou pelas

células da adventicia) (4, 8).

Os vasos umbilicais sao sensiveis a varias substancias vasoativas tais como serotonina (5-HT),

histamina, angiotensina Il, prostaglandinas, oxitocina, entre outras (1).

1.2. Musculo Liso Vascular

O ML apresenta uma ampla distribuicao pelo corpo humano, com uma grande variedade de
funcbes. Encontra-se nas paredes dos vasos sanguineos (MLV), onde regula o fluxo sanguineo,

nas paredes de 6rgaos e tubos ocos, no interior do olho, entre outros locais (9).

As células do MLV sao fusiformes e apresentam um Unico nlcleo localizado no centro da
célula (Figura 4). O seu comprimento varia entre 15 a 200um e o seu diametro entre 5 a 10pym
(10). Apresentam filamentos de actina (predominantes), também denominados por
miofilamentos finos, e miosina, também denominados por miofilamentos grossos (10). Os
filamentos de actina encontram-se ligados a corpos densos, espalhados pelo citoplasma
(sarcoplasma), e a areas densas na membrana plasmatica (sarcolema). Filamentos
intermediarios ndao contrateis também estao ligados aos corpos densos. As células do MLV
encurtam quando os filamentos de actina e miosina deslizam um sobre o outro na contracao
(10).
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Figura 4 - Célula muscular lisa. Adaptado de (11)

O reticulo sarcoplasmatico das células do ML é o principal local intracelular de
armazenamento de calcio (Ca?*). Estas células apresentam também cavéolas, que sio areas

invaginadas ocas ao longo da superficie da membrana plasmatica (10).

As células do MLV apresentam uma plasticidade consideravel no seu fenétipo. Em vasos
sanguineos jovens e saudaveis, o fendtipo é predominantemente contractil (responsavel pelo
tonus vascular), e a pressdao sanguinea autorregulada. No entanto, ao longo da vida, estas
células podem mudar o seu fenotipo para sintético, um fenotipo predominantemente nao
contratil, em resposta a estimulos pro-inflamatorios, dieta ou outros fatores que resultam no

desenvolvimento de aterosclerose ou remodelacao vascular (12).

Assim, estas células em cultura podem desenvolver o fenotipo contratil ou sintético, o que é
um dos principais problemas na realizacao destas culturas, pois cada fendtipo é caracterizado
por diferente morfologia, proliferacdo e expressao genética (4, 13). Em termos morfoldgicos,
as células do ML com fendtipo contratil sdo alongadas e fusiformes, enquanto que as células
do ML com fenotipo sintético apresentam uma morfologia romboide (Figura 5) (13). Por outro
lado, nas células do ML contrateis exibem baixas taxas de proliferacao e de atividade
sintética, e expressam diversas proteinas contrateis, tais como a-actina do ML, cadeias
pesadas da miosina do ML, assim como diferentes tipos de canais idnicos e recetores
membranares, que regulam a funcdo contratil (13, 14), enquanto que as células do ML
sintéticas apresentam um maior nimero de organelos envolvidos na sintese proteica, e

exibem taxas superiores de crescimento e migracao (13). No entanto, foi demonstrado que ao



colocar as células durante 24 horas em meio sem soro, estas apresentam predominantemente

o fenotipo contratil (4, 15).
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Figura 5 - Morfologia de células do muUsculo liso vascular de fenotipo sintético e contratil. Adaptado de
(13)

1.2.1. Mecanismos de Contracdao do Musculo Liso

O tonus basal do MLV é determinado por um equilibrio entre sinais (neuronais, ionicos,

humorais ou forca mecanica) que provocam contracao ou relaxamento (16).

Em condicoes fisioldgicas, a contracdo das células do MLV ¢é iniciada pela ativacdo de canais
ionicos ou de recetores, e o mecanismo contratil pode ser dependente ou independente de
Ca?* (Figura 6) (16, 17).

0 mecanismo dependente do Ca?* ocorre quando aumenta a concentracao de Ca?* citosolico,
o0 que pode ocorrer por um influxo de Ca%* do exterior da célula através de canais de Ca** da
membrana plasmatica ou pela libertacdo deste ido a partir do reticulo sarcoplasmatico (18).
Existem varios tipos canais de CaZ* envolvidos no controlo da contratilidade das células do
MLV, como sera descrito no capitulo “Canais de Calcio”. Relativamente a libertacdo de Ca?*
do reticulo sarcoplasmatico, esta ocorre ap6s a ativacao de recetores acoplados a proteina G,
por agonistas, tais como a norepinefrina (recetores a;-adrenérgicos), angiotensina I
(recetores AT,), endotelina-1 (recetores ET,) e vasopressina (recetores Vy) (19). A G4 estimula
a atividade da Fosfolipase C (PLC), que catalisa a formacao de dois segundos mensageiros: o
inositol trifosfato (IP;) e o diacilglicerol (DAG). O IP; age no reticulo sarcoplasmatico

provocando a libertacdo de Ca?* para o citosol. O DAG em conjunto com o Ca?* ativa a



proteina quinase C (PKC), que fosforila outras proteinas que podem regular o processo da
contracao (16, 19).

Ao aumentar a concentracdo de Ca?*, estes ibes combinam-se com a proteina calmodulina
formando o complexo Ca?*-calmodulina que vai posteriormente ativar a quinase da cadeia
leve da miosina (MLCK). A MLCK fosforila as cabecas das cadeias leves da miosina (MLC), o
que permite a interacdo entre a miosina e a actina, provocando o ciclo das pontes cruzadas

entre os dois tipos de filamentos que origina a contracao (Figuras 6-8) (19).
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Figura 6 - Regulacao da contracao do musculo liso. Adaptado de (19)
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Figura 7 - Interacao entre os miofilamentos na contracao e relaxamento. Adaptado de (20)
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0 mecanismo independente de Ca?* envolve a sensibilizacao ao Ca?*. Este mecanismo pode ser
iniciado ao mesmo tempo que a PLC é ativada, e envolve a ativacao da proteina RhoA de
ligacao ao trifosfato de guanosina (GTP). A ativacdo desta proteina envolve um fator de troca
do nucleétido de guanina (RhoGEF) e a sua migracao para a membrana plasmatica. A ativacao
da RhoA leva ao aumento da atividade da proteina quinase dependente da RhoA (ROCK), que
inibe a fosfatase da cadeira leve da miosina (MLCP). Isto promove a contracao das células do
MLV, pois as MLC ndo podem ser desfosforiladas (19). Este efeito parece estar limitado as
contracoes induzidas pelo Ca?* intracelular, e podera ser mais importante na manutencao das

contragoes do que na fase inicial de desenvolvimento de forca (17).

A via da ROCK parece apresentar um papel importante na patogénese da hipertensao em
modelos animais, humanos, e em varias situacoes de aumento da resisténcia vascular
periférica observada na hipertensao (21), assim como na vasoconstricao arterial prolongada
observada na faléncia cardiaca (22). Adicionalmente, a expressdao de acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) da RhoA parece estar diminuida em AUH de gravidezes com pré-eclampsia
(23).

1.2.2. Mecanismos de Relaxamento do Musculo Liso

0 relaxamento do musculo liso ocorre quando existe uma reduzida fosforilacao das MLC. Isto
pode resultar de: 1) diminuicdo da concentracao de Ca?* citosolico, 2) inibicdo da fosforilacao
das MLC (quer por diminuicao da actividade da MLCK ou aumento da atividade da MLCP), ou
3) mecanismo de supressao da forca, relacionado com a regulacdo da interacao entre a actina

e a miosina (17).

A diminuicao de Ca?* citosdlico pode decorrer da inibicao do influxo de Ca?, do transporte
ativo do Ca?* para o exterior da célula ou para o interior de organelos ou da inibicdo da saida
de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico. A inibicdo do influxo de Ca?* ocorre na repolarizacdo da
membrana plasmatica e em resposta a antagonistas destes canais (19). O transporte ativo do
Ca* citosolico é realizado para o reticulo sarcoplasmatico pela acdo da Ca?*-Trifosfatase de
Adenosina (ATPase) sarco/endoplasmatica (SERCA), dependente de magnésio (Mg?*), ou para o
exterior da célula através da Ca?*-ATPase da membrana plasmatica (PMCA) e, em menor
escala, do permutador de Sodio(Na*)/CaZ* (NCX) (19). A diminuicdo da concentracao de Ca*
citosolico reduz a atividade da MLCK (19).

0 relaxamento do musculo liso decorre também da acao de segundos mensageiros, como os
nucledtidos ciclicos. Estes compostos podem influenciar alguns dos processos anteriormente

referidos, como sera descrito no capitulo “Nucleotidos Ciclicos”.
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Figura 9 -Relaxamento do musculo liso. Adaptado de (19)

1.3. Canais ionicos

Os canais ionicos sao proteinas formadoras de poro que permitem o fluxo de ides através de
membranas, como a membrana plasmatica ou as membranas dos organelos intracelulares
(24). No MLV estao presentes diversos tipos de canais tais como os canais de potassio (K*), os
canais de Ca%*, os canais de cloro (Cl'), e os canais cationicos ativados pelo stress fisico (25).
Alguns destes canais, principalmente os canais de K* e de Ca**, apresentam um papel central

na regulacao do tonus vascular e na pressao arterial (26).

1.3.1. Canais de Potassio

Os canais de K*, presentes nas membranas plasmaticas celulares, sdo proteinas que permitem
o fluxo de ides de K* através das membranas, e sdo fundamentais para a sobrevivéncia

celular, regulando diversos processos tais como o controlo do tonus vascular (26).

Quanto a sua estrutura, os canais de K* sdao formados por proteinas homo- ou
heterotetramétricas com subunidades a que formam o poro do canal. Existem diferentes
subunidades a que apresentam nimeros variaveis de dominios transmembranares (TMD). O

numero de TMD ¢é a base de um dos sistemas de classificacao dos canais de K* (27):

1. O grupo com 6 TMD (51-S6) com dominios de 1 poro pode ser dividido em 3 familias:
canais de K* dependentes de voltagem (K,), canais de K* ativados pelo Ca?* de

pequena (SK¢,) e intermédia (IKc,) condutancia, e os canais Slo K* que incluem os



canais de K* ativados pelo Ca?* de grande condutancia (BKc,) (com mais um TMD que

os previamente mencionados);

2. 0 grupo com 4 TMD e dominios de 2 poros, denominados canais de K* com dominios de
dois poros (Kyp), que foi recentemente descrito, e é caracterizado por canais com 2

subunidades a de 4 TMD com duas ansas formadoras de poro;

3. 0 grupo com 2 TMD e dominios de 1 poro, sendo os mais frequentemente observados
os canais de K* retificadores internos (Kir) € os canais de K* sensiveis ao Trifosfato de
Adenina (ATP) (Katp).

Os canais de K* sao cruciais na regulacdo da contratilidade vascular pois, através do seu papel
na regulacao do potencial de membrana em repouso, modulam a atividade dos Canais de
Calcio Operados por Voltagem (VOCC), controlando assim o influxo de Ca?* e a sua

concentracao intracelular, e, desta forma, o grau de contracao vascular (27, 28).

0 encerramento dos canais de K* conduz a despolarizacdo da membrana, e ativacao dos VOCC
(conduzindo a um influxo de Ca?"), podendo ocorrer também a libertacdo do CaZ* dos seus
locais de armazenamento intracelulares. Estes eventos resultam num aumento da
concentracao intracelular de Ca?*, levando a contracdo das células do MLV, e assim a
vasoconstricao (27). Por outro lado, a abertura dos canais de K* leva ao efluxo de K* e
hiperpolarizacado, fecho dos canais de Ca?* (diminuindo o seu influxo). A ativacdo dos
mecanismos de remocao do calcio contribui para uma diminuicdo da concentracdo de Ca*
intracelular, conduzindo a vasodilatacdo (27). Entre estes mecanismos estao a PMCA e o NCX,
que transportam o Ca** para o exterior da célula, e a SERCA e a ATPase mitocondrial, que

transportam o Ca2* para os seus reservatorios intracelulares.

Nas células do MLV estéo identificados quatro tipos de canais de K*: K, BKca, Kir € Katp (29-32)
(Tabela 1 e Figura 10). Os canais SK¢, € IKc, sdo fracamente expressores nas células do MLV,
sendo geralmente expressos em células endoteliais (27). Os canais Ky ja foram descritos em
alguns vasos, mas ainda nao ha evidéncias definitivas da sua presenca nas AUH pela falta de

inibidores especificos destes canais (27).
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Tabela 1 - Carateristicas e papeis funcionais dos canais de potdssio encontrados no musculo liso
vascular. Adaptado de (33)

Tipo de s . . A
P Inibidores Ativadores Papeis funcionais
Canal de K*
L Contribuem para o potencial de
4-Aminopiridina, CaZ*, Mg%, . P P
Ky - . : Despolarizacao membrana em repouso por alguns
vasoconstritores (histamina) ’ .
vasoconstritores
. - . Regulacao por feedback negativo
Tetraetilamonio (TEA), Despolarizacao, Ca%, sutas X P g
. . 0 . ) i , do tonus vascular basal,
BKca caribdotoxina, iberiotoxina, | ativadores da Proteina . o . =
. . hiperpolarizacao e dilatacao a
vasoconstritores Quinase A e G, NO . ,
alguns dilatadores endogenos
Hiperémia reativa, vasodilatacao a
Sulfonilureias Cromacalim, Pinacidil, vasodilatadores endogenos e
Katp (Glibenclamida, ativadores da Proteina farmacolodgicos, pode contribuir
Tolbutamida), TEA, Ba?* Quinase A, NO para potencial de membrana em
repouso em algumas artérias
Vasodilatacao cerebral e coronaria
- e Hiperpolarizacao, K* durante alta atividade neuronal;
Kir I6es de Ba o .
externo pode contribuir para o potencial de
membrana em repouso

Presenca do canal provada por:

L-arginina

(@NOS diversas evidéncias: eletrofisiologia,

O > O farmacologia, e técnicas com tecido intacto
?

NO q )
' tipo de evidénci
\ o ¥ SK: q]? apenas um tipo de evidéncia

Ativacao do canal pela PKG:

evidéncia direta

------- evidéncia indireta

DO

Funcéo do canal:
(1) regulagdo do ténus basal
(2) modulagéo da contragdo induzida por agonista

(@) vasodilatago induzida por fatores endoteliais

Figura 10 - Expressao e funcao dos canais de potassio na artéria umbilical humana. Adaptado de (27)

1.3.1.1. Canais de Potassio dependentes de voltagem

Os canais K, estdao nas membranas plasmaticas celulares e permitem o efluxo de ides de K-,

em resposta a despolarizacao (33).

Estruturalmente, estes canais sao compostos por quatro subunidades a formadoras de poro
idénticas (homotetramero) ou distintas (heterotetramero), cada uma com 6 TMD: as primeiras
quatro a-hélices (51-S4) formam o dominio sensivel a voltagem e as duas Ultimas (55-56)
formam o dominio do poro (Figura 11a e b) (27, 34). As quatro subunidades a estao associadas
com quatro subunidades reguladoras B citosolicas, que influenciam as carateristicas do canal
(Figura 11c) (27, 34). Na Tabela 2 estao enumeradas as diferentes subunidades a e B destes

canais.
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d Subunidade a do canal Kv

b canal tetramérico (40)

Cc Estrutura do Kv (4a/4B)
K-

Figura 11 - Estrutura do canal K,. Adaptado de (35)

Tabela 2 - Subunidades dos canais K,. Adaptado de (27, 36)

Subunidades a Subunidades B
Kv1.1 - K1.10 K.7.1 - K,7.5 K81
Kv2.1 - K2.2 K.8.1 - K8.2 K82
K3.1 - K,3.4 K9.1 - K\9.3 K.83
Kv4.1 - K4.3 K.10.1 e K,10.2
K/5.1 Kv11.1 - K,11.3
K6.1 - Ky6.4 Kv12.1 - K,12.3

Estes canais sao cruciais na regulacdo do tonus vascular, pois, como referido, sdo ativados em
resposta a despolarizacdo, abrindo e permitindo o efluxo de K*, conduzindo desta forma a
repolarizacao e ao potencial de membrana em repouso (33). Por outro lado, estes canais sao

inibidos farmacologicamente pela 4-aminopiridina (4-AP) (37).

Os K, sao altamente expressos na maior parte das células do MLV (37), nomeadamente na AUH
(32). No entanto, os canais K, ndo parecem estar envolvidos na determinacao do tonus basal
da AUH (32), mas sim
eletrofisiologicos indicam uma diminuicdo na atividade destes canais em células do MLV de

no mecanismo de vasodilatacao da testosterona (38). Estudos

animais hipertensos, que podera contribuir para a despolarizacdo e o aumento do ténus
vascular em individuos com esta patologia (25). Alteracdes funcionais destes canais estao

ainda relacionadas com outras condi¢des fisiopatoldgicas, como a diabetes (39, 40).

1.3.1.2.

Os canais BK¢, permitem o efluxo de K* em resposta a mudancas na concentracao intracelular

Canais de Potassio de grande condutancia ativados por calcio

de Ca?* e a despolarizacdo, pensando-se que contribuem para a manutencdo do potencial de

membrana em pequenos vasos (41).

Em termos de estrutura, sao similares aos canais K, sendo compostos por 4 subunidades a
formadores de poro e 4 subunidades B (Figura 12). Diversos estudos apontam que as

subunidades B destes canais sao regulatorias, e parecem aumentar a sensibilidade ao calcio
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intracelular a estes canais, 0 que conduz a inibicao dos VOCC (42). Estao descritas 4 familias
distintas das subunidades B: B1-B4, sendo que as células do ML expressam exclusivamente as
subunidades B1 (43).

a Subunidades dos canais BK b canal BK
Subunidade B1 Subunidade a

AT

} i
KA

Regi%o sensivel ao Ca®*

k/\\’s@k\/-\@}

Figura 12 - Estrutura dos canais BKca. Adaptado de (44)

Os canais BKc., podem ser bloqueados por farmacos como o tetraetilamonio (TEA), a
iberiotoxina e a caribdotoxina, sendo a iberiotoxina o mais especifico, pois tem inibe os
canais a baixas concentracdes, as quais ndao ocorre bloqueio de outros canais de K* (29, 30).

Estes canais ndo sao afetados pela glibenclamida, a apamina, ou o Bario (Ba%*).

Estes canais sdo carateristicos das células do MLV. Varios estudos implicam estes canais no
controlo do estado contratil da AUH; por exemplo, a utilizacdo de TEA induz contracao
vascular destas artérias, enquanto que a utilizacdo de um ativador (floretina) destes canais
induz relaxamento, sugerindo a participacdo dos BK¢, na regulacdo do tonus basal da AUH
(32).

Adicionalmente, estes canais parecem também estar envolvidos no relaxamento vascular
induzido por varias substancias, como o oxido nitrico (NO) (45), a testosterona (38), e os
estrogénios (46, 47). Os estrogénios ativam os canais BKc, apos exposicoes agudas (46, 47), e,

apods exposicoes cronicas estes aumentam a expressao da subunidade B1 (48).

A funcéo dos canais BK¢, parece encontrar-se alterada em situagoes fisiopatologicas, como a

hipertensao arterial (49), diabetes (50) e na hipertensao gestacional (51).

1.3.1.3. Canais de Potassio retificadores internos

Os canais Kz provocam um maior fluxo de K* para o interior do que para o exterior da célula,
ao inverso de realizarem extrusao de K* prevista pela equacao de Nernst (corrente de K* para
o exterior). Estes canais sao assim ativados por hiperpolarizacao (vs. despolarizacao) e

aumentos na concentracao de K* extracelular (33). Por outro lado, sao inibidos por baixas
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concentracdes de ides Ba?*, e a sensibilidade a esta inibicao aumenta com hiperpolarizacdo
(33).

Os canais Kr foram identificados pela primeira vez no musculo esquelético, tendo sido
também descritos posteriormente no MLV, nomeadamente em artérias cerebrais (52) e
coronarias (53). Um estudo realizado por Radenkovic et. al reportou que a utilizacdo de Ba**
em anéis de AUH previamente contraidos por bradiquinina de gravidezes normais nao
apresentou qualquer efeito, indicando que estes canais nao estao envolvidos neste
mecanismo (51). No entanto, em anéis de AUH provenientes de gravidezes com diabetes

gestacional, a utilizacao de Ba?* aumentou a tenséo induzida pela bradiquinina (51).

1.3.1.4. Canais de Potassio sensiveis ao ATP
Os canais Kurp consistem em complexos octaméricos contendo dois tipos distintos de
subunidades proteicas: quatro subunidades de canais de K* retificadores internos (Kr6.1 ou

Kir6.2), estando cada subunidade K associada a um recetor sulfonilureia regulador (54).

Os canais Kurp sao inibidos por concentracoes intracelulares de ATP na ordem dos micromolar
(54). Os difosfatos de nucleodtidos, na presenca de Mg?, ativam os canais K,rp em varios
tecidos, incluindo as células do MLV. OS efeitos inibidores do ATP resultam da ligacdo do ATP
a subunidade Kj, enquanto que a ativacdo por Mg?*-dinucledtidos ocorre pela interacdo com o
recetor sulfonilureia regulador (54). A atividade destes canais € também inibida por
sulfonilureias (como a glibenclamida), agentes altamente seletivos para estes canais. Estes

canais nao sao afetados pela iberiotoxina e apamina, e sdo menos sensiveis ao TEA (54).

Um bloqueio dos canais Kurp leva a vasoconstricao e despolarizagdo membranar em varios
tipos de MLV (29). A sua ativacao esta associada a respostas patofisiologicas, como a dilatacao
arterial sistémica durante a hipoxia, hiperémia reativa na circulacao coronaria e cerebral, e
vasodilatacao induzida por acidose e choque por endotoxina (29). A inibicao destes canais
leva a uma autorregulacédo deficiente dos vasos coronarios e cerebrais (29).

Os canais Kurp foram identificados pela primeira vez no musculo cardiaco, tendo sido
posteriormente descobertos em varias células incluindo as células do MLV (30). Nao foram
encontradas na literatura evidéncias do envolvimento dos canais Kap na
contracao/relaxamento de anéis de AUH intactos. Adicionalmente, foi ja reportado que estes
canais nao contribuem para as correntes totais de K* em células do ML de AUH em cultura
(55).

1.3.2. Canais de Calcio

0 Ca?" é um sinalizador intracelular altamente versatil que regula muitas funcées celulares
tais como a motilidade celular, transcricdo genética, contracdo muscular e a exocitose (56).
Este segundo mensageiro apresenta as suas funcdes principais de sinalizacao, nomeadamente

a contracdo muscular, quando a sua concentracdo é elevada no citosol (56). Esta
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concentracao é regulada pela interacao de diversos processos, divididos em mecanismos para

aumentar ou diminuir a sua concentracao (56).

Os mecanismos de remocao do calcio do citosol incluem a PMCA e o NCX, que transportam o
Ca* para o exterior da célula, e a SERCA e ATPase mitocondrial, que transportam o Ca?* para

os seus reservatorios intracelulares (27).

Em relacdo aos mecanismos que permitem aumentar a concentracao citosolica de Ca%*, estes
incluem os canais de Ca?* presentes na membrana plasmatica (56), que sdo essenciais para a
regulacao do tonus vascular (57-59), e podem ser classificados consoante o seu mecanismo de

ativacao.

O MLV possui Canais de Calcio Operados por Voltagem (VOCC), canais de CaZ* operados por
recetor (ROCC), canais de calcio operados por armazenamento (SOCC) ativados apods a
deplecdo dos locais de armazenamento de calcio no reticulo sarcoplasmatico, e canais
cationicos nao seletivos permeaveis ao Ca?* (18). Sendo que os VOCC constituem a principal

via de entrada do Ca%* extracelular, serdo descritos em maior detalhe.

1.3.2.1. Canais de Calcio Operados por Voltagem (VOCC)

Os VOCC sado canais de Ca?* presentes nas membranas plasmaticas das células eletricamente
excitaveis que sado ativados pela despolarizacdo da membrana plasmatica (57). Estes canais
sdo particularmente importantes em células contrateis, nomeadamente nas células do MLV,
pois, como referido, constituem a principal via de influxo de Ca?*, sinalizador crucial para a

contracao muscular e manutencao da tensao (60).

Quanto a sua estrutura, os VOCC sdo formados por uma subunidade a,, formadora do poro, e
por diferentes subunidades reguladoras (como B, y, e a,08) (Figura 14). A subunidade a,, que
contém o sensor de voltagem, é composta por quatro dominios homélogos (I-1V), cada um
composto por 6 TMD (S1-56). Os TMD S1-S4 formam o sensor de voltagem, enquanto que os

TMD S5-S6 formam a regiao do poro (59).
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Figura 13 - Estrutura dos canais VOCC. Adaptado de (35)

Os VOCC foram classificados em tipo T, L, N, P, Q e R (Tabela 3), consoante a sua
sensibilidade a bloqueadores farmacologicos, a dependéncia da voltagem, e a cinética de
condutancia (61). Por outro lado, os diferentes tipos de VOCC apresentam distintos papeis na

transducao de sinal celular (57).

Os Canais de Calcio tipo L (LTCC) (subfamilia Ca,1) sao responsaveis pelo inicio da contracao,
da secrecao, da regulacdo da expressao genética, entre outras funcdes (57). Esta subfamilia é
sensivel a diferentes tipos de bloqueadores farmacoldgicos e é expressa principalmente em
tecidos eletricamente excitaveis, tendo sido descrita a sua existéncia no coracdo e no ML. A
nivel cardiovascular sdo quase exclusivamente do subtipo Ca,1.2 e o seu bloqueio por
farmacos, como por exemplo a nifedipina (NIF), é utilizado a nivel terapéutico (62).
Adicionalmente, existem outras trés isoformas de LTCC: Ca,1.1, Ca,1.3, e Ca,1.4. Os canais
Ca,1.3 sao expressos em conjunto com os Ca,1.2 em diversos tecidos tais como no coracao,
sistema nervoso, glandulas adrenais e pancreas. Ja os canais Ca,1.1 e Ca,1.4 possuem um
padrao de expressdao muito mais restrito com expressao quase exclusiva no musculo

esquelético e na retina (62).

Os Canais de Calcio tipo N, P/Q e R (subfamilia Ca,2) sao responsaveis pela iniciacdo da
transmissao sinaptica em sinapses rapidas, enquanto que os Canais de Calcio tipo T (TTCC)
(subfamilia Ca,3) sdo importantes para os potenciais de acao repetitivos em miocitos

cardiacos e neuronios talamicos (57).
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Tabela 3 - Familias de canais de calcio. Adaptado de (57)

Tipo de corrente . . ces S s (Bl
P de Ca?* Subunidades a1 | Antagonista especifico Principais funcées fisiologicas
Acoplamento excitacao-contracao no
Ca,1.1 musculo esquelético; regulacao da
transcricao
Acoplamento excitacao-contracao no
musculo liso e cardiaco; secrecao
Ca/1.2 endocrina; transiente de Ca%*
L v Dihidropiridinas ’ . -
neuronal; regulacao de atividade
enzimatica; regulacado da transcricao
Secrecao endocrina; atividade
Ca/1.3 pacemaker cardiaca; transiente de
Ca?* neuronal; transducéo auditiva
Ca,1.4 Transducao visual
N Ca2.1 w-CTx-GVIA (w- Libertacao de neurotransmissores;
v conotoxina GVIA) transientes de Ca?* dendriticas
Libertacao de neurotransmissores;
P/ Ca,2.2 w-Agatoxina N e
Q : g transientes de Ca?* dendriticas
SNX-482 (toxina de . - .
- Libertacao de neurotransmissores;
R Ca2.3 tarantula N 2 iy
. transientes de Ca** dendriticas
Hysterocrates gigas)
Ca,3.1 - ..
’ Atividade pacemaker e firing
T Ca,3.2 repetitivo
Ca,3.3

Nas AUH, foram identificados os LTCC, TTCC, e os canais de Calcio tipo P/Q (58). Os LTCC
parecem ser dominantes na regulacdo da contratilidade das células do MLV pois consistem na
principal via de entrada de Ca?* e os inibidores deste canais sdo potentes vasodilatadores
(17). Por outro lado, os TTCC estao principalmente envolvidos na regulacao da proliferacao
celular (17).

A funcdo e expressdao dos LTCC parece ser modulada por esterdides sexuais, como a

testosterona (63) e os estrogénios (3, 26, 64).

1.4. Nucleotidos Ciclicos

Os nucleotidos ciclicos, adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e guanosina monofosfato ciclica
(GMPc), sdo os principais segundos mensageiros envolvidos na regulacdo da vasodilatacao
(17). Os seus niveis intracelulares sdao o resultado do equilibrio entre a taxa de sintese,
através da Adenilato Ciclase (AC), ou Guanilato Ciclase (GC), e de degradacao através das
fosfodiesterases (PDE). Estes nucledtidos podem ativar as quinases dependentes deles, a
proteina quinase A (PKA) dependente do AMPc, ou proteina quinase G (PKG) dependente do
GMPc, que podem fosforilar outras moléculas e provocar um efeito, mas também ja foi
descrita a ligacao direta a proteinas, como as proteinas Epac (proteinas de troca diretamente
ativadas pelo cAMP) (17).
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Adicionalmente, cada nucleétido pode ativar ambas as quinases (PKA e PKG) (16). A PKG pode
ser ativada pelo AMPc, embora em concentracoes dez vezes superiores a concentracdo
necessaria de GMPc. Da mesma forma, a PKA pode também ser ativada pelo GMPc, embora
também em concentracées dez vezes superiores a concentracdo necessaria de AMPc. No
entanto, no ML, a concentracao citosolica de AMPc ¢é ja cerca de dez vezes superior a
concentracao de GMPc. Desta forma, aumentos da concentracdo citosolica de AMPc podem
potencialmente ativar ambas as quinases, enquanto que aumentos de GMPc apenas ativarao a
PKG (16).

Pensa-se que varios mecanismos estejam envolvidos no efeito vasodilatador dos nucleétidos
ciclicos nomeadamente: a diminuicdo dos niveis de Ca?* citosolicos (nomeadamente através
da inibicdo de canais de Ca?*), hiperpolarizacao membranar (por exemplo, por ativacido de
canais de K*), e reducdo da sensibilidade da maquinaria contratil por diminuicdo da
fosforilacao das MLC (com diminuicao da atividade da MLCK ou aumento da atividade da
MLCP) ou por processos regulatorios dos filamentos finos (16), contribuicdo de cada um destes
mecanismos e de cada nucleotido depende do tipo de MLV, da espécie e do estimulo contratil
(16).

1.4.1. Adenosina monofosfato ciclica

O AMPc é sintetizado a partir do ATP intracelular pela AC, que é ativada geralmente por um
primeiro mensageiro externo que se liga a um recetor acoplado a proteina G5, como os
recetores B2 adrenérgicos, recetores A, purinérgicos, ou recetores IP de prostaciclina (16).
Por outro lado, a AC é geralmente inibida por mensageiros que se liguem a recetores

acoplados a proteinas G;, tais como os recetores a2 adrenérgicos (16).

O aumento dos niveis citosolicos deste nucledtido ciclico ativam a PKA, induzindo um
relaxamento de diferentes artérias humanas incluindo a AUH (17), que foi principalmente

associado a inibicao da MLCK.

Existem distintos tipos de PDE expressas no ML, nomeadamente PDE1, PDE3, PDE4, e PDE5. De
entre estes tipos, a PDE4 é a enzima principal na regulacao do relaxamento da AUH associada
ao AMPc (17).

1.4.2. Guanosina monofosfato ciclica

O GMPc é sintetizado a partir do GTP por dois tipos diferentes de GC, que diferem na sua
localizacao celular e na forma de ativacao: a GC particulada (pGC), também denominada por
GC membranar, e a GC soluvel (sGC). A pGC é um recetor transmembranar ativado por
péptidos natriuréticos, como o Péptido Natriurético Auricular (ANP) e o BNP (Péptido
Natriurético Cerebral); estes péptidos sao secretados pelas auriculas cardiacas e cérebro,
respetivamente, e agem sistemicamente nos recetores ANP (65). Por outro lado, a sGC é um

recetor intracelular ativado pelo NO, sendo que os farmacos dadores de NO também podem
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provocar a sua ativacao (17). O NO atua de forma paracrina, e, no MLV, é secretado pelas
células endoteliais em resposta a hipdxia e/ou a estimulos mecanicos, ativando assim as sGC
nas células do ML adjacentes (65). A PDE5 € a principal enzima que controla a degradacao de

GMPc e o relaxamento da AUH associado ao GMPc (17).

Ja foi descrito em diversas artérias, nomeadamente na AUH (45) que a vasodilatacao induzida
por GMPc é mediada pela ativacdo de canais de K* e a posterior inibicdo dos LTCC (17).
Adicionalmente, a ativacdo da PKG pelo GMPc conduz a ativacdo da MLCP contribuindo
também para a vasodilatacao (17).

Relativamente a estrutura das GC, estas podem-se apresentar como homodimeros (como, GC-
A e GC-B, os recetores dos fatores natriutéticos) ou heterodimeros (sGC). A sGC humana é

/composta por duas subunidades homologas: at e B1.

Extracelular

Ligando ANP,BNP,CNP ANP,BNP CNP NO/CO
Dominio

de ligacao
ao ligando

Membrana

Dominio de
homologia

Dominio de
dimerizacao

Dominio GC

GTP cGMPr amw

omw ey
Recetor NPR-C NPR-A NPR-B .
(GC-A) (GC-B) SOLUVEL
Intracelular

Figura 14 - Estrutura dos recetores NPR e recetor da sGC. Adaptado de (66)

1.5. Estrogénios e estradiol

Os estrogénios sdao as principais hormonas esterdides do sistema reprodutor feminino. Na
mulher pré-menopausa sdo maioritariamente produzidos nos ovarios, pelos foliculos e corpo

luteo e, durante a gravidez, na placenta (67). Por outro lado, nas mulheres p6s-menopausa e
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nos homens os estrogénios sao predominantemente produzidos a partir da conversao de

esterdides precursores em tecidos periféricos (67).

Existem trés principais formas de estrogénios fisiologicos nas mulheres: a estrona (E1), o
estradiol (E2), e o estriol (E3). O E2 (Figura 15), também designado de 178-Estradiol (isomero
178 do estradiol, esterdide C18 com grupos hidroxilo nas posicoes 3-8 e 17-8), é o produto
predominante e é estrogénio mais potente durante a pré-menopausa. O isémero 17a do
estradiol liga-se fracamente aos recetores de estrogénio, exibindo pouca atividade
estrogénica. O E1 tem um papel mais preponderante a partir da menopausa, quando é
sintetizado no tecido adiposo a partir da dehidroepiandrosterona (DHEA) adrenal. O E3, o
estrogénio menos potente, € um estrogénio com um papel mais relevante durante a gravidez,

pois é produzido em grandes quantidades pela placenta.

OH

HO

Figura 15 - Estrutura quimica do estradiol (68)

Os estrogénios derivam do colesterol através de reacdes enzimaticas (Figura 16). O colesterol
procedente das lipoproteinas de baixa densidade ou dos ésteres de colesterol presentes no
ovario é convertido em pregnenolona através da enzima P450scc mitocondrial. A
pregnenolona formada pode ser convertida em progesterona (pela acao da 3B
hidroxiesterdide desidrogenase e A5-4 cetoesteroide isomerase) ou 17a-hidroxipregnenolona.
A progesterona, uma hormona esterdide crucial no sistema reprodutor, é também precursora
de androgénios e estrogénios, sendo convertida pela 17a-hidroxilase/P450c17 em 17a-
hidroxiprogesterona no reticulo endoplasmatico, e esta Ultima em androgénios pela 17,20-
liase/P450c17a. A 17a-hidroxipregnenolona é convertida em DHEA pela 17,20-liase/P450c17a.
A DHEA pode ser convertida em androstenediona, o principal androgénio secretado pelo
ovario, embora baixas quantidades de DHEA e testosterona sejam também libertados. O E2

deriva dos androgénios através da enzima P450 aromatase (69).
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Figura 16 - Biossintese do estradiol no ovario. Adaptado de (67)

0 E2 é crucial para o desenvolvimento e regulacdao do sistema reprodutor feminino, das
carateristicas sexuais secundarias femininas, ciclo menstrual e gravidez (64, 70). Esta
hormona apresenta também funcdes noutros tecidos e 6rgaos: no osso participa na regulacao
da densidade dssea; no cérebro, contribui para os mecanismos envolvidos na potenciacao e
memoria a longo prazo; e no tecido mamario, estimula a proliferacao celular, podendo
resultar no desenvolvimento de cancro da mama (64). Adicionalmente, parece apresentar

efeitos benéficos a nivel do sistema cardiovascular, que serao descritos na seccao seguinte.

Durante o ciclo menstrual, o E2 atinge o seu maior pico imediatamente antes da ovulacao,
encontrando-se niveis circulantes de 110-410pg/mL. Ja nas fases folicular e lUtea os seus
niveis sdo de cerca de 19-140 e 19-160pg/mL, respetivamente (67). Durante a transicdo para
a menopausa, os niveis séricos de E2 diminuem cerca de 85-90%, apresentando valores abaixo
de 35pg/mL durante a menopausa; ja os niveis séricos de E1 diminuem 65-71% nesta fase de

transicao (67).

A maioria do E2 em circulacdo encontra-se fortemente ligado a albumina (60%) e a sex
hormone binding globulin (SHBG) (38%), e apenas 2-3% se encontram nao ligados (ativos).
Devido ao pequeno tamanho e natureza lipofilica destas moléculas, estas distribuem-se rapida
e extensivamente. A meia-vida do E2 é de cerca de 3 horas, sendo metabolizado,

principalmente pelo figado, e excretado pela urina e fezes (71).

1.5.1. Estrogénios e doencas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de mortalidade e morbilidade nos paises
ocidentais (72). No entanto, tem sido demonstrado que a incidéncia destas patologias em
mulheres pré-menopausa € significativamente mais baixa quando comparada com mulheres
pos-menopausa e homens de idade comparavel. Adicionalmente, a terapia de substituicao

com estrogénios diminui o risco de doencas cardiovasculares (72), embora alguns autores
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sugiram que esta terapia possa apresentar riscos em pacientes com problemas cardiacos
prévios. Assim, tem sido sugerido que os estrogénios possam exercer um papel cardiovascular

protetor.

Os efeitos cardioprotetores dos estrogénios tém sido explicados por diversos mecanismos,
nomeadamente modificacdo do metabolismo lipidico e de hidratos de carbono, modificacao
da composicdo das lipoproteinas em circulacdo, mudancas na coagulacao sanguinea (73). Os
estrogénios apresentam um efeito inotropico negativo no coracdo e sdo ainda potentes
vasodilatadores (73). No entanto, os mecanismos subjacentes ao efeito vasodilatador do E2
permanecem por esclarecer e devem ser elucidados. Um melhor entendimento é crucial para

avaliar os riscos e beneficios da terapia com estrogénios no sistema cardiovascular.

1.5.2. Mecanismo vasodilatador do estradiol

Os varios efeitos fisioldgicos dos estrogénios sao mediados através da sua ligacdo a recetores

de estrogénios e dividem-se em efeitos gendmicos e nao gendmicos (72).

Os efeitos genomicos (efeitos longos e prolongados) ocorrem predominantemente devido a
interacao entre a hormona e os recetores “classicos” intracelulares (citosélicos e nucleares)
de estrogénios (ER alfa (Era) e ER beta (ErB)). Esta ligacdo resulta numa dimerizacdo do
recetor, translocacao para o nlcleo, e associacdo com fatores de transcricdo co-ativadores e

co-repressores, levando a modificacdes na expressao genética e sintese proteica (74-77).

Por outro lado, os efeitos ndo gendmicos (efeitos rapidos, reversiveis e de curta duracao), tais
como a vasodilatacao, sao caracterizados pela insensibilidade a inibidores da transcricao e
sintese proteica (74, 75, 77). Estes efeitos sugerem que os estrogénios exercam também os
seus efeitos através de recetores membranares, e vias de sinalizacdo intracelular rapida (78).
A ativacao de vias de sinalizacao rapidas na membrana pode também indiretamente conduzir

a mudancas na expressao genética (77).

Interessa salientar que o E2 esta presente no organismo ao longo da vida das mulheres, com
niveis variaveis em funcdo da idade relacionados com a existéncia ou nao do ciclo menstrual,
e com a propria variacdo de niveis ao longo do ciclo (67). Assim sendo, o E2 que esta presente
a nivel sanguineo ira provocar simultaneamente efeitos rapidos e a longo prazo (gendémicos).
Embora o mecanismo destes dois tipos de efeitos seja diferente, os efeitos resultantes
coexistem e sao indissociaveis. Neste sentido, é preciso sublinhar que a literatura cientifica
existente analisa geralmente os efeitos genomicos ou os efeitos rapidos separadamente,

sendo que estes dois efeitos podem coexistir nos diferentes 6rgaos do corpo humano.

Apesar de ser de consenso geral que o E2 é um potente vasodilatador, o mecanismo
responsavel por este efeito ainda permanece controverso. Seguem-se alguns dos possiveis

mecanismos.
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1.5.2.1. Ligacdo a recetores de estrogénios classicos

Os estrogénios ligam-se aos ER “classicos” (ERa e ERB) com elevada afinidade e

especificidade, regulando a transcricao genética (71, 77).

Estudos realizados em vasos sanguineos humanos ja verificaram a expressiao de ambos os
recetores em células endoteliais e nas células do MLV, nomeadamente em artérias coronarias,
iliacas, aorta, e veias safenas (71). No entanto a expressdo destes recetores varia com o
género, com 0Ss vasos sanguineos em estudo, e varia ao longo do tempo (71). Assim, por

exemplo, a expressao de ERB é superior em mulheres relativamente a homens (71).

Adicionalmente, em estudos realizados em ratos, verifica-se também uma diferenca na
expressdo destes recetores, nomeadamente o ERa é expresso principalmente em artérias
uterinas, enquanto que o ERB é mais abundante em células endoteliais e nas células do MLV

da aorta, cauda, e artérias uterinas (71).

No entanto, o efeito vasodilatador do E2, que é rapido e reversivel, ndo parece ser
dependente de mudancas na expressdo genética, pois € insensivel a inibidores de transcricdo
e sintese proteica (79-82). Apesar de alguns autores terem reportado uma localizacdo
membranar destes recetores e o seu envolvimento nos efeitos rapidos do E2 a nivel endotelial
(83, 84), a maioria dos estudos demonstram que a vasodilatacado induzida pelo E2 é insensivel
ao inibidor especifico dos ERa e ERB (ICI 182,780) (3, 81, 82, 85).

1.5.2.2. Ligacdo a recetores de estrogénios membranares
Adicionalmente a regulacdo da transcricdo genética induzida pela ligacdo dos estrogénios a
recetores nucleares, existe ainda a sinalizacdo através de recetores membranares,

nomeadamente o recetor de estrogénios acoplado a proteina G (GPER) (77, 86).

Este recetor transmembranar, também denominado por recetor acoplado a proteina G 30
(GPR 30), nao esta relacionado estruturalmente com os ER classicos, e liga o E2 com elevada
afinidade estando associado principalmente aos seus efeitos rapidos (87, 88), apesar de ja
terem sido descritos também efeitos na expressao genética (89). O GPER é expresso em
artérias e veias humanas (90), em células endoteliais e células do MLV (91). A sua distribuicao
varia consoante o tipo celular, tendo ja sido localizado no reticulo endoplasmatico e na

membrana plasmatica.

Estudos ja demonstraram que este recetor apresenta um papel predominante na
vasodilatacao induzida pelo estradiol (77, 92), tanto a nivel da vasodilatacdo dependente
como independente do endotélio (93), que serdo explicados nas proximas seccoes.
Relativamente a vasodilatacao dependente do endotélio, a ativacdo do GPER leva a ativacao
da oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), aumentando a producao de NO, que ativa a GC (93,
94). Adicionalmente, a ativacao deste recetor pelo seu agonista seletivo, G1, relaxa as células

do MLV das artérias coronarias humanas e da aorta de suinos de forma independente do
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endotélio, possivelmente através da ativacao dos canais BKc,. A especificidade deste ultimo
resultado foi confirmada através da utilizacao do inibidor do GPER, G15 (95). Lindsey et. al
sugerem que a este efeito vasorelaxante possa ser mediado pela ativacao da AC, com
producao de AMPc (93).

1.5.2.3. Efeitos dos estrogénios no endotélio

O E2 pode ativar vias de relaxamento vascular dependentes do endotélio, tais como vias

mediadas pelo NO, prostaciclinas e fatores hiperpolarizantes (96, 97).

0 E2 pode induzir a geracao rapida de NO no endotélio através da ativacao nao-genomica da
via de sinalizacao fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKt (86, 98, 99). O envolvimento dos ER
classicos e do GPER neste efeito € ainda controverso (86, 94, 98-100). A fosforilacdo de AKt
leva a fosforilacao da eNOS aumentando a sua capacidade de gerar NO através da conversao
de L-arginina em L-citrulina (99). Adicionalmente a este efeito rapido, o E2 também atua de
forma gendmica no endotélio levando a sobreregulacdo da eNOS levando a aumentos na
capacidade de producao de NO a longo prazo (71, 99, 101). O aumento da libertacao de NO
pelas células endoteliais esta associada com a ativacdo da GC das células do MLV, levando ao

aumento do GMPc, ativacao da PKG e fosforilacao e ativacao dos canais BK¢, (102, 103).

A producao e libertacao de NO de origem endotelial é superior em mulheres pré-menopausa
em relacdo a homens de idades comparaveis, contribuindo para a diferenca na pressdao
arterial entre os dois géneros (104). Adicionalmente, durante a gravidez em condicoes
normais (normotensao), a sintese de NO total aumenta, podendo contribuir para a adaptacao
cardiovascular e aumento de sintese GMPc. Da mesma forma, a inibicdo de NOS aumenta a
resisténcia vascular dos vasos umbilicais in vitro e diminui o fluxo umbilical (102); esta
inibicdo, em ratos fémea durante a gravidez, leva ao desenvolvimento de hipertensao,
proteinuria, trombocitopénia, e restricdo de crescimento intrauterino (105). Assim, o NO

parece contribuir para a manutencao da perfusao dos vasos umbilicais.

Como referido acima, o relaxamento induzido por E2 nao envolve o NO exclusivamente. Este
aumento da funcao endotelial é potenciado pelo aumento concomitante na sintese de
prostaciclina (75, 99) através da ativacdo do gene da cicloxigenase nas células endoteliais
(104). Adicionalmente, o relaxamento é mediado também por fatores hiperpolarizantes,

entre outros.

No entanto, a via dependente do endotélio ndo parece ser a principal via de relaxamento
induzido pelo E2, pois ja varios autores demonstraram relaxamentos independentes do
endotélio. Este efeito vasodilatador direto nas células do ML, independente do endotélio, ja
foi observado em diferentes artérias de diferentes espécies, tais como aorta (3, 85, 106),
artérias coronarias (73, 96, 107, 108), cerebrais (80), carétidas (79), omentais (109), e

mesentéricas (110).
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1.5.2.4. Inibicdo dos canais de calcio

Como referido anteriormente, o Ca?* é essencial para a contracao do MLV (19). Varios autores
tém vindo a sugerir que a inibicdo dos canais de CaZ*, um efeito rapido e independente da
ativacdo dos ER classicos e de sintese proteica, € o principal mecanismo de vasodilatacdo
induzida pelo E2 (3, 79, 80).

Um estudo realizado por Zhang et al. em 1994 na linha celular A7r5 (células do ML da aorta de
rato) verificou que o E2 inibia a corrente de CaZ* dos canais LTCC e TTCC de forma rapida
(111). Desde entao, alguns estudos, nomeadamente em artérias de miométrio de rato (112) e
artérias cerebrais de coelho (79, 80), verificaram a importancia da inibicao dos canais de Ca%
para esta vasodilatacao. Mais recentemente, diversos estudos verificaram que o efeito
vasorelaxante nao genomico do E2 era, pelo menos parcialmente, mediado pela inibicao dos
LTCC, nomeadamente na aorta de rato (3, 74) e em artérias cerebrais caninas (81).
Relativamente a estudos em células do ML humano, em 2007 Ulrich et al. transfetaram
células da linha celular HEK-293 (células embrionarias humanas de rim) com acido
desoxirribonucleico complementar (cDNA) dos canais Cav1.2 e concluiram que o E2 inibia

diretamente a corrente de Ca?* em cerca de 50% (64).

Estes estudos sugerem assim que os efeitos vasorelaxantes do E2 sao mediados, pelo menos

de forma parcial, pela inibicao dos LTCC.

1.5.2.5. Efeito nos canais de potassio

Existe alguma controvérsia relativamente ao envolvimento dos canais de K* na vasodilatacdo

induzida por E2.

Alguns estudos sugeriram a ativacao dos canais de K* como mecanismo da vasodilatacao
induzida pelo E2, pelo menos de forma parcial. No ano 2000, Rosenfeld et al. sugeriram que
os canais BK¢, estariam envolvidos no mecanismo vasodilatador do E2 em artérias uterinas de
ovelha, sendo ativados provavelmente por vias nao gendémicas (103). Dois anos mais tarde,
White et al. sugeriram também que a ativacao destes canais nas células do ML de artérias
coronarias humanas esta associada com a sua fosforilacdo dependente de GMPc (46). Em 2003
também Tsang et al. e Tep-Areenan et al. concluiam que o mecanismo independente do
endotélio em artérias mesentéricas e em aorta de rato era parcialmente mediado através da
ativacdo nao seletiva dos canais de Ca?* (28, 113). Han et al. em 2006 estudaram este
mecanismo em artérias coronarias humanas tendo verificado a estimulacdo dos canais BKc,
pela NOS neuronal (nNOS), pela via PI3/Akt (114).

Em contraste, varios estudos defendem que os canais de K* nao estao envolvidos na
vasodilatacao induzida pelo E2. Nomeadamente, Salom et al. indicaram que a ativacao dos
canais de K* ndo esta envolvida neste mecanismo (79). Em 2003, Unemoto et al. estudaram
aorta de ratos normotensos e hipertensos, tendo também verificado que os canais de K* nao

estariam envolvidos no mecanismo vasodilatador do E2 em ratos normotensos; no entanto,
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estariam envolvidos no mecanismo nos ratos hipertensos, nomeadamente os canais Ky e Kurp
(106). Um estudo mais recente realizado por Cairrao et al. em 2012 verificou que os canais de
K* ndo estao envolvidos na vasodilatacao induzida pelo E2 em aorta de rato (3). Ja em 2014
um estudo realizado em artérias cerebrais caninas verificou que os canais de K* ndo estariam
envolvidos na vasodilatacdo induzida pelo E2 nas artérias carotidas internas, mas
apresentavam um pequeno papel (Kap) Nas artérias basilares, sugerindo que o envolvimento

dos canais dependia do tecido em estudo (81).

1.5.2.6. Envolvimento dos nucleétidos ciclicos
Relativamente as vias intracelulares relacionadas com o efeito vasodilatador do E2, alguns
autores demonstram o envolvimento de nucleotidos ciclicos (110), enquanto outros

demonstram o oposto (81).

Varios estudos realizados em artérias mesentéricas de rato (93, 110) e em artérias coronarias
de suino (115, 116) concluiram que os efeitos rapidos induzidos pelo E2 envolveriam a via do

AMPc, devido a ativacao da AC levando a uma ativacao cruzada da PKG pelo AMPc (110, 115).

Estudos realizados em artérias humanas também apoiam o envolvimento dos nucleotidos
ciclicos na vasodilatacao induzida pelo E2. Nomeadamente, em 1993 Mugge et al. verificavam
que o E2 produzia um efeito de vasodilatacdo independente do endotélio em artérias
coronarias humanas associado com um aumento de AMPc e GMPc (107). Em 2002 White et al.
verificavam que em células do ML de artérias coronarias humanas esta vasodilatacao estava
associada a fosforilacdo dos canais BK¢, dependente de GMPc (46). Em 2012, Townsend et al.
estudaram os efeitos do E2 em ML das vias aéreas humanas e concluiram que os efeitos
envolviam o AMPc e a PKA (117).

Pelo contrario, alguns autores afirmam que os nucledtidos ciclicos ndo estao envolvidos no
mecanismo de relaxamento do E2. Kitazawa et al. em 1997 (118) defendiam que este efeito
nao envolvia a PKA nem a PKG. Mais recentemente, Ramirez-Rosas et al. 2014, realizaram um
estudo em artérias basilares e cardtidas internas de caes e verificaram que a utilizacdo de
inibidores de sGC (1H-[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, ODQ) e AC (SQ 22536) nao
inibiram o relaxamento induzido pelo E2, sugerindo que o efeito vasodilatador é

independente da ativacao da AC e sGC (81).
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1.6. Patologias na Gravidez

1.6.1. Diabetes gestacional

A diabetes mellitus gestacional é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como
“hiperglicemia primariamente reconhecida durante a gravidez”, e pela Associacdo Americana
de Diabetes como “diabetes diagnosticada no segundo ou terceiro trimestre de gravidez”, e

afeta cerca de 5% das gravidezes na europa desenvolvida (119, 120).

Esta patologia esta associada com um aumento do risco materno de desenvolver
préeclampsia, parto prematuro, parto por cesariana, e desenvolvimento de diabetes mellitus
classica (119). Os riscos para o recém-nascido incluem aumento na adiposidade, e um
aumento do tamanho para a idade gestacional (peso ao nascimento acima do percentil 90).
Estes recém-nascidos apresentam um aumento no risco a longo termo de desenvolverem
resisténcia a insulina, obesidade, e diabetes, e desenvolvimento de diabetes gestacional
(119).

1.6.2. Hipertensao na gravidez

A hipertensao na gravidez € uma condicao importante em relacado as causas de morbilidade e
mortalidade materna em todo o mundo, assim como a infecao e a hemorragia (121). A
hipertensao é uma das condicdes patologicas mais frequentes em gestantes, complicando 5-

10% de todas as gravidezes.

Durante a gravidez, a hipertensao é categorizada em: hipertensao gestacional, hipertensao
cronica, pré-eclampsia (pré-eclampsia leve, pré-eclampsia superimposta, e pré-eclampsia

severa) e eclampsia (122).

A hipertensao gestacional é definida como um aumento da pressdao arterial apenas
gestacional, sem proteinuria, e complica aproximadamente 6% das gravidezes (122). Esta
pressdo arterial gestacional é igual ou superior a 140mm Hg (sistolica) ou 90mm Hg
(diastolica) numa gestante normotensa antes das 20 semanas de gestacdo, e volta a
normalidade 12 semanas pos-parto (121, 122). No entanto este grupo envolve uma mistura
heterogénea de gestantes, tais como pacientes com hipertensdo cronica nao diagnosticada,
hipertensdao da gravidez que deixa de se verificar apds o parto, e pacientes que irdo

desenvolver pré-eclampsia (122).

A pré-eclampsia € uma sindrome definido como um aumento da pressao arterial acompanhada
por proteindria (excrecdo urinaria diaria de proteinas igual ou superior a 300 mg), ocorrendo
geralmente apos as 20 semanas de gestacdao (121, 122). A pré-eclampsia pode levar a
complicacoes sistémicas tais como da funcao renal, hematologica, hepatica, neurologica, ou
pulmonar, podendo também causar retraimento do crescimento fetal ou abrupcao placentar

(121). Esta patologia complica 5-8% das gravidezes aumentando a morbilidade e a mortalidade
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materna e neonatal. A mortalidade materna devida a esta forma de hipertensao, apesar de
ter vindo a diminuir em paises desenvolvidos, em paises sem cuidados pré-natais adequados
chega a valores de 40-80%. Muitas destas mortes seriam evitadas através de cuidados pré-

natais e terapias profilaticas de ataques epiléticos (122).

A eclampsia é a ocorréncia de ataques epiléticos que nao podem ser explicados de outra

forma em mulheres com pré-eclampsia (122).

A hipertensao cronica ocorre em 3-5% das gravidezes e consiste num aumento da pressao
arterial diagnosticado antes das 20 semanas de gestacao, ou hipertensao persistente 12

semanas pos-parto (122).

A hipertensao crénica com pré-eclampsia superimposta é diagnosticada na presenca de
aumentos na pressao arterial acima da pressao basal da paciente, uma mudanca na

proteinuria basal, ou evidéncia de disfuncado organica (122).
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2.

Objetivos

O presente estudo teve com objetivo central avaliar os efeitos genomicos e ndo-genémicos do

E2 a nivel vascular em artérias umbilicais humanas de gravidas saudaveis (AUHctr), com

diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensao gestacional (AUHhip). Neste sentido, os

seguintes objetivos especificos foram definidos:

1)

Analisar simultaneamente os efeitos rapidos e gendmicos do E2 na contratilidade das

AUHctr através da técnica banho de drgaos;

Determinar o mecanismo de vasorelaxamento do E2 nas AUHctr, através de banho de

orgaos, e analisar a influéncia dos efeitos gendmicos do proprio E2 no mecanismo;

Determinar o efeito do E2 na expressao de mRNA de subunidades dos canais Ca,1.2, K,
e BKc, em células do ML das AUHctr através de Polymerase Chain Reaction

quantitativo (qPCR);
Examinar a capacidade contratil do ML das AUHhip através de banho de o6rgaos;

Analisar os efeitos rapidos e genomicos do E2 na contratilidade das AUHhip através de

banho de orgaos;
Examinar a capacidade contratil do ML das AUHdge através de banho de o6rgaos;

Analisar os efeitos rapidos e gendmicos do E2 na contratilidade das AUHdge através de

banho de 6rgaos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Preparacao das amostras bioldgicas

No presente estudo foram utilizadas artérias umbilicais humanas de gravidas saudaveis
(AUHctr), com diabetes gestacional (AUHdge) ou com hipertensao gestacional (AUHhip). Estas
artérias foram provenientes de corddes umbilicais obtidos de partos vaginais no término da
gestacao realizados pelo Servico de Obstetricia e Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da
Beira E.P.E. (Covilha, Portugal). Todos os procedimentos realizados com esta amostra
bioldgica foram aprovados pela Comissdo de Etica do Centro Hospitalar da Cova da Beira em

conformidade com a Declaracao de Helsinquia.

Apds o parto, os corddes umbilicais foram recolhidos e imediatamente colocados numa
solucao salina fisiologica (PSS) estéril constituida por (mM); NaCl 110; CaCl, 0,15; KCL 5; MgCl,
2; HEPES 10; NaHCO; 10; KH,PO,4 0,5; NaH,PO,4 0,5; Glucose 10; EDTA 0,49. A esta solucao foi
adicionada uma mistura de antibidticos e antimicotico (penicilina 5U/mL, estreptomicina
5ug/mL, e anfotericina B 12,5ng/mL) e antiproteases (leupeptina 0,45mg/L, benzamidina
26mg/L e inibidor de tripsina 10mg/L) de forma a evitar contaminacées e degradacao dos
tecidos. Os corddes umbilicais foram mantidos nesta solucao a 4°C e utilizados nas 24-48h

seguintes.

3.2. Analise da contratilidade vascular

A partir dos corddes obtiveram-se as artérias, apos a remocao da geleia de Wharton e das
veias umbilicais. As AUHctr, AUHdge ou AUHhip foram posteriormente colocadas em PSS
durante 12h. Seguidamente, as artérias foram cortadas em anéis arteriais de 3-4mm e
realizou-se a remocao mecanica do endotélio. Os anéis resultantes foram incubados em meio
de cultura celular Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) / F12 durante 24h, com ou sem

adicao de E2, constituindo assim diferentes grupos:

- Um grupo de anéis foi incubado apenas em meio DMEM-F12;

- Um grupo de anéis foi incubado em DMEM-F12 com etanol 0,01% (veiculo do E2);
- Um grupo de anéis foi incubado com DMEM-F12 com adicao de E2 100nM;

- Um grupo de anéis foi incubado em DMEM-F12 com adicdo de E2 100uM.

Apds a incubacdo de 24h, as artérias foram colocadas no banho de 6rgaos numa solucao
modificada de Krebs com a seguinte composicao (mM): NaCl 119; KCl 5; NaHCO; 25; KH,PO,
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1,2; CaCl, 0,5; MgSO,4 1,2; EDTA 0,03; glicose 11. Esta solucao fisioldgica foi mantida a 37°C e

gaseificada continuamente com carbogénio (95% O, e 5% CO,).

Os anéis arteriais foram suspensos entre dois fios de aco inoxidavel paralelos para registo da
tensao isométrica; a tensao em gramas (g) foi medida através de um transdutor de forca
(TRI201, Panlab SA, Espanha), um amplificador (ML118/D Quad Bridge, ADInstruments) e uma
interface Power-Lab/4SP (ML750, ADInstruments) ligada a um sistema computadorizado com o

software “PowerlLab Chart 5”.

Os anéis arteriais foram submetidos a uma pré-tensao de 1,5g e equilibrados durante cerca de

1h, mudando a solucao de Krebs a cada 15 minutos.

Apds estabilizacao da tensdo, as artérias foram contraidas com os agentes contrateis 5-HT
(1uM) ou Cloreto de Potassio (KCl, 60mM). Todos os anéis arteriais contraidos por qualquer um
dos agentes contrateis que apresentaram contracdes inferiores a 1g foram descartados. Apds
o estimulo contractil, as artérias foram expostas a concentracdes crescentes de E2 (1-100
pM). Paralelamente, apds o estimulo contractil, foram feitos ensaios de controlo com etanol

(concentracdes nao superiores a 0,01%), o veiculo utilizado para dissolucdo do E2.

De forma a determinar o envolvimento dos LTCC na vasodilatacao induzida pelo E2, foi
utilizado o farmaco NIF (10uM), um inibidor especifico destes canais. De forma a analisar o
envolvimento dos nucledtidos ciclicos no mesmo processo, foram utilizados diferentes
farmacos com interacdes a nivel das vias dos nucleotidos ciclicos: o nitroprussiato de sodio
(SNP, 10uM), um estimulador da sGC; o ANP (0,1uM), um estimulador da pGC; o ODQ (30uM),
um inibidor da sGC; e o SQ 22536 (SQ, 30pyM), um inibidor da AC. Paralelamente, foram
realizados ensaios com os solventes que constituiram os veiculos de alguns dos farmacos
referidos (etanol no caso da NIF, ODQ e SQ).

3.3.Analise da expressao genética

3.3.1. Dissecacao do cordao umbilical e cultura celular

Para a analise da expressao genética foram utilizadas células musculares lisas das AUHctr. A
dissecacao do cordao umbilical e posterior cultura celular foram realizadas de acordo com os
procedimentos de Martin de Llano et al. (1) e Cairrao et al. (2), em camara de fluxo laminar

em condicoes de esterilidade e em gelo.

Resumidamente, o cordao foi lavado com PSS e antibiotico/antimicotico de forma a evitar a
contaminacao. De seguida, as AUHctr foram isoladas por remocdo da geleia de Wharton
envolvente, e segmentadas em pequenos fragmentos. Cada segmento foi entao cortado
longitudinalmente e o endotélio foi mecanicamente removido com uma leve passagem de um

cotonete estéril. Estes segmentos das artérias, foram transferidos para uma caixa de Petri
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com uma nova solucao de lavagem, onde foram extraidas camadas de MLV da parte interna da
artéria, através da utilizacdo de pincas estéreis. As camadas obtidas foram lavadas quatro
vezes em solucdo de PSS sem antibiotico. Apds lavagem, as camadas foram colocadas em
frascos de cultura de 25cm? previamente revestidas com colagénio (5ug/cm) e colocadas
numa incubadora a 37°C numa atmosfera de ar 95% e CO, 5%. Cerca de 10 minutos depois
foram adicionados 2mL de meio de cultura, contendo DMEM-F12, 5% de soro fetal bovino,
fator de crescimento epidérmico (100ng/mL), fator de crescimento de fibroblastos (1pg/mL),
heparina (2Zmg/mL), e insulina (5ug/mL), e os frascos foram novamente colocados na
incubadora. Apds 24h foram adicionados mais 2mL do meio de cultura referido. O meio de
cultura foi mudado a cada 2/3 dias, e cultura confluentes foram obtidas apos

aproximadamente um més. Subculturas destas células foram obtidas até a sexta passagem.

3.3.2. Tratamento com estradiol

Placas de 6 pocos contendo células do MLV de culturas em confluéncia foram submetidas a
incubacao com E2. Inicialmente, apds se verificar a confluéncia plena, as células foram
incubadas durante 24h em meio sem soro de forma a apresentarem um fenoétipo contratil.
Seguidamente, as células foram expostas a diferentes concentracdes de E2 (10nM e 100nM)
durante 24h. O E2 (Sigma-Aldrich Quimica, Portugal) foi inicialmente dissolvido em etanol de
forma a obter uma solucao stock, a partir da qual se realizaram diluicées em meio sem soro
para obter as concentracdes desejadas. Nos pocos de controlo foi utilizado o veiculo usado na

preparacao do E2, ou seja, etanol 0,01%.

3.3.3. Extracao de RNA

O acido ribonucleico (RNA) total foi extraido dentro de uma hotte utilizando o Reagente
TRIzol® (Ambion) de acordo com as recomendacdes do fabricante, em gelo, com todo o
material estéril. Resumidamente, para a extracdo do RNA total de um poco com células do ML
em confluéncia, adicionou-se aos pocos sem meio 200puL de TRIzol® (1mL TRIzol®/100mg de
tecido), que consiste numa solucdo composta por fenol e isotiocianato de guanidina. Este
reagente permite a disrupcdo das células e dissolucdo dos componentes celulares, com
consequente libertacdo do RNA da célula sem comprometer a sua integridade. De seguida,
realizou-se a raspagem dos pocos utilizando cell scrappers de forma a soltar as células que se
encontram aderidas ao fundo dos pogos. Apds passagem do fluido resultante para eppendorfs
e uma incubacao de 5 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 80puL de
cloroformio e realizou-se homogeneizacao por inversdao, com nova incubacao de 2-3 minutos a
temperatura ambiente. Os eppendorfs foram entao centrifugados a 12000g a 4°C durante 15
minutos, de forma a separar as diferentes fases: organica (no fundo do eppendorf, que
contém as proteinas e residuos de fenol e cloroférmio), interfase (fase intermédia, onde se
encontra o acido ribonucleico, DNA) e fase aquosa (fase superior, onde se encontra o RNA). A

fase aquosa foi transferida para novo eppendorf, ao qual se juntou 200puL de isopropanol para
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precipitacao do RNA. Entdo, agitou-se mecanicamente a solucdo e incubou-se 10 minutos a
temperatura ambiente. Centrifugou-se novamente a 12000g, a 4°C durante 10 minutos.
Rejeitou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado trés vezes com etanol a 75% em agua
dietilpirocarbonato (DEPC) (a -20°C), agitando no vortex, centrifugando a 7500¢g a 4°C durante
5 minutos, e removendo o sobrenadante de etanol. Apods as lavagens, incubou-se o pellet
durante 5 minutos a temperatura ambiente, e hidratou-se em 20uL de agua DEPC, sendo

armazenado a -80°C para analise posterior.

Analisou-se a pureza e concentracdo do RNA através da analise em nanoespetrofotometro
(Nanophotometer TM, Implen, Alemanha). Este equipamento calcula automaticamente a
concentracao de RNA (ug/pL), e o racio de absorvancia Aje/A;s. Este racio permite analisar a
pureza do RNA, pois 260nm é o comprimento de onda de maxima absorvancia dos acidos
nucleicos, e 280nm é o comprimento de onda de maxima absorvancia das proteinas. Um RNA

de elevada pureza apresenta um racio A/ Ay entre 1,8 e 2,1.

Para analisar a integridade do RNA foi também efetuada uma eletroforese em gel de agarose
a 1% com green safe. Em eletroforese de amostras de RNA nao degradadas devem observar-se

duas bandas bem definidas de RNA ribossomal: 28s e 18s.

3.3.4. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA (DNA complementar) a partir do RNA foi realizada através do kit NZY M-
MuLV Reverse Transcriptase (NZYTech), seguindo as recomendacdes do fabricante. Para cada
reacao de sintese de cDNA (volume final de 20pL) adicionou-se um volume equivalente a 1ug
de RNA, 2,5uL de Random hexamer mix (0,5ug/pL) (mistura de primers aleatorios, de forma
iniciar a sintese de DNA de sequéncias inespecificas), 1uL de desoxirribonucleétidos
trifosfatados (dNTPs, 10mM), perfazendo o volume com agua estéril sem nucleases. Esta
mistura foi entdo incubada a 65°C durante 5 minutos, e arrefecida em gelo. Juntou-se a esta
mistura 2L de 10x reaction buffer e 1uL de M-MuLV, uma transcriptase reversa que realiza a
sintese de cDNA a partir de RNA, na presenca de primers e dNTPs. A mistura obtida foi
incubada a 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 60 minutos, e a reacao foi de seguida

inativada a 70°C durante 15 minutos. O cDNA foi armazenado a -20°C.

De forma a verificar a ocorréncia da sintese de cDNA a expressao do gene housekeeping da
B2-microglobulina (B2M) foi analisada através da técnica de Polymerase Chain Reaction (PCR)
convencional apds transcricao reversa. Resumimente, foi realizada uma mix para n+1 reagdes,
para um volume final de 25uL. Por cada reacao adicionou-se 2,5uL de 10x reaction buffer
(NZYTech), 1,5uL de MgClz (50 mM) (NZYTech), 0,625uL de dNTPs (10 mM), 0,1 pL de Taq DNA
polimerase (5U/pl) (NZY Taq DNA polymerase, NZYTech), 1,2uL de primer Forward, 1,2 yL de
primer Reverse e 16,875ul de agua estéril até um volume total de 24pL. A cada reacao foi
adicionado 1uL de cDNA, a excecao do controlo negativo, ao qual se adicionou agua estéril. A

amplificacao dos genes ocorreu num termociclador T100™ (BioRad), pela seguinte ordem de
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condicdes: 94°C durante 5 minutos; 30 ciclos de diferentes temperaturas (94°C durante 30
segundos para desnaturacao, seguidos de 52°C durante 30 segundos para emparelhamento dos
primers, e 72°C durante 30 segundos para polimerizacdo); e, por ultimo, 72°C durante 5
minutos para alongamento final. Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% na presenca de green safe, utilizando o marcador NZY DNA Ladder V
(NZYTech).

3.3.5. Analise da expressao genética por qPCR
A expressao de genes de subunidades dos canais LTCC (Ca,1.2), K, (K81, K,82, K,B3) e BKc,

(BKcaa, BKc,B) foi analisada através da técnica de qPCR em células do ML provenientes de
gravidezes saudaveis. O gene enddgeno usado foi B2M para normalizar os niveis de expressdao
genética. As reacdes de amplificacdo dos genes foram preparadas para um volume final de
20pL: 10uL de SYBR Green Fluorescein qPCR Master Mix (Thermo Scientific), 1,2uL de primer
Forward, 1,2uL de primer Reverse, 1L de cDNA, perfazendo com agua estéril. As amostras
foram expostas as seguintes condicées de amplificacao: 95°C durante 5 minutos, 35 ciclos de
diferentes temperaturas (95°C durante 30 segundos, temperatura de annealing (T.A.) 6tima
de cada primer durante 30 segundos, e 72°C durante 20 segundos), e um gradiente 55-95°C
para determinacdo da curva de melting. A formacao de dimeros de primers e a pureza do
produto amplificado foram avaliadas através da analise das curvas de melting. As diferencas
na expressao genética relativa entre experiéncias foram calculadas usando o modelo

matematico de Pfaffl usando a formula: 2-24¢t (123).

Tabela 4 - Primers utilizados para gPCR

NI CO Gene Sequéncia dos primers AT, | el N
primer 9 P (pb) (°C) GenBank

Fw 5’-ATGAGTATGCCTGCCGTGTG-3’
BZM B2M Rv 5’-CAAACCTCCATGATGCTGCTTAC-3’ 92 60 NM_004048

Fw 5’-TTGCCTGTGGAATCATCTCA-3’
K81 KCNABT Rv 5’-CCAGGAGCACAGAACTCACA-3’ 231 60 NM_D03471

Fw 5’-GCATCCCACCCTACTCAAGA-3’
K.B2 KCNAB2 RV 5’-TTCGGAAGGACCTGTATTGC-3’ 253 62 NM_001199860

Fw 5'-TCAGAGGGAGAAGGTGGAGA-3’
K.B3 KCNAB3 Rv 5 GOTCCATCACTTTGGCT IO 3 215 | 58 NM_004732

Fw 5’-AAGCAACGGAATGGAGGCAT-3’
Beaa | KCNMAT RV 5'-CCAGTGAAACATCCCAGTAGAGT-3’ 147 | 60| NM0010T4757

Fw 5'-CAATGTGGTGAACGCAGCC-3’
BB | KCNMBT RV 5'-TGTGATGCTGAGGCGTGAA-3’ 86 60 NM_172159

Fw 5’-TGCGTGGAATACGCCCTCAAGG-3’
Cav1.2 CACNA1C RV 5’-ACAGGCAGCTCTGGCCGTAGTGC-3 175 58 NM_001167625
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3.4.Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo. A analise dos dados foi realizada
com o software SigmaStat 3.5 (Systat Software, Reino Unido). A comparacéo estatistica entre
dois grupos de dados foi realizada utilizando o teste t de Student. A comparacao entre mais
de dois grupos de dados foi realizada utilizando o teste One-way ANOVA seguido do teste
post-hoc (teste de Tukey ou Dunnett), para determinar as diferencas significativas entre as
médias. As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente significativas com
p<0,05.
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4. Resultados

4.1.Artérias procedentes de gravidas saudaveis
(AUHCctr)

4.1.1. Efeitos do estradiol na tensao induzida por 5-HT e KCI

As AUHctr, apds remocao do endotélio, foram incubadas durante 24h com E2 (100nM e 100pM)
ou veiculo (etanol 0,01%). Usando a técnica banho de 6rgaos, estes anéis foram contraidos
com 5-HT (1 pM) ou KCl (60mM). As tensdes induzidas pelos agentes contrateis foram

analisadas.

Nao se verificaram diferencas nas contragées maximas induzidas por qualquer um dos agentes
contrateis entre o grupo de anéis incubado apenas em meio DMEM-F12 e o grupo de anéis
incubado em DMEM-F12 com etanol 0,01% (veiculo do E2), pelo que se utilizaram todos estes

dados para comparacao com as incubacdes com E2.

Il AUHctr incubadas com veiculo
1 ] AUHctr incubadas com E2 100nM
50004 [_]AUHctr incubadas com E2 100uM

3 30004  (59) (34)

5-HT KCI

Figura 17 - Tensdes induzidas por 5-HT e KCl em AUHctr incubadas com veiculo, E2 100nM e E2 100uM
(* p<0,05 vs. AUH incubadas com veiculo, One-way ANOVA)

Nao se encontraram diferencas significativas nas contracbes maximas induzidas pela 5-HT
entre as AUHctr incubadas com veiculo e as AUHctr incubadas em qualquer das concentracoes
de E2 (Fig. 17).
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Por outro lado, as contracdes induzidas por KCl em AUHctr incubadas com E2 foram

significativamente mais baixas em comparacdo com as AUH incubadas com veiculo (Fig. 17).

Compararam-se também as contracdes induzidas pela 5-HT em relacdo as contracoes
induzidas pelo KCl, nao havendo diferencas significativas nas AUHctr incubadas com veiculo
ou com E2 100nM. Por outro lado, nas AUHctr incubadas com E2 100uM verificou-se que as
contracdes induzidas pelo KCl foram significativamente mais baixas em comparacao com as

contragoes induzidas pela 5-HT.

4.1.2. Analise simultanea dos efeitos rapidos e genémicos do

estradiol

Como foi indicado na Introducao, o E2 presente no organismo ira provocar simultaneamente
efeitos rapidos e a longo prazo (genémicos). Embora o mecanismo destes dois tipos de efeitos
seja diferente, os efeitos resultantes coexistem e sado indissociaveis. Neste sentido, no
presente trabalho iremos analisar os efeitos rapidos e genomicos do E2 quer separadamente,

quer simultaneamente.

Assim, apos contracdo das AUHctr com 5-HT ou KCl, o efeito rapido de concentracoes

crescentes de E2 (1-100uM) foi analisado em artérias incubadas com E2 ou com veiculo.
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Figura 18 - Efeitos de concentracdes crescentes de E2 (1uM-100pM) em AUHctr
A: AUH contraidas com 5-HT; B: AUH contraidas com KCl

Verificou-se que, apo6s contragdo com qualquer um dos agentes contrateis, o E2 induziu
vasorelaxamento rapido e dose-dependente em todas as artérias, independentemente do tipo
de incubacao (Fig. 18). Paralelamente foram realizados ensaios apenas com o etanol, nao se
tendo verificado qualquer efeito relaxante. Ao comparar os efeitos vasorelaxantes do E2 nas
AUHctr contraidas com 5-HT em relacdo aos efeitos do veiculo verificaram-se diferencas
significativas a partir da concentracao de 3uM (incubacao com veiculo) ou 10uM (incubagodes
com E2) (dados nao representados nas figuras). Relativamente as AUHctr contraidas com KCl,
as diferencas comecaram a verificar-se nas concentracdes de 10uM (incubagdes com veiculo e

E2 100uM) ou 30pM (incubacao com E2 100nM) (dados nado representados nas figuras).
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Por outro lado, nao se verificaram diferencas estatisticas no efeito vasorelaxante do E2 entre
as AUHctr incubadas com veiculo e as AUHctr incubadas com E2, independentemente do

agente contratil (Fig. 18).

Compararam-se também os efeitos vasorelaxantes do E2 nas AUHctr contraidas pela 5-HT em
relacdo as AUHctr contraidas pelo KCl, ndo se tendo encontrado diferencas significativas

independentemente da incubacao.

4.1.3. Analise do mecanismo vasorelaxante do estradiol

De forma similar, usando a técnica de banho de 6rgaos, anéis de AUHctr sem endotélio
incubadas com E2 ou veiculo foram contraidas com 5-HT e KCl e o efeito vasodilatador da NIF
(inibidor dos LTCC), SNP (estimulador da sGC), ODQ (inibidor da sGC), ANP (estimulador da
pGC) e SQ 22536 (inibidor da AC) foram analisados, de forma a determinar o envolvimento dos
LTCC, sGC, pGC e AC, respetivamente, no mecanismo de vasorelaxamento do E2.
Paralelamente a estes ensaios, foram testados os efeitos isolados do veiculo de alguns dos

farmacos, o etanol, nao se tendo obtido efeitos relaxantes ou contrateis significativos.

4.1.3.1. Analise do envolvimento dos canais de calcio tipo-L

Para determinar o envolvimento da inibicao dos LTCC no vasorelaxamento induzido pelo E2,
apos contracao das AUHctr com 5-HT ou KCl, foi adicionada ao banho de drgaos a NIF (10uM),
e de seguida E2 (100uM).
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Figura 19 - Efeito vasorelaxante da NIF (10uM) e E2 em AUHctr incubadas com veiculo ou E2 e
contraidas com 5-HT
(* p<0,05, ** p<0,01 e **p<0,001 vs. E2 100uM, t-test)
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Nas AUHctr contraidas pela 5-HT nédo se encontraram diferencas significativas entre o efeito
relaxante da NIF em comparacao com o efeito da aplicacao conjunta da NIF e E2 (Fig. 19).
Verificou-se, no entanto, que a NIF parece induzir relaxamentos mais acentuados em
comparacao com o E2, sendo esta diferenca estatisticamente significativa na incubacao das
AUHctr com veiculo (Fig. 19). Em todas as incubacdes, o efeito vasorelaxante conjunto da NIF

e E2 foi significativamente superior ao efeito isolado do E2 (Fig. 19).

Nas AUHctr contraidas pelo KCl o efeito relaxante da NIF foi superior a 100% nas diversas

incubacdes pelo que se testou uma concentracao mais baixa deste farmaco (100nM).
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Figura 20 - Efeito vasorelaxante da NIF (100nM) e E2 em AUHtctr incubadas com veiculo ou E2 e

contraidas com KCL (** p<0,01 e *** p<0,001 vs. E2 100uM, t-test; ## p<0,01 e ### p<0,001 vs. NIF 100nM,
t-test)

Ao utilizar esta concentracao de NIF verificaram-se diferencas significativas entre o

vasorelaxamento induzido apenas pela NIF ou pelo E2 em comparacdo com a aplicacao

conjunta de NIF com E2 (Fig. 20). Nao se encontraram diferencas significativas entre os

efeitos de vasorelaxamento induzidos isoladamente pelo E2 e a NIF (Fig. 20).

4.1.3.2. Andlise do envolvimento da guanilato ciclase solavel

Para determinar o envolvimento da sGC no efeito vasorelaxante induzido pelo E2, contrairam-
se as AUH com 5-HT ou com KCl e, posteriormente, adicionou-se ao banho de 6rgaos o SNP
(10pM), e de seguida o E2 (100uM).
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Figura 21 - Efeito vasorelaxante do SNP e E2 em AUHctr incubadas com veiculo ou E2. A: AUH contraidas

com 5-HT; B: AUH contraidas com KCl

(** p<0,01 e ** p<0,001 vs. E2 100uM, t-test; # p<0,05, ## p<0,01 e ### p<0,001 vs. SNP 10uM, t-test; b

p<0,05 vs, incubacao com veiculo, One-way ANOVA)

Nas AUHctr contraidas com 5-HT verificou-se que os efeitos vasorelaxantes da aplicacao
conjunta de SNP e E2 eram significativamente superiores aos efeitos do SNP isoladamente (em
todas as incubacdes) e do E2 isoladamente (na incubacao com E2 100puM) (Fig. 21A). Nao se
encontraram diferencas significativas entre o efeito relaxante do SNP e o efeito do E2 (Fig.

21A). Adicionalmente, nao se encontraram diferencas significativas entre os efeitos dos

farmacos entre as diferentes incubacdes (Fig. 21A).
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Nas AUHctr contraidas com 5-KCl verificou-se que os efeitos vasorelaxantes da aplicacao
conjunta de SNP e E2 eram significativamente superiores aos efeitos do SNP isoladamente e
do E2 isoladamente (em todas as incubacdes) (Fig. 21B). Nao se encontraram diferencas
significativas entre o efeito relaxante do SNP e o efeito do E2, a excecao das AUHctr
incubadas com 100uM, em que o efeito do SNP foi significativamente superior (Fig. 21B).
Adicionalmente, verificou-se que a vasodilatacao induzida pelo SNP foi significativamente
mais alta nas AUHctr incubadas com E2 100pM em comparacao com as restantes incubacoes
(Fig. 21B). No entanto, ao analisar o efeito da aplicacdo conjunta dos farmacos nao se

encontraram diferencas significativas entre as incubacoes (Fig. 21B).

Para complementar estes resultados, utilizou-se também o farmaco ODQ (inibidor da sGC),

seguido da aplicacao de E2 (100uM).
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Figura 22 - Efeito vasorelaxante do E2 apos inibicao da sGC, em AUH incubadas em veiculo ou E2
e contraidas com 5-HT (** p<0,01 e *** p<0,001 vs. ODQ 30uM; t-test)

A aplicacao isolada do ODQ nao induziu vasorelaxamento das AUHctr em qualquer das
incubacoes, e os efeitos do E2 isoladamente e da aplicacao conjunta do E2 com ODQ foram
significativamente superiores a aplicacdo do ODQ (Fig. 22). Ao comparar o efeito
vasorelaxante isolado do E2 com a aplicacdo conjunta de ambos os farmacos, em qualquer das

incubacdes, nao se encontram diferencas significativas (Fig. 22).
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4.1.3.3. Analise do envolvimento da guanilato ciclase particulada
Para determinar o envolvimento da pGC no vasorelaxamento induzido pelo E2, contrairam-se

as AUH com 5-HT, e adicionou-se ao banho de 6rgdaos o ANP (100nM), e de seguida o E2
(100pM).
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Figura 23 - Efeito vasorelaxante do ANP e E2 em AUH incubadas com veiculo ou E2 contraidas com 5-HT
(** p<0,01 e *** p<0,001 vs. E2 100uM; t-test)

Ao analisar os dados obtidos com as AUHctr incubadas com veiculo verificou-se que os efeitos

relaxantes do E2 e do ANP sao similares, nao se encontrando diferencas significativas a nivel

estatistico (Fig. 23). Adicionalmente, o vasorelaxamento induzido pela aplicacdo conjunta do

ANP com o E2 é significativamente superior ao efeito isolado do E2, parecendo também

superior ao efeito isolado do ANP mas sem significancia estatistica (p=0,093) (Fig. 23). Nesta

incubacao, a aplicagdo conjunta de ambos os farmacos (E2 e ANP) parece aditiva (Fig. 23).

Por outro lado, na incubacao com E2 100puM nao se obteve efeito relaxante com o ANP, sendo
este significativamente inferior ao relaxamento induzido pelo E2 e parecendo também

inferior ao efeito isolado do ANP mas sem significancia estatistica (p=0,053) (Fig. 23).

4.1.3.4. Analise do envolvimento da adenilato ciclase

Por Ultimo, para determinar o envolvimento da AC no vasorelaxamento induzido pelo E2,
contrairam-se as AUH com 5-HT, e adicionou-se ao banho de 6rgaos o SQ 22536 (100uM), e de
seguida o E2 (100uM).
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contraidas com 5-HT (*** p<0,001 vs. SQ22536 10uM; t-test)

Apos contracao com 5-HT, verificou-se que, em ambas as incubacdes, o SQ 22536 nao exerceu
efeito vasorelaxante das AUHctr, e os efeitos do E2 isoladamente e da aplicacao conjunta do
E2 com SQ 22536 foram significativamente superiores a aplicacdo do SQ 22536 (Fig. 24). Ao
comparar o efeito vasorelaxante isolado do E2 com a aplicacao conjunta de ambos os

farmacos, em qualquer das incubacoes, ndo se encontram diferencas significativas (Fig. 24).

4.1.4. Efeitos do estradiol na expressao genética

Para estudos de expressdo genética, as células do ML das AUH em cultura foram incubadas em
meio sem soro durante 24h, e de seguida incubadas durante 24h em meio sem soro com
veiculo (etanol 0,01%) ou com E2 (10nM e 100nM). Posteriormente, foi realizada a extragao de
RNA e confirmacdo da sua pureza e integridade através de espetrofotometria e eletroforese
em gel de agarose. Apos transcricao reversa, o cDNA resultante foi entdo analisado através de
gPCR para comparacao da expressao de genes chave na contratilidade vascular, tais como
genes de canais de Ca?* (Ca, 1.2) e de canais de K* (K,81, K,82, K,83, BKc.a e BKc.B).
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Figura 25 - Expressao do gene Ca,1.2 em células do musculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2
10nM e E2 100nM
Ao analisar a expressao do gene codificante da subunidade Ca,a; dos canais Ca,1.2 nao se
encontraram diferencas significativas entre as células do ML incubadas em veiculo em relacao

as células do ML incubadas em E2 (Fig. 25).
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Figura 26 - Expressao do gene K,81 em células do muUsculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2

10nM e E2 100nM. (* p<0,05 vs. incubacao com veiculo, One-way ANOVA)
Apo6s a analise da expressdao do gene codificante para a subunidade K,81 dos canais K,
verificou-se uma sobreexpressdo deste gene nas células do ML incubadas com E2 a uma
concentracdo de 10nM em comparacdao com as células do ML incubadas em veiculo. No
entanto, nao se verificaram diferencas significativas na expressao deste gene entre as células

incubadas em E2 100nM e as células incubadas em veiculo (Fig. 26).
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Figura 27 - Expressao do gene K,82 em células do mUsculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2
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Figura 28 - Expressao do gene K83 em células do muUsculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2
10nM e E2 100nM

Aquando da analise da expressdao dos genes codificantes das subunidades K,82 e K,83 dos
canais K, ndo se encontraram diferencas significativas entre as células do ML incubadas com

veiculo e as células do ML incubadas com E2 (Fig. 27 e 28).
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Figura 29 - Expressao do gene BKcaa em células do muUsculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2

10nM e E2 100nM (* p<0,05 vs. incubacao com veiculo, One-way ANOVA)
Ao analisar a expressao do gene codificante da subunidade BKc,a dos canais BKc, nas células
do ML incubadas com E2 10nM pareceu observar-se um aumento de expressao em comparacao
com as células do ML incubadas com veiculo, nao se tendo verificado, no entanto, diferencas
significativas. Por outro lado, nas células incubadas com E2 100nM verificou-se um aumento

da expressao significativo em relacdo as células incubadas com veiculo (Fig. 29).
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Figura 30 - Expressao do gene BKc.B em células do musculo liso de AUHctr incubadas em veiculo, E2
10nM e E2 100nM (* p<0,05 vs. incubacao com veiculo, One-way ANOVA)

Ao analisar o gene codificante da subunidade BK¢,B dos canais BK¢, verificou-se um aumento
significativo na expressao nas células do ML incubadas com E2 10nM em comparacao com as

células do ML incubadas em veiculo. Por outro lado, nas células do ML incubadas com

48



E2 100nM nao se encontraram diferencas significativas em comparacdo com as células

incubadas em veiculo (Fig. 30).

4.2.Artérias procedentes de gravidas com

diabetes gestacional (AUHdge)

4.2.1. Comparacao da tensao induzida por 5-HT e KCl em
AUHdge e em AUHctr

Anéis de AUHctr e AUHdge sem endotélio foram incubadas durante 24h com E2 (100uM) ou
veiculo (etanol 0,01%). Usando também a técnica de banho de orgaos, estes anéis foram
contraidos usando 5-HT (1 pM) ou KCl (60mM), e a tensdo induzida por estes agentes

contrateis foi analisada.
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Figura 31 - Tensoes induzidas por 5-HT (A) e KCl (B) em AUHctr e AUHdge incubadas em veiculo ou E2
100uM (*** p<0,001 vs. AUHctr; # p<0,05 vs. AUH incubadas em veiculo; t-test)

Nao se verificaram diferencas entre as contracoes induzidas pela 5-HT entre as AUHctr e as

AUHdge, nem entre as AUH incubadas com E2 ou veiculo (Fig. 31A).

Por outro lado, as contracdes induzidas por KCl foram significativamente mais baixas em
AUHdge em comparacao com AUHctr. A incubacdo com E2 diminuiu a tensao nas AUHctr, mas

nao apresentou o mesmo efeito em AUHdge (Fig. 31B).
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4.2.2. Efeitos vasculares do estradiol em AUHdge

Apos contracao com 5-HT ou KCl, os anéis de AUHctr e de AUHdge (previamente incubados em

E2 100uM ou veiculo) foram expostos a concentracdes crescentes de E2 (1-100uM), e os seus

efeitos rapidos foram analisados.
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Figura 32 - Efeitos rapidos do E2 (1pM-100uM) em AUHctr e AUHdge contraidas com 5-HT (A e B) e KCl
(C e D). A e C: AUH incubadas em veiculo; B e D: AUH incubadas em E2 100pM

Nas AUH contraidas com 5-HT verificou-se que o E2 induziu um rapido vasorelaxamento

dependente da dose, e este efeito foi similar em AUHctr e AUHdge (Fig. 32A-B).

Nas AUH contraidas com KCl verificou-se também que o E2 induziu um rapido
vasorelaxamento dependente da dose, similar entre AUHctr e AUHdge (Fig. 32C-D). No
entanto, a vasodilatacao induzida pelo E2 a 100pM foi mais baixa em AUHdge quando

incubadas em E2 em comparacdo com as AUH incubadas com veiculo (p<0,05, t-test).

52



4.3.Artérias procedentes de gravidas hipertensas
(AUHhip)

4.3.1. Comparacao da tensao induzida por 5-HT em AUHhip e
em AUHctr

Anéis de AUHctr e AUHhip sem endotélio foram incubadas durante 24h com E2 (100uM) ou
com veiculo (etanol 0,01%). Também se utilizou a técnica de banho de 6rgaos para analisar a
contractilidade provocada pela 5-HT (1 pM) em diferentes condicées.
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Figura 33 - Tensoes induzidas por 5-HT em AUHctr e AUHhip incubadas em veiculo ou E2 100uM
(** p<0,01 vs. AUHctr, t-test)

A contracdo induzida pela 5-HT foi significativamente superior em anéis de AUHhip em
comparacdo com anéis de AUHctr, sugerindo um aumento da sensibilidade dos anéis

hipertensos a 5-HT (Fig. 33). O aumento desta sensibilidade foi mitigado nos anéis incubados
com E2 (Fig. 33).

4.3.2. Efeitos vasculares do estradiol em AUHhip

Apos contragdo com 5-HT, os anéis de AUHhip e AUHctr (previamente incubados em E2 100uM
ou veiculo) foram expostos a concentracoes crescentes de E2 (1-100puM), e os seus efeitos
rapidos foram analisados.
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Figura 34 - Efeitos rapidos do E2 (1pM-100uM) em AUHctr e AUHhip contraidas com 5-HT.
A: AUH incubadas em veiculo; B: AUH incubadas em E2 100pM (* p<0,05 e ** p<0,01 vs. AUHctr, t-test)

0 E2 induziu vasorelaxamento rapido dependente da dose nas AUHhip incubadas em veiculo e
em E2 100uM (Fig. 34).

Ao comparar o efeito vasorelaxante do E2 entre as AUHctr e as AUHhip incubadas em veiculo
verificou-se que este era significativamente superior nas AUHctr numa concentracao de 3uM
(Fig. 34A). Nas restantes concentracées de E2 utilizadas nao se encontraram diferencas

significativas entre os grupos de AUH (Fig. 34A).

Relativamente as AUH incubadas em E2 100puM verificou-se também que o efeito
vasorelaxante do E2 era significativamente superior nas AUHctr relativamente as AUHhip nas
contracoes de 3 e 10puM (Fig. 34B). Nas restantes concentracoes de E2 utilizadas nao se

encontraram diferencas significativas entre os grupos de AUH (Fig. 34B).
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5. Discussao

5.1.Efeitos do estradiol em AUHctr

5.1.1. Tensao induzida por 5-HT e KClI e efeitos vasculares do
E2

Como mostrado nos resultados obtidos em AUHctr, a incubacao com E2 (24h) nao alterou os
efeitos contrateis maximos induzidos pela 5-HT. Por outro lado, a incubacdo das AUHctr com

E2 100nM ou 100uM levaram a diminuicdo das contragées maximas induzidas pelo KCL.

A diferenca de resultados obtidos entre os dois agentes contrateis pode ser devida aos
diferentes mecanismos implicados no efeito contratil destes agentes (38, 124).
Nomeadamente, as contracdes induzidas pela 5-HT sao mediadas pelos recetores 5-HT;, e 5-
HTig/1p: a ativacao dos recetores 5-HT,, leva a estimulacdo da PLC, aumentando os niveis de
IP;, enquanto que a ativacao dos recetores 5-HTz,p leva a inibicdo da AC (124, 125). Por
outro lado, a contracado vascular induzida pelo KCl nas AUH é devida principalmente ao
influxo de Ca?* extracelular mediado pelos LTCC (126). Assim, é possivel que a exposicao
prolongada ao E2 provoque alteracdes gendmicas ou pds-transcripcionais destes canais. Neste
sentido, recentemente, Hill et. al demonstraram que a exposicdo de artérias coronarias de
porcos fémea ao E2 atenua a contracao induzida pelo KCl e que esta associada a uma
diminuicao da abundancia dos canais Ca,1.2 através de um processo pos-transcripcional (127).
Tharp et. al também ja haviam demonstrado que a sensibilidade ao KCl no mesmo modelo
animal era superior quando estes animais eram ovariectomizados em comparacao com

animais controlo (26).

Quanto aos efeitos rapidos do E2, este induz um vasorelaxamento dependente da
concentragao, e que é observado segundos ou minutos apos a exposicao ao E2. Estes dados
sugerem que o mecanismo responsavel por este efeito nao é genomico, pois o intervalo de
tempo é demasiado curto para o efeito ser mediado por mecanismos classicos envolvendo a
ativacao da transcricao genética (81). Estes resultados estdo em concordancia com estudos
realizados noutros vasos e noutras espécies, nomeadamente em aorta de rato (3, 106),
artérias mesentéricas de rato (104, 113), artérias coronarias de suino (47), artérias carotidas
e basilares caninas (81), artérias carétidas de coelho (79), artérias coronarias de coelho (108),
artérias uterinas e placentares humanas (128), entre outras. Nao se verificaram diferencas
neste efeito entre AUH incubadas com veiculo em comparacdo com AUH incubadas com E2,
sugerindo que a existéncia dos efeitos genomicos do E2 ndao modifica os efeitos rapidos do

proprio E2.
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5.1.2. Analise do mecanismo vasorelaxante do estradiol

Relativamente ao mecanismo vasorelaxante do E2, analisou-se a possibilidade de
envolvimento dos LTCC, sGC, pGC e AC.

Quanto a analise do envolvimento dos LTCC, os resultados obtidos nas AUHctr contraidas com
5-HT sugerem que o E2 possa partilhar o mesmo mecanismo de acdo que a NIF, agindo através
da inibicao dos LTCC, uma vez que nao existem diferencas significativas entre o efeito
vasorelaxante isolado da NIF em relacao ao efeito da aplicacao conjunta da NIF com E2. Nas
AUH contraidas com KCl, a aplicacao isolada da NIF levou a um relaxamento total das artérias
(100%), pelo que foi testada uma concentracdo dez vezes mais baixa deste farmaco, que
levou a relaxamentos na ordem dos 50%, similares aos relaxamentos obtidos pelo E2. O efeito
vasorelaxante da aplicacao conjunta de NIF com E2 foi sempre significativamente superior aos
efeitos isolados de qualquer um dos farmacos. No entanto, estes resultados podem dever-se
ao facto de se estar a utilizar uma concentracao demasiado baixa de NIF para esta exercer o
seu efeito de forma eficaz. Em suma, os resultados sugerem que o mecanismo vasorelaxante
do E2 possa estar associado a inibicdo dos LTCC, estando em concordancia com diversos
estudos realizados em linhas celulares animais (74, 111), em células do ML humano (64), e em

artérias de rato (3), de coelho (79, 80), e de cdo (81).

Quanto a analise do envolvimento da sGC, os resultados sugerem que os mecanismos que
levam aos efeitos vasorelaxantes do E2 e do SNP sao diferentes, uma vez que a utilizacao do
0DQ nao modificou o efeito relaxante do E2 nas AUHctr contraidas com 5-HT ou KCL.
Adicionalmente, o efeito vasorelaxante isolado do SNP foi similar ao efeito vasorelaxante do
E2, e o efeito vasorelaxante apos aplicacdo conjunta de SNP e E2 pareceu aditivo (a excepcao
das AUH contraidas com KCl e incubadas em E2 100puM). Estes resultados estdao em
concordancia com estudos efetuados por outros autores em artérias coronarias de porco
(115), artérias mesentéricas de rato (110) e artérias basilares e carotidas internas de caes
(81) sem endotélio, que demonstraram que a utilizacdo de ODQ nao inibia o vasorelaxamento
induzindo pelo E2. Adicionalmente, verificou-se também que os efeitos induzidos
isoladamente pelo E2, pelo SNP (neste caso apenas em AUH contraidas com 5-HT), ou pela
aplicacao conjunta foram similares entre todas as incubacdes. Por outro lado, os efeitos
induzidos isoladamente pelo SNP nas AUHctr contraidas com KCl foram significativamente
superiores nas AUHctr incubadas com E2 100uM comparativamente com as AUHctr incubadas
com veiculo ou com E2 100nM, sugerindo que a o E2 em altas concentracdes podera, a longo

prazo, modular a expressao genética da sGC ou da PKG.

Relativamente a pGC, os resultados mostram que esta molécula nao estd envolvida no
mecanismo vasorelaxante do E2 uma vez que, nas AUHctr incubadas com veiculo, o efeito da
aplicacao conjunta de ANP e E2 pareceu aditivo. Por outro lado, nas AUHctr incubadas com E2

100pM, o ANP nao exerceu efeito relaxante.
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Os resultados também sugerem que o efeito vasorelaxante do E2 nas AUHctr nao passa pela
estimulacdo da AC uma vez que, em ambas as incubacdes utilizadas (veiculo e E2 100pM), a
utilizacao de SQ 22536 nao modificou o efeito relaxante do E2. Tal como referido na
Introducédo, existe alguma controvérsia acerca do envolvimento dos nucleotidos ciclicos no
mecanismo vasorelaxante do E2. Estudos realizados por Keung et al. em artérias coronarias de
porco (115) e artérias mesentéricas de rato (110) verificaram que o efeito vasorelaxante do
E2 era abolido parcialmente pela utilizacdo de SQ 22536. Por outro lado, Ramirez-Rosas
realizaram um estudo similar em artérias basilares e carotidas internas de caes, onde
verificaram que a utilizacao deste farmaco nao alterava o vasorelaxamento induzido pelo E2
(81). Esta disparidade de resultados pode resultar do facto de as artérias em estudo serem
distintas, pois artérias apresentando localizacoes fisiologicas e estruturas membranares
diferentes podem apresentar mecanismos modificados (81). Nomeadamente, as células do
MLV de diferentes artérias podem apresentar diferente distribuicido de canais idnicos e

propriedades eletrofisiologicas que poderdao modificar a resposta final.

Em suma, os resultados sugerem que o mecanismo vasorelaxante do E2 nas AUHctr envolve a
inibicao dos LTCC, mas é independente da ativacao da sGC, pGC ou AC. Adicionalmente, os
efeitos genomicos do E2 n&do alteram, qualitativa ou quantitativamente, o mecanismo de acao

vasorelaxante do préprio E2.

5.1.3. Efeitos do estradiol na expressao genética

Sao diversos os artigos que demonstram os efeitos rapidos do E2, nomeadamente a inibicao
das correntes de Ca?* nas células do ML (3, 64, 74, 81, 111). No entanto, estudos com altas
doses farmacologicas de E2 administrado durante tempos de exposicdo curtos (<1h) nao
representam os efeitos in vivo do E2 no tonus vascular, que parece resultar de mecanismos
cronicos de modulacao de contratilidade vascular com concentracdes mais baixas da hormona
em circulagdo (127). Assim, neste projeto analisaram-se também as expressdes de mRNA de

subunidades de canais de Ca%* e K* através de qPCR.

Nao se encontraram diferencas significativas na expressao de mRNA da subunidade Ca,a; dos
canais Ca,1.2 entre as células do ML incubadas em veiculo em relacao as células incubadas em
E2. Estes resultados vao ao encontro de estudos realizados anteriormente. Um estudo
realizado em porcos fémea demonstrou que nos animais ovariectomizados se verificava um
aumento das correntes de Ca?* nas células do ML das suas artérias coronarias (26). No
entanto, ao analisar a expressao de mRNA e proteina das subunidades Ca,a;, Ca,B2a, Ca,B3, e
Ca,B4 dos canais Ca,1.2 nas células das respetivas artérias ndo se encontraram diferencas
significativas em relacao aos animais ndao ovariectomizados (26). Por outro lado, nos animais
ovariectomizados verificou-se uma diminuicao na expressao proteica da subunidade Ca,B1
(26). Assim, este estudo levantou a hipdtese de que o E2 pode inibir os LTCC aumentando a
expressao da subunidade reguladora Ca,B1 (26). Mais recentemente, um estudo realizado

também em artérias coronarias de porcos fémea, revelou que o E2 (1nM) diminuia a expressao
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proteica da subunidade Ca,al do canal Cav1.2 na ordem dos 30% (127). Este efeito foi
dependente dos ER classicos e independente do GPER. No entanto, a mesma concentracao de
E2 nao afetava a expressao do transcrito da mesma subunidade, sugerindo que o E2 reduz a

abundancia dos canais Ca,1.2 através de um processo pos-transcripcional (127).

Ao analisar a expressao das subunidades dos canais K,, ndao se encontraram diferencas
significativas na expressiao de mRNA das subunidades K,82 e K,B83 entre as células incubadas
em veiculo e as células incubadas com E2. Por outro lado, a expressao de mRNA da
subunidade K,B1 foi superior nas células incubadas com E2 a 10nM em comparacdao com as
células incubadas com veiculo ou com E2 100nM. Do nosso conhecimento, nao existem estudos

prévios que tenham analisado a influéncia do E2 na expressao destas subunidades.

A expressao da subunidade BKc,a dos canais BKc, foi significativamente aumentada nas células
incubadas com E2. Quanto a subunidade BKc,B, verificou-se também uma sobre-expressao
significativa nas células incubadas com E2 10nM em comparacao com as células incubadas em
veiculo, nao se observando diferencas significativas entre as células incubadas em E2 100nM e

as células incubadas em veiculo.

Existem diversos estudos realizados em animais do sexo feminino ovariectomizados sobre o
efeito da substituicdo com E2 na expressao de mRNA ou proteina dos canais BKc, e verificam
quer sobre-expressao, quer inalteracao da mesma. Nomeadamente, Jamali et. al verificaram
que, em células da aorta de porquinhos-da-india, a subunidade BKc,a nos animais tratados
com E2 era significativamente sobre-expressa em relacdo aos animais tratados com veiculo, o
que nao ocorreu com a expressao das subunidades BKc.B1 (129). Por outro lado, Tsang et. al
analisaram e nao encontraram alteracoes significativas na expressao das subunidades BKc,a e
BKcB entre aortas de ratos nao ovariectomizados, ovariectomizados e ovariectomizados
tratados com E2 durante 5 semanas (130). Nagar et. al analisaram os efeitos da substituicao
aguda (uma Unica administracdo) ou diaria (durante seis dias) de E2 em ovelhas, e, na
substituicao aguda nao encontraram diferencas significativas na expressao de nenhuma das
subunidades destes canais nas artérias uterina, mesentérica e mamaria entre animais
ovariectomizados e tratados (48). Na substituicdo diaria também néo verificaram diferencas
na expressao de mRNA ou proteina da subunidade a das artérias uterina, mesentérica e
mamaria. Ja na expressdao da subunidade B1 os resultados foram diferentes consoante o
tecido, tendo verificado que o tratamento diario com E2 nao alterou a expressao de mRNA
nem proteina nas artérias mesentéricas, mas levou a um aumento na expressido de mRNA nas
artérias mamarias, de proteina no miométrio, e de mRNA e proteina nas artérias uterinas
(48). Assim, estes autores sugerem que a exposicao prolongada ao E2 pode alterar a funcao
dos canais BKc,, o tonus vascular basal e reatividade das artérias mencionadas (48).
Relativamente a estudos realizados em tecidos humanos, Chandran et. al verificaram através
da técnica de microarray que a incubacao de linhas celulares do ML uterino em E2 10nM
durante 72h nao produzia alteracOes significativas na expressao de mRNA das subunidades

BKc,a. No entanto, através da técnica de qPCR, verificaram que esta incubacao levava a
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diminuicdo da expressao desta subunidade (70). Korovkina et. al também verificaram que a
incubacdao de células do musculo liso da artéria coronaria humana com E2 diminuia a
expressao da proteina BKc,a (131). Verificam-se assim diferencas nos efeitos do E2 na
expressao dos transcritos e proteinas das subunidades dos canais BK¢, consoante a espécie e
tecido em estudo.

Em suma, os resultados indicam que a exposicao das células do ML das AUHctr ao E2 nao leva
a alteracdes na expressao de mRNA da subunidade Ca,a; dos canais Ca,1.2 nem das
subunidades K,B2 e K,B3 dos canais K,. Por outro lado, a exposicao a E2 levou a um aumento
da expressao das subunidades K,81 dos canais K, (E2 10nM) e das subunidades BKc,a (E2 10 e
100nM) e BKc,B (E2 10nM) dos canais BKc,.

5.2.Funcao vascular e efeitos do estradiol em
AUHdge

Para analisar a funcao vascular das AUHdge foi comparada a sua capacidade contratil apos
exposicdo a agentes contrateis com as AUHctr. Apos a analise da tensado induzida pela 5-HT
em AUHdge em comparacao com AUHctr, verificou-se que esta pareceu mais baixa nas AUH
com patologia, nao se tendo verificado diferencas significativas. Estes resultados estao de
acordo com um estudo realizado por Mulhern et al. em aorta de ratos com e sem diabetes
mellitus (132). Por outro lado, Head et. al (133) e Radenkovik et al. (134) reportaram valores
significativamente mais baixos em aorta de rato com diabetes mellitus e AUH de mulheres
com diabetes gestacional, respetivamente, em comparacao com os controlos (sem patologia).
A tensao induzida pelo KCl foi significativamente mais baixa em AUHdge em comparacao com
as AUHctr. Estes resultados estdao em concordancia com estudos realizados por outros autores
em aorta de rato (133, 135, 136) e em miométrio humano (137). Verificaram-se valores mais
baixos de tensdao em artérias de individuos com diabetes em comparacao com artérias
normais, e estes autores sugerem que esta perda da capacidade contratil das células
musculares em resposta a estes agentes possa estar associada com a degeneracédo das células
do ML e/ou com uma diminuicdo da expressao dos canais de Ca?* e uma reduzida sinalizacao
de Ca* (136, 137).

De forma a compreender melhor a origem da perda desta capacidade contratil seriam
bastante Uteis estudos a nivel da expressao genética e protedmica de proteinas-chave neste
processo. De facto, um estudo de 2015 demonstrou que nos corddes umbilicais de mulheres
gravidas com diabetes tipo 1 existem alteracdes morfologicas a nivel das camadas dos vasos
umbilicais e também alteracdes genéticas a nivel da funcdo vascular (nomeadamente nos
genes das proteinas PDE5A e NPR-B) (138). Adicionalmente, um estudo realizado em mulheres

gravidas obesas com e sem diabetes gestacional demonstrou também a existéncia de
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alteracoes a nivel de proteinas envolvidas na sinalizacao do Ca?* no musculo esquelético no

primeiro grupo (139).

De seguida, de forma a compreender o papel do E2 analisaram-se os efeitos genomicos e nao
genomicos do E2 nas AUH. Assim, comparou-se a tensao induzida pelos agentes contrateis
entre as AUH incubadas com veiculo e as artérias incubadas com E2. As AUH contraidas com
5-HT previamente incubadas com E2 apresentaram valores de tensao que nao foram
significativamente diferentes das AUH incubadas com veiculo. Por outro lado, a incubacao
com E2 diminuiu a contracdo induzida pelo KCl nas AUHctr, em concordancia com outros
estudos (140). Estes autores sugerem que esta diminuicao na contratilidade possa ser devida a
inibicao dos canais de Ca?* (140). Por outro lado, a incubacdo com E2 nao apresentou o

mesmo efeito nas AUHdge.

Apds a exposicao rapida (15 minutos) a concentracdes crescentes de E2, verificou-se uma
vasodilatacdo dependente da dose, similar entre as AUHctr e as AUHdge, e também entre
incubacgdes. No entanto, as AUHdge incubadas com E2 foram menos sensiveis aos seus efeitos

rapidos de vasorelaxamento.

Relativamente a sensibilidade aos efeitos do E2 seria também Util realizar estudos a nivel
genético, nomeadamente a niveis dos recetores citosolicos e membranar do E2, assim como
das proteinas potencialmente envolvidas no seu mecanismo de vasorelaxamento. Kleiblova et.
al demonstraram que a expressao dos recetores ERa e ERB se encontrava significativamente
reduzida no tecido subcutaneo de gravidas com diabetes gestacional em comparacdao com

gravidas saudaveis (141).

O papel do E2 na diabetes gestacional é ainda controverso. Diversos estudos sugerem que o E2
em niveis fisiologicos apresenta um papel na regulacdo do metabolismo energético e
homeostase da glucose. Nomeadamente, esta hormona parece aumentar a replicacao e
melhorar a sobrevivéncia e a funcdo das células B secretoras da insulina durante a gravidez
(142, 143). Estudos realizadas em ratos knockout para a aromatase verificaram que estes
apresentam nao s6 baixos niveis de E2 como também resisténcia a insulina (144).
Adicionalmente, nestes ratos o tratamento com E2 leva a uma reversdao da resisténcia a
insulina (145). Por outro lado, estudos sugerem que os niveis fisiologicamente elevados desta
hormona durante a gravidez (146) ou nao fisiologicos (excessivamente elevados ou baixos)
(147) podem promover a resisténcia a insulina e o desenvolvimento de diabetes gestacional.
Alonso et. al defendem ainda que o E2 nao esta envolvido na resisténcia fisiologica a insulina

que ocorre na gravidez (148).

Existe também discrepancia em relagao aos niveis plasmaticos de E2 durante a gravidez com
diabetes gestacional em comparacao com gravidez saudavel. Um estudo realizado em 2016
analisou os niveis de esterodides sexuais durante o segundo trimestre em gravidas saudaveis
com fetos do género feminino, gravidas com DG, e gravidas com diabetes mellitus tipo 2, e

verificou que os niveis de E2 eram mais baixos nas gravidas com qualquer uma das patologias
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referidas em relacdo as gravidas saudaveis (149). Adicionalmente, verificaram também um
menor racio E2/testosterona nestes mesmos grupos, sugerindo que ambas as alteracoes se
poderiam dever a uma menor atividade da aromatase (149). Um estudo de 2017 indicou
também que os niveis de E2 do cordao umbilical de gravidas com diabetes gestacional eram
mais baixos em comparacao com gravidas saudaveis (142). Em contraste, outros autores
indicaram que em gravidas com diabetes gestacional os valores de E2 se encontram

significativamente mais elevados em comparacao a gravidas saudaveis (150, 151).

Em suma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que as AUHdge apresentam menor

capacidade contratil e sao menos sensiveis aos efeitos do E2 em comparacao com as AUHctr.

5.3.Funcado vascular e efeitos do estradiol em
AUHhip

Como referido anteriormente, as AUH nao sao inervadas, pelo que a contracao das camadas
de MLV depende de substancias vasoativas presentes em circulacao tais como a 5-HT (1, 4).
Nestas artérias, as contracées induzidas por este agente sdo mediadas pelos recetores 5-HT,
e 5-HTg,1p (124, 125).

Assim, para analisar a funcao vascular das AUHhip, a sua capacidade contratil apds exposicao
a 5-HT foi comparada com a obtida em AUHctr. Quando se analisou a tensao induzida por este
agente contratil, verificou-se que esta era significativamente superior em AUHhip em
comparacao com AUHctr (p<0,01). Isto sugere uma hipersensibilidade das AUHhip a 5-HT, em
concordancia com diversos estudos realizados em artérias animais nomeadamente aorta de
rato (152, 153), artérias mesentéricas de rato (154, 155), e artérias basilares de rato (156),
assim como artérias humanas tais como artérias mamarias (157) e artérias cisticas (158, 159).
Este aumento da sensibilidade foi mitigado nas AUH incubadas com E2. Um estudo realizado
em aorta de ratos fémea ovariectomizados normotensos ou hipertensos também verificou que
os animais tratados com terapia de substituicdo com E2 apresentavam contracdes induzidas

pela 5-HT mais baixas em relacao aos animais nao tratados (153).

A origem desta hipersensibilidade a 5-HT é desconhecida, podendo dever-se a alteracbes na
expressao dos diferentes tipos de recetores da 5-HT, ou ao aumento dos niveis plasmaticos de
5-HT (125). De facto, os niveis plasmaticos de 5-HT livre encontram-se elevados na
hipertensdao humana e experimental (159), assim como na pré-eclampsia (125). No entanto,
desconhece-se se a elevacdo destes niveis plasmaticos provoca um aumento na pressdo
arterial ou se é uma resposta adaptativa a hipertensao. Relativamente aos recetores de 5-HT,
um estudo realizado em aorta de rato demonstrou a sobre-expressao de dois recetores de 5-

HT em ratos hipertensos (160). Adicionalmente, em 2005 Gupta et. al sugeriram que em AUH
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de gravidezes com pré-eclampsia possam ocorrer alteracdes no desenvolvimento normal dos
recetores 5-HTyz,1p podendo haver uma maior sensibilidade dos mesmos a 5-HT desde uma

idade gestacional mais precoce em comparacao com AUH de gravidezes controlo (125).

Ao analisar os efeitos rapidos do E2 nestas artérias verificou-se uma vasodilatacdo rapida
dependente da concentracao. A vasodilatacao induzida pelo E2 foi significativamente superior
em AUHctr em comparacao com AUHhip. Isto sugere uma modificacao na resposta vascular ao
E2, e possivelmente a existéncia de um diferente mecanismo de vasodilatacdao nos anéis
hipertensos (106). Os resultados obtidos em estudos realizados por outros autores sao
controversos. Unemoto et. al verificaram que, em aorta de rato contraida com noradrenalina,
o vasorelaxamento induzido pelo E2 era superior nos ratos hipertensos em comparacao com
ratos normotensos (106). Por outro lado, Kocic et. al analisaram artérias da cauda de rato e
verificaram que em artérias de ratos normotensos sem endotélio o E2 exercia um efeito

vasorelaxante, mas que em ratos com hipertensao pulmonar este efeito nao ocorria (161).

Em suma, os resultados obtidos neste estudo sugerem que as AUHhip apresentam maior
sensibilidade a 5-HT e menor sensibilidade aos efeitos rapidos do E2 em comparacdo com as
AUHctr.
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6. Conclusoées e perspetivas futuras

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel demonstrar que o E2 provoca um
vasorelaxamento rapido dependente da concentracao nas AUHctr. Os dados sugerem que este
vasorelaxamento envolva a inibicao dos LTCC, sendo independente da ativacao da sGC, pGC
ou AC. Adicionalmente, os efeitos gendémicos do E2 nao alteraram, qualitativa ou
quantitativamente, o mecanismo de acdo vasorelaxante do proprio E2. No futuro sera
importante esclarecer se existe envolvimento dos canais de K* no mecanismo de
vasorelaxamento desta hormona. A incubacao das AUHctr com E2 levou a uma diminuicao do
efeito contratil do KCl sugerindo que a exposicao prolongada a este farmaco provoque

alteracdes gendmicas ou pds-transcripcionais dos canais LTCC.

Por outro lado, a exposicao das células do ML das AUHctr ao E2 levou a um aumento da
expressao das subunidades K,81 dos canais K,, e das subunidades BKc,a e BKc.B dos canais
BKca, ndo tendo sido detetadas alteracdes significativas na expressao de mRNA da subunidade
Ca,a; dos canais Ca,1.2 nem das subunidades K,82 e K,B3 dos canais K,. No futuro seria
interessante analisar a influéncia da exposicdo ao E2 na expressdo proteica das varias
subunidades dos canais estudados, assim como na expressao de outras proteinas envolvidas na

contratilidade vascular.

Este estudo concluiu também que as AUHdge apresentam menor capacidade contratil que as
AUHctr e, apos incubacdo com E2, sdo menos sensiveis aos efeitos rapidos deste farmaco em
comparacao com as AUH nao incubadas. De forma a compreender melhor estes resultados
seria Gtil a realizacdo de estudos a nivel da expressao de proteinas-chave no processo da
contratilidade vascular destas artérias, assim como dos recetores citosolicos e membranares
do E2.

Por dltimo, concluiu-se que as AUHhip apresentam maior sensibilidade a 5-HT e menor
sensibilidade aos efeitos rapidos do E2 em comparacdo com as AUHctr. No futuro, sera
importante avaliar se existem diferencas a nivel da expressao dos recetores de 5-HT nas
células do ML das AUHdge comparativamente a AUHctr, assim como determinar se existem
diferencas no mecanismo de vasorelaxamento do E2 nas AUHdge comparativamente as
AUHctr.
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