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Resumo

RESUMO

A artéria umbilical humana (HUA) estd envolvida na circulagdo fetoplacentaria.
Os mecanismos enddcrinos e paracrinos, que regulam o estado contréctil das células
musculares lisas, sdo0 muito importantes para uma oOptima troca de gases e nutrientes
entre o feto e a placenta, uma vez que 0s vasos sanguineos umbilicais ndo sdo
enervados. Estudos anteriores demonstraram que 17p-estradiol induz um relaxamento
vascular da HUA, dependente da concentragdo de hormona adicionada, no entanto, o
mecanismo vasorelaxante desta hormona ainda permanece por esclarecer. O efeito do
17B-estradiol na contractilidade desta artéria foi analisado. Foi investigado 0 mecanismo
vasorelaxante do estradiol, e sua participacdo na actividade dos canais i6nicos e dos
nucleétidos ciclicos (AMPc e GMPc). Estes Gltimos, sdo os principais segundos
mensageiros ligados a vasodilatacdo. Sao sintetizados por ciclases e degradados por
diferentes tipos de fosfodiesterases (PDE’s). Usando uma técnica de banho de érgéos,
os anéis de artérias umbilicais humanas (HUA) sem endotélio foram contraidos com
seretonina (5-HT, 1 p M), histamina (10 u M) e cloreto de potassio (KCIl, 60 mm). Foi
observado que o 17pB-estradiol, para a concentragdo maxima utilizada (100 p M), induz
um efeito vasorelaxante nas AUH, contraidas com 5-HT (34,3 £ 4,9%), histamina (55,9
* 4,1%) e KCI 60 mM (51,4 £ 6,5%). A utilizagdo de glibenclamida, um inibidor de
canais de potassio dependentes de ATP (Katp), a 4-aminopiridina, um inibidor de canais
de potassio dependentes de voltagem (K,) e um inibidor de canais de potassio
dependentes de célcio (Kc,), 0 tetraetilamonio (TEA), reduziu o efeito vasorelaxante do
17p-estradiol em HUA contraidas com histamina. Em artérias contraidas com KCI (60
mM) e 5-HT (1 u M), apenas a 4-aminopiridina e a TEA, diminuiram o efeito do 17p-
estradiol. Foi também observado, o efeito da nifedipina, um inibidor de canais de célcio
dependentes de voltagem tipo L. Foi observado que a sua adicdo ndo influenciou o
efeito relaxante do 17p-estradiol nas artérias contraidas com 5-HT, histamina e KCI. Foi
demonstrado, que a estimulacdo da guanilciclase, pelo ANP (péptido natriurético atrial),
relaxa a AUH em contracgdes induzidas com a histamina e 5-HT. Isto indica que, o
aumento intracelular do nucleétido ciclico, GMPc, leva a vasodilatacdo da artéria
umbilical humana. Investigou-se também, o efeito da inibicdo de PDE’s nas artérias
contraidas com 5-HT (1 u M) e histamina (10 p M). Demonstrou-se que o inibidor
inespecifico das PDE’s, o IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthine, 50 p M) relaxou as



Resumo

AUH contraidas com histamina (49,9% + 5,4) e 5-HT (20,7% % 6,5), 0 que aumentou o
efeito relaxante do ANP, quando as artérias sdo contraidas com histamina (72,5% =+
3.7). Por fim, analisamos o efeito dos inibidores da guanilciclase, ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, 30 u M) e da adenilciclase, SQ (9-
(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine,100 uM) em artérias contraidas com 5-HT (1
p M) e histamina (10 p M). Observamos uma diminui¢do do relaxamento provocado
pelo estradiol quando estes inibidores foram utilizados. Em resumo, 0S NnoOSS0S
resultados demonstram que, o relaxamento induzido pelo 17f3-estradiol é parcialmente
mediado pela activacio de canais de K* e pelo blogqueio dos canais de Ca®*. O aumento
dos niveis de GMPc induz o relaxamento do musculo liso vascular do corddo umbilical
humano. As PDE’s estdo envolvidas no relaxamento muscular mediado pelo ANP. O
inibidor de guanilciclase reduz os efeitos relaxantes do 17p-estradiol em artérias

contraidas com 5-HT (1 p M) e com histamina (10 p M).
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Abstract

ABSTRACT

The human umbilical artery (HUA) is involved in fetoplacental circulation.
Endocrine and paracrine mechanisms that regulate the contractile state of smooth
muscle cells are very important for optimum gas and nutrient exchange between the
foetus and the placenta, since the umbilical blood vessels are not innervated. Previous
studies have shown that 17p-estradiol induced dose-dependent vascular relaxation in
HUA, although the mechanism of this action is still under debate. Some effects of 173-
estradiol on the contractility of this artery were analyzed. We investigated the
involvement of ion channels and cyclic nucleotide (CAMP and cGMP), which are the
main second messengers linked to vasodilatation, in this mechanism. They are
synthesized by cyclases and degraded by different types of phosphodiesterases (PDE).
Using a standard organ bath technique, rings of human umbilical arteries (HUA)
without endothelium were contracted by serotonin (5-HT, 1 uM), histamine (10 puM)
and potassium chloride (KCI, 60 mM). The vasorelaxant effect of 17p-estradiol was
analyzed. 17p-estradiol (100 uM) relaxed human umbilical arteries contracted with 5-
HT (34.3+£4.9%), histamine (55.9+4.1%) and KCI 60 mM (51.4+6.5%). Glibenclamide,
an ATP-sensitive potassium-channels (Katp) inhibitor, 4-aminopyridine, a voltage
sensitive potassium-channels (K,) inhibitor and tetraethylammonium (TEA), which
inhibits Kv channels and Ca?* activated potassium channels (Kc,) decreased the effect
of 17B-estradiol on histamine contracted HUA. In arteries contracted with KCI (60 mM)
and 5-HT (1 uM) only 4-aminopyridine and TEA decreased the effect of 17p-estradiol.
We also test the effects of nifedipine, a voltage activated Ca?* channel inhibitor, which
did not influence the relaxant effect of 17p-estradiol in arteries contracted with 5-HT,
histamine and KCI. The stimulation of guanilylcyclase relaxed the histamine and 5-HT
induced contractions indicating that intracellular increase of the cyclic nucleotide,
cGMP, lead to vasodilatation of the human umbilical artery. We investigate, the effect
of PDE inhibition on 5-HT (1 uM) and histamine (10 uM) contracted arteries. The
unspecific PDE inhibitor 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX; 50 puM) relaxed
histamine-contracted human umbilical artery on 49.9+5.4 and 5-HT on 20.7+6.5% and
increase the relaxant effect of ANP when the arteries are contracted with histamine on
72.5+£3.7. At last, we analyzed the effect of guanylcyclases inhibitor, ODQ (1H-
[1,2,4]oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one, 30 uM) and adenylcyclase inhibitor SQ (9-
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Abstract

(Tetrahydro-2-furanyl)-9H-purin-6-amine, 100 uM) on 5-HT (1 uM) and histamine (10
uM) contracted arteries. We observed a diminution of the relaxation when we used
these inhibitors. In summary, our results demonstrate that, the relaxation is partially
mediated by activation of K* channels and the blockage of Ca** channel. The increase
of cGMP levels induces relaxation of the human umbilical vascular smooth muscle. The
PDE’s are involved in smooth muscle relaxation mediated by ANP. The inhibition of
guanilylcyclase reduce the relaxant effects of 17p-estradiol on 5-HT (1 puM) and

histamine (10 uM) contracted arteries.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

[Ca®*]i: Concentracéo intracelular de Ca®* livre
4-AP: 4-aminopiridina

17B-HSD: 17B-hidroxiesterdide desidrogenase
AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico
ANP: Péptido natriurético tipo A

ATP: Adenosina trifosfato

AUH: Artéria umbilical humana

BNP: Péptido natriurético tipo B

CMV: Célula muscular vascular

CMLYV: Célula do musculo liso vascular

CNP: Péptido natriurético tipo C

DAG: Diacilglicerol

DAO: Diamina oxidase

DMEM-F12: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium — F 12

DMSO: Dimetilsuféxido

EAT: Ester aciltransferase

E.: Potencial de membrana em repouso

GLI: Glibenclamida

GT: Glucuronosiltransferase

GTP: Guanina trifosfato

HDC: L-histidina descarboxilase

HIS: Histamina

IP3: Inositol trifosfato

IPs-cinase: Cinase do fosfatidilinositol

Katp: Canais de potassio dependentes de ATP
Kca; Canais de potéassio dependentes de Ca*
Kir: Canais de potassio inward-rectifier

Kv: Canais de potassio dependentes de

voltagem

KCI: Cloreto de potassio

MAO B: Monoamina oxidase B

MLC: Cadeia leve de miosina cinase

MLV: Musculo liso vascular

NIF: Nifedipina

NSCC: Canais de catides operados por
voltagem néo selectivos

PDE: fosfodiesterase

PIP,: fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PKC: Proteina cinase C

PLC: Fosfolipase C

PMCA: Ca®*-TAPase da membrana plasmatica
PSS: Solucéo salina fosfato

RIP3: Receptor de 1P

RRy: Receptores de Ryanodina

RE’s: Receptores de estrogénios

RIP3: Receptores de 1P

ROCC:Canais de calcio operados por
receptores

RRy: Receptores de rianodina

RS: Reticulo sarcoplasmético

SAC: Canais de Ca?'stretch-activated

SER: 5-HT (Seretonina)

SNC: Sistema nervoso central

SOC: Canais de Ca store-operated

ST: Sulfotransferase

TEA: Tetraetilaménio

VOCC: Canais de célcio operados por voltagem



Introducao

1. INTRODUCAO

1.1 O musculo liso

O tecido muscular liso faz parte dos diversos sistemas e 6rgaos dos mamiferos,
como 0S Vvasos sanguineos e Orgdos viscerais, onde é sujeito a varios estimulos de
natureza mecéanica, hormonal e neuronal [1]. A contractilidade das células deste
musculo € fundamental para varios processos bioldgicos, como é o caso da manutencao
do ténus vascular e pressdo, das contraccGes uterinas que provocam o parto e do
processo digestivo no intestino, entre outros [2]. O mau funcionamento do musculo liso
estd associado a patologias, tais como, hipertensdo, bronquite asmatica e nascimento
prematuro. Existe uma grande diversidade relativamente a estrutura e propriedades das
suas células, bem como a organizacdo destas no tecido. Esta diversidade permite que
exista um elevado grau de especializacdo para as diferentes necessidades fisiologicas
dos diferentes 6rgdos e condigdes fisioldgicas [1, 2]. Nos ultimos anos tém existido
grandes avancos no que diz respeito a elucidacdo da fisiologia do musculo liso, mas
muitos dos fendmenos que envolvem as interaccdes moleculares das proteinas

contracteis e estruturais deste musculo necessitam ainda de mais investigacdo [1].

Universidade da Beira Interior -1-




Introducao

1.1.1 Organizacao e descricdo geral do musculo liso

O mdasculo liso é composto por midcitos de forma fusiforme, com 30 a 200 um de
comprimento e 5 a 10 um de largura no centro, com um volume semelhante ao de um
monocito. O musculo liso pode ser genericamente dividido em dois tipos:

e musculo liso multiunidade;
e musculo liso unitario.

O mdasculo liso multiunidade é composto por fibras musculares que actuam de
uma forma totalmente independente umas das outras e que sdo habitualmente enervadas
por um Unico terminal nervoso. Este tipo encontra-se em algumas artérias de maior
calibre, como é o caso, das vias das artérias pulmonares [3].

O musculo liso unitario é formado por midcitos que estdo electricamente
emparelhados uns com os outros, através de GAP-junctions, que sdo canais hidrofilicos
que ligam os citoplasmas das células adjacentes. Este tipo de muasculo estd presente na
maioria dos vasos sanguineos do tracto urinario, digestivo, respiratorio e reprodutivo
[4].

No citoplasma de uma célula muscular lisa destaca-se o citoesqueleto e o aparelho
contractil. O citoesqueleto é responsavel pela manutengdo da forma fusiforme das
células, constituindo uma estrutura com a qual outros elementos da célula podem
interagir [4]. No aparelho contractil, observam-se trés tipos de filamentos:

a) Filamentos finos compostos principalmente por actina;

b) Filamentos densos (menos abundantes) compostos principalmente por miosina;

c)Filamentos intermédios que consistem principalmente em vimentina no musculo

vascular. Pensa-se que estes filamentos intermédios desempenham uma funcao
sobretudo a nivel estrutural [1].

Os filamentos densos (miosina) e finos (actina) estdo organizados obliqguamente na
célula muscular lisa, fixos a membrana citoplasmatica por placas densas e dentro do
citoplasma por corpos densos (Fig.1) [5]. O mecanismo fundamental em que se baseia o
desenvolvimento de forga, é basicamente o mesmo no musculo liso e no musculo
estriado. Em ambos os tecidos, a producdo de forca ocorre como resultado de uma
interaccao ciclica de pontes cruzadas que causa o deslizar dos filamentos adjacentes de
actina e miosina entre eles. Este modelo é designado por “modelo do deslizamento” dos

filamentos na contraccao (Fig.3) [6].
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Introducao

Através de uma variedade de mecanismos eléctricos e ndo eléctricos, as células
musculares lisas produzem contrac¢des ou relaxagdes coordenadas, para levarem a cabo
as suas funcgdes nos Grgaos onde se encontram. O musculo liso vascular recobre o Iimen
das artérias para formar a camada média (muscular) (Fig.1). Quando um estimulo
excitatorio actua nas células do musculo liso, induz uma contrac¢do coordenada destas
células reduzindo-se assim o diametro da artéria, atenuando o fluxo sanguineo para o0s

orgdos distais.

Tuimica intima
(celulas endoteliais)

[ ) / i Filamentos
- ‘ " intermédios
(clastina] "‘. ’ M ol __— Filamento denso
\ AN,
Vi "‘ ‘.\%/ || Filamento fino
. ‘, , | —— Placa dens=
Tuanica média |/ b\'*

(musculo liso) h T Corpe denszo
|

i
\\ ,a? ’l‘f'; \

\ A —— Juncao mecanica
|

\ "’—_‘lh—, entre células
Tanica externa | ' .‘}\‘ [\
{tecido conjuntivo) sl=ri /
/A ,‘(
\ ¥

',

Serosa \ 7\ o/
(células epiteliais)

Ak —— Gap junction
f

(a) J /A
Fig.1: (a) Organizacdo geral dos tecidos numa artéria.
(b) Representacdo esquematica da organizacdo das células musculares

vasculares e dos seus elementos contracteis.
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Introducao

1.1.2 Morfologia do cordao e da artéria umbilical

O cordédo umbilical (Fig.2) é uma estrutura vital para o crescimento e bem-estar do
feto. Embora este seja provavelmente o Unico 6rgao que “morre quando a vida comeca”,
€ uma estrutura essencial pois une o embrido a placenta [7]. O seu comprimento varia
em meédia entre 50 a 60 cm no final da gestacdo, e apresenta trés vasos sanguineos que
se encontram envolvidos de forma helicoidal na geleia de Wharton [7]. As duas artérias
umbilicais levam o sangue venoso do embrido para a placenta, enquanto que a unica
veia transporta o sangue arterial da placenta para o embrido [8]. Em conjunto estas
estruturas garantem a nutri¢éo e respira¢éo do embriéo.

A geleia de Wharton (tecido mucoéide) ¢ composta por um baixo nimero de
fibroblastos, elevadas quantidades de fibras de colagénio, substancia fundamental, acido
hialuronico e sulfatos de glicosaminoglicanos [9].

As artérias umbilicais estdo rodeadas apenas por uma camada de células epiteliais,
achatadas ou cubicas, ndo contém nenhuma camada subendotelial subjacente ou lamina
elastica interna, e 0 endotélio encontra-se adjacente as camadas musculares. As camadas
musculares sdo compostas por uma camada longitudinal interna (de Iimen irregular),
sem nervos nem ‘“vasa vasorum”, e uma camada circular externa que tem continuagéo

na geleia de Wharton [9].

Geleia de Wharton

Epitélio
FTOH oo =— /

TTm=Ducto alantéiden
Ducto
Viteling
Fig.2: Corte transversal do corddo umbilical [9] com visualizacdo das duas

artérias umbilicais, veia umbilical e geleia de Wharton.

Estudos recentes demonstraram que alteragdes na morfologia e composicdo do
corddo umbilical podem influenciar o decorrer da gravidez. Estas alteracbes estdo
frequentemente relacionadas com a restrigdo do crescimento fetal, distdrbios no coragéo

do feto, entre outras, implicando perigo fetal [7, 10].
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Introducao

1.1.3 Mecanismo contracteis do musculo liso vascular

Em condicbes fisiologicas, o principal papel das células musculares lisas
diferenciadas é gerar forca para uma contraccdo. A intensidade desta forca deve ser
regulada com precisdo por uma variedade de estimulos contracteis extracelulares. O
sinal intracelular predominante, responsavel pela activacdo da maquinaria contréctil da
célula, leva ao aumento da concentracdo intracelular de Ca** livre ([Ca?'];). O inicio da
contraccio esta associado com o aumento da [Ca*']i e com a sua ligacdo & proteina
ligadora de Ca**, a calmodulina. Este complexo Ca®*-calmodulina activa a cinase das
cadeias leves da miosina e aumenta a fosforilagdo das cadeias leves reguladoras da
miosina. As cadeias leves da miosina fosforiladas promovem a interaccdo entre 0s
filamentos de actina e de miosina, activam a ATPase da miosina e induzem a interac¢ao
ciclica de pontes cruzadas, originando a for¢a contréactil [7, 11] (Fig.3).

Ca"

J\
i

Ca”,"CaM-MLCK

-

M

Mp

MLCP

ATP ATP
ADPP: ADP+F,

Ca™ CaM"MLCK

AM rE (77 aMp

~ MLCF

Fig.3: Modelo da contrac¢do do musculo liso [12].

Abreviaturas: G, proteina G; R, receptor; L. ligando; IP3, inositol-1,4,5-trifosfato; SR, reticulo
sarcoplasmatico; CaM, calmodulina; MLCK, cinase das cadeias leves de miosina; MLCP, fosfatase das
cadeias leves de miosina; A, actina; M, miosina ndo fosforilada; Mp, miosina fosforilada; AM e AMp,

forca gerada por pontes cruzadas.
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Introducao

1.1.4 Tonus vascular e determinacdo da actividade contractil

A actividade contractil das células do musculo liso, designada de tonus vascular,
na parede das artérias e arteriolas € determinante para a resisténcia vascular do fluxo
sanguineo na circulagdo. Assim, o tonus vascular desempenha um papel importante na
regulacdo da pressdo sanguinea e na distribuicdo do sangue entre os tecidos e 6rgaos de
todo o corpo, assim como no interior destes. A regulacdo da actividade contractil das
células do musculo liso vascular (CMLV) na circulacdo sanguinea depende de uma
complexa interligacdo entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores de hormonas,
neurotransmissores, factores derivados do endotélio e pressdo sanguinea. Todos estes
sinais actuam nas células do musculo liso vascular para determinar a sua actividade e
alterar o diametro dos vasos sanguineos [13].

Como todas as células do musculo, as células do musculo liso vascular utilizam o
Ca®* como iniciador da contraccdo [14]. O aumento da concentracéo citoplasmatica de
Ca’* promove a contraccdo [15-17], permitindo a interaccdo com as proteinas
contracteis, actina e miosina [2, 18]. A sua relaxacdo tem sido descrita como um
processo que resulta da diminuicdo das concentracdes de célcio livre, o que leva a uma
diminuicdo ou perda do estimulo contréctil. O relaxamento do musculo liso pode
ocorrer como o resultado de varios agentes. Estes agentes reduzem o ténus vascular do
musculo liso por diferentes vias, que incluem a inibicdo de sintese de agonistas
contracteis, bloqueamento dos receptores que mediam a contraccdo do musculo liso e
encerramento dos canais de Ca®* localizados na membrana plasmatica. Estes agentes
podem também interagir com receptores especificos localizados no citoplasma ou na
membrana plasmatica para gerar segundos mensageiros, que por sua vez, iniciam uma
cascata molecular que produz uma relaxacéo [2].

A maior fonte para o aumento da concentracdo de Ca®*ocorre pelo influxo destes
iBes através dos seus canais na membrana plasmética, e pela libertagdo de Ca** das
reservas intracelulares. A sua concentracdo no interior das células € regulada por um
conjunto simultaneo de processos, que podem ser divididos em dois mecanismos
dependendo da necessidade que a célula tem de aumentar ou diminuir a concentragéo de
Ca®* no citosol [16, 17, 19, 20]. O mecanismo que permite 0 aumento das concentracées
intracelulares de Ca?*, inclui canais de entrada de Ca*" localizados na membrana
plasmética (MP), que regulam a sua entrada a partir do espaco extracelular e canais do

reticulo sarcoplasmatico (RS) [14, 21]. Além dos mecanismos que podem aumentar 0
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Ca®* citoplasmatico, existem outros processos que permitem activar o mecanismo
responséavel por remover o Ca?* do citoplasma ap6s este ter exercido as suas funcdes
sinalizadoras. A remocéo de calcio pode ocorrer pela bomba ATPase-Ca?* na MP, que
permite a saida do Ca®* para a o exterior, e pela bomba de troca iénica Na*/Ca** no RE
e/ou RS, que permite transportar o calcio para as reservas intracelulares. A mitocondria,
também tem um papel importante na regulacio dos niveis de Ca®*, embora tenha baixa
afinidade para o calcio, possui uma grande capacidade para o importar e reduzir
significativamente os seus niveis intracelulares diminuindo as respostas celulares [20].
O equilibrio entre os mecanismos de importacdo e exportacdo de célcio permitem uma
concentragéo intracelular de aproximadamente 100nM. No entanto, a estimulagdo das
células, por exemplo por despolarizacdo, deformacdo mecéanica ou activacdo hormonal,
causa Um mecanismo que aumenta as concentracdes intracelulares de Ca** para valores
de 1uM ou valores superiores [20].

Diversos tipos de mensageiros promovem a libertagdo de Ca?* das suas reservas
intracelulares. A ligacdo de varios agonistas de receptores especificos na MP, leva a
activacdo da fosfolipase C (PLC) que catalisa a hidrolise do fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP;) para produzir os mensageiros intracelulares, nomeadamente o inositol-
1,4 5-trifosfato (IP3) e o diacilglicerol (DAG). O IP3; desloca-se facilmente no
citoplasma e difunde-se para o interior da célula onde encontra receptores especificos de
IP; (RIP3) na membrana do reticulo sarcoplasmatico (Fig.4). Esta ligacdo altera a
conformagcdo do receptor formando um canal que permite a libertacdo do Ca** para o
citoplasma. Os canais necessitam da ligacdo do IP; para serem activados e a sua
activacéo é regulada pela concentracio de Ca®* no citosol [20].
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PLC
PIP;
— {:Q DAG —* PKC
1P
t ca*

Fig.4: Modelo esquemaético que representa a via da fosfolipase C.

Abreviaturas: PLC, fosfolipase C, PIP,, fosfatidilinositol; DAG, diacilglicerol; 1P, inositol
trifosfato; PKC ptorteina cinase C; REL, reticulo endoplasmaético liso.

Os receptores de ryanodina (RRy’s) sdo estrutural e funcionalmente andlogos aos
RIP3, apresentam aproximadamente o dobro da condutancia e da massa molecular dos
RIPs’s. Os RRy’s sdo altamente sensiveis as concentragdes citosélicas de Ca** sendo
activados ou inibidos por essas concentragdes (activados para concentragdes de 1-10uM
e inibidos para concentragdes superiores a 10uM) [20]. Estes receptores foram primeiro
identificados como canais de calcio intracelulares responsaveis pela libertacdo de calcio
do reticulo endoplasmatico/sarcoplasmatico no musculo-esquelético e cardiaco. No
entanto, também foram encontrados sob outras isoformas no musculo liso e no cérebro
[22]. Estes tipos de receptores sdo assim designados devido a sua alta afinidade pelo
alcaldide ryanodina e por serem activados por concentracdes milimolares de cafeina
[20]. Em conjunto, estes dois tipos de receptores (IP3R e RRy) modulam a libertacdo de

calcio das reservas intracelulares e sdo o alvo final de diferentes vias de sinalizag&o.
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1.2 Potencial de membrana e canais idnicos

Designa-se por potencial de membrana, o gradiente eléctrico existente na
diferenca de cargas positivas entre o exterior e o interior da célula. No espago
extracelular existe um excesso de cargas positivas enquanto que no espaco intracelular

ocorre o contrario.

1.2.1 Potencial de membrana e tonus vascular

Como ja foi referido anteriormente, o movimento de ides e influxo de calcio
através dos canais ionicos da membrana plasmatica, assim como, a libertacéo de calcio
das reservas intracelulares sdo a maior fonte de activacdo da contracgdo. Os ides néo se
encontram uniformemente distribuidos no interior e exterior da célula. Esta assimetria,
quando associada a diferente permeabilidade da membrana plasmatica para cada espécie
i6nica, torna-se responsavel pela criagcdo de um potencial de membrana em repouso (En)
(Fig.5). Este En, é essencialmente mantido pela distribuicdo e permeabilidade dos quatro
ides: K*, CI, Na* e Ca**. A maioria dos estudos em células musculares vasculares
(CMV) isoladas sugere que o seu En, varia em média entre - 40 a - 60 mV. Pensa-se que
a interacgdo entre os canais de K* e Ca®* é o principal factor que determina os niveis do

par excitagdo-contracgdo nas CMV [6, 23, 24].

T (vershoot T
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0 1 2 3 4 5
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Fig.5: Potencial de membrana (Er). Representacdo esquematizada da variagdo do
potencial de membrana com despolarizagdo na fase ascendente, provocada por um

estimulo, e repolarizacdo na fase descendente.
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Existe uma relagdo muito intima entre o potencial de membrana do musculo liso
vascular e o ténus vascular, de tal forma que, uma pequena variagdo do potencial
(despolarizagdo ou hiperpolarizagdo de poucos milivoltes), causa alteragOes

significativas no didmetro vascular (Fig.6) [23].
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Fig.6: Representacdo esquematica da interac¢do dos canais de potéssio, canais de
calcio e ténus vascular mediante efeitos de despolarizacdo ou hiperpolarizacdo em

células do musculo liso vascular [13].

Na membrana plasmatica das células do musculo liso vascular existem no minimo
4 tipos diferentes de canais de potassio, dois tipos de canais de Ca®* operados por
voltagem, dois tipos de canais de CI°, canais de Ca®* store operated e canais cationicos
strech-actived. Estes canais podem estar envolvidos na regulacdo do ténus vascular
conjunta ou individualmente, na medida em que controlam o fluxo de ides entre a célula

e o exterior [13].
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1.2.2 Canais de potassio nas células musculares lisas vasculares

Os canais de potéssio sdo a via dominante para o fluxo de ibes de potassio nas
células musculares vasculares [23, 25]. A sua actividade contribui de forma importante
para a determinacéo e regulacdo do potencial de membrana e do tonus vascular [23, 25].
A abertura de um canal de potassio presente na membrana das células musculares
vasculares, provoca um aumento da saida de iGes de potéssio do meio intracelular para o
meio extracelular por difusdo passiva ([K*]i > [K']e), 0 que causa hiperpolarizaco da
membrana celular. Este estado de hiperpolarizacdo conduz ao encerramento de canais
de Ca*" operados por voltagem e consequente diminuicdo da entrada de ies Ca* para o
interior da célula, causando o relaxamento vascular (vasodilatacdo). Pelo contrario, o
encerramento de um canal de potéssio causa um estado de despolarizacdo, levando a
abertura de canais de Ca?* operados por voltagem, e ao aumento da [Ca®'] intracelular,
resultando na vasoconstricdo (Fig.7) [13].

Os canais de K" desempenham assim um papel importante na regulacdo do ténus
vascular assim como na regulacdo do potencial de membrana das células musculares
lisas vasculares [26]. Os canais de potéssio regulam o potencial de membrana das
células musculares lisas vasculares, e integram uma enorme variedade de sinais que

controlam a dilatacdo e a contraccao das artérias [27].

Activacio dos canais  Inibicio dos canais de
de potasio potassio

4 T 4
Il—ifm'i|.|\
K v

| [ca™)

- [Gal-]
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& =
Vasoconstricao

Vasedilatacio

Fig.7: llustracdo das cascatas de sinalizagdo nas células musculares lisas

vasculares em resposta a activacéo do canal de K* e a sua inibicdo [27].
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Estudos efectuados nos altimos 20 anos identificaram no minimo quatro tipos de
canais de potassio nas células musculares lisas vasculares [28] (Fig.8):

» Canais de potassio dependentes de voltagem (K,)

> Canais de potassio dependentes de Ca** (Kca)

» Canais de potassio dependentes de ATP (Katp)

» Canais de potassio (K- inward rectifier)

Ca? a?*: Na*

‘ ‘Kmﬁ ¢ #/OCC‘I'CLC ‘NSCC (Trp?)

Membrana Plasmatica

H“‘ —

RIP 3 ‘

\\ Reticulo sarcoplasmatico /

TR TNTY TETYTWTYTTY S
& & -

Fig.8: Representacdo esquematica do diagrama das familias de canais ionicos
expressos na membrana das células do musculo liso de artérias. Podem observar-se,
canais de potassio (K- inward rectifier), canais de potassio dependentes de ATP
(KaTp), canais de potéssio dependentes de voltagem (K,), canais de potassio
dependentes de Ca®* (Kc), canais de calcio operados por voltagem (indicado no
diagrama por VOCC), dois ou mais tipos de canais de cloro (CLC) e diferentes tipos de
canais cationicos ndo selectivos (NSCC). Também se encontram representados 0s
canais ionicos intracelulares (RRy e RIP3) [28].
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1.2.2.1 Canais de potassio dependentes de voltagem (Kv)

Os canais de potassio dependentes da voltagem (Kv) estdo presentes na membrana
celular do mausculo liso vascular. Estes canais sdo activados pela despolarizacédo
membranar quando esta atinge um potencial de membrana situado entre os -35mv e 0s -
55mv. Estudos in vitro de células musculares vasculares isoladas de pequenas artérias e
arteriolas, comprovam que estes canais participam no mecanismo de feedback negativo
para a regulacdo do potencial de membrana [13]. Os canais Kv podem também
participar no mecanismo de accao quer de vasodilatadores quer de vasoconstritores. Os
vasodilatadores que actuam via AMPc podem abrir estes canais [23, 28], enquanto 0s
vasoconstritores encerram-nos através de mecanismos que aumentam a concentragdo
intracelular de Ca®* [28]. Estudos electrofisioldgicos indicaram uma diminuicdo da
expressao funcional deste tipo de canais nas células do musculo vascular de animais
hipertensos, o0 que resulta na despolarizacdo e no aumento do ténus vascular [13, 29,
30].

Os canais Kv sdo inibidos de forma selectiva pela 4-aminopiridina (4-AP) [31], e
podem também ser inibidos pelos ides de césio e pela glibenclamida (Gli), uma droga

derivada da sulfonilureia [23].
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1.2.2.3 Canais de potassio dependentes de calcio (Kca)

Estes canais foram assim denominados porque sdo activados pelo aumento da
concentracdo intracelular de Ca®" [13]. Os canais Kc, também aumentam a sua
actividade quando ocorre despolarizagdo da membrana [13, 23]. Estes canais tém um
papel fundamental no controlo do ténus vascular. A activacdo destes canais aumenta o
efluxo de ides K*, o que contraria a despolarizacio e a vasoconstri¢do causadas pelo
aumento da presséo intravascular e pela ac¢do de alguns vasoconstritores. Estes canais
podem ser activados por vasodilatadores que actuam pela cascata de sinalizagdo via
AMPc e GMPc [25, 28]. Varios vasoconstritores, como por exemplo, noradrenalina,
angiotensina Il e endotelina provocam despolarizacdo das células musculares lisas
vasculares. A activacdo dos canais Kc, causa hiperpolarizagdo da membrana
provocando relaxamento do musculo liso vascular. O NO (6xido nitrico), causa um
aumento do GMPc através da activacdo da enzima guanilciclase, enquanto que 0 GMPc
leva a activacdo da proteina cinase G que podem provocar a activacao dos canais Kca.
Tal foi demonstrado em artérias aortas e coronarias de ratos [23, 25]. O NO, CO e
outros vasodilatadores podem activar directamente este tipo de canais em alguns
sistemas [23].

Os K¢z sdo blogueados por concentracdes micromolares de iGes de
tetraetilamonio, caribdotoxina e iberiotoxina. A expressdo deste tipo de canais nas
membranas do musculo liso é aumentada em algumas patologias como a hipertensdo
[28, 32]. A sua expressdo parece ser alterada em outras patologias como a aterosclerose

e hipercolesterolémia [23].
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1.2.2.3 Canais de potassio inward rectifier (Kir- inward rectifier)

Os canais de potéssio inward rectifier conduzem ides de potassio para o interior
da célula perante potenciais negativos de membrana, enquanto que para potenciais
positivos estes canais limitam a sua saida [33]. Os canais Kj; estdo presentes numa
grande variedade de células excitaveis e ndo excitaveis, incluindo as células musculares
lisas vasculares [23]. Dados recentes sugerem que os canais Kj medeiam a
vasodilatacdo induzida pelo potassio nas artérias cerebrais e coronarias, mas o seu papel
nas arteriolas do musculo liso permanece por esclarecer [13].

Estes canais sdo bloqueados por concentracfes micromolares de ibes de bério
(Ba?*) e sdo activados por um aumento de concentracdes extracelulares de K* [33].
Noutros sistemas, a actividade dos K;, pode ser modulada por proteinas cinases ou
proteinas G. Esta hipdtese é suportada por observacdes recentes que mostram que em

determinados vasos sanguineos, o NO pode activar os Kir [34]

1.2.2.4 Canais de potassio dependentes de ATP

Os canais de K* dependentes de ATP foram encontrados no masculo liso vascular
[35]. Estes canais sdo assim definidos devido a sua sensibilidade para o ATP
modulados por uma diversidade de sinais intracelulares como o ADP, H* e Ca?* [23,
33]. A dissociacdo do ATP causa o seu fecho e consequente hiperpolarizacdo da
membrana. Ao contrario do ATP intracelular, outros factores como, a reducéo da PaO,
ou do pH, abrem o canal promovendo vasodilatagdo. Estas propriedades apoiam a ideia
de que a actividade destes canais reflecte, em parte, o estado metabdlico da célula
(Fig.9). Os canais de K" dependentes do ATP tém varias funcdes. A sua activacio por
vasodilatadores, associados a hiperpolarizacdo da membrana, é responsavel em muitos
casos pela vasodilatacéo resultante.

Estudos mostraram que este tipo de canais podem ser activados por proteinas
cinases A e proteinas dependentes de GMPc [23, 36], e tém sido implicados no
mecanismo de acc¢do vasodilatador da adenosina [36], PGI2 [36] e NO [23]. Pelo

contrario, a activacao da proteina cinase C e 0 aumento do calcio intracelular produzido
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por vasconstrictores, como a noraepinefrina [37], vasopressina [38], endotelina [39] e
angiotensina I1, levam ao encerramento destes canais [40].

A densidade destes canais parece ser baixa, na ordem dos 300-500 canais/célula.
Os canais de K* dependentes do ATP no masculo liso vascular ndo sdo dependentes da
voltagem. A probabilidade destes canais estarem abertos nas células musculares lisas
vasculares, € presumivelmente baixa na auséncia de activadores do canal, ou na
presenca de concentragdes intracelulares de ATP dentro dos limites fisiologicos. Estes
canais podem ser bloqueados farmacologicamente por drogas derivadas da
Sulfonilureia, como a Glibenclamida, e pelo ido bério (Ba**). Farmacologicamente, 0s
canais podem ser abertos por drogas anti-hipertensivas como o sulfato de minoxidil e
cromakalina [23]. Estes canais parecem ser regulados negativamente em doengas como
a diabetes [36] e hipertensao [27].
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Fig.9: Representacio do papel dos canais de K" dependentes do ATP [41].
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1.2.3 Regulaco do ténus vascular pelos canais de Ca**

Como ja foi referido anteriormente, o célcio € uma molécula sinalizadora muito
versatil afectando um grande conjunto de processos celulares [17, 20]. O mecanismo de
sinalizacdo do calcio é particularmente importante em todos os tipos de muasculo, onde o
calcio é o elemento chave no par excitagdo-contraccdo. Este ido desempenha um papel
central na contractilidade das células do musculo, onde entra por canais da membrana
plasmatica, interage com proteinas do reticulo sarcoplasmatico, como os receptores de
ryanodina, e com proteinas dos miofilamentos [14].

A principal via para a entrada de calcio na VSMC, é através de canais de célcio
operados por voltagem (VOCC’s) (Fig.10) situados na membrana plasmatica, que
consistem numa grande familia de proteinas homdlogas sendo diferenciadas consoante
as suas propriedades cinéticas e farmacologicas. As VSMC’s expressam dois tipos
principais de canais de célcio operados por voltagem, os canais do tipo L e do tipo T
[14, 21]. Os canais de célcio dependentes de voltagem tém um papel central na
regulacdo do tonus vascular pelo facto de actuarem activamente no potencial de
membrana. A hiperpolarizacdo da membrana fecha estes canais e provoca a
vasodilatacdo, enquanto que a despolarizacdo abre-os, 0 que resulta na vasoconstri¢ao.

Os canais de célcio tipo L parecem ser os canais de célcio predominantes para a
entrada de calcio na maioria das células vasculares, comparados com os canais do tipo T
[42, 43]. Os canais de calcio do tipo L sdo caracterizados pela sua activacao para altas
voltagens de correntes de célcio (HVA) e sdo sensiveis as dihidropiridinas (DHP’s).
Pela despolarizagdo das VSMC, os canais de célcio tipo L abrem-se levando ao aumento
da concentracdo intracelular de calcio, provocando contraccdo e consequente
vasoconstriccdo. Este tipo de canais tem um papel chave na determinacdo da pressdo
sanguinea e 0s seus bloqueadores fazem parte de uma classe importante de drogas
antihipertensivas [14, 44, 45].

Os canais de célcio tipo T podem ser activados por baixa voltagem (LVA) e a
ligagdo de um agonista pode levar a sua rdpida activacdo. Por outro lado, estes canais
podem ser inibidos por “transient current”. Outras caracteristicas destes canais sdo a
sua pequena condutancia e baixa sensibilidade para agentes que bloqueiam os canais de
tipo L e outros canais activados por altas voltagens [14, 43]. Outro tipo de canais de
calcio sdo os canais de célcio operados por receptores (ROCC’s) que compreendem

canais localizados principalmente nas células secretoras e nervos terminais, como é o
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exemplo do receptor nicotinico da acetilcolina e o receptor N-metil-D-aspartato. Os
ROCC’s sdo activados pela ligagdo de um agonista ao dominio extracelular do canal.
Existe uma variedade de agonistas capazes de activar estes canais, tais como o ATP, a
seretonina (5-HT), o glutamato e a acetilcolina [14, 46]. Os canais de Ca®" activados
mecanicamente também designados de canais de Ca**stretch-activated ou SAC, est&o
presentes em Vvarios tipos de células e respondem a deformacdo da célula. Outro tipo de
canais de Ca’*, sd0 0s canais “store-operated” (SOCC’s) (Fig.11), que sdo activados em
resposta & deplecdo das reservas de Ca®*. O mecanismo pelo qual ocorre este fenémeno
ainda permanece por descobrir.

Como jé foi referido, os canais de célcio tipo L sdo os canais predominantes e sao
compostos por um complexo heterooligomérico consistindo num minimo de 5 proteinas
de quatro genes. As 5 subunidades proteicas sdo a ay, ap, B, v € 8, das quais a
subunidade o, actua como canal propriamente dito e as outras como subunidades
reguladoras [20] (Fig.10).

Q90 O

Fig.10: Representacdo esquematica da possivel estrutura de um canal de Ca®*

operado por voltagem (VOCC). A subunidade o, é a proteina principal que funciona
como poro condutor, através do qual ides de Ca®* podem passar quando aberto. Esta
subunidade ¢ regulada por subunidades auxiliares: uma subunidade B intracelular, uma
subunidade y transmembranar e um complexo entre as subunidades oy extracelular e o

transmembranar ligadas por uma ponte quimica S-S [43].

Um estudo recente demonstrou a existéncia de outros tipos de canais de célcio

dependentes de voltagem no musculo liso da AUH [21]. Foi verificado a existéncia de
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canais tipo L e T, como era de esperar, mas também a presenca de canais tipo P e Q, o

que representa uma novidade nas pesquisas efectuadas neste segmento [21].

Fig.11: Integracdo dos diferentes canais i6nicos regulados pelo Ca?*. As vias que
levam ao aumento das concentracBes intracelulares de Ca®* citosdlicas estdo
representadas a amarelo; a remocdo do Ca’* esta representada por setas amarelas finas a
tracejado. A regulacéo dos canais i6nicos pelo Ca®* encontra-se representada por setas
vermelhas. Podemos observar, que o célcio pode entrar no espacgo extracelular da célula
pela via dos canais de Ca®* operados por voltagem (representados na figura por VOC)
ou por canais “store operated” (representados na figura por SOC), que sdo activados por

despolarizagdo da membrana plasmatica (Vm) [47].
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1.3 Péptidos natriuréticos

Os péptidos natriuréticos sdo uma familia de mediadores peptidicos cardiacos e
vasculares, com papéis fundamentais na homeostase cardiovascular, regulando a
pressdo e o volume sanguineo [48]. As suas ac¢Oes incluem efeitos autocrinos e
paréacrinos no miocérdio e na circula¢do coronéria em condi¢des normais e patoldgicas
[49]. Os péptidos natriuréticos (PN) produzem um conjunto de ac¢des que incluem
respostas vasorelaxantes [50] Estes péptidos sdo hormonas enddgenas libertadas pelo
coracdo em resposta a um estimulo do miocardio. Até a data, foram identificados e
caracterizados 3 tipos de péptidos natriuréticos, que incluem o péptido natriurético atrial
(ANP ou factor natriurético atrial), o tipo B (péptido natriurético tipo B ou BNP) e o
tipo C (péptido natriurético tipo C ou CNP) [49, 51-54]. Estes trés péptidos sao
codificados por diferentes genes, no entanto possuem uma forma funcional comum

constituida por uma estrutura em anel com 17 aminoacidos [49] (Fig.12).
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Fig.12: Representagcdo dos anéis e cadeias terminais dos péptidos natriuréticos
[49].
Abreviaturas: ANP, péptido natriurético atrial; BNP, péptido natriurético tipo B; CNP, péptido

natriurético tipo C.
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1.3.1 Sinalizacdo dos péptidos natruréticos

Os diversos efeitos dos péptidos natriuréticos sdo mediados pela ligagdo dos
péptidos a receptores de membrana (NPR’s) associados a guanilciclase (GC). Até a
data, dois subtipos de receptores foram descobertos, 0 NPRA e o NPRB (também
conhecidos por GC-A e GC-B respectivamente) responsaveis pela maioria das suas
acgdes fisiologicas. Tanto o NPR-A como NPR-B funcionam com a guanilciclase
particulada, uma forma distinta da guanilciclase solivel, ou com enzimas
citoplasmaticas estimuladas pelo 6xido nitrico (NO). O terceiro receptor, NPR-C, serve

provavelmente como um receptor de “clearance” [49, 51-54].

1.3.2 Receptores tipo A, B e C de Péptidos natriuréticos

Os receptores NPR-A e NPR-B (Fig.13) estdo largamente expressos no sistema
cardiovascular localizados nas auriculas e ventriculos, tal como, na aorta e vasculatura
periférica (pulmdes, rins, pele, plaquetas e fibras pré-sinapticas simpaticas).

Tanto o ANP como o BNP podem ligar-se ao NPR-A com alta afinidade, no
entanto o BNP é 10 vezes menos potente que o ANP. O CNP ndo aumenta
significativamente a concentracdo intracelular de GMPc em células que expressam
BPR-A. No entanto, nas células que apenas expressam o NPR-B, somente o CNP pode
estimular a actividade da guanilcilcase com eficacia (Fig.13). Nestas células o ANP e 0
BNP ndo aumentam os niveis de GMPc, excepto quando estes se encontram em altas
concentracdes farmacologicas. Os NPR-A contém um local de ligacdo extracelular
ligado por um dominio transmembranar a um dominio intracelular, como se pode
observar na figura 13. No dominio intracelular existem locais de ligacdo do ATP. Para a
activacdo do receptor é necessario a ligacdo tanto do ligando PN como do GTP, que
origina 0 GMPc [49, 48].
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ANP BNP CNP

] Dominio proteina cinase

] Dominio guanileiclase

GTP  cGMP GTP cGMP

Fig.13: Representacdo esquematica da estrutura dos receptores natriuréticos
[48].

Abreviaturas: ANP, péptido natriurético atrial; BNP, péptido natriurético tipo B; CNP, péptido
natriurético tipo C.

1.3.3 Transducéo de sinal dos péptidos natriuréticos

Os péptidos natriuréticos produzem respostas celulares principalmente através
do aumento da concentracdo intracelular de GMPc (Fig.13) [49, 52, 55]. O aumento dos
niveis de GMPc foi demonstrado em varios tecidos e células que expressam NPR-A e
NPR-B ap0s a exposicdo aos péptidos natriuréticos [24]. Os péptidos natriuréticos
induzem a producdo de GMPc que promove a activacdo da proteina cinase dependente
de GMPc (PKG ou CGK) [54]. A proteina cinase dependente de GMPc (PKG ou CGK)
representa o principal mediador intracelular do sinal provocado pelo GMPc. O péptido
natriurético induz o aumento dos niveis de GMPc que por sua vez provoca a activacao
dependente da ligacdo da PKG (Fig.14 e 15). Foram determinados dois genes diferentes
que codificam a PKG em mamiferos [49, 54]. Um deles codifica a PKGI que é
citosolica e vastamente expressa nos tecidos dos mamiferos. A PKGI apresenta duas
isoformas, lo e IB. A PKG la ¢é detectada principalmente nos midcitos cardiacos,
sistema vascular, figado, cerebelo, rins e glandulas adrenais, enquanto que a PKG I B s6
estd presente no utero. A PKG Il ndo se encontra presente no sistema cardiovascular
mas e expressa no cerebelo, intestinos, figado, rins e 0ssos. A PKG | actua como um

modulador de Ca?* soldvel, enquanto a PKG Il regula a homeostase dos fluidos na
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membrana celular [54]. As PKG’s fosforilam e activam numerosos substratos proteicos
e canais idnicos que regulam o fluxo de iBes. A proteina cinase dependente de AMPc
(Proteina cinase A ou PKA) possui locais de ligacdo homdlogos aos da PKG permitindo

uma possivel activacao pelo GMPc [56].
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Fig.14: Diagrama comparativo do sistema de péptidos natriuréticos em embrides
(esquerda) e em adultos (direita). Os quadros superiores mostram o estimulo fisiologico
que regula a secrecdo de péptidos natriuréticos em adultos e embrides, e os inferiores a
accdo provocada pelos péptidos em vasos sanguineos, rins, coracao, 0ssos e glandulas

adrenais.

A actividade de fosfodiesterases (PDE’s) reguladas por GMPc ¢ fundamental
para a sinalizacdo celular, pois estas regulam as concentracfes intracelulares dos

nucleotidos, afectando as respostas efectoras e celulares (Fig.15).
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Fig.15: Representacdo esquematica da via de transducdo de sinal para o0s

péptidos natriuréticos/0xido nitrico e alvos terapéuticos para a potenciacdo dos efeitos

do GMPc [52].

Abreviaturas: ANP: péptido natriurético tipo A, B: péptido natriurético tipo B, CNP: péptido

natriurético tipo C, GC: guanilciclase, sGC: guanilciclase soluvel, GMPc: guanosina monofosfato ciclico,

GTP: guanosina trifosfato, NO: 6xido nitrico, NPs: péptidos natriuréticos, NPRA: receptor de péptido

natriurético A, NPRB: receptor de péptido natriurético B, NPRC: receptor de péptido natriurético C e

PDE: fosfodiesterase.
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1.3.4 Mecanismo pelo qual os péptidos natriuréticos induzem relaxamento

A actividade da PKG, estimulada pela producdo de GMPc, pode regular os canais
ionicos em ceélulas do musculo vascular (CMV), produzindo um efeito hiperpolarizante
e consequente vasorelaxacdo [49, 52-54]. No entanto, diferentes mecanismos efectores
actuam em conjunto para baixar as concentracdes de Ca®*, utilizando o0 GMPc como
segundo mensageiro. Estes mecanismos incluem a reducdo do influxo de Ca®*, e
aumento do efluxo de Ca?*, sequestracdo de Ca** no reticulo sarcoplasmatico e
diminuicdo da mobilizacdo de Ca®*. As bombas Ca’*-ATPase e Na'-ATPase na
membrana plasmética sdo activadas pelo GMPc através da PKG [49]. Dois canais de
potéassio sdo de particular interesse na relagdo com os péptidos natriuréticos, 0s Kca
(sensiveis a iberotoxina) e 0s Karp (sensiveis a glibenclamida) [49, 50]. Outros efeitos
para a vasorelaxacdo podem ser mediados através da activacdo de PDE dependentes de
GMPc [49].
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1.4 Nucleo6tidos ciclicos

Como referido anteriormente, numerosas fungdes celulares sdo reguladas por
segundos mensageiros como 0 AMPc e o GMPc [56]. No sistema cardiovascular, a
pressdo sanguinea é regulada pela contraccdo e relaxacdo do musculo liso vascular em
associagdo com as células endoteliais vasculares. Este processo é regulado pela
estimulagdo extracelular através da alteracdo dos niveis de nucleotidos ciclicos, que por
sua vez depende da razdo entre a sua producdo e degradacdo pelas PDE’s [57]. Os
nucleotidos ciclicos (AMPc e GMPc) sdo o0s segundos mensageiros principais
responsaveis pela vasodilatagdo. Os niveis intracelulares destes segundos mensageiros
sdo regulados pela adenilciclase (AC) e guanilciclase (GC), que sdo responsaveis pela
sua sintese, e pelas fosfodiesterases (PDE’s), que estdo envolvidas na sua hidrolise [56,
58]. Varios estudos investigaram o efeito celular dos nucleétidos ciclicos, AMPc e
GMPc, demonstrando antagonismos na maioria dos tecidos. Uma excepgdo foi o
masculo liso vascular (MLV), no qual, ambos os nucleotidos produzem o mesmo efeito
fisioldgico, a vasorelaxacdo. No entanto, os mecanismos pelos quais AMPc ou GMPc
induzem estas respostas ainda ndo estdo completamente conhecidos. A maioria das
investigacBGes assume que, a resposta vasodilatadora para cada nucleotido é mediada por
uma via de cascata de transducgdo distinta correspondendo a sua proteina cinase. No
entanto, nos ultimos 10 anos outros estudos revelaram um processo de sinaliza¢do mais
complexo [56, 57] (Fig.16).
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Fig.16: Sinalizacdo e regulacdo dos nucleotidos ciclicos. Localizacdo das
estruturas envolvidas no processo de sinalizacdo de AMPc e GMPc. As estruturas
efectoras do AMPc e GMPc sdo indicadas por setas a partir do seu ndcleotido. A
fosforilacdo das PDE’s, pela PKA e pela PKG, ¢ demonstrada por setas a tracejado. A
modulagdo da actividade das PDE’s pelo GMPc ¢ identificada por uma seta fina. Os
efeitos celulares e fisiologicos dos nucleotidos ciclicos sdo mostrados em cinzento nas
caixas de texto [57].

Abreviaturas: NP, péptido natriurético; NO, oOxido nitrico, NPr’s, receptores de péptidos
natriuréticos; sGCs, guanilciclase solivel; AC, adenilciclase; Gs subunidade da proteina ligadora de GTP;
GPCR’s, receptores acoplados a proteina G; Epac, proteina trocadora directamente activada por AMPc;

CNGil, canal activado por nicleotidos ciclicos, presente apenas em neurénios fotoreceptores e olfactivos e

células ndo excitaveis.
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1.4.1 AMPc

A adeciclase (AC) é uma enzima que catalisa a formacdo de adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) a partir de adenosina trisfosfato (ATP). Uma vez que a AC
possui a capacidade para gerar AMPc € responsavel pela regulacdo de um grande leque
de fungdes celulares (funcéo cardiovascular, endocrina, pulmonar e sistema nervoso) tal
como outras estruturas se que encontram associadas a receptores acoplados a proteinas
G (GPCR’s) [59, 60] (Fig.17)
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Fig.17: Sinalizacdo via proteina G e respectivas subunidades, na qual ocorre

ligacdo de um ligando (NT ou hormona) e activacdo da ciclase acoplada.

Assim, hormonas e neurotransmissores ligam-se a receptores acoplados a
proteina G situados na membrana extracelular da célula, que por sua vez, activam a
proteina G na zona intracelular activando também a AC [59] (Fig.17). O aumento dos
niveis de AMPc activa a proteina dependente de AMPc (PKA) que por sua vez modula
o transporte ionico. O efeito relaxante da PKA resulta de uma possivel inibicdo da

mobilizacdo de célcio e da maquinaria contractil, na medida em que pode fosforilar
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proteinas contracteis como a cinase ligadora de cadeias leves de miosina e a fosfolipase
C [12, 56, 61]. Os niveis de AMPc sdo entdo regulados pela actividade das
fosfodiesterases, PDE’s. Estudos recentes mostraram que a localizagdo subcelular das
PKA e PDE’s sao cruciais na fungdo celular como resposta aos aumentos de AMPc

[59]. Até a data, varios estudos clonaram e caracterizaram varias isoformas de AC em

mamiferos, 9 isoformas ligadas @ membrana e uma isoforma soltvel [62] (Tabela 1).

Tabela 1: Lista de isoformas de AC clonadas para diferentes espécies [62]

Humano Ratinhos Ratos Bovinos  Céo Coelho Galinha
ACI L05500 M25579
ACII X74210 M80550 U25635
ACIII NM_004036-2 AF253540 M55075
ACIV M80633
ACV u65473 M96159 M88649 Z29371  AJ293817.1
ACVI NM_020983 M93422 L01115 M94968
ACVII D25538 U12919 AF184150 749806
ACIII NM_001115.1 U85021 L16986
ACIX NM_001116.1 U30602 AJ401469
AC solivel NM_018673 AF081941.1

A existéncia de uma grande diversidade permite dividir esta familia em dois
grupos de acordo com a sua semelhanca, sequéncia e propriedades reguladoras (Tabela
2). Ao grupo | pertencem AC I, AC Il e ACV 111, que s&o reguladas pelos Ca*" e pela
calmodulina. O segundo grupo, compreende as AC I, AC IV e VII, que séo estimuladas
pela subunidade GPy da proteina G. As isoformas AC V e VI que estdo
predominantemente localizadas no coracdo formam o terceiro grupo. Ambas as enzimas
sdo inibidas pela subunidade Gia da proteina G e directamente pelo Ca®*. O quarto
grupo consiste na caracterizacdo recente da isoforma ACI X regulada pela calcineurina.
O ultimo grupo compreende a unica AC soltvel descoberta até a data. Esta Gltima néo é

estimulada pela subunidade Gsa ou forscolina [62].
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Tabela 2: Classifica¢do das AC’s de acordo com a sua regulagdo pelos varios

moduladores. A tabela sumariza a regulagéo de cada isoforma [62].

Abreviaturas: Fsk, forscolina; CaM, calmodulina; PKA, proteina cinase dependente de AMPc;
PKC, proteina cinase C.

Grupos Isoformas Activadores Inibidores
ACI Gso, Fsk, Ca®’/Cam Gy, Gy, Cam cinaselV, locais de ligagéo analogos ao —P
Grupo 1 ACIII Gy, Fsk, Ca®*/Cam Cam cinase 11, locais de ligacdo analogos ao —P
ACVIII Gy, Fsk, Ca®*/Cam locais de ligacdo analogos ao —P
ACII Ggar Fsk, Gg,, PKC locais de ligacdo analogos ao —P
Grupo 2 ACIV Ggar Fsk, Gg, locais de ligacdo analogos ao —P
ACVII Gsar Fsk, Gy, PKC locais de ligacdo analogos ao —P
ACV G, Fsk, PKC G,,, Ca?*, PKA, locais de ligagéo analogos ao —P, Gg,
Grupo3 ACVI G, Fsk G,,, Ca?*, PKA, PKC, locais de ligagdo analogos ao —P
Grupo 4 ACIX Gy Calcineurina, locais de ligacdo andlogos ao —P
Grupo 5 AC solavel HCO3 ?
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1.4.2 GMPc

A guanilcilcase € a enzima responsavel pela producdo do GMPc em resposta a
diferentes estimulos, como o éxido nitrico (NO), ligacdo de péptidos e fluxo intracelular
de Ca?*. Estes sinais utilizam receptores acoplados & guanilciclase e co-factores para
iniciar a conversdao de GTP em GMPc. O GMPc, por sua vez, regula determinados
processos celulares tais como a activacdo de proteinas cinases, afectando directamente
canais ionicos ou alterando as concentracbes de ndcleotidos ciclicos através da
regulacdo por PDE’s [63]. O GMPc é produzido por duas vias enziméticas (Fig.18).

A primeira via ocorre pela guanilciclase soltvel (GCs, livre no citoplasma), que
converte GTP em GMPc ap0s a sua activacdo por NO ou mondxido de carbono (CO)
[2]. A GCs é expressa na maioria das células do sistema cardiovascular. Esta é
composta por duas subunidades, a (isoformas oy, 02 € 03) ¢ B (isoformas B B2 e B3), €
contém um grupo prostético Heme que funciona como dominio receptor de NO e CO.
As isoformas mais expressas nas células do musculo liso vascular sdo a oz e a 3. O NO
é um modulador paracrino de varios processos fisioldgicos nos sistemas cardiovascular,
nervoso e imune. Este modelador € sintetizado por uma das suas trés sintases do 6xido
nitrico (NOS) que converte a L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO.

A segunda via ocorre pela guanilciclase particulada (GCp, associada a receptores)
que actua apds a ligacdo dos péptidos natriuréticos ao receptor de membrana. A GCs €
constituida por um grupo de moléculas transmembranares com um dominio extracelular
que serve de receptor para os diferentes péptidos natriuréticos, e dois dominios

intracelulares; a guanilciclase (semelhante a GCs) e a tirosina cinase [2].
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Fig.18: Representacdo esquematica da producdo, degradacéo e efeitos do GMPc

numa célula do musculo liso [2].

Apds a sua producdo, o GMPc exerce 0s seus efeitos em trés grupos de proteinas
efectoras, tais como, canais iénicos regulados por GMPc, fosfodiesterases activadas por
GMPc e proteina cinase activada por GMPc (PKG) (Fig.19). O resultado da acgdo do
GMPc depende essencialmente da expressao de varias proteinas na célula [2]. O GMPc
regula directamente os canais ionicos nas células da retina, células do olfacto e do
epitélio renal. No entanto o seu efeito nos canais ionicos das células do musculo liso
ainda ndo esta completamente esclarecido. Quanto as fosfodiesterases, existem trés tipos
que sdo reguladas alostéricamente pelo GMPc, mas a accdo deste pode depender do
nivel de expressao dos diferentes tipos de PDE’s na célula. No entanto pensa-se que 0
mecanismo principal dos efeitos do GMPc, passa pela ligacdo e activacdo da proteina
cinase dependente de GMPc (PKG), que é responsavel pela maioria das suas ac¢des
intracelulares. O GMPc permite a reducéo da concentracdo intracelular de calcio através
da activacdo da PKG, pois esta sabe-se que fosforila proteinas alvo (tais como, canais
ionicos, bombas idnicas, receptores e enzimas) levando a diminuicdo das concentragdes
de Ca*" e portanto ao relaxamento do mésculo liso [2]. A PKG activa também os canais
de Kca2*. O efluxo de K* através destes canais esta directamente interligado com a
concentracdo de Ca?*. Uma vez activados, estes canais actuam como um regulador de
feedback negativo, hiperpolarizando a membrana e inibindo a entrada de Ca** através

de canais VOCC'’s. A reducao do influxo de Ca®, através dos VOCC’s, permite uma
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vasorelaxacdo das células do masculo liso. Tal mecanismo ja foi demonstrado em
artérias mesentéricas de rato, células do musculo liso da traqueia de porcos, células dos
ovarios de hamsters chineses e artérias corondrias de porcos. Foi também observado um

efeito directo da PKG na inibicdo dos VOCC’s, promovendo também a vasorelaxagédo

[2].

Canal ionico

Celula do musenls live

Fig.19: Representacdo esquematica dos sinais intracelulares de GMPc. No
interior da célula muscular lisa 0 GMPc pode ligar-se e modificar a actividade de trés
tipos de proteinas receptoras. A PKG é considerada o principal mediador de GMPc que

induz o relaxamento no musculo liso pela fosforilagdo de proteinas [2].
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1.43 PDE’s

Devido as isoenzimas da PDE serem expressas e reguladas de forma diferente, sdo
consideradas como alvos privilegiados para a intervencdo terapéutica em doencas
cardiovasculares [57, 58, 64]. Até a data, ja foram identificadas 11 familias diferentes
de isoenzimas da PDE, que sdo por sua vez divididas em 24 subfamilias [65]. As
isoenzimas que estdo descritas como sendo expressas em diversos tipos de musculo liso
vascular sdo a PDE 1, PDE 3, PDE 4e PDE 5. A PDE 2 e PDE7 sdo apenas encontradas
no musculo liso da aorta de porco e na artéria pulmonar humana respectivamente. Estas
familias de PDE’s diferem no tipo de regulacdo e substrato especifico (AMPc e GMPc)
[58].

A PDE 1 é activada pelo sistema Ca®*-calmodulina que hidrolisa 0 GMPc e o
AMPc. Existem trés genes diferentes de PDE 1 que ja foram clonados (PDE 1A, PDE
1B e PDE 1C). A PDE 1A e 1B hidrolisam de forma mais eficaz 0 GMPc do que o
AMPc, e foram encontradas em diversos musculos lisos vasculares. A PDE 1C hidrolisa
0 AMPc e GMPc com a mesma eficiéncia, mas sO é expressa em culturas de células do
musculo liso, e a sua funcdo é importante para a proliferacdo celular. A PDE 2 é
codificada por um Unico gene, estimulada pelo GMPc e hidrolisa 0 AMPc e 0o GMPc. A
PDE 3 é inibida pelo GMPc que hidrolisa tanto 0 GMPc como 0 AMPc, mas apresenta
maior afinidade para o GMPc. Esta PDE é codificada por dois genes, o PDE 3A e 0
PDE 3B, e encontra-se em diversas espécies de células do musculo liso vascular. Por
sua vez, a PDE 4 hidrolisa selectivamente AMPc com grande afinidade e é inibida pelo
Rolipram. Esta representa a maior familia das PDE’s e resulta do produto de quatro
genes, como o PDE 4A, 4B, 4C e 4D. A PDE 5 hidrolisa especificamente 0 GMPc com
grande afinidade e ja foram identificados altos niveis desta PDE no musculo liso
vascular [58]. A PDE 7 hidrolisa especificamente o AMPc, e ja foram encontrados dois
genes (PDE 7A e PDE 7B), no homem e no rato, para a codificarem [65]. O aumento
dos niveis intracelulares dos ndcleotidos ciclicos pela ac¢do das ciclases (adenil e
guanilciclaclase) ou pela inibi¢do das PDE’s representa uma estratégica para estudar os
efeitos bioldgicos das PDE’s.

A relaxagdo do musculo liso vascular, induzida por inibidores das PDE’s, foi
descrita por diversos autores. Alguns destes indicam que a PDE 1 e PDE 3 tém um
papel importante na modulagdo da contractilidade da aorta de rato, enquanto outros

observaram que a inibicdo de PDE 5 induz uma relaxagdo directa dessa artéria [58]. Foi
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observado que a PDE 3 é a principal enzima a regular o efeito relaxante do GMPc em
artéria coronéria de porco. Também foi sugerido que a PDE 4 é a principal familia
implicada na regulacdo dependente de AMPc da contractilidade da artéria basilar canina
[58].

O mecanismo pelo qual um aumento de AMPc pode induzir a vasorelaxacdo no
MVL, permanece por esclarecer. Tem-se assumido que a activacdo da proteina
dependente de AMPc (PKA) pode representar um dos mecanismos pelo qual este possa
actuar. No entanto, varios estudos sugeriram que a PKA ndo é o unico mediador que
promove a vasorelaxacao sendo atribuido um papel importante a PKG [61]. Apesar do
envolvimento da PKA e/ou PKG ter sido bastante estudado, pouco se sabe sobre a
participagdo das proteinas cinases dependentes de nucleotidos ciclicos em tecidos. Até a
data, ndo se encontra clarificado o efeito vasorelaxante mediado pela estimulacdo das

ciclases ou pela inibi¢do de PDE’s envolvidas na activa¢do da PKA e/ou PKG [61]
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1.5 Estrogénios

Os efeitos vasculares das hormonas sexuais femininas foram propostos a mais de
cem anos. O conhecimento do modelo celular/molecular pelo qual as hormonas
induzem dilatacdo estd longe de ser completamente entendido. No entanto, tornou-se
claro gque os estrogénios interagem directamente com o musculo liso humano afectando
0 seu ténus [66, 67]. Vérios estudos demonstraram efeitos benéficos dos estrogénios na
reducdo de incidentes de doencas coronarias, sugerindo um efeito protector a nivel
vascular [16, 26, 46, 68-70].

1.5.1 Sintese do estradiol

Os seres humanos produzem trés esterdis, nomeadamente o estradiol, o estriol e a
estrona, sendo o estradiol 0 mais importante. Na via biossintética (Fig. 20) do estradiol,
a aromatase converte a androstenediona em estrona, e¢ a 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase converte a estrona em estradiol. Por outro lado, a aromatase pode
metabolizar directamente a testosterona em estradiol. Nas mulheres em pré-menopausa,
o estradiol é sintetizado maioritariamente em tecidos como as células da granulosa dos
ovarios e placenta. No entanto, outros 6rgaos e tecidos produzem estradiol incluindo o
tecido adiposo, pele, endométrio, mucosa vaginal, seios, figado, vasos sanguineos e
coracdo. As enzimas responsaveis pela sintese de estradiol sdo também expressas nas
células do musculo liso vascular, fibroblastos cardiacos e midcitos, sugerindo que estes

locais de sintese possam ser importantes no sistema cardiovascular [71].
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Fig.20: Representacdo das diferentes vias envolvidas na sintese e metabolismo do
17pB-estradiol, [71].

Abreviaturas: ST, sulfotransferase; GT, glucuronosiltransferase,; EAT, Ester aciltransferase; 17p-

HSD; 17B-hidroxiesteroide desidrogenase.

1.5.2 Estrogénios e tonus vascular

Os efeitos directos das hormonas sexuais no MVL foram ja descritos em varios
conjuntos de artérias, como as humanas, caninas, suinos e ratos [69]. E importante
referir, que quase todas as hormonas sexuais testadas até a data, parecem causar
relaxamento vascular e inibir a contraccdo do MVL. Foi observado por varios estudos
que os efeitos relaxantes vasculares do 17p-estradiol eram superiores aos provocados
por outras hormonas como a testosterona e progesterona [69, 71, 72].

Os estrogénios tém varias accdes benéficas como o aumento da vasodilatacdo
arterial, inibicdo da resposta celular causada por danos vasculares e prevencdo da
aterosclerose [42, 71, 73]. Os estrogénios promovem vasodilatacdo em artérias as quais
foi removido o endotélio, sugerindo uma inibi¢do do tdnus num processo independente
do endotélio, envolvendo uma accdo directa nas células do musculo liso [66, 67]. Os
estrogénios podem exercer dois tipos de efeitos nos tecidos cardiovasculares. Os efeitos
directos resultam de uma via designada ndo gendémica e os indirectos ocorrem por uma

via denominada genomica (Tabela 3) [74-76]. A vasodilatacdo arterial ocorre
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primariamente atraveés de uma resposta rapida, via ndo genomica, que é independente de
alteracOes na expressao genética [76, 77]. Os efeitos gendmicos ocorrem ap6s um longo
periodo de tempo, pois evolvem alteracdes na expressdo de genes que regulam o ténus
vascular, a resposta vascular a danos ao nivel da artéria e o desenvolvimento de

aterosclerose [46, 76].

Tabela 3: Efeitos directos e indirectos dos estrogénios [46].

Directos Indirectos
Efeitos répidos, ndo gendmicos Efeito no soro lipoproteico
1 vasodilatacao arterial | LDL-C
1 sintese de 0xido nitrico 1 HDL-C
1 triglicéridos
Longo termo, genémicos Efeitos na coagulacéo e fibrindlise
1 enzimas vasodilatadoras 1 Efeito dependente do tipo e da
| danos vasculares dose de estrogénio e duracdo da terapia
1 crescimento das células vasculares Efeito antioxidante
endoteliais | oxidagdo do LDL-C

| proliferacio das células do
masculo liso vascular
HDL-C lipoproteina de alta LDL-C lipoproteina de baixa

densidade em colesterol. densidade em colesterol.

Muitos estudos efectuados observaram que todas as hormonas esterdides, a
vitamina D e as hormonas tirdides estimulam um efeito rapido nas vias de transducdo de
sinal, tais como a producdo de segundos mensageiros, a activacdo e inibicdo de canais
ionicos e desencadeamento da cascata de proteinas cinases. Estas ac¢Ges ocorrem num
periodo de tempo de segundos a minutos, tempo esse demasiado rapido para envolver a
transcricdo de genes, ndo sendo afectadas pela presenca de inibidores de transcri¢ao de
genes, e até em alguns casos, foi observado na auséncia de ndcleo [78]. Os receptores de
hormonas sexuais ja foram identificados no citosol e no nucleo de varios tipos celulares
incluindo no endotélio e no musculo liso vascular (VSM) [77]. A interaccdo das

hormonas sexuais com receptores intracelulares, sabe-se que estimula uma grande
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quantidade de efeitos que podem afectar o crescimento celular e proliferacdo. Estudos
recentes sugerem que estas hormonas sexuais podem também interagir com receptores
membranares e induzirem possiveis efeitos vasculares ndo gendmicos adicionais, tais
como, a modificacdo da circulacdo de lipoproteinas, inibicdo da oxidacdo de
lipoproteinas, atenuacdo de lesdes ateroscleréticas, modulacdes favoraveis de
homocisteina, mudancas na coagulacdo sanguinea e inibicdo da acumulagdo
intravascular de colagénio [16]. Como as altera¢fes no tonus vascular tém um papel
central no controlo da pressdao sanguinea na circulacdo em doencgas coronarias e
hipertensdo, é importante observar o efeito das hormonas sexuais no ténus vascular
[16].

1.5.3 Receptores de estrogénios

Os receptores de estrogénios sdo expressos em diferentes numeros, tanto no
endotélio como MVL, em vérios sistemas vasculares. Tem sido proposto que existe uma
associacdo entre o numero de receptores de estrogénios e a funcdo normal das células
endoteliais, sugerindo que uma diminuicdo dos numeros de receptores no endotélio
pode representar um risco para doencas cardiovasculares. Para além disso, os receptores
de hormonas apresentam diferentes subtipos, distribuicdo nos tecidos e localizagédo
subcelular, e podem ser modulados por varios agonistas e antagonistas [16]. Foram
identificados dois tipos de receptores de estrogénios, os ERa- € 0s ER-B [72, 77]. Os
ER-a apresentam varios subtipos, tais como, ER-aA, ER-aC, ER-oE e ER-aF. Da
mesma forma os receptores ER-f3 também apresentam subtipos, que sdo os ER-B1, ER-
B2, ER-B4 ¢ ER-B5 [76]. Vérios estudos propdem que os ER-o promovem o efeito
protector dos estrogénios em resposta a danos vasculares. No entanto, o0 ER- encontra-
se mais largamente distribuido no MVL humano, particularmente em mulheres [72, 79,
80]. Os ER’s foram localizados no nucleo e no citoplasma. Os esterdides sexuais, como
0s estrogénios, difundem-se através da membrana plasmatica e formam complexos com
receptores nucleares/citoplasmaticos. Estes, por sua vez, ligam-se a cromatina e
estimulam a transcricdo de genes com um elemento regulador especifico associado aos
esteroides. As transcrigdes mediadas pelos ER’s requerem um co-activador para mediar
a actividade de transcricdo, 0 SRC-3, co-activador esterdide 3 que se encontra expresso
na MVL [16].
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1.5.4 Efeitos gendmicos dos estrogénios

O mecanismo classico de ac¢do do 17B-estardiol em tecidos alvo, também
designado de via gendmica, envolve a ligacdo do 17pB-estardiol a receptores de
estrogenios nucleares/citosolicos (RE-a ou RE-B) [72, 75] (Fig.22). Estes receptores de
estrogénios pertencem a uma classe de receptores classificados como factores nucleares
de transcricdo activados por ligandos. Estes ligandos activam o receptor nuclear, que vai
actuar como factor de transcricdo, estimulando a sintese de mMRNA ap6s um certo tempo
de exposicdo (horas a dias). A activacdo destes receptores pelas hormonas
correspondentes afecta a expressdo de um gene, actuando numa sequéncia especifica em
genes alvo. Estes elementos sdo conhecidos como elementos de resposta a estrogénios
modulando eventos de transcricdo [74-77].

A interaccdo das hormonas sexuais com um receptor nuclear/citosélico determina
um efeito gendmico promovendo o crescimento endotelial da célula. Ao nivel do MVL,
os esteroides inibem o crescimento e induzem um efeito antiproliferativo [16, 76].
Como esta representado na figura 21, na via gendmica, os estrogénios ligam-se a RE
nucleares/citosolicos, provocando a inibicdo de factores de crescimento activados por
MAP cinase, a transcricdo de genes e a consequente inibicdo do crescimento e
proliferagdo do MVL [16].

1.5.5 Efeitos ndo gendémicos dos estrogénios

SupdBe-se actualmente que os efeitos rapidos, designados de efeitos ndo gendmicos
do 17pB-estardiol, resultam da possivel existéncia de receptores de estrogénios na
membrana plasmatica [81]. Estes, por sua vez, poderdo estar envolvidos na regulacao
dos canais i6nicos da membrana, nos receptores associados a proteina G e na activagao
da MAP cinase e da PKC (proteina cinase C) [81, 82]. Pensa-se que estes receptores
actuam também no aumento da actividade dos nucleétidos ciclicos e na regulacdo da
actividade da PLC [82]. Tais efeitos provocariam alteracbes em toda a actividade
contractil das células. Esses efeitos rapidos (inferiores a 30 minutos) reforcam a
possibilidade de uma via de sinalizacdo celular rapida pela existéncia de um receptor
membranar para o 17B-estardiol na membrana plasméatica. Recentemente, alguns
estudos mostraram que diversas ac¢fes das hormonas esterdides sobre as membranas

plasmaéticas envolvem vias de sinalizagdo ndo nucleares, tais como, ligacdo as proteinas
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G e formacdo de segundos mensageiros [81]. Os estrogénios podem induzir a
mobilizacdo de Ca**, o aumento dos niveis de segundos mensageiros como O0s
nucledtidos ciclicos (GMPc e AMPc) [68, 83] e activarem diversas cinases, incluindo a
proteina cinase C [84], a cinase do fosfatidilinositol- 3-OH (IP3-cinase) e a MAPK [84],
através de mecanismos que ainda ndo se encontram completamente entendidos [16]. Os
estrogénios promovem relaxamento das artérias por um efeito independente do
endotélio em artérias de ratos, porcos e artérias coronarias humanas quando pré-
contraidas por um agente contractil [16, 66, 83, 85, 86]. A accdo desta hormona na
parede arterial promove alteracGes do fluxo de ides nas células do musculo liso. Assim,
o efeito vasodilatador pode ser influenciado pelo género, tipo de vasos em estudo e
prévia exposicdo aos estrogénios [77]. Os estrogénios exercem um efeito inibidor
directo no musculo liso in vitro, pela suposta activacdo do efluxo de potassio [66, 83,
85] e inibicdo do influxo de célcio [66, 83, 86, 87].

Na figura 21, encontram-se representados os modelos mais aceites actualmente
para 0 modo de actuacdo dos estrogénios. Podemos observar que na via ndo genémica,
os estrogénios ligam-se a RE’s da membrana plasmatica, levando a inibicdo do
mecanismo de contraccdo do MVL provocado por agonistas. Um agonista (A) activa
um receptor especifico (R), estimulando a fosfolipase C da membrana (PLC) e
aumentando a producdo de IP; e DAG. O IP; estimula a libertacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (SR). O agonista também estimula a entrada de calcio através dos
canais de calcio. O calcio liga-se a CAM e activa a cinase das cadeias leves de miosina
(MLC) levando a a sua fosforilacdo, iniciando a contraccdo do MVL. O DAG provoca a
activacdo da proteina cinase C (PKC). A PKC pode fosforilar a calponina (CaP) e/ou
activar a cascata de proteinas cinases como a Raf, MAPK cinase (MEK), e a MAPK,
levando a fosforilacdo da caldesmon (CaD) e a um aumento da forca dos miofilamentos.
Os possiveis efeitos dos estrogénios incluem a activacdo dos canais de K*, levando a
hiperpolarizacdo da membrana. Também promovem a inibicdo da entrada de calcio
pelos canais VOCC’s e consequente inibicdo da fosforilacdo da MLC dependente de
calcio, inibindo a contrac¢do do MVL. Os estrogénios também podem inibir a PKC e/ou

a via da MAPK, causando uma maior inibig¢do da actividade contractil do MVL [16].
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Fig.22: Representacdo esquematica dos efeitos gendmicos e ndo genémicos dos
estrogenios no MVL [16].
Abreviaturas: PLC, fosfolipase C; CAM, proteina ligadora de Célcio; PKC, proteina cinase C, ER,

receptor de estrogénios; SR, reticulo sarcoplasmatico; MLCK, cinase ligadora de cadeias leves de

miosina; MLC; cadeias leves de miosina; GF, factores de crescimento; R, receptor; CaD, caldesmon.
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2. METODOS

2.1 Preparacao dos tecidos

Vérias por¢des do corddo umbilical, de 3 a 7 cm, foram obtidas de partos normais
no bloco de obstetricia e ginecologia do Centro Hospitalares da Cova da Beira. Os
corddes foram colhidos com o consentimento prévio das mdaes e de acordo com o0s
protocolos aprovados pelo Comité de Etica do hospital. As amostras de cord3o
umbilicais foram colocadas numa solucgéo salina fisiologica, PSS (composi¢do em mM:
NaCl 110, CaCl, 0.15,KCI 5, MgCl, 2, HEPES 10, NaHCO3; 10, KH,PO,4 0.5, NaH,PO,
0.5, glucose 10, EDTA 0.49). Para evitar contaminacOes e degradacdo dos tecidos foi
também adicionado ao PSS, penicilina (5 U/ml), estreptomicina (5 pg/ml), amfotericina
B (12.5 ng/ml) e antiproteases (leupeptine 0.45 mg/l, benzamidina 26 mg/l) e inibidor
de tripsina (10 mg/l). As artérias foram isoladas a partir dos segmentos de cordao
umbilical, apds a remogdo da geleia de Warton. Deixou-se repousar as artérias
aproximadamente 24h e foi removido o endotélio, pela passagem de uma linha de
algoddo, presa a uma agulha, pelo lumen. Todo este processo foi realizado a uma
temperatura de aproximadamente 4°C, em solucdo de PSS. (Descricdo das solucbes

utilizadas nos anexos)

2.2 Determinacdo da tensdo exercida nos anéis da AUH

Procedeu-se a montagem dos anéis da artéria do corddo umbilical, de 3 a 4mm de
comprimentos, num banho termostatizado de banho de 6rgaos (LE01.004, Letica). Os
anéis foram suspensos individualmente em ganchos de aco inoxidavel inseridos nos
seus lumens e montados, sob uma tensdo isométrica de 1,5g. Esta montagem foi
realizada em pocetos de vidro com 15ml de solugdo modificada de Krebs bicarbonato
(composicdo em mM: NaCl 119, KCI 5.0, NaHCO; 25, KH,PQO, 1.2, CaCl;, 0.5, MgSQO,
1.2, EDTA 0.03, glucose 11). Para a medicdo da tensdo utilizou-se um transdutor de
tensdo (TRI 201, Panlab SA, Espanha) e um amplificador (ML118/D Quad Bridge,
AD.Instruments). A interface foi realizada com Power-Lab/4SP (ML750,
ADInstruments) e o software Chart5 PowerLab (ADInstruments). A solucao foi mantida

Universidade da Beira Interior -43-




Métodos

a 37°C, borbulhada com uma mistura gasosa de 95% de O, e 5% de CO,. Depois dos
anéis de artérias montados, a solucdo foi renovada de 10 em 10 minutos com a solucédo
de Krebs, por trés vezes. Estabilizou-se ao longo das lavagens a tenséo
aproximadamente a 1,5 g. Depois da tensdo estabilizar, contraiu-se os anéis de AUH
utilizando KCL (60 mM), His (10 uM) e 5-HT (1 uM), e observou-se a vasodilatacdo
induzida pelo 17B-estradiol (1-100 uM). Os anéis de AUH cujas contrac¢Oes fossem
inferiores a, 1g quando contraidos com KCI e 5-HT, e 600 mg quando contraidos com a
His, foram descartados.

Para se determinar o efeito dos canais de potassio no relaxamento induzido pelo
17B-estradiol, foram utilizados diferentes inibidores de canais:

e TEA (1 mM); um inibidor de canais de grande condutancia, Kc, € de cansais de
potéssio dependentes de voltagem, Kv;
e Glibenclamida (10 uM); um inibidor de canais sensiveis ao ATP;
e 4-Aminopiridina (ImM); um inibidor de canais dependentes de voltagem, Kv.
Para se determinar o efeito dos canais de calcio no relaxamento induzido pelo
17p-estradiol, foi utilizado um potente bloqueador de canais de Ca?*tipo L, a nifedipina
(10 uM).

Foi observado o papel dos nucle6tidos ciclicos com auxilio do péptido natriurético
(ANP, 0,1 uM) e das diferentes isoformas de PDE’s no relaxamento induzido pelo 17p-
estradiol na AUH.

Para tal, foi utilizado:

e 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX, 50 uM), um inibidor inespecifico de PDE’s;
e 8-metoximetil-3-isobutil-1-metilxantina (MMBX, 2 uM), um inibidor especifico
da PDE 1,
e Cilostamida (Cil 1 uM), para inibir especificamente a PDE 3.
Foi observado o efeito dos inibidores de ciclase:
e ODQ (30 uM) um inibidor especifico da guanilciclase;
e SQ (100 uM), um inibidor especifico da adenilciclase.

Por fim, foi observado o efeito do colesterol, na contractilidade da AUH,

utilizando as mesmas concentragdes do 17f-estradiol (1-100 uM).
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2.3 Drogas e reagentes

Todas as drogas foram adquiridas a Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal), a
excepcdo da 4-AP, cilostamida e MMBX comprados a Biogen Cientifica (Madrid,
Espanha). O 17B-estradiol e colesterol foram inicialmente dissolvidos em DMSO, e as
concentragdes finais obtidas nas diluigdes com solucdo de Krebs. A His, 5-HT, Gli, 4-
AP, TEA, NIF, ODQ, SQ e ANP foram dissolvidos em &gua destilada para obter as

concentracgdes pretendidas. A Cil, Col e MMBX foram dissolvidos em etanol.

2.4 Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi efectuada com auxilio do programa informético
Sigma Stat, sistema de analise estatistica, versdo 1.00 (1992). O efeito relaxante do 17p-
estradiol foi dado como percentagem de relaxamento relativamente a contracgédo
efectuada. Os resultados foram expressos como médias + SEM (erro padrdo associado
ao namero de experiéncias, n). A comparagdo entre dois grupos foi feita com teste t-
student. A comparacdo entre varios grupos analisados utilizando a One-Way ANOVA,
seguida de um teste de Tukey ou Dunnet para determinar diferencas significativas entre
as médias. Os niveis de significancia foram considerados para P<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1 Efeito do 17-estradiol na contractilidade da AUH

Os anéis de AUH sem endotélio foram expostos a diferentes agonistas de
receptores (5-HT 1 u M e HIS, 10 uM) e a despolarizacdo (KCI, 60 mM). A tensdo nas
contrac¢des dos anéis da AUH, quando estimuladas com HIS (10uM), 5-HT (1uM) e
KCI (60 mM), reflecte os diversos mecanismo de ac¢do nas CMV. Verificou-se que o
efeito vasoconstritor da 5-HT foi superior, em média, ao KCI que por sua vez é superior
ao da histamina na AUH (Tabela 1).

Estes trés agentes contracteis foram utilizados como estimulo inicial para se poder
observar os efeitos vasorelaxantes do 17p3-estradiol.

Tabela 4: Média das contraccGes (em mg) induzidas pelos diferentes agonistas
utilizados; HIS (10uM), 5-HT (1uM) e KCI (60 mM), erro padrdo associado ao nimero

de contraccdes efectuadas e 0 numero de contraccdes efectuadas (n).

S5-HT HIS KCI
Média 1753,564 1067,130 1640,672
Erro padrdo 77,462 45,370 71,354
n (n.° de artérias) 182 231 204

Em geral, o 17B-estradiol induz uma vasorelaxacdo dependente da concentracdo
adicionada aos anéis de AUH contraidos previamente com HIS, 5-HT e KCI (Fig.23). O
tempo necessario para se observar o efeito relaxante a diferentes concentragdes de 17p-
estradiol varia entre 2 a 15 minutos. O DMSO, veiculo utilizado para dissolver o 17p-

estradiol, ndo teve nenhum efeito relaxante nas artérias para as concentragdes utilizadas.
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Fig.23: Efeito relaxante da adicdo de concentracbes cumulativas de 17p-
estradiol (1-100 pM) em pré-contraccBes realizadas com 5-HT (1uM), HIS (10 uM) e
KCI (60 mM) na AUH sem endotélio. Cada ponto representa o valor médio, sendo as
linhas verticais o valor de erro associado ao n (n, corresponde no minimo a seis

contracgdes). (* p<0,05; **p<0,01; *** p<0,001 (17p-estradiol vs controlo))

Como podemos ver na figura 23, o efeito vasorelaxante é dependente da
concentracao de 17f-estradiol adicionada e é maximo para concentragbes de 17f3-
estradiol de 100 uM. Observa-se que o0 efeito relaxante maximo foi semelhante entre a
HIS e o KCI (55,978% + 4,155 e 52,435 + 6,564, respectivamente). Para contraccfes
induzidas por 5-HT (34,375 % + 4,9172) o relaxamento provocado pela concentracao

méxima de estradiol é inferior relativamente a HIS e ao KCI.
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3.2 Efeito do 17p-estradiol nos canais ionicos da AUH

3.2.1 Canais de potassio

Foi observado o efeito de trés inibidores de canais de potassio, a Gli, 4-AP e TEA,
no efeito vasorelaxante do 17p-estradiol na AUH. Isto é, permite-nos analisar o
envolvimento destes diferentes canais de potassio na vasorelaxacdo induzida quando

contraidos com os diferentes agentes contracteis.

» Glibenclamida (GLI); Inibidor de canais de Katp;
» 4-aminopiridina (4-AP); Inibidor de canais de K.

» Tetraetilamonio (TEA); Inibidor de canais de Kca,

Inicialmente, apds promover a contraccdao pelos diferentes agentes, os anéis de
AUH foram expostos durante aproximadamente 15 minutos a Gli, 4-AP e ao TEA,
juntos ou separadamente.

Pode observar-se nas figuras 24, 25 e 26, os efeitos da adi¢do de Gli, 4-AP e TEA
no efeito relaxante associado ao 17f-estradiol para as maiores concentracdes
adicionadas (EST 100 uM).

A utilizacdo da Gli (10 uM), um inibidor de canais de potassio dependentes de
ATP (Katp), ndo afectou significativamente o efeito do 17p-estradiol em pré-
contraccbes com KCI e 5-HT. Relativamente ao inibidor de canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv), o 4-AP (1mM) reduziu de forma significativa o efeito
relaxante do 17B-estradiol para todos os agentes contracteis utilizados. Por sua vez a
TEA, um inibidor de canais de potassio dependentes de calcio (Kca), reduziu de forma
significativa o efeito relaxante associado ao 17B-estradiol em todas as artérias,
independentemente do agente contractil utilizado (Fig.24, 25 e 26).

O veiculo utilizado para dissolver o 17B-estradiol (DMSO) ndo promoveu

qualquer efeito na contractilidade da AUH para as concentragdes utilizadas.
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Fig.24: Efeito dos diferentes inibidores de canais de potéssio (GLI, 10 uM; 4-AP,

ImM e TEA, 1mM), numa pré-contraccdo com 5-HT (1uM) relativamente ao

tratamento com 17B-estradiol (EST, 100 uM) na AUH. (* p<0,05 em relagdo ao efeito do

EST)

Quando o agente contractil é a 5-HT, podemos observar que o relaxamento

induzido pelo 17p-estradiol é alterado quando colocado em presenca de diferentes

inibidores de canais de potassio. Pois, podemos observar que a presenca de inibidores

de canais dependentes de voltagem e de calcio, provocam diferencas significativas

relativamente ao relaxamento provocado pelo 17p-estradiol. Ndo se observaram

diferencas significativas quando se utilizou o inibidor de canais dependentes de ATP.
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Fig.25: Efeito dos diferentes inibidores de canais de potéassio (GLI, 10 uM; 4-AP,
1ImM e TEA, 1ImM) numa pré-contraccdo com HIS (10 puM) relativamente ao

tratamento com 17B-estradiol (EST, 100 uM) em AUH. (* p<0,05 em relagdo ao efeito do
EST)

Na contracgéo efectuada com HIS, podemos observar que a inibicdo dos trés tipos
de canais provoca alteracdes na contractilidade da AUH, na medida em que a sua adi¢éo

promove alteragdes relativamente ao relaxamento provocado pelo 17p-estradiol.
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Fig.26: Efeito dos diferentes inibidores de canais de potéssio (GLI, 10 uM; 4-AP,
ImM e TEA, 1mM) numa pré-contraccdo com KCI (60mM) relativamente ao

tratamento com 17B-estradiol (EST, 100 uM) em AUH. (* p<0,05 em relagdo ao efeito do
EST)

Na contraccdao efectuada com KCI, podemos observar que o relaxamento é
alterado de forma significativa quando é adicionado um inibidor de Kv. Enquanto que a
adicdo dos inibidores K¢, € Karp, ndo alteram o relaxamento induzido pelo 17p-

estradiol.

A utilizagdo de todos os inibidores de canais de potassio provocou sempre uma
reducdo do efeito relaxante do 17B-estradiol, ndo ultrapassando um relaxamento
méaximo na ordem dos 16% na contrac¢ao efectuada com a histamina (10 pM). A adigdo
dos inibidores de canais de potassio, somente adicionando o veiculo utilizado para

dissolver o 17pB-estradiol, apenas provocou um relaxamento basal na ordem dos 5%.
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3.2.2 Canais de calcio

Identificou-se o papel dos canais de célcio na vasorelaxacdo provocada pelo 17p-
estradiol na AUH, utilizando a nifedipina (NIF), um potente bloqueador de canais de
Ca®*tipo L.

Na contraccdo efectuada com 5-HT (1uM), a adi¢do da nifedipina ndo provocou
alteracbes no relaxamento induzido pelo 17p-estradiol (Fig.27). A utilizacdo da

nifedipina em simultdneo com o estradiol ndo aumentou o relaxamento observado.
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Fig.27: Efeito da utilizacdo da nifedipina (NIF, 10 uM) numa pré-contraccdo com
5-HT (1 uM) na AUH. As linhas representam o EPM (erro padrdo da média) do numero

de experiéncias indicado junto as barras.

Na figura 27, podemos observar a inexisténcia de um potenciamento da relaxacéo,
quando se utilizam juntamente a nifedipina e o 17p-estradiol. O relaxamento induzido
pela NIF nao difere do 17p-estradiol, ndo se obtendo diferencas significativamente

estatisticas entre os dois grupos.
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Na contrac¢do efectuada com HIS (10 puM), o relaxamento provocado pela
nifedipina ndo difere do relaxamento induzido pelo estradiol. A utilizacdo em
simultaneo dos dois agentes, ndo altera significativamente o relaxamento (Fig.28).

100-
C
S 80-
©
=g
T D © (10) (6)
= =60+ T
cE o
S o e
ET .
X 404
® o
=
Y
(@)
e 20-

O

EST 100uM NIF 10pM EST 100uM
+
NIF 10uM

Fig.28: Efeito da utilizacdo da nifedipina (NIF, 10 uM) numa pré-contraccdo com
histamina (HIS, 10uM) na AUH. As linhas representam o EPM (erro padrdo da média)

do nimero de experiéncias indicado junto as barras.

Do mesmo modo que para a 5-HT, na contraccdo com HIS ndo se observam
diferencas significativas na vasorelaxacdo produzida pela utilizacdo da NIF ou do 17f-
estradiol. A utilizacdo da NIF em conjunto com o estradiol ndo provocou um aumento

do relaxamento.
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Foi também realizado o mesmo estudo para uma pré-contraccdo com KCI
(Fig.29). Observou-se que o tratamento com NIF (10pM) promoveu um relaxamento
completo da artéria.
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Fig.29: Efeito da utilizacdo da NIF (10 pM) numa pré-contraccdo com KCI

(60mM) na AUH. As linhas representam o EPM (erro padrdo da média) do namero de

experiéncias indicado junto as barras. (* p<0,05; 17p-estradiol vs 17p-estradiol + nifedipina)

Neste caso podemos observar que a nifedipina (NIF, 10 puM) promove um
relaxamento total da contraccdo induzida pelo KCI. Para perceber de uma forma mais
eficaz o efeito no relaxamento induzido pelo 17B-estradiol, foi necessario diminuir a
concentracdo de nifedipina para 10 nM. A utilizacdo desta concentracdo néo
demonstrou diferencas significativas relativamente ao relaxamento provocado pelo 17f-
estradiol. A utilizagdo em conjunto do estradiol e da nifedipina ndo provocou nenhum

aumento do relaxamento.
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3.3. Efeito do ANP e dos diferentes inibidores de fosfodiesterases nos

relaxamentos provocados pelo ANP (péptido natriurético atrial)

De forma a entender o mecanismo de relaxamento do 17p-estradiol, tentou-se
associar 0 seu mecanismo ao mecanismo de vasorelaxacdo provocado pelo ANP. O
efeito do ANP é mediado pela ligacdo do péptido aos receptores associados a
guanilciclase, produzindo respostas celulares especificas, principalmente através do
aumento da concentracdo intracelular de GMPc. Assim, os anéis de AUH sem
endotélio, foram contraidos com os trés agentes contracteis, observando-se resultados
significativos somente para a HIS e 5-HT (Fig.30 e 31). Foram adicionados diferentes
inibidores de PDE nas contracgdes e posteriormente analisados os seus efeitos.

Assim, o ANP foi utilizado para aumentar os niveis de GMPc. Este activador de
guanilciclase induziu um relaxamento de aproximadamente 17%, na artéria contraida
com 5-HT (Fig.30). A adigdo do 17p-estradiol aumentou ligeiramente o relaxamento
para cerca de 19%. Na contraccdo efectuada com 5-HT, podemos observar que o
relaxamento induzido pelo ANP ndo difere significativamente do provocado pelo 17p-
estradiol, e que a utilizagdo em simultdneo ndo provocou um potenciamento da
relaxagdo. Os inibidores de PDE’s, que evitam a degradacdo do GMPc, foram
posteriormente adicionados e verificou-se que somente a adicdo de um inibidor
inespecifico de PDE’s (IBMX) promoveu resultados semelhantes aos do 17p-estradiol.
A adicdo de inibidores especificos, nas artérias contraidas com 5-HT, como 0 MMBX
(inibidor especifico da PDE 1) e Cilostamida (inibidor especifico da PDE 3)
provocaram um relaxamento mais fraco e significativamente inferior que o provocado
pelo IBMX. Ou seja, a utilizacdo de inibidores especificos de fosfodiesterases nao

aumentou o efeito vasorelaxante para valores semelhantes ao do 17p-estradiol.
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Fig.30: Efeito do ANP (0,1 pM) e diferentes inibidores de fosfodiesterases numa
pré-contrac¢cdo com 5-HT (1 uM) na AUH. As linhas representam o EPM (erro padrdo

da média) do nimero de experiéncias indicado junto as barras. (* p<0,05 em relagéo ao efeito
do EST; o p<0,05 em relacdo ao efeito do ANP)

A utilizagdo do ANP, visa aumentar as concentragdes intracelulares do GMPc.
Pode observar-se na figura 30, que a sua adicdo promove um relaxamento. Os
resultados mostram que o relaxamento provocado pelo ANP é diferente do provocado
pelo 17p-estradiol. No entanto, a utilizagdo em conjunto promove um relaxamento
semelhante ao do estradiol ou ao do ANP, quando utilizados individualmente. Ou seja,
o relaxamento provocado quando utilizados os dois agentes é semelhante, podendo
supor-se um mecanismo comum de relaxamento da AUH, quando tratada com estradiol.
A adicdo dos inibidores de PDE’s quando comparados com o relaxamento provocado
com o ANP, ndo promoveu diferencas significativas no relaxamento da AUH. O veiculo
utilizado para dissolver os inibidores de PDE (etanol) ndo promoveu qualquer efeito na

contractilidade da AUH para as concentrages utilizadas.
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Na contraccdo efectuada com HIS (Fig.31), podemos observar que o relaxamento
induzido pelo ANP (aproximadamente 40%) difere significativamente do provocado
pelo 17p-estradiol (55%). No entanto a utilizacdo em simultaneo destes dois agentes

promove diferencas no relaxamento (38%), quando comparado com o estradiol.
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Fig.31: Efeito do ANP (0,1 pM) e diferentes inibidores de fosfodiesterases numa
pré-contrac¢do com HIS (10 pM) na AUH. As linhas representam o EPM (erro padréo

da média) do nimero de experiéncias indicado junto as barras. (* p<0,05 em relagéo ao efeito
do EST; o p<0,05 em relacdo ao efeito do ANP)

Quando adicionados os inibidores especificos de PDE’s, somente a adi¢do de
IBMX (inibidor inespecifico de PDE) promoveu um efeito vasorelaxante significativo
das artérias contraidas com HIS. O efeito vasorelaxante do ANP é aumentado cerca de
duas vezes quando este inibidor é utilizado. Isto indica um efeito vasorelaxante agudo
quando ocorre uma inibicdo de todos os tipos de PDE. Os outros inibidores de PDE’s,
tanto a cilistamida (inibidor de PDE 3) como o MMBX (inibidor de PDE 1), ndo

provocaram alteragcdes no relaxamento induzido pelo ANP. O veiculo utilizado para
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dissolver os inibidores de PDE (etanol) ndo promoveu qualquer efeito na contractilidade

da AUH para as concentragdes utilizadas.

Foi realizado o estudo do efeito do ANP em contraccdes efectuadas com KCI.
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Fig.32: Efeito do ANP (0,1 uM) e numa pré-contraccdo com KCI (60 mM) na
AUH. As linhas representam o EPM (erro padrdo da média) do nimero de experiéncias

indicado junto as barras. (* p<0,05 em relagéo ao efeito do EST)

Quando adicionado o ANP nas artérias contraidas com KCI (60mM), observou-se
uma diminuicédo drastica do relaxamento relativamente ao verificado pelo 17p-estradiol
(Fig.32). A utilizacdo do ANP ndo promoveu efeitos de relaxacdo semelhantes aos do

17B-estradiol.
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3.4 Efeito dos inibidores de ciclases no relaxamento do 175 estradiol

Neste trabalho, foi também observado o envolvimento das ciclases no relaxamento
provocado pelo 17p-estradiol. Assim adicionou-se um inibidor de adenilciclase (SQ) ou

um inibidor de guanilciclase (ODQ) adicionando-se de seguida o 17p-estradiol.
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Fig.33: Relaxamento induzido pelo 17p-estradiol e inibidores de guanilciclase
(ODQ) e adenilciclase (SQ) em pré-contrac¢fes com 5-HT (1uM) na artéria umbilical

humana. (* p<0,05 em relagéo ao efeito do EST).

Nas artérias contraidas com 5-HT, podemos observar que apenas a adi¢do do
inibidor de guanilciclase promoveu uma alteracdo ao relaxamento provocado pelo 17p-
estradiol. A adicdo do inibidor de adenilciclase ndo provocou diferencas significativas

na vasorelaxagéo (Fig.33).
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Em artérias contraidas com HIS, podemos observar que tanto a adi¢ao do inibidor
de guanilciclase como do inibidor de adenilciclase, promovem alteragdes no
relaxamento provocado pelo 17p-estradiol. Ou seja, a adicdo de inibidores de
nucleotidos ciclicos, que visa inibir a sua producdo, promove uma diminuicdo do

relaxamento induzido pelo estradiol.
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Fig.34: Relaxamento induzido pelo 17p-estradiol e inibidores de guanilciclase
(ODQ) e adenilciclase (SQ) em pré-contrac¢des com Histamina (HIS, 10uM) na artéria

umbilical humana. (* p<0,05 em relacio ao efeito do EST)

Os resultados a acima apresentados mostram de forma clara que a utilizacdo de
inibidores de ciclases provocam alteragcdes no relaxamento induzido pelo 17p-estradiol
(Fig.34). O relaxamento induzido pelo estradiol quando a artéria é contraida com 5-HT
apenas € diminuido pela utilizacdo de um inibidor de guanilciclase. Na artéria contraida
com HIS, a vasorelaxacdo induzida pelo estradiol também ¢é alterada, pois observa-se

uma diminuigéo do relaxamento quando utilizado o ODQ e SQ.
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3.5 Efeito do colesterol na contractilidade na AUH

Nas paginas anteriores foi estudado o efeito do estradiol na contractilidade da
AUH. Sabe-se que muitas das hormonas femininas promovem vasorelaxacdo em alguns
tipos de vasos. De forma a poder identificar uma ac¢do propria do 17B-estradiol
estudou-se a accdo do colesterol. Ou seja, com o objectivo de mostrar que 0
relaxamento observado era devido a uma accdo do estradiol e ndo ao resultado do

mecanismo comum a todas as hormonas femininas, foi utilizado um precursor destas

hormonas.
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Fig.35: Efeito do colesterol (30 uM e 130 pM) e controlos na AUH quando
contraidas com 5-HT (1 puM). As linhas representam o EPM (erro padrdo da média) do

namero de experiéncias indicado junto as barras.

Foi observado na figura 35 que na artéria contraida com 5-HT ndo se observam

efeitos relaxantes significativos por parte do colesterol para as concentragdes utilizadas.
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Foi realizado o mesmo tipo de experiéncias com a Histamina.
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Fig.36: Efeito do colesterol (30 uM e 130 pM) e controlos na AUH quando
contraidas com HIS (10 uM). As linhas representam o EPM (erro padrdo da média) do

namero de experiéncias indicado junto as barras. (* p<0,05 em relagio ao controlo)

Neste caso, observa-se um relaxamento da AUH para a concentragdo inferior de
colesterol (Fig.36). Obtiveram-se resultados significativos relativamente ao controlo,
podendo identificar um mecanismo pelo qual o colesterol provoca um efeito relaxante
quando a artéria é contraida com histamina. No entanto € importante referir, que o
relaxamento provocado pelo colesterol para a maior concentracdo utilizada
(aproximadamente 20%) é bem diferente do relaxamento induzido pelo estradiol em
artérias contraidas com HIS (55%) (Fig.23).
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4. DISCUSSAO

O controlo alterado da contraccdo/relaxamento do masculo liso esta implicito em
varios processos patoldgicos, levando a uma necessidade crescente da compreenséo dos
mecanismos subjacentes. As hormonas esterdides tém varios papéis importantes no
sistema vascular devido aos seus receptores especificos localizados no endotélio
vascular e células do masculo liso vascular. Tem sido reportado que os estrogénios tém
um importante papel vasodilatador, quer pelo aumento da producéo de NO no endotélio,
quer na modulacdo da homeostase do célcio nas CMLV. Os estrogenios sdo elementos
activos para as células do mdsculo liso vascular onde exercem as suas accoes
protectoras por um efeito directo nas paredes dos vasos. Os efeitos vasorelaxantes das
hormonas femininas foram propostos a mais de cem anos [88]. O aumento de
evidéncias clinicas mostrou que os estrogénios dilatam artérias e aumentam o fluxo
sanguineo por um mecanismo independente do endotélio. O facto dos estrogénios
poderem ter um efeito cardioprotector levou ao aumento significativo de interesse [66].
Este efeito foi observado para concentragdes de 100 uM (27 g/mL), o que representa
uma concentracao 4000 vezes superior aos niveis fisioldgicos no fluxo sanguineo dos
fetos (0.0062g/mL) [67].

Para se observar o efeito relaxante do 17p-estradiol, foi necessario utilizar agentes
contracteis, ou seja, agentes promotores de contraccdao nos anéis da AUH. A estes anéis
contraidos foi posteriormente adicionado o 17p-estradiol, permitindo a visualizagdo de
um efeito relaxante. Os nossos resultados mostraram uma contrac¢cdo maxima superior,
em média, quando ¢é utilizado a 5-HT e o KCI na AUH, quando comparada com o valor
da contrac¢do média induzida pela His. Estes resultados parecem estar de acordo com o
que foi demonstrado por outros autores [89, 90]. Foi também observado que a
contraccdo méaxima induzida pela 5-HT é, em média, superior a produzida pelo KCI
despolarizante. Os diferentes mecanismos implicados na actividade contractil destes
agentes podem explicar estes resultados. A contraccdo vascular induzida pelo KCI é o
resultado do influxo de célcio extracelular. Esse influxo ocorre pelos canais de calcio
dependentes de voltagem tipo L. Por outro lado, o efeito contractil da 5-HT na AUH
leva & activacdo de receptores especificos 5-HTig e 5-HT,a [91]. A activacdo dos
receptores 5-HTyg inibe a actividade da adenilciclase, enquanto que a activacdo dos

receptores 5-HT,a estimula a fosfolipase C que por sua vez permite um aumento na
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concentracdo dos niveis de IP3 [91]. No caso da His, a activacdo dos receptores H; no
masculo liso da AUH, induz a contracgao por activacdo da fosfolipase C e consequente
aumento do IP3 [92]. Foi também identificada a expressdo dos receptores H, da His na
AUH. A sua activacdo estimula a actividade da adenilciclase que leva a um aumento do
AMPc e consequente relaxamento [93]. Para além disso, o menor efeito contractil da
histamina, quando comparado com 5-HT e KCI, pode ser devido a activagdo de
diferentes tipos de receptores e consequentemente a diferentes vias de sinalizagdo. A
histamina parece activar o receptor H, responsavel pela vasorelaxacdo. Isto leva a
diminuicdo do efeito contractil induzido pela activacdo do receptor Hi, mantendo-se
este como o efeito predominante. Os diferentes valores de contraccdo maximos
dependem do agente contractil utilizado e podem dar-nos algumas indicacGes do
mecanismo vasorelaxante induzido pelo 17p-estradiol.

Relativamente ao 17pB-estradiol, mostramos que este induz um relaxamento
dependente da concentracdo quando os anéis de AUH séo contraidos com His, 5-HT e
KCI. O relaxamento maximo é obtido para concentracfes de 17p-estradiol de 100 uM.

Com os dados acima apresentados, demonstramos que 17p-estradiol (EST), tem
um efeito vasodilatador directo na artéria umbilical humana, por um mecanismo
independente do endotélio, tal como foi demonstrado por Fauset, 1999 [67]. Estes dados
encontram-se de acordo com as publicagcbes de outros autores que identificaram por
perfusdes e preparacdes de segmentos arteriais um efeito ndo gendmico dos estrogénios
no tonus vasomotor. Esta accdo foi também demonstrada em anéis da artéria umbilical
humana [94, 95]. Podemos portanto identificar que a resposta aos estrogénios passa por
um mecanismo rapido, ndo mediado por efeitos genémicos, tal como foi observado por
outros grupos de investigadores [83]. Por exemplo, foi observado que a adi¢do de
catecolestrogénios provocam um relaxamento, apdés 20 minutos, numa contrac¢do
realizada com uma solucéo despolarizante de KCI, em segmentos arteriais uterinos de
suinos [70]. Outros estudos semelhantes foram efectuados, nos quais utilizaram
concentragdes micromolares de 17B-estradiol, onde foram obtidos relaxamentos dos
segmentos da artéria do corddo umbilical humano, 5 minutos ap6s a adi¢do da hormona.
No entanto, 0 mecanismo pelo qual se observa esta vasorelaxacdo mediada pelo répido
efeito dos estrogénios, ndo se encontra clarificado [70]. Outros estudos realizados sobre
0 efeito do 17B-estradiol em perfusdes coronarias de coelhos mostraram um efeito
vasodilatador imediato [70]. A hiperpolarizacéo, resultante da utilizacdo de estradiol, foi

observada em células do musculo liso ap6s a administracdo de estrogénios sintéticos,
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como o dietilstilbestrol, para concentragdes de 1 uM. Para além disso, concentragdes
micromolares de 17p-estradiol mostraram inibir a resposta contractil, provocada por
BAY K 8644 (um agonista de canais de calcio dependentes de voltagem), das artérias
coronarias esquerdas de segmentos retirados de coelhos e suinos. Em todas estas
experiéncias, a resposta aguda vascular aos estrogénios indica um envolvimento de
mecanismos de accdo membranares. No entanto, é importante referir que os efeitos dos
estrogénios na actividade vascular podem depender da origem do tecido vascular em
estudo. Os estrogénios podem inibir directamente a contraccdo do musculo liso
vascular, por um mecanismo que pode eventualmente passar por uma modulacdo na
actividade dos canais ionicos nas células, provocando portanto a relaxagao [69].

Assim, tem sido proposto por varios autores, que o 17p-estradiol € um importante
activador de canais de K* [83, 86, 96, 97]. Nesse sentido, foi estudado no nosso trabalho
o envolvimento deste tipo de canais na vasorelaxacdo induzida pelo 17p-estradiol. Os
nossos resultados demonstraram que a utilizacdo de diferentes inibidores de canais de
potéssio alteravam o relaxamento induzido pela hormona na AUH. Por consequente,
verificamos um envolvimento dos canais de K* na resposta hiperpolarizante do 17p-
estradiol e na capacidade que este pode ter na modulagio da saida de ides de K*. Com o
objectivo de melhorar a caracterizacdo dos canais K*, foram utilizados diferentes
inibidores de canais de K. Foi observado, que a utilizagio de todos os inibidores de
canais de K* provocavam uma diminuigdo do relaxamento induzido pelo 17B-estradiol,
para 0s trés agentes contracteis utilizados. Ou seja, de forma geral, estes dados
permitem-nos sugerir que na AUH, os canais de potéssio, Karp, Ky,e Kca, podem
mediar a resposta vasodilatadora do 17p-estradiol. Os dados encontram-se de acordo
com alguma bibliografia, onde é demonstrado que em artérias coronarias de suinos, a
vasorelaxacdo era afectada por inibidores de canais de potassio, K, e K¢, ambos
inibidos pela charybdotoxin [96]. Outro estudo mais recente, demonstrou que a
utilizacdo de TEA, um inibidor de canais de Kca, atenuava a resposta vasorelaxante do
17B-estradiol, em artérias uterinas de ovelhas [83]. Surgiram também outros tipos de
estudos, em patch-clamp, que mostraram que o 17p-estradiol activava de forma eficaz
0s canais de potassio dependentes de Ca®*, em células do misculo liso de artérias
coronarias de suinos [96], artérias uterinas de ovelhas [83] e artérias de ratos [97]. No
entanto, é necessario referir que alguns estudos ndo observaram uma activacdo dos
canais de potassio em resposta ao estradiol. E o caso de Salom et al., 2002, que

determinou que a resposta vasorelaxante ao estradiol, em artérias carétidas de ratos, ndo
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era devido a um acc¢do do estradiol nestes canais. Identificaram somente uma ac¢do ao
nivel dos canais de célcio. Podemos, no entanto, reportar que o efeito vasorelaxante do
17B-estradiol na AUH passa por um mecanismo de ac¢do ao nivel dos canais de
potassio, principalmente os K¢, € Ky das células do musculo liso da artéria umbilical
humana. Esse efeito € independente da transcricdo de genes e de acordo com a maioria
dos estudos da mesma area [66, 85, 97].

No entanto, é necessario, ter em atencdo que a contrac¢cdo do musculo liso é
mediada por um aumento das concentracdes intracelulares de Ca®* e que a sua reducéo
permite a inducdo da vasodilatacdo. Alguns estudos demonstraram que 0S estrogénios
diminuem as concentracdes intracelulares de Ca** em artérias coronérias de suinos [98],
e inibem a contraccdo das artérias coronarias de coelhos [99] por diminuigdo do influxo
de célcio do meio extracelular pela membrana plasmatica que ndo era devido ao
mecanismo de libertacdo do célcio intracelular [66]. Outro estudo identificou os canais
de célcio, como sendo os principais canais a actuarem na resposta vasodilatadora do
estradiol [86]. Esse trabalho de investigacao foi realizado em artérias cardtidas de ratos
[86]. Dados electrofisiolégicos mostraram que o estradiol inibia correntes de calcio em
células de artérias carétidas de rato [95] e de artérias basilares de coelhos [100]. Alguns
estudos mostraram também que os estrogénios inibem o influxo de célcio em artérias
corondrias sem alteragdes na sensibilidade dos elementos contracteis ao calcio [101].
Outros estudos tém observado que o 17p-estradiol antagoniza o efeito de agonistas dos
canais de célcio em perfusdes de artérias corondrias [102]. De forma conjunta, estes
estudos mostraram que o 17pB-estradiol actua como um antagonista fisioldgico dos
canais de célcio para suprimir o seu influxo pela membrana plasmatica, em células de
artérias do masculo liso, e promoverem uma vasodilatacdo. Sabendo que a abertura dos
canais de potassio € um meio indirecto, para reduzir o influxo de célcio pela via dos
canais de célcio dependentes de voltagem, foi observado neste estudo o efeito da
nifedipina (um potente bloqueador de canais de Ca?* tipo L). O efeito da adicdo deste
inibidor, mostrou ser semelhante ao efeito relaxante do 17B-estradiol nas contracgoes
efectuadas com His, 5-HT e KCI. Quando adicionada juntamente ao 17p-estradiol, ndo
foi observado qualquer potenciamento nem efeito aditivo na relaxacdo, deixando
transparecer um mecanismo de relaxamento comum entre o 17p-estradiol e a NIF. Os
dados obtidos encontram-se de acordo com a bibliografia consultada. Os nossos
resultados indicam claramente que na artéria umbilical humana o mecanismo de

vasorelaxacao dos estrogénios passa por activagdo/inactivacdo dos canais ionicos, isto €,
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tanto por uma activagdo dos canais de potassio como por uma inactivacdo dos canais de
calcio.

No entanto, o processo de transducgdo de sinal pelo qual os estrogénios actuam na
actividade dos canais ionicos, ainda permanece por esclarecer, mas algumas evidéncias
tém identificado outros elementos importantes nesta cascata de sinalizacdo [66]. Foi
determinado em varios estudos que 0s estrogénios estimulam o sistema de um segundo
mensageiro, 0 GMPc, em células do musculo liso humano. Sabe-se que o aumento da
concentracéo intracelular de GMPc estimula a actividade canais de Ca®*. Os possiveis
mecanismos que interligam os efeitos dos estrogenios aos canais i0nicos, sugerem que 0
17B-estradiol aumenta a acumulagédo de GMPc, que por sua vez, estimula a actividade
dos canais ionicos [66]. Desta forma, o presente estudo também pretende investigar o
envolvimento do aumento de GMPc e das diferentes familias de PDE’s no relaxamento
mediado pelo 17B-estradiol. Ou seja, propusemos uma possivel actuacdo do 17B-
estradiol no aumento das concentragGes dos nucle6tidos ciclicos na AUH. Até a data
tem sido reportado que a exposicdo ao 17B-estradiol promove um aumento das
concentracdes de GMPc e NO em artérias coronarias. O relaxamento produzido
ocorreria, por um mecanismo que envolve um segundo mensageiro como 0 NO no
masculo liso vascular [101]. Assim, tentou observar-se o efeito vasorelaxante da adicao
de ANP, um péptido que permite o aumento das concentracdes intracelulares de GMPc,
na AUH sem endotélio. E importante referir que a regulacdo dos niveis intracelulares de
AMPc e GMPc tem um papel importante em varios processos fisioldgicos, incluindo a
contractilidade vascular do musculo liso. Os nucle6tidos ciclicos podem modular o
tonus vascular do musculo liso [65]. As PDE’s tém sido um alvo interessante para o
desenvolvimento de farmacos, devido a existéncia de diferentes isoenzimas que sdo
reguladas e expressas de forma diferente no sistema cardiovascular. Relativamente a
circulacdo fetoplacentaria, tem sido provado que os nucleétidos ciclicos induzem
vasodilatacdo [58, 103]. Os diferentes tipos de PDE’s, que modulam esse efeito na
AUH, foram recentemente descritos como sendo a PDE 4 e PDE 5 [58]. O nosso estudo
tentou identificar a possivel acgdo do 17p-estradiol no aumento da actividade do GMPc,
modulado pela actividade de PDE’s. Verificou-se que o ANP induziu um
vasorelaxamento das artérias do corddo umbilical humano, indicando que a elevagéo
dos niveis intracelulares de GMPc tém um papel importante na regulacdo do ténus
vascular da AUH. O efeito vasodilatador do ANP, no nosso estudo, foi semelhante ao

efeito provocado pelo 17B-estradiol nas artérias contraidas com 5-HT e His. Muitos
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autores também observaram propriedades vasodilatadoras do GMPc em artérias caninas
[104], artérias pulmonares humanas [105], veias da placenta humanas [106] e da artéria
umbilical humana [91]. Os dados obtidos permitem-nos supor que o aumento da
concentracdo de GMPc tem um efeito a nivel vascular, na medida que, apenas a sua
adicdo promoveu um relaxamento semelhante ao provocado pelo 17p-estradiol. Isto
permite-nos identificar um possivel mecanismo comum, no qual ocorre a estimulacéo
da producdo de GMPc, em artérias cujo endotélio foi previamente removido. Estes
dados encontram-se de acordo com a literatura que cita o 17(B-estradiol como
estimulador da producdo de GMPc em artérias corondrias de suinos [101]. A activagédo
do sistema GMPCc/PKG, estimula uma cascata de sinalizagdo que promove uma
activacdo dos canais iénicos em artérias do musculo liso ndo humanas [66]. No entanto,
0 meio pelo qual os estrogénios estimulam a producdo de GMPc em artérias do corddo
umbilical humano sem endotélio, ainda permanece por esclarecer.

Como ja foi descrito anteriormente, as enzimas responsaveis pela degradagédo dos
nucleotidos ciclicos sdo as fosfodiesterases (ou PDE’s). O estudo das suas isoformas e
do modo como regulam os nucledtidos ciclicos € crucial para permitir determinar os
efeitos vasculares no uso de diferentes inibidores nas terapéuticas utilizadas. Varios
estudos, utilizando diferentes amostras vasculares, demonstraram a presenca de seis
familias diferentes de PDE’s no musculo liso vascular. Estudos recentes efectuados por
Santos-Silva et al., 2008, mostraram a presenca de diferentes subtipos de PDE’s na
AUH, como as PDE 1B, PDE 3A, PDE 4 B, PDE 4C, PDE 4 D e PDE 5 A. A utilizagdo
de um inibidor inespecifico de PDE’s (IBMX), nas nossas experiéncias, resultou num
claro aumento da vasorelaxacdo na contrac¢do efectuada com His, e num valor
semelhante ao do provocado pelo 17p-estradiol quando contraido com 5-HT. As
diferencas observadas entre estes dois agonistas podem eventualmente ser devidas aos
diferentes mecanismos envolvidos na activacdo de receptores de His e 5-HT. De forma
a analisar a funcionalidade dos diferentes tipos de PDE’s na regulacdo da
contractilidade, foram utilizados diferentes inibidores selectivos dos subtipos de PDE’s
expressos nestas artérias. Foi observado que nem o MMBX nem a cilostamida
provocam um relaxamento semelhante ao do IBMX em artérias contraidas com His e 5-
HT, tal como identificou Santos-Silva et al., 2008 [58]. Estes resultados sugerem que a
inibicdo da PDE 1 e 3 ndo aumentam o relaxamento para valore semelhantes ao do 17-
estradiol. Os nossos dados confirmam um mecanismo relaxante pela via associado ao

GMPc na artéria umbilical humana, mas excluem as PDE 1 e PDE 3 desse mecanismo.
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Os efeitos vasodilatadores do GMPc em associagdo com inibidores de PDE’s
podem reflectir um mecanismo vasorelaxante idéntico ao da hormona utilizada neste
trabalho. Mas foi necessario observar se o efeito vasodilatador era dependente do
GMPc. Para tal, foram utilizados inibidores de enzimas produtoras de nucledtidos
ciclicos. Esse efeito foi demonstrado de forma clara quando se utilizou um inibidor da
guanilciclase, 0 ODQ. A utilizacdo deste inibidor provocou uma diminui¢do dréstica do
relaxamento, quando utilizado sozinho ou com a adicdo do 17B-estradiol, em
contraccdes efectuadas com His e 5-HT. Podemos portanto determinar que a inibicédo da
actividade da guanilciclase bloqueia o efeito vasorelaxante provocado pelo 17p-
estradiol. O efeito benéfico dos estrogénios na relaxagdo do musculo liso vascular
poderd ser atribuido a estimulacdo de GMPc e aos seus efeitos como segundo
mensageiro, actuando este ultimo ao nivel de canais i6nicos. Dados semelhantes foram
obtidos noutro tipo de vasos como € caso das artérias coronarias de suinos [101]. A
inibicdo da adenilciclase, com a utilizacgdo do SQ s6 provocou alteragdes no
relaxamento para a 5-HT.

Estes resultados permitem supor que a vasorelaxagao induzida pelo 17p3-estradiol €
mediada pelos nucledtidos ciclicos [2]. No entanto encontra-se descrito que, tanto o
AMPc como o GMPc apresentam diferentes ac¢Oes celulares, como a influéncia na sua
sintese e degradacdo, uma cross-activation das respectivas proteinas cinases e a
fosforilacdo de proteinas comuns através da activacdo das proteinas cinases. Estes trés
potenciais niveis de interaccdo tém sido objecto de estudo, mas permanece por descobrir
a forma como a actuam ao nivel fisiolégico [2, 61] no entanto podem justificar os
resultados obtidos.
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5. CONCLUSOES

Em concluséo, demonstramos que o 17p-estradiol induz uma vasorelaxacdo das
artérias do cordao umbilical humano. A vasorelaxacdo observada é independente do
endotélio, na medida em que este foi removido. Os estrogénios exercem as suas ac¢des
protectoras por um efeito directo nas paredes dos vasos da artéria. Os resultados
identificam um mecanismo que ndo é mediado pela via intracelular denominada de
classica, na qual ocorre a ligacdo dos estrogenios a receptores intracelulares e a
activacdo de sintese proteica. Este efeito directo observado parece ser mediado pela
inactivacdo dos canais de célcio tipo L, provocando uma inibi¢do do influxo de célcio.
Os resultados obtidos permitem-nos também identificar uma activagdo ao nivel dos
canais de potassio, permitindo assim um efluxo de potassio e portanto um efeito
hiperpolarizante por parte do estradiol. Assim, concluimos que na AUH o 17p-estradiol
pode mediar o seu papel directo por uma alteracdo na permeabilidade i6nica. Os nossos
resultados demonstram também, que o aumento dos niveis de GMPc na artéria
umbilical humana induz um relaxamento. A vasorelaxagdo provocada pelo 17p-
estradiol sugere um mecanismo comum ao do provocado pelo GMPc. Por outro lado,
foi demonstrado que as PDE’s estdo envolvidas na vasorelaxagdo induzida pelo ANP na
artéria umbilical humana. Foi também observado que a inibicdo das ciclases reduz o
efeito relaxante da hormona em estudo. Os resultados obtidos constituem o mecanismo
celular que pode explicar o modelo molecular de accdo dos estrogénios no processo de
vasorelaxacdo da AUH, a qual foi removido o endotélio. Este fendmeno pode ser
particularmente importante na manutencdo do fluxo sanguineo na circulacdo
fetoplacentaria, evitando assim a possivel ocorréncia de patologias para o recém-

nascido.
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Anexos

/. ANEXOS

Preparacao de solucdes:

Tabela 1: Preparacéo da solucdo PSS (Solucdo Salina de Fosfato) concentrada, para um volume

final de 1L.
Solucéo Concentracéao Volume Marca dos
(mL) reagentes
EDTA 100 mM 50 Sigma
KCI 1M 50 Sigma

HEPES M 100 Sigma
Reagente Quantidade ()

MgCl, 0,4066 4,066 Sigma
NaHCO; 0,8401 8,401 Sigma
KH,PO, 0,0680 0,680 Sigma
NaH,PO, 0,0600 0,600 USB

Glicose 1,8016 18,016 Sigma

H,O destilada Perfazeraté 1 L
pH=7,4
Tabela 2: Preparacdo da solucéo PSS diluida, para um volume final de 1 L.
Solucéo Concentracdo  Volume (mL) Marca dos reagentes
PSS bésico concentrado 100
NaCl 1M 110 Panreac
CaCl, 1M 0,16 Sigma

H,0 destilada

Perfazer até 1 L
pH=7,4

Nota: A filtracdo desta solucdo é realizada com uma unidade de filtragdo no interior de uma camara de

fluxo laminar.
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Tabela 3: Preparacdo da solugdo de AP (Antiprotease) para um volume final de 1 mL de PSS.

Reagente Quantidade (mg) Marca dos reagentes
Pefabloc 6 Fluka
Benzamidina 6,5 Sigma
Inibidor de tripsina 2,5 Sigma
Leupectina 0,1125 Sigma
Solucéo Quantidade (mL)
1

PSS baésico diluido
Nota: E feita uma solucio de 5 mL de AP e aliquota-se para eppendorfs. Esta solugéo é filtrada antes de

se utilizar, no interior de uma camara de fluxo laminar.

Tabela 4: Solugdo AB (Antibidtico/Antimicotico).

Reagente Quantidade  Marca dos reagentes
Penincilina 10000 U Sigma
Estreptomicina 10 mg Sigma
Anfotericina 25 ug Sigma

Nota: A solugdo ¢ aliquotada para eppendorfs. A quantidade a acrescentar de AB ao meio de cultura e as

solucdes ¢ 10 pL/mL de solug@o.

Tabela 5: Meio DMEM-F12.

Solucéo Quantidade (mL) Marca dos
reagentes
DMEM - F12 liofilizado Para 1L Sigma
Reagente Quantidade (g)
L-ascorbico 0,02 Sigma
NaHCO; 1,2 Sigma
pH=7,4
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Tabela 6: Preparacdo da solugdo de Krebs basica concentrada.

Solucéo Concentracéao (mL/L) Marca dos
reagentes
EDTA 100 mM 100 Sigma
KCI 1M 6 Sigma
Reagente Quantidade (g)
MgSQO,7H,0 5,92 Sigma
Acido ascorbico 3,27 Sigma
KH,;PO4 2,11 Sigma
H,O destilada Perfazeraté 1 L
pH=7,4
Tabela 7: Preparacgdo da solucéo de Krebs diluida.
Solucéo Concentracéao (mL/L) Marca dos
reagentes
Krebs béasico 200 Sigma
concentrado
CaCl, M 1
NaCl 1M 240 Sigma
Reagente Quantidade (g)
NaHCO; 4.2 Sigma
Glicose 3,964 Sigma
Perfazeraté 1 L
pH=7,4
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Tabela 8: Preparacdo da solugdo de Krebs despolarizante (60mM KCI).

Solucéo Concentracéao (mL/L) Marca dos
reagentes
Krebs basico 100 Sigma
concentrado
CaCl, M 0,5
NaCl 1M 64 Sigma
KCI 1M 55 Sigma
Reagente Quantidade (g)
NaHCO; 2,1 Sigma
Glicose 1,982 Sigma
Perfazeraté 1 L
pH=7,4
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