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Resumo

As doencas hipertensivas da gravidez (DHG) englobam um conjunto de condicoes
que afetam cerca de 10% de todas as gestantes no mundo inteiro. Este grupo complexo de
patologias para além da hipertensao gestacional também abrange a hipertensao
cronica/pré-existente e a pré-eclampsia (PE)/eclampsia. Ainda ndo é bem conhecida a exata
etiologia destas patologias, no entanto, ao longo dos anos, diversos estudos destacaram o
possivel papel da testosterona (T) na fisiopatologia da PE. A T é uma hormona sexual cujo
efeito vasorelaxante foi anteriormente comprovado na artéria umbilical humana (AUH) de
mulheres ndo portadoras de DHG. No entanto, estudos prévios evidenciaram elevados
niveis de T no plasma materno de mulheres portadoras de PE, e, por conseguinte, uma
correlacdo positiva entre os niveis elevados desta hormona sexual e a presenca e gravidade
da doenca. Apesar da maior parte dos estudos se focar nos efeitos da T na PE, é igualmente
importante examinar esses efeitos na hipertensao gestacional, uma vez que é um precursor
para a PE. Compreender de que forma a T pode estar conectada a esta patologia pode ajudar
no diagnostico precoce e na gestao de possiveis riscos.

Neste sentido, o presente trabalho teve dois principais objetivos: 1) avaliar como a
exposicdo a T afeta a contratilidade celular em corddes umbilicais de mulheres com
hipertensao gestacional; e 2) avaliar o papel de duas vias de sinalizacao endoteliais no efeito
a longo prazo da T. Para atingir o primeiro objetivo recorreu-se ao isolamento de AUH de
mulheres portadoras desta patologia para a obtencao de culturas de células do musculo liso.
Através da técnica de Planar Cell Surface Area (PCSA) foi possivel analisar a resposta das
células ao agente contratil serotonina (5-HT) e a T diretamente. Para avaliar o efeito a longo
prazo dos androgénios na contratilidade celular, as células foram incubadas com
dihidrotestosterona (DHT). As amostras de gestantes com hipertensao gestacional, apos a
adicdo da T, passaram a expressar uma resposta vasoconstritora, comportamento contrario
ao observado no controlo (sem patologia). De seguida, de modo a atingir o segundo objetivo,
foram realizados estudos de reatividade vascular e simula¢des computacionais de Docking
Molecular. Os resultados indicam que 1) a inibicdo das vias endoteliais diminui a capacidade
vasorelaxante da T; 2) a incubaciao com DHT interfere com a vasorelaxacao induzida pela
T; 3) a incubacao com DHT potencializa a capacidade vasorelaxante do nitroprussiato de
sodio (SNP), dependendo do agente contratil utilizado. E por tultimo, os resultados
computacionais indicam que a T compete com o ligando natural por uma ligacao ao centro
ativo da sGC, mas nao se liga ao NPR-C porque o recetor selecionado possui uma cauda

citoplasmatica curta sem o dominio catalitico GC.
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Em suma, a T em amostras celulares de gestantes com hipertensao gestacional tem
um efeito contratil ao contrario do que é observado no controlo. O efeito da T é parcialmente
dependente das vias endoteliais COX e eNOS, tendo sido a tGltima também comprovada em
estudos computacionais e o efeito a longo prazo da DHT interfere com a vasorelaxacao
induzida pela T. Tendo em conta os resultados obtidos no PCSA, o uso de amostras de
hipertensdo gestacional da AUH para estudos de reatividade vascular oferecem uma
oportunidade para perceber de que forma a T afeta a contratilidade vascular e possiveis

efeitos negativos que pode causar no desenvolvimento do feto.
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Abstract

Hypertensive disorders of pregnancy (HDP), including gestational hypertension,
pre-existing/chronic hypertension, and preeclampsia (PE), encompass a range of
conditions that affect about 10% of pregnancies worldwide. The etiology of these conditions
is not fully understood however, throughout the years multiple studies have highlighted the
potential role of testosterone (T) in pathogenesis of PE. T is a sexual hormone which
vasorelaxant effect has been previously demonstrated in the human umbilical artery (HUA)
of normotensive women, but previous studies have found increased T levels in maternal
plasma of women with PE and, therefore, a correlation between high T levels and the disease
has been made. Although much focus has been on PE it’s equally important to investigate T
effects on gestational hypertension since the latter is a precursor of PE. Understanding its
association with T may provide insights into early diagnosis and in the management of
possible risks.

Moreover, the present work aimed to 1) evaluate how T affects cells contractility in
cell samples from the umbilical cord of women with gestational hypertension and 2)
evaluate T effect in endothelial signaling pathways in T long-term effect. To achieve the first
goal, we used HUA isolated from women with the disease to obtain smooth muscle cell
cultures. Through the Planar Cell Surface Area (PCSA) technique, it was possible to analyze
the response of the cells to the contractile agent serotonin (5-HT) and to T directly. To assess
the long-term effect of androgens on cell contractility, cells were incubated with
dihydrotestosterone (DHT). The samples of pregnant women with gestational
hypertension, after the addition of T, began to express a vasoconstrictor response, the
opposite behavior observed in the control (without pathology). Then, to achieve the second
goal, vascular reactivity studies and computational simulations of Molecular Docking were
performed. The results show that 1) the inhibition of endothelial pathways decreases the
vasorelaxant capacity of T; 2) and that DHT incubation interferes with T-induced
vasorelaxation; 3) incubation with DHT potentiates the vasorelaxant capacity of sodium
nitroprusside (SNP) depending on the contractile agent used. And finally, the
computational results indicated that T competes with the natural ligand for a binding to the
active center and that it does not bind to NPR-C because the selected receptor has a short
cytoplasmatic tail without a GC catalytic domain.

In summary, T in cell samples from pregnant women with gestational hypertension
has a contractile effect contrary to what is observed in the control. T effect is partially
dependent on COX and eNOS endothelial pathways, the latter having also been proven in

computational studies and the long-term effect of DHT interferes with T-induced



vasorelaxation. Taking into the account the results obtained in the PCSA, the use of
gestational hypertension samples from the HUA for vascular reactivity studies offers an
opportunity to understand how T affects vascular contractility and possible negative

outcomes it may have on the development of the fetus.
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Capitulo I — Introducao
1.1 Doencas hipertensivas da gravidez

A gestacdo é um processo dinamico que envolve alteracoes metabdlicas e
hemodinamicas cruciais para assegurar uma adequada circulacdo feto-placenta para o
desenvolvimento do feto [1, 2]. Entre as transformac6es metabdlicas, ha uma reducao na
glucose sanguinea e na hipersensibilidade a insulina, enquanto nas hemodinamicas ocorre
um aumento no débito cardiaco e volume plasmatico devido a retencao de 4gua e sodio,
diminuicdo de cerca de 25% na resisténcia vascular sistemética e por conseguinte,
diminuicdo na pressao arterial (PA), chegando a atingir valores inferiores aos observados
em mulheres nao gravidas a meio da idade gestacional e retornando ao normal por volta do
terceiro trimestre [2-4]. Essa diminuicao na PA deve-se ao aumento na producao de agentes
vasorelaxantes, como o 6xido nitrico (NO: do inglés nitric oxide) e a prostaciclina, e
diminuicdo a sensibilidade aos agentes vasopressores, angiotensina II e norepinefrina,
agentes vasoativos responsaveis pelo aumento da PA através da vasoconstricao arterial [2,
5]. Com a progressao da gravidez, ocorre um aumento de cerca de 40% do débito cardiaco
de modo a manter a PA, uma vez que é também importante para a oxigenacao do feto e
suportar o aumento da taxa metabolica materna [1, 4]. Falha, auséncia ou inabilidade
maternal para se adaptar a alteracoes hemodinamicas podem levar a morbidade maternal
e fetal.

A hipertensao representa a condicdo médica mais prevalente durante a gravidez
afetando cerca de 10% de mulheres gravidas em todo o mundo (Figura 1), é ainda
responsavel por quase 14% de mortes maternas a nivel mundial e contribui
significativamente para o aumento da morbidade neonatal e fetal [6, 7]. O diagnostico de
hipertensao na gravidez é feito através da medicdo da PA em duas ocasides e a classificacao
depende da idade gestacional [8]. Apesar das divergéncias relativamente a terminologia e
definicGes, de acordo com as guidelines internacionais que coincidem as com europeias, as

DHG sao divididas em 4 categorias [6, 9-11]:

i.  Hipertensao cronica/ pré-existente
ii.  Hipertensao gestacional
iii.  Pré-eclampsia/ eclampsia

iv.  Hipertensao cronica com pré-eclampsia sobreposta

Hipertensao cronica/ pré-existente quando pressao sanguinea sistélica >140 mmHg

e/ou pressao sanguinea diastolica 290 mmHg previamente a gravidez ou antes da 202



semana de gestacdo, ou uso de medicacdo anti-hipertensiva antes da gravidez ou
hipertensao persistente 12 semanas apos o parto [8]. Complica cerca de 1-5% das gravidezes,
no entanto este cenario pode aumentar com o adiamento do parto para os 30 anos [12].
Mulheres com hipertensao pré-existente estdo em maior risco de complicacoes decorrentes
de enfermidades hipertensivas induzidas pela gravidez [13].

Hipertensao gestacional (pressdo sanguinea sistolica >140 mmHg e/ou pressao
sanguinea diastolica >90 mmHg) aparece de novo apdés a 202 semana, sem outra
complicacdo associada, habitualmente ocorre nas ultimas semanas de gestacdo e
desaparece até a 122 semana pos-parto [8]. Pode reaparecer em gestacoes subsequentes [12,
14]. Aproximadamente 15-46% dos casos de hipertensao gestacional progridem para pré-
eclampsia (PE) [15].

Pré-eclampsia carateriza-se pelo aparecimento de hipertensdo arterial (pressao
sanguinea sistolica > 140 mmHg e/ou pressao sanguinea diastélica 90 mmHg) associada
a proteiniria e/ou trombocitopenia (contagem de plaquetas <100000/mm3), disfuncao de
orgaos, como incidéncia de distirbios hematoldgicos, alteracdo da funcao hepatica
(aumento do nivel sanguineo de transaminases hepaticas), insuficiéncia renal (aumento da
creatinina sérica na auséncia de patologia renal) insuficiéncia ou falha hepatica, edema
pulmonar e/ou complicagdes neurolédgicas [2, 8]. A existéncia de proteindria deixou de ser
critério para o diagnostico segundo a American College of Obstetricians and Gynecologists
[16]. Dentre as 4 categorias, a PE representa o maior risco devido a sua complexidade e
morbimortalidade. A eclampsia representa um quadro avancado da PE associado a
episddios convulsivos generalizados durante a gestacdo, uma vez excluidas outras
patologias (ex. epilepsia), e alta mortalidade maternal [2].

Hipertensao cronica com PE sobreposta quando diagnosticada a PE apds a 202
semana numa paciente ja diagnosticada com hipertensao cronica. O diagnostico desta
sobreposicao deve ser considerado quando ha uma suspeita do aumento da PA apesar de ja
se encontrar elevada, se a PA se tornar resistente ao tratamento ou se os niveis de
proteintiria aumentarem. Representa um progndstico mais desfavoravel quando

comparado a presenca isolada da PE [12].
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Figura 1. Prevaléncia de doencas hipertensas da gravidez no mundo inteiro em 2019. Adaptado de
Wang W et al [17].

Nos Estados Unidos, as DHG estao entre o top 6 de causas mortais gestacionais
sendo responsaveis por quase 10% de todas as mortes maternais [18]. Um estudo realizado
em Portugal em 2005 demonstrou que a prevaléncia de DHG era 6% com 34 de todos os
casos induzidos pela gravidez porém, estima-se que atualmente, a prevaléncia seja muito
maior nao s6 em Portugal, mas como em todo o mundo, tendo em conta o aumento de
fatores de risco, como a idade [19]. Segundo dados do Instituto Nacional de Estatistica, a
idade média para o nascimento do primeiro filho aumentou 7 anos em Portugal, passando
de 25,0 em 1960 para os 30,8 em 2013 [20]. A hipertensao durante a gestacdo aumenta o
risco de desenvolver doencas cardiovasculares na vida adulta do feto e representam uma
ameaca para a gestacdo devido ao risco maternal aumentado para ter acidente vascular
cerebral, deslocamento placentario e falha de multiplos 6rgaos, ja para o feto, retardacao no
crescimento intrauterino, prematuridade e morte intrauterina sdo algumas das

consequéncias desta morbidade maternal [19, 21].

1.2 Testosterona

As hormonas esteroides sexuais derivadas da molécula precursora de colesterol, de
acordo com o namero de atomos de carbono, sao classificadas em 3 familias: C18 estranos
(derivados de estrogénios), C19 androstanos (derivados de androgénios) e C21 pregnanos
(derivados da progesterona). A testosterona (T), hormona sexual masculina, pertence a
familia dos androgénios e é o principal androgénio na corrente sanguinea [22-25]. Nos

homens, a biossintese da T ocorre nos testiculos, pelas células de Leydig, através da



androstenediona e dehidroepiandrosterona (DHEA). Diariamente sao produzidas
concentracoes elevadas de T (3-10 mg) e a sua concentracao sérica varia entre 350-1000
ng/dL, dependendo de fatores como por exemplo o ciclo circadiano e o stress [26]. AT é
responsavel pelo desenvolvimento de carateristicas priméarias e secundarias nos homens,
no entanto, apesar de ser conhecida como uma hormona masculina, também é produzida
pelas mulheres, desempenhando um papel importante na fisiologia de ambos os sexos [24,
27-29]. Embora em menor quantidade, nas mulheres esta hormona é produzida pelos
ovarios e glandulas suprarrenais, e quando gravidas acresce a unidade feto-placenta [30,
31]. Nas mulheres, juntamente com os estrogénios, a T auxilia no crescimento, manutencao
e restauracao dos tecidos do sistema reprodutor feminino, libido e, durante a gravidez este
androgénio sexual é crucial para a etapa de desenvolvimento do feto, principalmente para
o desenvolvimento de carateristicas sexuais masculinas, protecdo da mae e do feto contra a
exposicao excessiva de androgénios através da ativacdo de mecanismos especificos,
manutencao e regulacdo da gravidez e inicio do parto [31-33]. Nas mulheres, ndo gravidas,
a sua concentracao sérica varia entre 15-65 ng/dL [26].

A sua modulacao é regulada em resposta ao feedback negativo da sinalizacao
hipotalamo-hipo6fise-gonadas, com a libertacdo pulsatil da hormona libertadora de
gonadotrofinas, e subsequente secre¢do das hormonas luteinizante e foliculo-estimulante
[34, 35]. Cerca de 2-3% de toda a T encontrada em circulacao nao esta ligada a qualquer
tipo de proteina, sendo denominada como T livre e por isso a sua solubilidade é muito
inferior a sua concentracao em circulacao [25]. Nos homens, os niveis maximos de T livre
sao atingidos aos 30 anos e diminuem continuamente apo6s atingido o pico [36]. Esta
hormona encontra-se maioritariamente ligada a proteinas séricas, como a albumina e a
globulina de ligacdo de hormonas sexuais (SHBG: do inglés sexual hormone binding
globulin). Com a albumina estabelece uma ligacdo mais fraca, mas com potencial
androgénico e com a SHBG, apesar ter mais afinidade, a sua atividade biologica é
essencialmente inativa [28].

A nivel celular, a regulacao da homeostase dos niveis de T é feita por dois processos
importantes: aromatizacdo e reducao (Figura 2). A aromatizacdo da T consiste na sua
conversao em estradiol (17b-estradiol) (E2) e é catalisada pela enzima aromatase. Este
processo representa uma via importante para a sintese de estrogénios. A enzima aromatase
é expressa em diversos tecidos, tal como o tecido adiposo, mamas, figado, cérebro, gonadas
e placenta, e desempenha um papel crucial na maturacao do esperma, manutencao da libido
e da gravidez, regulacao do parto e diferenciacao sexual do feto no fim da gestacao e pouco
apoOs o parto [37-39]. Ja a reducdo da T é catalisada irreversivelmente pela enzima 5-
redutase e resulta na metabolizacao da testosterona no seu metabdlito di-hidrotestosterona

(17b-hydroxy-5a-androstan-3-ona) (DHT), mais potente, com maior afinidade para o



recetor de androgénios e maior tempo de semivida, porém os seus niveis plasmaticos (35-
75 ng/dL) sao muito inferiores aos da T [40, 41]. Este processo ocorre devido ao feedback
negativo compensatorio do cérebro e glandula pituitaria e também em alguns tecidos
periféricos, contudo, a maior parte da sintese da DHT ocorre a nivel da pele e do figado [41,

42].
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Figura 2. Metabolismo da testosterona.

Devido as suas multiplas fungoes fisioldgicas, ao longo dos anos foram conduzidas
numerosas investigacdes sobre os seus efeitos no sistema cardiovascular, sobretudo no
masculino. Os estudos evidenciaram que, embora o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares (DCV) seja mais elevado nos homens do que nas mulheres, estudos
clinicos e epidemiol6gicos demonstraram que homens com DCV, diabetes melitos tipo 2,
obesidade, dislipidemia e sindrome metabolica apresentam baixos niveis de T. Também foi
observado que a prevaléncia de desenvolver DCV no homem aumenta com a idade, sendo
que os niveis de T diminuiram, e, portanto, uma correlacao positiva foi feita entre homens
com disfuncoes cardiovasculares e baixos niveis de T [43-45]. Em concordancia com estes
estudos, Perusquia et al. sugeriu uma conexao entre niveis reduzidos de T e a terapia de
reposicao de testosterona (TRT) com, respetivamente, hipertensao e manutencao da

pressao arterial (PA) normal, propondo um efeito anti-hipertensivo dos androgénios [46].



Contudo, alguns estudos reportaram para o perigo da TRT em homens com uma idade mais
avancada e baixos niveis de T criando uma controvérsia entre cientistas e médicos [47, 48].
No entanto, estudos recentes tém sugerido que nao existe uma relacao direta entre baixos
niveis de T e hipertensdo, porém baixos niveis nos homens e elevados nas mulheres estao
relacionados com distarbios metabolicos que representam fatores de risco para as DCV
(revisto em [49, 50]). Isto é, este aumento da hipertensao pode ser uma causa secundaria e
nao um efeito direto.

Em relacdo ao efeito benéfico deste androgénio no sistema cardiovascular das
mulheres, devido a informacao escassa e contraditéria, e efeitos secundéarios, tal como
aumento do risco de infertilidade e virilizacdo feminina, o seu uso nao é aconselhado,
sobretudo em mulheres gravidas. No entanto, existem estudos epidemiolégicos que
mostram o seu poder protetor no sistema cardiovascular de mulheres p6s-menopausa com

disfuncao do desejo sexual hipoativo e em pré-menopausa [51-53].

1.2.1 Mecanismo de vasorelaxacao

Estudos demonstram que a T induz um efeito vasodilatador em vasos sanguineos de
animais de diferentes espécies, incluindo em humanos, reforcando o possivel efeito protetor
dos androgénios contra DCV, no entanto, o mecanismo celular e molecular pelo qual atuam
ainda nao sdo bem compreendidos [26]. Os canais de potassio (K*) sdo os principais
responsaveis pela regulacao do potencial membranar de repouso, e sao predominantemente
abundantes nas células do musculo liso [54]. A ativacdo dos canais de K* nas SMC leva ao
encerramento de canais de calcio (Ca2*) operados por voltagem (VOCC: do inglés voltage
operated Ca?* channels), induzindo a hiperpolarizacio da membrana, e consequente
vasorelaxacao devido a reducao do fluxo de Ca2* [55, 56]. Na aorta de ratos, foi demonstrado
que o efeito vasorelaxante da T nao envolve canais de K+, j4 na artéria umbilical humana
(AUH), a T abre canais de K*, inibindo os de Ca2* dependentes de voltagem e assim,
promove a vasorelaxacao [57, 58].

Ao nivel vascular, a T pode desencadear vias gendémicas e nao genémicas (Figura 3),
que se sobrepoem, sendo o efeito vasorelaxante regulado por via nao genémica [26, 59]. O
efeito genomico ou de longa duracao é desencadeado pela ativacao intracelular do recetor
de androgénios (RA), que regula a expressao de proteinas [60]. Uma vez ativado, ocorre um
aumento na producao de sulfureto de hidrogénio e vasorelaxacao através de 2 canais, canal
cationico recetor de potencial transitorio vaniléide subtipo 4 (TRPV4: do inglés transient
receptor potential cation channel subfamily V member 4) e canal de K+ ativado Ca2* por de
elevada condutancia (BKca.: do inglés large conductance calcium-activated potassium),
bem como a regulacao positiva da subunidade b1 do BK., e negativa do L-type VOCC [60,
61].
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Figura 3. Via genémica e ndo gendémica de vasorexalagio da testosterona. Legenda: BKCa - large-conductance
calcium- and voltage-activated K+ channel, Ca2+ - Cilcio, K* - Potéssio, Kv - Voltage activated potassium
channels, L-VOCCs - L-type voltage operated calcium channels, RA - recetor de androgénios, ROCCs - receptor-

operated calcium channels.

Em relacdo ao efeito ndo gendémico, ou de curta duracdo, ainda nao é bem
compreendido como é que a T induz a vasorelaxacao, mas sabe-se que a ativacao desta via
conduz a alteracdo de mensageiros secundarios no interior celular e/ou a ligacdo de
complexos de sinalizacdo associados a membrana. Cairrao et al. demonstrou nas células do
musculo liso da artéria umbilical humana (AUH) que o rapido efeito da T leva ao aumento
da concentracao intracelular de monofosfato de guanosina ciclico (cGMP: do inglés cyclic
guanosine monophosphate), responséavel pela subsequente ativacao da proteina cinase G
(PKG: do inglés protein kinase G) e, por conseguinte, ativacao de canais de K+ dependentes
de voltagem (K,: do inglés K+ channels voltage-operated) e BKc.. Este efeito ja foi
anteriormente observado no péptido natriurético auricular (ANP: do inglés atrial
natriuretic peptide), sugerindo que o ANP e a T podem partilhar a mesma via de sinalizacao
[62]. Também foi demonstrado que a T partilha o mesmo alvo molecular (subunidade ac
da L-VOCCs) como a dihidropiridina ao bloquear o influxo de Ca2* no espaco intracelular
[63].



Em suma, este androgénio apresenta multiplas funcoes fisiologicas, tanto nos
homens como nas mulheres, contudo, nos tltimos anos diversos estudos associaram
diversas alteracoes patofisiologicas gestacionais (ex. diabetes gestacional, PE), a niveis
aberrantes deste androgénio [64-66]. Contudo, o seu envolvimento na hipertensao
gestacional permanece uma incognita. Serd que os elevados niveis de testosterona
desencadeiam um mecanismo desregulador que conduz ao aumento da pressao sanguinea

ou é uma consequéncia do aumento anémalo da pressao sanguinea durante a gravidez?

1.2.2 O papel dos recetores de androgénios na pré-eclampsia

A presenca de RA foi demonstrada em células estromais de placentas humanas
normotensas e pré-eclampticas perto do fim da gravidez [67]. Na placenta humana, o RA é
responsavel pela regulacao de diversos processos fisiologicos (ex. invasdo de trofoblastos e
a sua diferenciacao em sinciciotrofoblastos, a parte mais exterior da placenta) [68]. Na pré-
eclampsia, o papel dos RA ainda é uma incognita, no entanto, estudos demonstraram um
aumento na expressao e coloracio de RA em amostras de placentas pré-eclampticas
sugerindo que a desregulacao dos niveis de RA pode estar envolvida na patofisiologia desta
doenca [67, 69]. Presume-se que a regulacao positiva dos niveis de T e RA na placenta possa
alterar a expressao de genes especificos envolvidos no desenvolvimento da PE.

Em relacao aos RA membranares, recentemente, a expressao do membro A do grupo
6 de recetores acoplados a proteina G (GPRC6A: do inglés G protein-coupled receptor
family C group 6 member A), envolvido no efeito nao genémica da T, foi demonstrada na
placenta humana, nomeadamente nos sinciciotrofoblastos [31]. No entanto, nada se sabe
sobre a sua expressao em amostras de placentas pré-eclampticas, e muito menos em
amostras de placentas de mulheres com hipertensao gestacional, porém, sabe-se que este
recetor estd envolvido na producdo de interleucina 6, uma citocina inflamatoria,
anteriormente descrita como estando elevada na PE [11, 70]. Posto isto, tendo em conta que
estudos anteriores demonstraram que existe uma alteracao na expressao de RA, pode-se
assumir que o mesmo acontece com a expressao da GPRC6A e, portanto, que a desregulacao

deste recetor também esteja envolvida no desenvolvimento desta patologia.

1.2.3 Patofisiologia da Pré-eclampsia

De etiologia desconhecida, esta patologia é uma das complica¢oes mais graves da
gravidez e representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade materna e
perinatal. Anualmente, cerca de 4 milhdes de mulheres sdo diagnosticadas com este
transtorno progressivo, multi-sistémico e multifatorial, vitimizando mais de 70.000

mulheres e 500.000 bebés [71]. Na Europa, afeta 2,8-5,2% das mulheres gravidas, com uma



maior prevaléncia a nivel mundial (2-8%), representando um fardo financeiro nos paises
desenvolvidos uma vez que contribui para o internamento materno [72, 73]. Nos paises em
desenvolvimento, devido a precariedade de cuidados pré-natais, escassez de unidades
hospitalares, profissionais de satde e recursos, o nimero de mortes associadas a esta
condicado € muito superior [74].

A PE apresenta discrepancias raciais, com uma maior prevaléncia em mulheres
negras, mas essa disparidade ainda é controversa porque nao se sabe se ocorre devido ao
maior predominio de hipertensao arterial na raca negra ou se é uma predisposicao genética
para a doenca [75]. No entanto, para além da predisposicao genética, fatores ambientais e
imunolodgicas que possam intervir com o desenvolvimento da placenta foram implicados no
desenvolvimento desta condicdo [76]. Conhecida como a “doenca das teorias”, devido as
multiplas teorias propostas para explicar a sua etiologia, diversos mecanismos foram
implicados no seu desenvolvimento. Desde o aumento da atividade do eixo sistema renina-
angiotensina e alterac6es em moléculas gasosas sinalizadoras, tal como o monoéxido de
carbono e NO, que contribuem para o aumento da pressdo sanguinea, as alteracoes no
processo de coagulacao, tal como baixa contagem de plaquetas, que pode levar ao parto
prematuro [777, 78] . No entanto, a teoria mais aceite descreve uma diminuicao da perfusao
da placenta e por conseguinte, libertacdo de fatores anti-angiogénicos que levam a
diminuicao de fatores de crescimento placentarios e vasculares endoteliais, cruciais para a
formacao placentaria [79]. Na falta desses fatores, o normal desenvolvimento da placenta é
afetado devido ao precario fornecimento de oxigénio e nutrientes. Nos tultimos anos,
elevados niveis de androgénios, nomeadamente T, foram implicados em alteracbes no
volume sanguineo e na formacao da placenta em mulheres pré-eclampticas e desta forma,
a desregulacao no mecanismo dos androgénios acresce as diversas teorias existentes que

tentam explicar a etiologia da morbidade maternal [77, 78].

1.2.4 O papel da testosterona na pré-eclampsia

Estudos em animais

Em 2021, o estudo in vitro realizado por Shin YY et al., no qual induziu a doenca em
modelos animais através de diferentes métodos, L-NAME (do inglés N-nitro-L-arginine
methyl ester hydrochloride) e COMT-I (do inglés catechol-o-methyltransferase inhibitor),
com injecoes diarias de 50 mg/kg/dia/200ul e 2.5mg/kg/dia/200ul, respetivamente, do dia
10 ao 17 gestacional, e RUPP (do inglés reduced uterine perfusion pressure) que reduziu o
volume sanguineo até 40% [80]. Os resultados exibiram concentracdes placentarias

diferentes das plasmaéticas e aumentadas pelo menos 2 vezes.



Estudos ex-vivo em amostras de artérias de modelos animais da doenca demonstraram
que a T inibe a via de vasorelaxacao do NO e induz hipertensao via o recetor de angiotensina
IT tipo 1 em artérias mesentéricas [81, 82]. Nas artérias uterinas a T afeta a vias de relaxacao
dependentes de endotélio e na aorta toracica, concentracoes cumulativas de T induzem um
efeito anti-hipertensivo [76, 83].

Estudos in vivo demonstraram o potencial anti-hipertensivo da T em modelos roedores
conscientes com PE durante a gravidez e pés-parto [76, 84]. A administracdo intravenosa
diaria de T foi eficiente na reducao da pressdo sanguinea sugerindo que a producao

deficiente de androgénios durante a gravidez pode contribuir para a predisposi¢ao da PE

Estudos em humanos

No referente a estudos in vitro, varios autores demonstraram que amostras
placentarias apresentam uma maior coloracao e niveis de acido ribonucleico mensageiro
(ARNm) de RA sugerindo uma desregulacao na expressao de RA [67, 69, 85]. Modelos in
vitro nao foram bem-sucedidos na mimetizacao da doenca devido a sua complexidade, no
entanto, exibiram uma alteracao na producao da testosterona [80].

Estudos epidemioldgicos realizados ao longo dos anos, descreveram uma associacao
entre altos niveis de T encontrados no soro e plasma materno durante o 3° trimestre e a
presenca da doenca, em alguns casos niveis aberrantes foram relacionados com a gravidade
da doenca [86-93]. A medicao deste androgénio em amostras do cabelo, cordao umbilical e
placenta de mulheres pré-eclampticas nao exibiram diferencas quando comparada a

amostras de mulheres normotensas [94].

1.2.5 Testosterona e a hipertensao crénica/ pré-existente

Em 2007, o grupo de investigacao liderado por Irribara AC et al. demonstrou que
mulheres com hipertensdo crénica/pré-existente possuiam niveis de T livre e total mais
baixos quando comparados com mulheres normotensas, mas nao o suficiente para haver
uma diferenca significativa e, portanto, os altos niveis de T nao foram associados a este tipo
de hipertensao [95]. Assim, mais estudos sdo necessarios para se poder tirar uma conclusao
definitiva sobre os niveis de T e a possivel associacdo com a hipertensao croénica/pré-

existente.

1.3 Um caso particular: Homens transgénero e a gravidez

A T é a principal hormona usada na terapia de afirmacdo de género para homens
transgénero (transicdo do género feminino para o masculino), e apesar da informacao

confusa em relacao ao seu efeito na PA, a maior parte dos estudos considera a T como eficaz
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e segura apesar dos seus efeitos a longo prazo no sistema cardiovascular serem ainda pouco
compreendidos [96-98]. Em comparacao com mulheres, os homens transgéneros (trans)
apresentam niveis exdgenos de T mais elevados e por conseguinte, sdo associados com
distarbios metabdlicos, o uso a longo prazo deste androgénio por homens trans
compromete a vasorelaxacdo mediada por fluxo [99]. Em mulheres em p6s-menopausa,
elevados niveis de T e reduzidos de SHBG foram associados com um maior risco de
desenvolver hipertensao arterial e aumento na pressao arterial [52]. Estes resultados estao
de acordo com o “Vale Metabdlico da Morte” redesenhado por Stallone no qual niveis baixos
a normais de androgénios em mulheres sao associados com efeitos metaboélicos benéficos
enquanto niveis altos sdo associados com disturbios metabolicos, também observados em
homens com baixos niveis de T, e que contribuem para o aumento do risco de desenvolver
DCV [49].

Embora escassos, foram reportados casos que descrevem o processo de gestacdo em
homens trans com e sem o uso de tecnologia de assisténcia de reproducdo, apos a
descontinuacao do uso hormonal da T, tendo sido inclusive descrito gravidezes acidentais.
Num estudo transversal, fizeram parte da amostra 41 homens trans que passaram pelo
processo de gestacdo, dos quais 25 usaram a T para o processo de transigao, ja os restantes,
nao é mencionado o que utilizaram [100]. Entre os que relatarem ter tido uma gravidez
acidental, nao foi mencionado as semanas de gestacdo que tinham aquando da descoberta
e cessao da hormonoterapia. Dos 41 participantes do estudo, 5 foram diagnosticados com
hipertensao e desses 5, 4 ja tinham usado a T. O estudo nao especifica ao certo o tipo de
hipertensao desenvolvida pelos participantes, no entanto, apesar dos dados serem
insuficientes para inferir sobre uma possivel associacdo entre o uso de T e o
desenvolvimento de DHG, pode-se concluir que a percentagem de homens trans no estudo
diagnosticados com alguma DHG foi superior a da populacao feminina (>16%). Em suma é
crucial realizar mais estudos caso-controlo onde a concentracdo de T em homens trans é
analisada antes, durante e ap6s a gestacdo para avaliar de que forma os altos niveis de
androgénios interferem no sistema cardiovascular e mecanismo subjacentes. Dados
confiaveis vao permitir o desenvolvimento de medicamentos seguros e eficazes, e garantir
uma gestacdo mais segura e saudavel para homens trans e mulheres, bem como o

desenvolvimento saudavel do feto.

1.4 Abordagem terapéutica atual para a Pré-eclampsia

Nio existe um tratamento ou cura para as DHG, no entanto, existem formas
terapéuticas de prevencao e farmacos usados para controlar a alteracdo de certos

parametros (ex. aumento da pressao arterial) dai a importancia do diagnostico prévio e
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monitorizacdo continua [101, 102]. As guidelines internacionais da HDP (do inglés
hypertensive disorders of pregnancy) reconhecem baixas doses de aspirina (75-100 mg)
como a Unica abordagem terapéutica preventiva eficaz contra a PE. Estes riscos incluem
hipertensdao em gestacoes anteriores, doencas autoimunes, hipertensao crénica pré-
existente, raca e etnia ou multiplos fatores de risco para a doencga [101, 103]. Em Portugal,
a dose preventiva recomendada de aspirina é 100 mg [2]. Entre os parametros alterados na
PE, para além da pressdo arterial, existe o risco do desenvolvimento de um quadro
convulsivo para mulheres no estado mais avancado da doenca (eclampsia) e
subdesenvolvimento dos pulmodes do feto devido a necessidade de se realizar um parto
prematuro. E, portanto, medicacdo anti-hipertensiva (labetalol, nifedipina e metildopa),
para prevenir convulsoes (sulfato de magnésio) e/ou corticosteroides (recomendado para
mulheres entre as semanas 24-36 de gestacdo) para promover a maturacao fetal dos
pulmoes antes do parto, devem ser administradas [79, 101, 102]. Com o agravamento da
doenca, frequentemente induz-se o parto para que ocorra a excrecao da placenta e deste
modo evitar o agravamento de complicacdes maternais e fetais e a progressao dos sintomas
[2]. Contudo, dado a gravidade desta condicdo o nimero de anos de desabilidade é
relativamente alto sobretudo na faixa etaria dos 25-29 anos apesar de apresentaram uma
taxa de incidéncia inferior [17]. Assim a melhoria do acompanhamento da gestacao pré-
eclamptica e diminuicdo da mortalidade materna associada é uma prioridade, e representa
um dos objetivos de desenvolvimento do milénio (Objetivo 5: Melhorar a satide materna)
posto isto, é indispensavel perceber os mecanismos que medeiam o desenvolvimento desta

condicao e desenvolver formas terapéuticas mais eficientes.

1.5 O o6rgao que sucumbe para dar inicio a vida

O cordao umbilical é uma estrutura endocrina temporaria que permite a interligacao
placentaria ao feto e é responsavel pelo transporte de sangue e nutrientes. Na primeira
semana de gestacdo, desenvolve-se simultaneamente com a placenta constituindo uma
estrutura crucial para a ligacao feto-placentaria [58, 104]. Possui um comprimento normal
de 50 a 60 cm, com 1 a 2 cm de diametro e aproximadamente 40g de peso. CordGes mais
curtos ou longos, ndo sendo uma ocorréncia habitual podem existir e causar a separacao
antecipada da placenta da parede uterina, se forem muito curtos, ou sofrer prolapso e/ou
envolverem o feto, formar nos e conduzir a anoxia fetal, se forem muito longos [105].
Rodeado por um tecido conjuntivo mucoso com aspeto esbranquicado (Geleia de Wharton),
possui 3 vasos sanguineos: 1 veia, com maior diametro e paredes finas que transporta
sangue oxigenado da placenta para o feto, e 2 artérias, que por oposicao sao mais estreitas
e com parede mais grossa e fazem o retorno do sangue para a placenta [104, 106]. A geleia

de Wharton desempenha a funcao da camada adventicia, a pois a artéria umbilical carece
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de adventicia e vasa vasorum ao contrario do que € observado noutras artérias, e atua como
uma camada protetora amortecendo e reduzindo o perigo de oclusao dos vasos causado pelo
movimento fetal [107].

Ao longo dos anos estudos, estudos demonstraram que alteracées no metabolismo e
morfologia do cordao foram observadas em certas perturbacées da gravidez, como pré-
eclampsia, hipertensao e diabetes [108]. Dado a facilidade da obtencdo do cordao, sem
quaisquer riscos para a mae ou feto, visto que pode ser obtido logo apds o parto, representa
uma amostra ideal para o estudo de patologias cardiovasculares e patologias que estejam

relacionadas com a gestacao.

1.5.1 A artéria umbilical humana

A artéria umbilical humana (AUH) est4 implicada na circulacao feto-placentaria e
os mecanismos endocrinos e paracrinos que regulam o seu estado contratil sdo essenciais
para a otimizacao de gases e de nutrientes entre o feto e a placenta uma vez que o cordao
nao é uma estrutura inervada e dependente da libertacao de substancias vasoativas [58].
Possui um calibre médio (1-10 mm) com uma parede constituida maioritariamente por
fibras musculares e é formada por 3 tinicas, de dentro para fora: interna ou intima, média
e externa ou adventicia [109].

i.  Thnica interna ou intima: possui uma monocamada de células endoteliais revestida
por fibras de colagénio, através da acdo de agentes vasoativos dependentes do
endotélio controla o toénus vascular [110, 111].

ii.  Tanica média: formada por feixes musculares revestidos interna e exteriormente por
camadas elasticas de células musculares lisas. A camada interna separa a tanica
média da intima tem um aspeto enrugado e células musculares lisas dispostas de
forma longitudinal. A camada externa, rica em miofilamentos, separa a tiinica média
da externa e esta disposta de forma circular permitindo a variacdo do calibre arterial
[110, 112].

iii.  Tuanica externa ou adventicia: desempenhada pela geleia de Wharton, envolvida por

vasos e abundante em glicosaminoglicanos [106, 109].

Durante as doencas hipertensivas da gravidez, como por exemplo a pré-eclampsia,
ocorrem alteracdes ao nivel morfolégico e metabolico do cordao [113]. Estudar os
mecanismos que modulam a reatividade da AUH acresce uma mais-valia na abordagem

terapéutica de certas patologias gestacionais.

1.5.2 Células musculares lisas da artéria umbilical humana

13



As células musculares lisas sao componentes celulares essenciais das paredes dos
vasos sanguineos e desempenham um papel fundamental no ténus vascular, respondendo
a estimulos hormonais e hemodinamicos [114, 115]. Quando um vaso sanguineo é
submetido a forcas de alta pressao, como por exemplo estiramento mecanico, ocorre uma
expressao diferencial de genes das células musculares lisas que levam a remodelacao
vascular ou modulacao fenotipica, passando as células de um fenotipo contratil (células
alongadas e fusiformes) para sintético (células menos alongadas e com morfologia de
paralelepipedos), assemelhando-se a células endoteliais. Esta mudanca fenotipica é crucial
para a reparacao da lesdo vascular [116].

As células musculares lisas do cordao regulam o fluxo sanguineo fetoplacental,
podendo ser encontradas na tinica média da AUH [115].

Estudos sugerem que lesoes vasculares desencadeiam mudancas de fenétipo nas
células musculares lisas, porém os mecanismos subjacentes ainda nao sao claros [117]. A
utilizacao destas células torna-se entao crucial para estudar e melhor compreender as vias
envolvidas na modulacao da reatividade celular e a patogénese de doencas vasculares, sendo

o cordao umbilical rico neste tipo de células, estas podem ser isoladas através da AUH.
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Capitulo II — Enquadramento e objetivos da
investigacao

As doencas hipertensivas da gravidez (DHG) representam uma das condicoes
morbidas mais prevalentes e contribuem para a mortalidade neonatal e maternal no mundo
inteiro. De entre os grupos que envolvem este espectro de condicoes, a pré-eclampsia (PE)
representa o maior risco devido a sua complexidade. De etiologia desconhecida, alguns
estudos sugerem o envolvimento da T na PE através da mediacdo dos recetores de
androgénios (RA). Ja foi demonstrado o efeito vasorelaxante da T em diferentes vasos
sanguineos, incluindo na AUH. Sabe-se que o seu efeito é semelhante ao observado no
péptido natriurético auricular (ANP) mas o mecanismo nao é totalmente conhecido. Tendo
em conta a quantidade de casos de hipertensao gestacional e o facto de que nada se sabe
sobre o efeito da T na atividade contratil de células provenientes de gestantes com
hipertensao gestacional, torna-se relevante descobrir o mesmo e perceber de que forma a T
afeta esta patologia. Posto isto, o objetivo principal deste trabalho é perceber de que forma
o efeito da T afeta a contratilidade celular num contexto de hipertensao gestacional.

Diferentes objetivos foram tracados para esclarecer questées quanto ao mecanismo
de acao da testosterona:

1) Clarificar o mecanismo de acdo da T sobre a guanilato ciclase soltavel (sGC)
e o recetor clearance dos péptidos natriuréticos (NPR-C), através de docking
molecular;

2) Avaliar o efeito da T nas vias de sinalizacdo do oxido nitrico e da
cicloxigenase;

3) Analisar o envolvimento dos nucleé6tidos ciclicos no efeito a longo prazo da

DHT na relaxacdo induzida pela T.
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Capitulo III — Materiais e Métodos

3.1 Recolha de amostras biologicas: cordao umbilical

Para a realizacao deste estudo experimental, foram recolhidas amostras de cordoes
umbilicais de origem humana provenientes de partos vaginais no término da gestacao.
Neste estudo foram incluidas mulheres normotensas e hipertensas diagnosticadas com
hipertensao gestacional, no entanto, as amostras de mulheres hipertensas s6 foram usadas
para o PCSA. Os estudos de banho com AUH hipertensas fazem parte de perspetivas futuras.
As amostras bioldgicas oriundas do Servico de Obstetricia e Ginecologia do Centro
Hospitalar Universitario da Cova da Beira possuiam entre 3 e 7 cm de comprimento e todos
os procedimentos efetuados estavam aprovados pela Comissio de Etica do Centro
Hospitalar da Cova da Beira EPE No.33/2018, 18 de Julho de 2018 (Covilha, Portugal), e
em conformidade com a Declaracdo de Helsinquia. Apés o parto, de modo a evitar a
deterioracdo e contaminacao, os cordoes umbilicais foram imediatamente colocados numa
solucdo salina fisiologica de (PSS; composicao mM: NaCL 110; CaCl. 0.15; KCl 5; MgCl,,
HEPES 10; NaHCO; 10; KH,PO, 0.5; NaH.PO, 0.5; EDTA 0.49) com uma mistura de
antibioticos (penicilina (5 U/ mL), estreptomicina (5 ug/mL) e anfotericina B (12,5 ng/mL))

e mantidos durante 4-24h, a temperatura de 4°C.

3.1.1 Isolamento e cultura de células do misculo liso da AUH

Para a obtencao de células do musculo liso da AUH, o isolamento foi realizado em
condicOes estéreis, no interior da cimara de fluxo laminar e com o material previamente
esterilizado. O cordao foi colocado numa placa de Petri sobre gelo, com 250 ml de PSS e
250uL de antibittico. Inicialmente, de modo a isolar as artérias, a geleia de Wharton foi
removida com o auxilio de uma tesoura e pinca cirirgica. Uma vez isoladas, as artérias
foram cortadas em pedacos retangulares e depois ao meio de modo a expor a tnica intima
(endotélio) que foi posteriormente removida mecanicamente com um cotonete. Com uma
pinca cirdrgica extraiu-se camadas do musculo liso da parte interna da tinica média, e essas
camadas foram depois lavadas 4 vezes com agitacio mecanica em 3 ml de PSS com
antibiotico. De seguida, foram distribuidas em frascos de cultura (T25) previamente
revestidos com colagénio (5ug/cm2) e colocadas na incubadora a 37°C numa atmosfera de
95% de ar e 5% de CO.. Apds 19 min foi adicionado 3 mL de meio, e os T25 foram colocados
novamente na incubadora. Passado 24h foi adicionado o restante meio de modo a perfazer
5 mL de meio nos T-flasks.

A cada 2-3 dias foi mudado o meio de cultura e ap6s 15-30 dias foram obtidas
culturas confluentes, com as quais se obteve subculturas através de consecutivas

tripsinizac¢Ges. Ao fim de algumas passagens (méximo 6), as células foram transferidas para
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multiwells e ap6s atingiram novamente o estado confluente, colocadas em meio sem soro
24h antes de serem utilizadas para a técnica Planar Cell Surface Area (PCSA).

Para alguns ensaios foi realizada uma pré-incubacao com DHT. Para tal apos as
células atingirem a confluéncia e estarem em meio sem soro, foi adicionado DHT (1, 10, 100
nM) de um stock previamente dissolvido em etanol e incubou-se durante outras 24h. As
culturas eram provenientes de gravidas normotensas e de gravidas com hipertensao

gestacional.

Estudos de contratilidade das células do musculo liso da AUH por Planar Cell Surface
Area

A técnica PCSA foi utilizada para analisar a contratilidade das células do musculo
liso da AUH. As células tripsinizadas foram colocadas numa placa de Petri com uma base
de vidro especifica revestida com colagénio, e depois incubadas durante 2h sob as mesmas
condicoes. Findo o periodo de incubacdo, as células estavam prontas para o ensaio
microscopico, o qual foi realizado na auséncia de luz.

As células foram observadas num microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axio
Observer Z1, Jena, Alemanha) totalmente motorizado e equipado com uma camara digital
monocromatica de alta velocidade Axio Cam Hsm (Zeiss, Jena, Alemanha) com um sistema
de incubacao integrado capaz de controlar a temperatura. As células foram inicialmente
observadas ao microscopio onde se tirou a primeira fotografia (foto 0) que serviu de
controlo e adicionou-se 5 uL de agente contratil serotonina (5-HT, 1 uM). Passado 20 min
tirou-se a 22 fotografia e adicionou-se 10 pL de testosterona (T; 100 nM). 20 minutos apoés
a adicao da T foi tirada a tltima fotografia, que revelava o efeito da T sobre as células pré-
contraidas.

A andlise o tratamento das imagens foi realizado no programa Axionvision 4.8
software, recorrendo ao suplemento Automatic measurament programs, que permitiu
medir a diferenca de area das células apos a adicdo dos farmacos. Todos os procedimentos
mencionados anteriormente foram realizados de igual forma com células pré-incubadas
com DHT e amostras de células provenientes de cordées de mulheres hipertensas, para

comparacao.

3.1.2 Estudo de reatividade vascular

Preparacado e extracao das artérias umbilicais do cordao umbilical

Inicialmente realizou-se o isolamento das artérias do cordao umbilical para a
realizacao dos estudos de reatividade vascular com e sem endotélio. Para o isolamento, o

cordao foi colocado numa placa de Petri com PSS, onde as artérias foram isoladas dos
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restantes componentes do cordio, geleia de Wharton e veia umbilical. Uma vez isoladas, as
artérias foram colocadas num tubo de falcon com 10 ml de PSS. Posteriormente o endotélio
¢ removido de modo mecanico com uma linha de algodao (no caso das artérias sem
endotélio) e de seguida as artérias sdo colocadas num falcon com 10 ml de DMEM-F12
(Dulbecco’s modified Eagle’s médium; composicao: DMEM-F12 liofilizado; NaHCO; 81,2
g/1L Acido L-ascérbico 20 mg/L) a 4°C durante 24h. As artérias com endotélio passam
diretamente para a solugdo DMEM-F12. No caso das artérias incubadas, estas passaram
diretamente para a solu¢gdo DMEM-Fi12 com a respetiva concentracdo de di-

hidrotestosterona (DHT, 100 nM ou 100 uM).

Estudo da reatividade vascular usando a técnica de banho de 6rgaos

Apobs 24h em DMEM-F12 os anéis de AUH com aproximadamente 3-5 mm sao
utilizados para a realizacao do banho de 6rgaos. Os anéis, montados em pequenos ganchos
de aco inoxidavel sao submersos em pocos com 10 mL de solucao de bicarbonato de Krebs
a 37°C em contato continuo com gas carbogénio (95% O. e 5% CO.). A medicao da tensao
isométrica é feita com transdutores de forca (TRI201, PanLab AS, Espanha), uma interface
PowerLab/4SP (ML750, ADInstruments) ligada a um sistema computorizado com o
programa “PowerLab Chart5” e um amplificador (ML118/D QuadBridge, ADInstruments).

Uma vez colocados os anéis, estes sdo submetidos a uma tensao entre 2 e 2,5 g e
equilibrados durante 45 min, periodo correspondente a lavagens de 15 min cada, de modo
a estabelecer a tensao basal no final. Ap6s os 45 min, os anéis sdo submetidos a um teste de
viabilidade com serotonina (5-HT; 1 umol/L). Deste modo, artérias com uma contratilidade
inferior a 1000g sdo excluidas do estudo. Uma vez testada a viabilidade, os anéis de AUH
foram contraidos com serotonina (5-HT, 1 umol/L) ou cloreto de potassio (KCl, 60 mmol/L)
e apoOs estabilizada a resposta contratil induzida, concentracoes crescentes de T (1-100
umol/L) foram adicionadas. Para controlo foi utilizado etanol (veiculo usado para dissolver
a T) nas mesmas condicOes referidas anteriormente.

De modo a perceber os efeitos do L-NAME, inibidor da sintetase do NO endotelial, e da
Indometacina (Indo), inibidor da cicloxigenase-2 (COX-2), os inibidores foram adicionados
apos a adicao da serotonina (5-HT, 1 umol/L) e antes da adicao do cloreto de potassio (KCl,
60 mmol/L). Depois de estavel, as diferentes concentracoes de T foram adicionadas de
forma crescente. Este procedimento foi realizado em AUH com endotélio na auséncia de
luz, uma vez que a Indo é um agente fotodegradavel.

De seguida utilizou-se o SNP, um agente vasorelaxante para comparar o seu efeito com o da
T nas artérias com endotélio pré-incubadas com DHT. Inicialmente, os anéis foram

contraidos com 2 agentes contrateis: serotonina (5-HT, 1 umol/L) ou cloreto de potassio
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(KCl, 60 mmol/L). Apos a estabilizacdo do agente contratil foi adicionado concentragoes
crescentes de SNP (1 e 10 umol/L) depois de estabilizada a relaxacao induzida pelo SNP
foram adicionadas concentracoes de T e do controlo. O procedimento foi mais uma vez

realizado na auséncia de luz porque o SNP é fotodegradavel.

3.2 Estudos computacionais por docking molecular

Os estudos computacionais por docking molecular foram realizados de acordo com
o descrito anteriormente pelo nosso grupo de investigacao [118]. O programa Autodocks

(http://autodock.scripps.edu/) foi escolhido para calcular a energia de ligacdo e os modos

de interacao da T no centro ativo de duas proteinas: sGC e ANP. As coordenadas das
estruturas 3D para as proteinas alvo ANP, sGC e T foram obtidas no Protein Data Bank

[PDB] (https://www.rcsb.org/) e o software Quimera 1.15 foi utilizado para a respetiva

preparacao das proteinas e ligandos. A estrutura cristalina do “Crystal Structure of
Hormone/Receptor Complex” (PDB ID: 1JDP) a 2.00 A com os seus ligandos, 2-acetamido-
2-deoxy-beta-D-glucopyranose (NAG) e CHLORIDE ION (CL), foi extraida. Separou-se o
recetor clearance tio C do péptido natriurético (NPRC-C) (ANP, cadeia B) e o ligando (NAG,
cadeia B) pelo programa Quimera 1.15, para obter o NPRC-C e o NAG. Da mesma forma, a
estrutura cristalina do “Structure of human soluble guanylate cyclase in the unliganded
state” (PDB ID: 6JT0) a 4.00 A juntamente o seu ligando, PROTOPORPHYRIN IX
CONTAINING FE (HEM), foi extraida. A proteina (sGC, cadeia B) e o ligando (HEM, cadeia
B), foi isolada com o programa Quimera 1.15 para obter a sCG e o HEM. E por tltimo, foi
extraida a estrutura cristalina “Crystal Structure of Human Anti-steroid Fab 5F2 in Complex
with Testosterone” (PDB ID: 3KDM) a 1.50 A com o seu ligando, T. Utilizou-se o Quimera
1.15, para isolar o ligando (T). Para calcular a energia de ligacao e os modos de interacao da
T nos centros ativos da sGC e NPR-C, uma vez extraidos e preparados os alvos da simulacao,

foi utilizado o programa Autodock (http://autodock.scripps.edu/).

Para preparar as moléculas, particularmente, para remover moléculas de agua,
fundir &tomos de hidrogénio nao polares e adicionar cargas parciais de Gasteiger usou-se o
programa Autodock Tools 1.5.6. As identificagdes da PubChem e Chemical Abstracts Service
Registry Number (CASRN) dos ligandos constam na Tabela 1. Para obter as estruturas 3D,
adicionou-se &tomos de hidrogénio, e a minimizacao da energia e otimizacdo da geometria
foram realizadas pela forca de campo MMFF94 no software ChemBio3D 13.0. Para o

docking molecular, os ficheiros das estruturas foram salvos no formato PDBQT.

Tabela 1. Nomenclatura e abreviaturas, PubChem e Chemical Abstracts Service Registry
Number (CASRN) dos ligandos para o estudo de docking molecular com a guanilil ciclase

soluvel (GCs) e o recetor clearance do péptido natriurético atrial (NPR-C).
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NOME ABREVIATURAS PUBCHEM ID CASRN

1 PROTOPORPHYRIN IX CONTAINING FE HEM 4971 553-12-8
2 2-acetamido-2-deoxy-beta-D-glucopyranose NAG 24139 7512-17-6
3 TESTOSTERONA T 6013 58-22-0

Para realizar os calculos do mapa grid baseados nas coordenadas do centro ativo da
estrutura cristalina da proteina foi usado o Autogrid 4. A volta do centro ativo da sGC e do
NPR-C, foram contruidas caixas grid com um spacing de 0.375 e com as dimensoes (36 x,
327y, 26 z) e X center = 123.342; y center = 113.269; z center = 135.037 e (11X, 15y, 22 Z) e X
center = 7.939; y center = 23.761; z center = 36.322, respetivamente.

Os controlos do docking molecular foram validados com um valor de RMS inferior
a 2 A e os resultados confirmados com o Autodock Vina. O algoritmo genético Lamarkian
do Autodock foi usado para realizar todos os calculos de docking molecular e os restantes
parametros de docking foram mantidos por defeito. No final, foi obtido um total de 10
hibridos para cada simulacao e foi analisado o hibrido com a menor energia de ligacao. A
interacao da T no centro ativo das proteinas alvo selecionadas (sGC e NPR-C) foi visualizada

no software Quimera 1.15.

3.3 Quimicos

Para a execucdo desta investigacdo foram utilizados os seguintes quimicos:
testosterona (T), serotonina (5-HT), histamina (His), N(w)-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME), Indometacina (Indo), nitroprussiato de sodio (SNP), etanol (EtOH) e di-
hidrotestorona (DHT). Todos os componentes, exceto o DHT, foram adquiridos através da
Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal). A DHT (Tokyo Chemical Industry Co, Ldt) foi
gentilmente cedida pelo Professor Doutor Samuel Silvestre. A 5-HT, His, L-NAME e o SNP
foram inicialmente dissolvidos em dgua miliQ, enquanto a T, DHT e a Indo foram em etanol
puro. De forma a evitar interferéncias no estudo, a concentragao de EtOH nunca excedeu os
0.01%.

Para os diferentes procedimentos foram preparadas dilui¢oes de T; EtOH e SNP. Os
compostos quimicos anteriormente mencionados foram diluidos em Krebs diluido, tendo
sido as diluicoes preparados no proprio dia da experiéncia. No caso do PCSA, foram

dissolvidos em meio sem soro.

3.4 Analise estatistica

Para cada condicdo experimental analisada, os resultados foram expressos em
funcido da média + erro padrao de n experiéncias. A anélise estatistica dos dados foi feita no
programa estatistico SigmasStat Statistical Analysis System versao 3.5 (Systat Software,

London. UK). A significancia estatistica entre os dois grupos de dados foi analisada usando
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o teste t-Student e Mann-Whitney (teste nao paramétrico). A significancia estatistica entre
as diferentes concentracoes e o controlo foi analisada usando o one-way ANOVA seguida do
teste post hoc Tukey ou post hoc Holm-Sidak para determinar as diferencas significativas
entre as concentracoes de T. Para grupos com 2 condicOes diferentes foi utilizado a two-
away ANOVA seguida do teste post hoc Holm-Sidak post-hoc. As diferencas entre os grupos

foram consideradas significativas quando p<o0,05.
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Capitulo IV — Resultados

4.1 Estudos de contratilidade celular

Os estudos de contratilidade celular sobre as células musculares lisas da AUH foram
realizados utilizando a técnica de PCSA. A 5-HT foi o agente contréatil escolhido. A figura 4
mostra o perfil contratil das células do musculo liso da AUH com diferentes incubagdes de

DHT, provenientes de amostras normais (A) e hipertensas (B).
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Figura 4. Perfil contratil das células do musculo liso da AUH com diferentes incubacoes de DHT (1, 10 e 100

nmol/L), provenientes de amostras normais (A) e hipertensas (B). 1- Area celular apés contracio induzida pela
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serotonina (5-HT). 2- Percentagem (%) de relaxacdo induzida pela testosterona (T) apds contracdo com
serotonina (5-HT, 1 uM). 3- Perfil temporal contratil celular. Cada barra representa a média dos dados, e as
linhas verticais o erro padrao da média (SEM). Em 1 e 2, os pontos de dispersdo indicam o -n. A anélise estatistica
foi realizada pelo teste two-way ANOVA seguida do teste post-hoc Holm-Sidak, onde *p<0,05 versus o controlo

e #p<0,05 versus células normotensas (sem patologia).

Na figura 4 é possivel observar a area de contracdo de células normais (A1) e
hipertensas (B1), respetivamente, ap6s a adi¢ao da 5-HT. Relativamente as células normais,
apesar de nao ter havido diferencas significativas, é possivel observar que no controlo, a
area de contracao é maior quando comparada com as outras condicoes experimentais. J&
em B1, ndo ha diferencas significativas novamente, mas as células pré-incubadas com 10
nmol/L de DHT apresentam uma area de contracdo menor quando comparadas com as
restantes. Entre as células normais e hipertensas, houve diferencas estatisticas (p<0,05) na
area de contracdo induzida pela 5-HT sendo que a contracdo induzida nas células
hipertensas foi superior. Os resultados estatisticos observados demonstraram que nao ha
uma interacao estatisticamente significativa entre as condicées (com hipertensao versus
sem hipertensao) e as concentracoes experimentais (p=0,825).

Na figura 4A2 e 4B2 esta representada a percentagem de relaxamento induzida pela
T ap6s a contracdo com 5-HT. Em 4A2 a T induziu relaxamento, mas nao ha diferencas
significativas (Tabela 2), j4 em 4B2 se verificou o efeito contréario, isto é, contracao e houve
diferencas significativas para a incubacao de 1 nmol/L quando comparado com o controlo
(p<0,05, two-way ANOVA post hoc Holm Sidak). Entre as células normais e hipertensas,
houve diferencas significativas para o controlo e todas as incubacées de DHT (p<o0,05, two-
way ANOVA post hoc Holm Sidak). Mais uma vez, ndo houve uma interacdo estatistica

significativa entre as condicOes e as concentragoes experimentais (p=0,429).
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Tabela 2. Diferencas significativas na contratilidade celular induzida pela T em
células sem patologia (normotensas) e em células com patologia (hipertensas) (p<o0,05,
two-way ANOVA, post hoc Holm-Sidak).

[DHT]
nmol/L
Con.dl(;ao Controlo 1 10 100
experimental
Controlo - p=0,233 p=0,305 p=0,443
S oo 1 - - p=0,865 p=0,628
em patologia [DHT]
nmol/LL 10 - - - P=0,759
100 - - - -
Controlo - p=0,242 pP=0,006 p=0,628
1 - - p=0,113 p=0,160
Com patologia [DHIT]L
nmol/ 10 - - - P=0,006
100 - - - -
Controlo - p=0,233  p=0,305 P=0,443
. [DHT] 1 - - p=0,865 p=0,628
Sem patologia /1
nmo / 10 - - - p=0,759
100 - - - -
Controlo - p=0,242 pP=0,006 p=0,628
1 - - p=0,113 p=0,160
Com patologia [DHIT]L
nmol/ 10 - - - P=0,006
100 - - - -
Sem patologia P=0,000 p=0,156 pP=0,929 p=0,002
vs.
Com patologia

Na figura 4A3 e 4B3 esta representado o perfil temporal das células do miusculo liso
da AUH apo6s a adicao da 5-HT (agente contratil) e T (agente vasorelaxante) em células
provenientes de amostras normais (4A3) e hipertensas (4B3). Em células sem patologia, a
adicdo de T aumenta a area das células (4A1), induzindo um relaxamento (4A2). Esse
decréscimo na resposta contractil celular é também observado pelo perfil temporal em 4A3.
Ja no caso de células hipertensas, o efeito vasorelaxante da T é revertido para um efeito
contractil (B2). Esse aumento na resposta contractil celular é também visivel pelo perfil

temporal em 4B3.

4.2 Estudos de contratilidade arterial

O estudo de contratilidade arterial de artérias umbilicais humanas foi realizado

recorrendo a técnica de banho de 6rgaos.
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4.2.1 Efeitos vasculares diretos da T na contratilidade das AUH induzida pela 5-
HT

Os anéis vasculares da AUH sem e com endotélio foram pré-contraidos com
serotonina (5-HT, 1uM) e contragoes estaveis foram obtidas ap6s 10-15 minutos. Uma vez

estavel, o efeito vascular da testosterona (T, 1-100 uM) sobre a AUH foi analisado. Na figura

5 podemos observar o efeito da T na AUH com e sem endotélio.
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Figura 5. Percentagem da relaxacdo dos anéis da AUH contraidos com serotonina (5-HT) expostas a
concentracbes crescentes de testosterona (T; 1-100 pmol/L, apresentado como Log[T]) na auséncia (A) e
presenca de endotélio (B). Cada barra representa a média, as linhas verticais o erro padrao da média e os pontos
de dispersao cada n. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde ***p <0,001 versus o controlo

e pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey, onde #p <0,05 versus concentracoes de T.

Conforme observado nas figuras 5A e 5B entre o grupo teste (T) e os respetivos
controlos (Veh), houve diferencas estatisticas para as concentracoes de T de 50 e 100 uM
(p<0,001, teste t-student). A T provocou um efeito vasorelaxante maximo para a
concentracdo maior em teste (100 uM), em artérias sem (28,71%) e com endotélio (69,01%)
(p<0,05, one-way ANOVA com teste post hoc Tukey). Estes resultados demonstram que o
efeito vasorelaxante da T em AUH pré-contraidos com 5-HT, embora também possa

acontecer na auséncia de endotélio, depende deste para atingir o seu potencial maximo.

4.2.2 Efeitos vasculares diretos da T na contratilidade das AUH induzida pela KCl

Os anéis vasculares da AUH sem e com endotélio foram pré-contraidos com cloreto
de potéssio (KCl, 60 mM) e contracoes estaveis foram obtidas ap6s 10-15 minutos). Uma
vez estavel, o efeito vascular da testosterona (T, 1-100 uM) sobre a AUH foi analisado. Na

figura 6 podemos observar o efeito da T na AUH com e sem endotélio.
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Figura 6. Percentagem da relaxacao dos anéis da AUH contraidos com cloreto de potassio (KCl, 60 mM) expostas
a concentragoes crescentes de testosterona (T; 1-100umol/L, apresentado como Log[T]) na auséncia (A) e
presenca de endotélio (B). Cada barra representa a média, as linhas verticais o erro padrao da média e os pontos
de dispersao cada n. A anélise estatistica foi realizada pelo teste Mann-Whitney, onde ***p <0,001 versus o

controlo e pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey.

Conforme observado na figura 6A entre o grupo teste (T) e os respetivos controlos
(Veh), houve diferencas estatisticas para todas as concentracoes de T de 1, 10, 50 € 100 pM
(p<0,001, teste Mann-Whitney). Na figura 6B as diferencas estatisticas entre T e o grupo
controlo foram observados nas altimas concentracoes, 50 e 100 uM (p<0,001, teste Mann-
Whitney). O efeito vasorelaxante maximo foi atingido na tltima concentracdo em ambas as
situacgoes, nao tendo sido observada diferencas estatisticas (com endotélio (71,05%) vs sem
endotélio (65,39%)). A auséncia de endotélio nao afeta a relaxacdo induzida pela T em

artérias pré-contraidas com KCI.

4.2.3 Efeitos vasculares diretos da T na contratilidade das AUH na presenca de
inibidores das vias endoteliais

Os anéis vasculares da AUH foram pré-contraidos com serotonina (5-HT, 1 uM) e
cloreto de potassio (KCl, 60 mM). A adicao dos inibidores L-NAME e Indo ocorreu 15 min
antes da contracdo com 5-HT e ap6s a contracao estavel com KCl, obtida apds 10-15 min.
Uma vez estavel, o efeito vascular da testosterona (T, 1-100 uM) sobre a AUH foi analisado.

Os resultados estatisticos constam na tabela 3.
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Figura 7. Percentagem da relaxacdo dos anéis da AUH contraidos com serotonina (5-HT, 1umol/L) (A) e cloreto
de potéssio (KCl, 60 mM) (B) na presenca dos inibidores L-NAME e Indometacina e expostas a concentragoes
crescentes de testosterona (T; 1-1ooumol/L, apresentado como Log[T]). Cada barra representa a média, as
linhas verticais o erro padrao da média e os pontos de dispersao cada n. A anélise estatistica foi realizada pelo
two-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Holm-Sidak onde *p<0,05 representa a diferenca entre T versus
Indo + T e #p<0,05 representa a diferenca entre T versus L-NAME + T.
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Tabela 3. Diferencas significativas na vasorelaxacao (%) de AUH pré-contraidas com
5-HT e KCl, com e sem endotélio e na presenca de inibidores Indo e L-NAME (p<0,05, two-
way ANOVA seguido pelo teste post hoc Holm-Sidak).

Log [T]
mol/L
Condicio experimental -6 -5 -4,52 -4
-6 - p=0,912 p=0,121 P=0,000
-5 - - =0,149 =0,000
Sem endotélio + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
_4 - - - -
-6 - pP=0,340 p=0,022  p=0,000
-5 - - =0,177 =0,000
Com endotélio + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
[ - - - - -
:. 4
0 -6 - p=1,000 p=0,512 P=0,000
-5 - - =0,513 =0,000
Com endotélio + Indo + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
_4 - - - -
-6 - p=0,552 p=0,565  p=0,000
Com endotélio + L-NAME + -5 - - p=0,985  p=0,000
T -4,52 - - - p=0,000
_4 - - - -
-6 - p=0,702 p=0,141 P=0,000
-5 - - =0,275 =0,000
Sem endotélio + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
_4 - - - -
-6 - p=0,667 p=0,122 P=0,000
-5 - - =0,263 =0,000
Com endotélio + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
S 4 § § § §
M -6 - p=1,000 p=0,879 P=0,000
-5 - - =0,879 =0,000
Com endotélio + Indo + T P P=9
-4,52 - - - P=0,000
_4 - - - -
-6 - p=1,000 p=0,982 P=0,000
Com endotélio + L-NAME + -5 - - p=0,982  p=0,000
T -4,52 - - - p=0,000
_4 - - - -
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Conforme observado na figura 7A e tabela 3, para as artérias pré-contraidas com 5-
HT, o maior efeito vasorelaxante foi observado para a tltima concentragao de T (100 uM)
(p<0,05, two-way ANOVA post hoc Holm Sidak). Nestas artérias, o menor efeito
vasorelaxante da T foi obtido no grupo Sem endotélio + T (p<0,05, two-way ANOVA
seguido de post hoc Holm Sidak). Em relacdo ao efeito da T na presenca de endotélio,
diferencas estatisticas foram observadas entre o grupo Com endotélio + T e os grupos com
endotélio na presenca dos inibidores Indo (p=0,001) e L-NAME (p=0,002). Nos grupos
com endotélio na presenca de inibidores foi observado uma reducio de cerca de 14% do
efeito vasorelaxante da T quando comparado com o grupo Com endotélio + T. Ha interacoes
estatisticamente significativas entre as condi¢oes e as concentragdes experimentais

(p=<0,001).

No caso das artérias pré-contraidas com KCl, e conforme a figura 7Be tabela 5, foi
observado um relaxamento méximo ap6s a adi¢ao da tltima concentracio (T, 100 uM). Em
relacdo ao efeito da T na presenca de endotélio, ndo foram observadas diferencas estatisticas
entre o grupo Com endotélio + T e os grupos com endotélio na presenca dos inibidores Indo
(p=0,076) e L-NAME (p=0,717). Neste caso, ndo ha interacoOes estatisticas significativas

entre as concentracoes e as condicoes experimentais (p=0,886).

Efeitos diretos da Indometacina e do L-NAME na tensdao basal da vasculatura humana

A tensao produzida pela contracdao da 5-HT apo6s a adicao dos inibidores Indo e L-
NAME esta presente na figura 8. Os resultados demonstram que a tensao basal da AUH nao
foi alterada com a adicao dos inibidores endoteliais uma vez que nao houve diferencas

significativas entre os grupos em anélise (p=0,457, one-way ANOVA).
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Figura 8. Tensao induzida pela serotonina (5-HT, 1umol/L) apés a adi¢do dos inibidores endoteliais L-NAME
(inibidor da via do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)) e indometacina (inibidor da via da ciclooxigense 2



(COX-2)) em anéis da AUH. Cada barra representa a média, as linhas verticais o erro padrido da média e os
pontos de dispersdo cada n. A anélise estatistica foi realizada pela one-way ANOVA.

4.2.4 Efeito da DHT a longo prazo na atividade contratil da AUH contraida com
serotonina e cloreto de potassio

Os anéis vasculares da AUH pré-incubados com DHT foram pré-contraidos com
serotonina (5-HT, 1uM) e cloreto de potassio (KCl, 60 mM) e contracoes estaveis foram
obtidas apds 5-10 min. Uma vez estavel e de forma a analisar o envolvimento dos
nucleotidos ciclicos no efeito induzido pela T na AUH, foi utilizado o nitroprussiato de s6dio
(SNP, 1 e 1oumol/L), um estimulador da guanilil ciclase soltvel. De seguida, a vasorelaxacao
induzida pela testosterona (T, 1-100 uM) foi analisada. O grafico 9 resume os resultados
obtidos das experiéncias realizadas para a 5-HT e KCL, servindo o grupo sem incubacao

como controlo e nas tabelas 4 e 5 constam os resultados estatisticos.
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Figura 9. Percentagem da relaxagdo dos anéis da AUH incubados com dihidrotestosterona (DHT) contraidos
com serotonina (5-HT) (A) e cloreto de potassio (KCl, 60 mM) (B) e expostas a concentracoes crescentes de
nitroprussiato de s6dio (SNP, 1 e 10 umol/L) e testosterona (T; 1-1o0umol/L). Cada barra representa a média,
as linhas verticais o erro padrao da média e os pontos de dispersdo cada n. A anélise estatistica foi realizada pelo
two-way ANOVA seguido pelo post hoc Holm-Sidak onde *p<0,05 versus controlo (AUH sem incubacao com
DHT) e #p<0.05 versus SNP sem adicao de T.
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Tabela 4. Diferencas significativas na vasorelaxacao (%) de AUH pré-incubadas com
DHT e contraidas com 5-HT e KCI (p<0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste post hoc
Holm-Sidak).

LOI‘;;I ([)f/l\II‘P] Log [T] mol/L
experimental 5 6 5 452 4
-5 - p=0,997 p=0,858 p=0,714 P=0,000
-6 - - p=0,856 p=0,716 P=0,000
Controlo -5 - - - p=0,585 P=0,000
-4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -
-5 - p=0,973 p=0,869 p=0,510 PpP=0,000
-6 - - p=0,896 p=0,532 Pp=0,000
e DHT 100 nmol/L -5 - - - p=0,620 Pp=0,000
” -4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -
-5 - p=0,886 p=0,571 Pp=0,384 PpP=0,000
-6 - - p=0,672 p=0,467 P=0,000
DHT 100 pmol/L -5 - - - p=0,760 P=0,000
-4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -
-5 - p=0,811 p=0,666 p=0,236 Pp=0,000
-6 - - p=0,847 p=0,343 Pp=0,000
Controlo -5 - - - p=0,450 P=0,000
-4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -
-5 - p=0,270 p=0,408 p=0,115 PpP=0,000
-6 - - p=0,782 p=0,606 p=0,000
E DHT 100 nmol/L -5 - - - p=0,434 P=0,000
-4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -
-5 - p=0,621 p=0,657 p=0,546 P=0,000
-6 - - p=0,959 p=0,925 Pp=0,000
DHT 100 pmol/L -5 - - - p=0,883 p=0,000
-4,52 - - - - pP=0,000
4 - - - - -

Em relacdo a figura 9A, o efeito vasorelaxante maximo foi atingido ap6s a adicao da
ultima concentracao de T (100 umol/L) para todas as condices experimentais, sendo esse

efeito sinérgico e estaticamente significativo quando comparado com o efeito do SNP
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sozinho (# p<0,05) (Tabela 4). Para a incubacdo de 100 nmol/L de DHT, na méaxima
concentracado de T o efeito vasorelaxante observado foi cerca de 30% inferior ao do controlo,
ja para a incubacao de 100 umol/L, o efeito vasorelaxante da T apds a adicao da
concentracdo maxima foi 20% inferior. Ainda sobre a incubagdo de 100 pmol/L de DHT, as
concentracoes inferiores a concentracao maxima de T incluindo a do SNP demonstraram
um efeito superior e estatisticamente significante quando comparado com o controlo (*
Pp<0,05) (Tabela 5). O mesmo nao foi observado para a incubacao de 100 nmol/L (* p>0,05).
H4 interacdo estatisticamente significante entre as concentracbes e as condicoes

experimentais (p=<0,001).

Tabela 5. Diferencas significativas na vasorelaxacao (%) de AUH pré-incubadas com

DHT (p<0,05, two-way ANOVA seguido pelo teste post hoc Holm-Sidak).

Lolfl ([)?/I\IT‘P] Log [T] mol/L
Condicéao experimental -5 -6 -5 -4,52 -4
Controlo
USs. pP=0,941 p=0,066 p=0,788 p=0,826 P=0,000
DHT 100 nmol/L
= Controlo
T vUs. p=0,000 Pp=0,000 Pp=0,000 P=0,000 PpP=0,000
s DHT 100 pumol/L
DHT 100 nmol/L
Vs. p=0,000 Pp=0,000 Pp=0,000 P=0,000 PpP=0,000
DHT 100 pmol/L
Controlo
vs. p=0,000 Pp=0,000 P=0,000 P=0,000 DP=0,007
DHT 100 nmol/L
— Controlo
< vUs. p=0,000 Pp=0,000 Pp=0,000 P=0,000 pP=0,012
DHT 100 pmol/L
DHT 100 nmol/L
Vvs. p=0,013 p=0,059 p=0,035 p=0,150  Pp=0,856

DHT 100 pmol/L

Ja na figura 9B, mais uma vez o efeito vasorelaxante maximo foi atingido na dltima
concentracao (T; 100 umol/L) em todas as condicGes experimentais, tendo sido observadas
diferencas estatisticas quando comparado com o SNP sozinho (# p<0,05) (Tabela 4). Tanto
a incubacdo com 100 nmol/L como a de 100 umol/L com DHT apresentaram um
vasorelaxamento superior ao do controlo em todas as concentracoes de T excetuando para
a concentracao maxima, isto é, todas as concentracoes exceto a concentracao de 100 umol/L
apresentaram diferencas estatisticas quando comprado com o controlo (* p<0,05) (Tabela
5). Ha interacOes estatisticas significativas entre as concentragoes e as condicoes

(p=<0,001).
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4.3 Simulacoes no recetor atrial dos péptidos natriuréticos
e da sGC

Foi simulada a ligacao da T as proteinas alvo (sGC e NPR-C) para verificar a sua
afinidade de ligacao. As simulac6es de controlo foram realizadas com os ligandos originais
e demonstraram geometrias de interacdo ligando-proteina presentes nas estruturas
cristalinas com um RMSD < 2.0 A. As simulacdes apresentaram um RMSD entre 0.57 e 2.24
A, para a molécula sGC com o seu ligando natural HEM e para a molécula NPR-C com o seu
ligando natural NAG, respetivamente. O ultimo controlo, embora apresente um RMSD >2
A foi validado visto que a diferenca ¢ minima. E assim, todas as simulacdes foram validades
e de seguida procedeu-se a avaliacao da interacao da T e das proteinas alvo.

As energias de ligacao da TES, bem como do ligando natural no centro ativo da sGC
(Figura 10) e recetor clearance para o ANP foi simulada, e os resultados da simulacao do

docking molecular podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 4. Energias de ligacao dos ligandos HEM, NAG e T (1-10) calculados por docking
molecular.

Composto GCs ANP-CR
HEM -17.07 -
NAG - 1.47

T 1 -9.89 26400.0
T 2 -9.88 26500.0
T -9.88 26500.0
T . -0.88 28600.0
T | -9.87 28700.0
T 6 -9.87 26500.0
T -9.87 26500.0
T 8 -9.87 26600.0
T ¢ -9.87 28700.0
T 10 -9.87 29800.0

Em relacado a simulacao para a sGC, os resultados demostraram que o HEM liga-se
ao seu centro ativo da sGC com uma energia de ligacao negativa (-17,07). A ligacdo sGC ao
ligando natural HEM envolve uma interacao de residuos de aminoacidos Arg 116, Met 115 e
TYR 2, formando 1 ponte de H com o residuo Arg 116 a 1.965 A (Figura 14, C). No que diz
respeito a ligacdo da T com a sGC, para além do Arg 116 e TYR 2, ainda h4 a ligacao ao
residuo de aminoécido Ala 117 e a 0.4 A ndo tem pontes de H, mas a 3 A tem 1 ponte de H
com o residuo Arg 116 (4.333 A), tal como aparece na (Figura 1B, D). Através das anélises
de acoplamento verificou-se uma energia de ligacao de -17.07 kcal/mol e -9,89 kcal/mol
para o ligando HEM e para a T, respetivamente. A anélise do docking mostra que a T se liga

ao centro ativo do sGC.
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Figura 10. Representacdo do docking do complexo sGC com o ligando PROTOPORPHYRIN IX CONTAINING
FE (HEM) e TESTOSTERONE (T). (A, B) mostram as representacbes 3D das interacoes e conformagoes
preferidas entre o ligando natural, HEM, e a T, respetivamente, com o centro ativo do sGC usando o Quimera
1.15. (C, D) mostram as interagoes entre o HEM e T, respetivamente, com os residuos de aminoacidos no centro

ativo do sGC, usando o software Autodock.

No que diz respeito ao resultado do docking molecular do NPR-C com o seu ligando
natural NAG, a energia de ligacao do ligando natural do recetor do ANP no seu centro ativo
é 1.47 kcal/mol, o que reflete uma ma ligacdo do NAG ao NPR-C. Na analise do docking
molecular com a T no centro ativo do NPR-C, obtivemos uma energia de ligacao bastante

superior (26400.0 kcal/mol), o que quer dizer que a T nao se liga ao NPR-C.
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Capitulo V — Discussao

A T é um esteroide que induz a vasorelaxacao de diversos vasos sanguineos de
diferentes espécies, incluindo em humanos, via genémica, e ndo genémica [26]. Contudo, o
mecanismo pelo qual ela atua ainda nao é bem conhecido e nada se sabe sobre o seu efeito
nos vasos sanguineos de gestantes com hipertensao. Sabe-se que a PE é uma doenca de
etiologia desconhecida e ao longo dos anos diversos estudos apontaram para uma
associacao entre elevados niveis de T e a doenca, porém se sao os niveis de T que medeiam
o aumento na pressao sanguinea maternal durante a gravidez ou se é uma consequéncia do
aumento da pressao sanguinea permanece uma incégnita [66, 102]. Pereira-de-Morais L et
al. mostraram que a PE causa alteragdes na contratilidade vascular dos vasos do cordao
umbilical, aumentando a reatividade para todas as tensOes basais ao contrario do que
acontece em amostras normotensas [119].

Estudos in vitro e ex vivo indicam que na PE niveis aberrantes de T interferem com
o fluxo sanguineo e as vias de relaxacao, aumentando o stress oxidativo com um aumento
na expressao e foi detetada uma maior coloragao dos recetores de androgénios em amostras
de placenta, podendo essas alteracOes estar envolvidas na desregulacdo dos processos
fisiologicos regulados pela T e por conseguinte contribuir para o desenvolvimento da doenca
[67, 80, 82, 85]. Resultados de um estudo realizado por Irribara AC et al. demonstraram
que nao ha diferencas estatisticas entre os niveis séricos de T em mulheres com hipertensao
cronica/pré-existente e normotensas [95]. No entanto existe uma lacuna na literatura no
que concerne aos efeitos da T na hipertensao gestacional.

Por esse motivo, o primeiro objetivo estabelecido para este trabalho foi a analise dos
efeitos causados pela T na contratilidade celular num contexto de hipertensao gestacional
através da técnica PCSA. O efeito a longo prazo da DHT também foi observado. Esta técnica
permitiu avaliar mudancas na area celular sendo que para esse proposito as células foram
expostas a um agente contratil, neste caso a 5-HT, e a um agente vasodilatador, T. Aquando
da incubacdo com o agente contratil, tal como esperado, todas as células, normotensas e
hipertensas, com ou sem incubacdo produziram uma resposta contratil. No entanto, a
resposta a 5-HT foi superior nas células hipertensas. Deste modo, acreditamos que a
expressao dos recetores para a 5-HT nas células do musculo liso, nomeadamente o recetor
5-HT2A, através do qual a 5-HT induz vasoconstricao, esteja aumentada, ou haja um
aumento na sensibilidade desses recetores durante a hipertensdo gestacional que possa
contribuir para a manutencdo da alta PA [120]. Ao longo dos anos diversos estudos
demonstraram uma hipersensibilidade de vasos sanguineos a 5-HT na hipertensao porém,
o papel da 5-HT na hipertensao ainda é controverso (revisto em [121]). Porém, altos niveis

de 5-HT foram reportados em casos de PE, e estudos também evidenciaram um aumento
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na excrecao urinaria de metabolitos de 5-HT em mulheres com a doenca [122, 123]. Toh et
al. observou que mulheres expostas a terapia com 5-HT corriam o risco de desenvolver PE
e hipertensao gestacional, mas os dados que associam a 5-HT a hipertensao gestacional
ainda sao limitados [124].

Ao nivel do efeito induzido pela T, os resultados obtidos em células provenientes de
amostras normotensas demonstraram o seu efeito vasorelaxante. Deste modo, os resultados
observados corroboram com trabalhos anteriormente publicados, ou seja, sob condicoes
normais ou normotensas, a adicdo da T produz um efeito vasorelaxante [57, 125-127].
Apesar de ndo haver diferencas significativas, esse efeito foi inferior em células pré-
incubadas com 1 e 100 nmol/L de DHT. Em células provenientes de amostras hipertensas,
foi observado o efeito oposto ao observado em células normotensas. Isto é, a T induziu um
efeito contratil tendo sido observado diferencas significativas para o controlo e para todas
as concentracoes de incubacao de DHT (1-100 nmol/L) tendo a incubacao com 1 nmol/L de
DHT produzido o maior efeito contratil observado quando comparado ao controlo. Estes
resultados sugerem uma desregulacdo durante a hipertensiao gestacional nas vias de
sinalizacao responsaveis pelo vasorelaxamento induzido pela T.

Em suma, foi demonstrando através da técnica PCSA que a T induz um efeito
relaxante em células musculares lisas da AUH normotensas e o efeito contrario, isto é
contracao em células hipertensas. Para as células normotensas a incubacdo com 1 e 100
nmol/L de DHT diminui a resposta vasorelaxante da T enquanto para as células hipertensas
parece intensificar o efeito contratil.

Para a contracdo com 5-HT, o efeito da concentracao de incuba¢ao nao depende da
patologia ou auséncia dela. Em relacdo ao efeito da T, parece que ha diferencas entre haver
ou nao patologia e entre as incubacoes, porém, os efeitos que sao observados para as

incubacoes nao dependem da existéncia ou auséncia de patologia.

De seguida, o passo seguinte foi determinar o efeito vascular endotelial da T na AUH.

Para tal, estudos de reatividade arterial foram realizados com a técnica de banho de
orgaos em artérias com e sem endotélio. Inicialmente, o efeito das diferentes concentragoes
de T (1-100 uM) foi analisado, apds a contracdo da AUH por serotonina (5-HT, 1uM) e
cloreto de potéssio (KCl, 60 mM). Os nossos resultados indicaram que a T foi capaz de
induzir uma vasorelaxacito em AUH previamente contraidas por 5-HT e KCI,
independentemente do papel do endotélio. O vasorelaxamento induzido pela T foi
dependente da concentracao e o efeito maximo foi conseguido para a concentragao de 100
uM de T, tanto para artérias sem e com endotélio, para os dois agentes de contracao

utilizados. No entanto, foi visto que a T induz uma percentagem de vasorelaxamento
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superior em AUH com o endotélio intacto apds a contracdao com 5-HT o que esta de acordo
com outros autores que sugeriram que o efeito vasorelaxante da T era parcialmente
dependente de vias de vasorelaxacao endoteliais [127-129]. Relativamente ao efeito da T na
contracao induzida por KCl, o efeito maximo de vasorelaxacao foi atingido na concentracao
méaxima (T, 100 uM) independentemente do papel do endotélio, o que sugere um efeito
dependente da dose-concentracdo, isto é, quanto maior for a dose de T maior o efeito
vasorelaxante produzido.

Depois, foram usados os inibidores Indo (inibidor das cicloxigenases) e L-NAME
(inibidor nao seletivo da eNOS) [130, 131]. Ap6s a inibicdo da COX com a Indo, contrairam-
se as AUH com 5-HT e KCl, a adicao dos inibidores nao afetou a contracao induzida pela 5-
HT. O mesmo nao foi observado em Lorigo M et al. para os anéis arteriais de rato apos a
inibicdo com o L-NAME, onde foi observado que a contracao pelos agentes noradrenalina e
fenilefrina foi significativamente superior quando comparado com as outras contracoes. Ja
para o COX nao foram observadas diferencas estatisticas [132]. A diferenca nos resultados
obtidos deve-se ao uso de amostras de espécies diferentes, bem como compostos. A T é uma
hormona natural, j4 os disruptores endbcrinos (compostos usados no estudo por Lorigo M.
et al.,) sao quimicos exdgenos nocivos para a saide humana que interferem com a acao das
hormonas.

Em artérias pré-contraidas com 5-HT, uma diminuicdo de 14% foi observada na
concentracdo mais alta (T, 100 uM) na presenca da Indo quando comparado com artérias
com endotélio. Ao inibir as cicloxigenases, a Indo interfere com a sintese das
prostaglandinas, especialmente a da prostaciclina (PGI2) [130, 133]. A diminuicao no efeito
vasorelaxante da T apoés a inibicao da via COX sugere que a vasorelaxacao induzida pela T
é, em parte, mediada pelas prostaglandinas. A inibi¢cao da via eNOS apresentou resultados
semelhantes, indicando, tal como foi anteriormente evidenciado que a T atua através da via
GC. O L-NAME (inibidor da eNOS) é uma enzima que catalisa a conversao da L-arginina
em NO, atua através da via da GC, levando ao aumento da ¢cGMP e consequente
vasorelaxacao [134]. O efeito das diferentes concentracoes de T utilizadas depende da
condicado experimental, isto é, ter ou nao endotélio, auséncia ou presenca de inibidores. Por
ultimo, foi analisado o efeito da inibicdo da Indo e do L-NAME quando as artérias foram
previamente contraidas com KCl. O vasorelaxamento induzido pela T foi semelhante
independentemente do inibidor utilizado, isto é, a adicdo dos inibidores nao afeta a
vasorelaxacao induzida pela KCl, sugerindo que a vasorelaxacao induzida pela T em artérias
pré-contraidas com KCl nao é mediada pelas prostaglandinas nem pelo NO. No caso do KCl,
o efeito das diferentes concentracoes ja nao depende da condicdo experimental.

Em suma, de acordo com os resultados obtidos, foi verificado que em artérias pré-

contraidas com 5-HT o efeito da T ocorre até na auséncia de endotélio, no entanto o seu
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efeito vasorelaxante é muito superior na presenca de endotélio. A T atua pela via do NO e
das cicloxigenases para induzir a vasorelaxacdo e tendo em conta os resultados obtidos
supoe-se que é possivel que a inibicdo simultanea das duas vias possa ter um efeito
semelhante ao observado em artérias sem endotélio. Em artérias pré-contraidas com KCl, o
efeito observado da T é independente da existéncia de endotélio e da inibicao provocada
pela Indo e pelo L-NAME sugerindo que o efeito da T ap6s contracao induzida pelo KCl em
AUH com endotélio nao é mediado pelo endotélio. Consequentemente, o efeito da T parece
envolver a ativacao de canais de K*, o que vai de encontro ao demonstrado anteriormente
por Cairrao et al. [58].

No que diz respeito ao efeito do SNP (estimulador da sGC) os resultados
demonstraram que induziu um efeito vasorelaxante, embora que pouco significativo, e
inferior ao da T sozinha, em AUH pré-contraidas com 5-HT. Tendo em conta as diferencas
no efeito vasorelaxante induzido, os resultados sugerem que a SNP e a T induzem
vasorelaxacao na AUH com endotélio através de vias diferentes. Em artérias pré-contraidas
com KCl o efeito do SNP foi superior assemelhando-se ao efeito da T em AUH sem endotélio
pré-contraidas com 5-HT. No entanto o efeito da SNP, em artérias contraidas com KCl foi
superior assemelhando-se ao efeito da T em AUH sem endotélio pré-contraidas com 5-HT.
Independentemente do agente contratil utilizado, a adicao conjunta do SNP e da T induz
um efeito que parece ser aditivo, e mais uma vez, os dados sugerem que o efeito da T e do
SNP é atingido através de vias diferentes que levam a vasorelaxacao. O que esta de acordo
com os resultados obtidos por Feiteiro et al. [127]. O grupo de investigacao demonstrou que
0 ANP (estimulador da GC membramber (pGC) que causa o aumento do cGMP intracelular)
e a T induzem um efeito vasorelaxante semelhante e em conjunto esse efeito nao é
significativamente superior sugerindo que partilham a mesma via. Portanto, tendo em
conta que ja foi demonstrado que a T e a ANP partilham a mesma via, faz sentido quea T e
o SNP atuem a partir de vias diferentes tendo em conta a existéncia da compartimentacao
da cGMP na vasculatura do musculo humano, isto é, a sua localizacao. Noutro estudo mais
recente, Feitiro et al. demonstrou que quando o pGC é ativado pelo ANP ocorre um aumento
do cGMP perto da membrana, ja quando ¢é a sGC ativada pelo SNP esse aumento do cGMP
ocorre no citosol, mas também perto da membrana [135]. Tal deve-se aos diferentes
subtipos de PDE (PDE3 e PDEs5). A PDEj5 controla a “pool” particulada, ja a PDE3 é

exclusiva da solavel.

De seguida, de modo a analisar o efeito a longo prazo da DHT na vasorelaxacao
induzida pela SNP e pela T, as artérias foram incubadas com diferentes concentracoes de
DHT (100 nM e 100 uM). Em artérias pré-contraidas com 5-HT, e incubadas com 100 nM,

o efeito do SNP foi semelhante ao observado no controlo (artérias nao incubadas) mas a
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adicao da ultima concentracdo de T (100 uM) induziu um efeito vasorelaxante inferior.
Sugerindo que para concentracdo de 100 nM, a incubacdo com DHT interfere na
vasorelaxacao induzida pela T. Em artérias pré-incubadas com 100 uM de DHT, o efeito do
SNP foi 3 vezes superior ao do controlo e o efeito da T apos a adicao da tltima concentracao
induziu uma percentagem de vasorelaxacdo semelhante ao do SNP sozinho. Os resultados
sugerem que a incubacao de 100 uM de DHT interfere com as vias de vasorelaxacao dos dois
agentes, potencializando o efeito do SNP e reduzindo o da T. O efeito da concentracio de T
depende da condicdao experimental, isto é, na incubacao, e consequente concentracao do
agente incubador utilizado (DHT), ou auséncia dela. Em artérias pré-contraidas com KCl e
incubadas com DHT, o efeito do SNP foi superior quando comparado com o controlo, para
as duas concentracoes de DHT utilizadas, no entanto o efeito da T foi semelhante. J4 para o
KCl, o efeito da concentracdo depende da condicao experimental, ou seja, da incubacao e
concentracdo de DHT.

Resumindo, o SNP e a T atuam através de vias independentes para induzir a
vasorelaxacdo. As artérias continuam responsivas apos a incubagao. A incubagcao com DHT
interfere com a vasorelaxacao induzida pela T apo6s contracao com 5-HT, talvez através da
ligacdo aos recetores de androgénios, tendo em conta que a DHT ¢é mais biologicamente
ativa do que a T e se liga com 2 vezes mais afinidade ao RA tal ocorre porque a DHT difere
da T pela auséncia de uma tnica ligacado dupla num dos anéis [136, 137]. Ja a incubacdo com
100 uM de DHT parece estimular a resposta das artérias ao NO, potencializando o efeito do
SNP. Em relacdo a contracdo induzida pelo KCl, o efeito a longo prazo da DHT parece
interferir apenas com a vasorelaxacao induzida pelo SNP aumentando o seu efeito, o que
faz sentido porque tal como foi anteriormente dito a DHT é um androgénio mais potente
que a T, e sendo a T capaz de modular os canais de K*, nomeadamente o BKc, e Ky devido a
ativacao do PKG e juntamente com a ativacao do PKG pelo SNP, ocorre a hiperpolarizacao

da membrana e consequente uma maior vasorelaxacao produzida pelo SNP [127].

Posteriormente foram realizados estudos computacionais para avaliar o modo de

acao da T sobre a atividade da GC.

Anteriormente, Cairrao et al. analisou o efeito da T e do ANP e demonstrou que a T
induz o aumento do cGMP [62, 127]. Além disso, também demonstrou que o efeito rapido
da T é semelhante ao observado para o ANP. Contudo, os autores nao conseguiram
demonstrar o mecanismo/recetor pelo qual a T provoca o aumento da concentracdo
intracelular do cGMP. Porém o mecanismo pelo qual o ANP provoca o aumento intracelular
do CGMP parece envolver a ativacao do recetor A do péptido natriurético (NPR-A) [138].

Assim, e uma vez que, a SGC e o recetor A da ANP (NPR-A) sao moléculas envolvidas na
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vasodilatacdo, foram o alvo escolhido para a experiéncia do docking molecular com o intuito
de esclarecer o modo de acdo da T na via nao genémica. Contudo como o NPR-A nao esta
disponivel na PDB, tivemos de analisar o NPR-C. Além disso, estudos recentes tém sugerido
que a ativacdo do NPR-C parece estar envolvida nos efeitos vasodilatadores do péptido
natriurético C (CNP) [139].

Relativamente aos resultados da analise do docking molecular, resultados indicam
que a T se liga ao centro ativo da sGC, embora nao tao bem quanto ao ligando natural HEM,
mas o mesmo nao se verifica no NPR-A. Quando comparado com o ligando natural, a ligacao
da T ao sGC também envolve a interacdo com trés residuos de aminoécidos e ha também a
formacao de 1 ponte de H, porém, essas interacées ocorrem a uma distancia maior quando
comparada com o ligando natural HEM. Os resultados do docking molecular indicam que a
T tem afinidade com o sGC mas 0 mesmo nao acontece com o NPR-C, o que é confirmado
pela energia de ligacao. Quanto mais baixa for a energia de ligagdo, mais estavel e mais forte
é a ligacao [118]. A energia de ligacdo da T a sGC (-9.89kcal/mol) é mais baixa do que
quando ocorre a interacdo da T com o centro ativo do NPR-C (26400.0 kcal/mol). Tal
acontece porque o recetor isolado possui uma cauda citoplasmatica curta que carece de um
dominio catalitico GC. Contudo, nao podemos excluir a possibilidade da ligacdo da T ao
dominio catalitico, uma vez que o recetor utilizado nao tem. Embora o docking molecular
seja apenas uma simulacdo, os resultados obtidos sugerem que a T age sobre a sGC,
competindo com o HEM pelo seu centro ativo. Em suma, quanto ao NPR-C, excluimos a
possibilidade de ocorrer ligacdao extracelular, mas h& a possibilidade de ocorrer ligacao

intracelular da T ao dominio catalitico, envolvendo a T livre na circulacao.
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Capitulo VI — Conclusao

Este trabalho analisa pela primeira vez os efeitos da T em células de cordoes
umbilicais de maes portadoras de hipertensdo gestacional, e contribui para um
conhecimento mais aprofundado dos efeitos deste androgénio nesta patologia. Foi
demonstrado que a T provoca um efeito celular contratil no grupo com hipertensao
gestacional, ao contrario do que acontece no controlo. O efeito a longo prazo da DHT
também foi avaliado e verificou-se que em células do grupo com hipertensao gestacional
quanto menor for a concentracdo de incubacdo de DHT maior o efeito de contracio
observado. Ja4 no grupo controlo, foi observado um efeito relaxante superior para a
incubacao de 10 nmol/L de DHT quando comparado com as outras incubacoes.

No referente aos estudos de reatividade vascular podemos concluir que o efeito
vasorelaxante da T depende das vias eNOS e COX, sendo que este efeito também depende
do agente contratil utilizado. Também foi observado, tal como esperado, que a T nao
partilha a mesma via que o SNP, e que a incubacao com DHT interfere com a resposta da T,
diminuindo o seu efeito vasorelaxante; tal acontece porque a DHT é um androgénio mais
potente que a T, aumentando o efeito vasorelaxante da SNP através da modulagdo dos
canais de K*. Por tltimo, através do docking molecular, concluiu-se que a T compete pela
ligacdo ao centro ativo da sGC mas essa ligacdo nao € tao estavel e forte quando comparada
a do ligando natural HEM, o que sugere que a via nao genémica pode ser desencadeada pela
ligacdo da T a sGC. Por outro lado, vimos que a T n3o se liga ao recetor clearance do ANP
selecionado para o docking molecular (NPR-C), no entanto pode existir ligacao intracelular,
envolvendo a T livre em circulacdo, ao dominio catalitico.

Assim, este estudo permitiu concluir que a T provoca a contracao das células do
musculo liso na hipertensao gestacional e em amostras da AUH normotensas o seu efeito é
parcialmente dependente das vias do NO e COX, sendo a sua vasorelaxacao afetada pelo
efeito a longo prazo da DHT. Por ltimo, os estudos computacionais sugerem que a via nao
genémica pode ser desencadeada pela ligacdo da T a sGC. Explorar o papel da T na
hipertensao gestacional, nomeadamente, na contratilidade celular de amostras da AUH de
mulheres e, porventura, futuramente homens trans com esta condicdo, oferece uma
oportunidade para melhor perceber de que forma esta hormona afeta as DHG, melhorar o

diagnostico e tracar planos de risco ajudando assim a melhor a saade maternal.
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Endothelial Pathways Involved in the Vasorelaxant
Effects of Testosterone in the Human Umbilical Artery
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Hypertensive disorders of pregnancy (HDP) represent the most
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this project aims to evaluate the effects of T on nitric oxide and

cyclooxygenase signaling pathways. The model chosen was HUA,
and contractility experiments were performed using an organ bath
system. L-NAME (an inhibitor of eNOS) and Indomethacin (an

inhibitor of COX-2) were used to analyze contractile responses.
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Figure 1. Percentage of relaxation of human umbilical artery rings with in (5-HT) and ium chloride (KCI) in the presence of L-NAME and Indomethacin and exposed to cumulative
doses of (1-100 pmol/L, presented as Log [T]). Each column represents the mean value, the lines the S.E.M. and the dispersion dots each n. * Represents statistical differences

between T and control (Two Way ANOVA followed by Holm-Sidak post hoc tests); # between all T concentrations (Two Way ANOVA followed by Holm-Sidak post hoc tests).

Conclusion

« In arteries pre-contracted with 5-HT, a decreased T effect by 14% was observed in the highest concentration in the presence of
inhibitors compared to endothelium-intact rings. The decrease in T vasorelaxant effect in the presence of the two inhibitors seems to be
additive being similar to the effect observed in endothelium-denuded arteries.

« In arteries pre-contracted with KCI, the presence of endothelium and inhibitors of eNOS and COX-2 doesn’t change the T vasorelaxant

response.
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