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Resumo

Atualmente o plastificante bisfenol A (BPA) é um dos quimicos produzidos em maior
volume mundialmente.O BPA esta presente em plasticos policarbonatos e resinas
epoOxi, comumente utilizado em produtos de armazenamento alimentar, industriais,
médicos,etc. Estudos recentes investigam as propriedades disruptivas do BPA, contudo
no que diz respeito aos efeitos cardiotoxicos, a maioria sdo epidemiologicos, nao
existindo suficiente entendimento do modo de acdo deste composto em modelos

humanos.

Neste sentido, o objetivo geral do presente trabalho consistiu no estudo do efeito do
BPA no tonus arterial e na analise dos possiveis mecanismos envolvidos neste efeito.
Para atingir esse objetivo foram delineados os seguintes objetivos especificos: 1)
Realizacdo do isolamento e cultura de células musculares lisas da artéria umbilical
humana (HUASMC); 2) Analisar o efeito do BPA em artérias umbilicais humanas
(HUA) sem endotélio-efeito direto; 3)Analisar possiveis mecanismos envolvidos no
efeito do BPA em HUA, principalmente o envolvimento dos nucleétidos ciclicos e dos
canais de célcio- estudos de mecanistica; 4)Analisar o efeito do bisfenol A na expressao
de diferentes proteinas contracteis nas HUASMC por Real time-PCR; 5)Analisar
computacionalmenteaa interacio do BPA com proteinas envolvidas nas vias de
sinalizacao endotelial. Os nossos resultadosdemonstraram que a exposi¢ao a BPA pode
modificar a resposta vasorelaxante do HUA, interferindo com a via NO (6xido nitrico)
/sGC (guanilciclase soltvel) /cGMP (guanosina monofosfato ciclica) /PKG(proteina
cinase G) através da modulacao do sGC e ativacao dos canais BKCa (canais de potassio
de alta condutancia ativados por célcio). Além disso, o BPA parece modular a atividade
e expressao dos VOCC do tipo L. Portanto, as nossas descobertas sugerem que o BPA
pode ser um indutor de perturbacgoes hipertensivas da gravidez, tais como hipertensao

gestacional e pré-eclampsia.

Palavras-Chave

BPA,disruptor enddcrino, toxicidade cardiovascular, contractilidade
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Abstract

Currently the plasticizer bisphenol A (BPA) is one of the most widely produced
chemicals worldwide. BPA is present in polycarbonate plastics and epoxy resins,
commonly used in food storage, industrial, medical, etc. Recent studies investigate the
disruptive properties of BPA, however regarding cardiotoxic effects, most are
epidemiological, and there is insufficient understanding of the mode of action of this

compound in human models.

In this sense, the aim of the present work was to study the effect of BPA on arterial tone
and to analyze the possible mechanisms involved in this effect. To achieve this purpose,
the following specific objectives were outlined: 1) Perform isolation and culture of
human umbilical artery smooth muscle cells (HUASMC); 2) Analyze the effect of BPA
on human umbilical arteries (HUA) without endothelium- direct effect; 3) Analyze
possible mechanisms involved in the effect of BPA on HUA, mainly the involvement of
cyclic nucleotides and calcium channels- mechanistic studies; 4) To analyze the effect of
bisphenol A on the expression of different contractile proteins in HUASMCs by Real
time PCR; 5) To computationally analyze the interaction of BPA with proteins involved
in endothelial signaling pathways. Our results demonstrated that BPA exposure can
modify the vasorelaxant response of HUA by interfering with the NO (nitric oxide)/sGC
(guanyl cyclase soluble)/cGMP (cyclic guanosine monophosphate)/PKG (protein
kinase G) pathway through modulation of sGC and activation of BKCa(large
conductance calcium-activated potassiumchannels). In addition, BPA appears to
modulate L-type VOCC (voltage operated calcium channel) activity and expression.
Therefore, our findings suggest that BPA may be an inducer of hypertensive disorders

of pregnancy, such as gestational hypertension and preeclampsia.

Key words

BPA, Disrupting compound, cardiovascular toxicity, contractility
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1. Introducao

1.1. Doencas Cardiovasculares

De acordo com os dados da Organizacao Mundial da Satide (WHO) a primeira causa de
morte mundial sdo as doengas cardiovasculares [1]. Estas doencas sao todas aquelas
que envolvem o coracao e o sistema circulatério, um grupo heterogéneo cuja causa de
desenvolvimento é muitas vezes a aterosclerose [2]. A maioria destas doencas é cronica
e assintomatica por um longo periodo de tempo. Geralmente s6 com a progressao da
doenca é que surgem os primeiros sintomas oude imediato morte subita, sendo esta a
principal causa de mortalidade prematura em todo o mundo[3]. Até ao ano de 2030
estima-se que 23,6 milhGes de pessoas morram de doencas cardiovasculares(CVD) por
ano. Embora haja uma tendéncia suave para diminuir a mortalidade e a incidéncia de

CVD no noroeste e sul da Europa [1, 4].

As doencas cardiovasculares sao causadas por multiplos fatores, alguns dos quais
invariaveis, como € o caso da idade, género e heranca genética e outros variaveis, ou
seja, aqueles sobre os quais temos influéncia, tabagismo, inatividade fisica, pobres
héabitos alimentares, elevada pressao sanguinea, diabetes tipo 2, dislipidemia e

obesidade [4, 5].

Em paises desenvolvidos, o controlo de fatores de risco e o tratamento apropriado para
as doencas sao responsaveis pela reducao da taxa de mortalidade por CVD em cerca de

45-75% e 25-55% respetivamente [4].

A prevaléncia de doencgas cardiovasculares nas mulheres é relativamente inferior a dos
homens, quando a idade € inferior a 50 anos. Uma vez que, a mulher pré-menopausal
possui um menor risco para doengas cardiovasculares do que o homem, contudo o risco

depois da menopausa € idéntico em ambos [6, 7].

Relativamente as diferencas de género, é importante ressaltar que, embora o
monitoramento geral das doencas seja similar para ambos, existem varia¢oes a nivel
patofisiologico, sintomas, eficicia de testes diagnostico e resposta a intervencoes
farmacologicas [8]. Na tabela 1 estdao algumas das caracteristicas distintas entre o sexo

feminino e masculino [8].



Tabela 1-Distin¢ao de parametros fisiologicos com base no género.

Parametros Diferencas de género

O tamanho dos vasos é menor nas
mulheres do que nos homens;

O ventriculo esquerdo das mulheres é
Caracteristicas anatémicas menor do que o do homem;

As mulheres tém melhor funcao
sistélicae menor complacéncia diastoélica

relativamente aos homens.

O estrogénio ¢é predominantemente
Diferencas hormonais influente na mulher e a testosterona no

homem.

As mulheres tém uma atividade
Diferencas na funcao cardiovascular simpatica menore parassimpatica maior

comparando com os homens.

O sexo feminino tem uma pulsacdo e um
Adaptacoes cardiovasculares output cardiacos aumentados em relacao

ao masculino.

L O intervalo PR do ECG ¢ menor nas
Achados eletrocardiograficos
mulheres do que nos homens.

H4 um fator, que embora nao tenha sido mencionado acima, merece ser destacado,
uma vez que a sua conexao com as CVDs tem aumentado, que é a influéncia de
contaminantes ambientais, como os compostos disruptores endoécrinos na saude

humana [9].

1.2. Compostos disruptores enddcrinos

Ao longo da vida, o ser humano esta exposto a uma enorme variedade de produtos
quimicos que podem contribuir, como componentes nao hereditarios, para situagdes
patolégicas[10].Entre todos esses compostos,aqueles que emergiram como potenciais
moduladores da fisiologia cardiovascularsao os disruptores endocrinos e dada a sua

ubiquidade no ambiente torna-se importante o seu estudo [10-13].



Os compostos disruptores endocrinos (EDC)segundo a Agéncia de Protecio Ambiental
Norte-Americana sdo compostos sintéticos ou naturais, presentes no ambiente, que
tém a capacidade de interferir em acdes do sistema enddcrino, pela mimetizacao ou
antagonizacao da acao de hormonas endogenas, acoes essas como a sintese, transporte,
ligacdo ou eliminacdo de hormonas responséaveis pela homeostase, reproducao e/ou
desenvolvimento[14-16].Inicialmente pensava-se que os EDC atuavam principalmente
em recetores nucleares hormonais, incluindo recetores de estrogénio (ERs),
androgénios (ARs), progesterona, tiroide (TRs), retinoide (RXRs) entre outros [16, 17].
Contudo, atualmente, sabe-se, que os mecanismos sao muito mais extensos do que se
pensava originalmente [16].Assim,o0s disruptores endocrinos podem atuar por meio de
recetoresnucleares, recetores de hormonas esteroides nao nucleares (por exemplo, ERs
de membrana), recetores nao esteroides (recetores de neurotransmissores como o
recetor de dopamina ou recetores adrenérgicos) e recetores 6rfao(por exemplo, recetor
de hidrocarboneto de aril (AhR)).Os recetores 6rfaos caracterizam-se pela falta de
ligandos fisiolégicos especificos, no caso do AhR, a funcao ainda nao foi clarificada,
contudo modelos animais indicam que é importante para o desenvolvimento
normal[18, 19].Para além da atuacdo via recetores, também podem atuar por vias
enzimaticas envolvidas na biossintese e/ou metabolismo de esteroides e varios outros

mecanismos[16, 20].

A maioria dos efeitos prejudiciais dos EDCs é atribuida a sinalizacdo hormonal
mediada por recetores hormonais nucleares, dos quais se destacam o ERa e o ERp,
estes recetores sao ativados pela interacao com pequenas hormonas lipofilicas como as
hormonas esteroides sexuais. Sendo assim, como os EDCs também s3o pequenos
compostos lipofilicos, uma via privilegiada de atuacaoé através da interacao direta com
os recetores nucleares, perturbando ou modulando a expressao génica [17].0s efeitos
dos compostos disruptores endoécrinos que mais prejudicam a saude sao aqueles que
envolvem a sua interferéncia com hormonas de sinalizacado mediadas por recetores
hormonais nucleares(NHRs).Os NHRs regulam conjuntos de genes envolvidos em
funcdes fisiologicas essenciais, como crescimento e diferenciacio celular,
desenvolvimento, homeostase ou metabolismo [20].Como consequéncia, a sinalizacao
NHR disfuncional(ou seja, mutacdo do recetor ou exposicido inadequada de
contaminantes ambientes) muitas vezes leva a doencas reprodutivas, metabolicos e
proliferativas incluindo cancros hormonais, infertilidade, obesidade, diabetes, entre

outras [20].



Este grupo de compostos disruptivosé altamente heterogéneo e inclui quimicos
sintéticos utilizados como solventes/lubrificantes industriais, plasticos (BPA, bisfenol
A), plastificantes(ftalatos), pesticidas (DTT,
diclorodifeniltricloroetano),fungicidas (vinclozolin), agentesfarmacéuticos
(DES, dietilestilbestrol)ecosméticos (OMC,octilmetoxicinamato) [16, 17, 21, 22].
Também alguns quimicos naturais encontrados em alimentos humanos e animais
(fitoestrogénios, incluindo genisteina e coumestrol) podem atuar como disruptores
endocrinos. Embora na generalidade estas substancias se julgassem possuir uma
afinidade baixa para os recetores endocrinos, estas sdo consumidas em larga escala e

fazem parte de formulas infantis de leite[16], o que constitui um motivo de alarme.

Considerando as caracteristicas estruturais dos EDC, estas sao muito distintas de uns
para outros e por isso é dificil estabelecer uma relacao entre eles, contudo a maioria

possui uma pequena massa molecular (<1000 Daltons) [15, 16].

As fontes de exposicio a compostos disruptores endocrinos é diversa e varia
globalmente.A exposicdo humana aos EDCs est4 em constante evolucdo, uma vez que
alguns destes foram banidos h& décadas enquanto outros foram retirados mais
recentemente, sendo essa selecao diferente de pais para pais [16]. Recentemente, o
estado Norte-Americano Hawaii, baniu a utilizacdo de dois componentes principais dos
protetores solares, oxibenzeno(BP-3) e OMC, de forma a proteger os recifes corais [23].
Contudo esta decisao esté a ser alvo de contestagcdo, uma vez que se julga que o uso de
protetores solares venha a ser reduzido e consequentemente aumentem os problemas

dermatologicos resultantes da exposicao solar [24].

Alguns EDCs foram desenhados para ter longas semividas, o que era benéfico para o
seu uso industrial, porém isso provocava deterioracao da vida humana e animal. Como
estas substancias nao sdo removidas do organismo facilmente, isso podera significar
que nao sdao metabolizadas, ou podem ser metabolizadas ou quebradas em compostos
mais toxicos do que o composto do qual derivam, como é o caso doOMC cujos produtos

resultantes da fotdlise julgam-se mais toxicos que o composto inicial.[15, 16, 22].

A exposicao aos disruptores endocrinos pode ter diferentes consequéncias num adulto
ou num feto em desenvolvimento, dependendo os efeitos também da fase da vida em
que estiveram expostos. Outro dos problemas é a laténcia da exposicao, conceito de que
existe uma fase de laténcia entre o tempo de exposicao e a manifestacao da desordem
endocrina, ou seja, as consequéncias da exposicao a EDCs podem nao ocorrer logo na
fase inicial de desenvolvimento ou apenas na vida adulta [15, 16]. H& que ter também

em consideracao as misturas as quais estamos expostos, uma vez que diferentes classes



de EDCs podem ter efeitos aditivos ou até sinérgicos.No referente adinamica dose-
resposta nao tradicional, existem varias propriedades de compostos disruptores
endocrinos que causaram controvérsia. Primeiro, niveis baixos infinitesimais de
exposicao, ou melhor qualquer nivel de exposicdo pode causar anomalias end6crinas e
reprodutivas, particularmente se a exposicao ocorre durante uma janela critica de
desenvolvimento [16]. Notavelmente, doses baixas podem até exercer um efeito mais
potente do que doses mais elevadas[16]. Em segundo lugar, os EDCs podem exercer
fungdes nao tradicionais em curvas dose-resposta, como U invertido ou curvas em
forma de U [17].Ambos os conceitos foram conhecidos pelas a¢des de hormonas e
neurotransmissores, mas apenas na ultima década comecaram a ser apreciados para os
EDCs.

O processo de excrecio dos EDCs esta altamente dependente da natureza das
sustancias quimicas. Além disso os compostos toxicos e/ou disruptivos podem ser
classificados como persistentes ou nao persistentes[15]. Se for considerada nao
persistente normalmente prevé-se que a sua metaboliza¢dao ocorra no figado e que os
metabolitos sejam eliminados do corpo através da urina e fezes. Noentanto, disruptores
que persistem, acumulam-se em vérias partes do corpo, especialmente em locais ricos
em gordura, onde depois se libertam lentamente. Uma das vias de excrecdao destas
substancias(DDT,PBBs,entre outros) € através do leite materno, passando da mae para

o feto[15, 25].

1.3. Bisfenol A (BPA)

1.3.1. Propriedades Fisico-Quimicas

O bisfenol A(BPA), designado como 4,4 -(propano-2,2-diil) difenolpela ITUPAC,é um
fenol formado por um residuo hidroxilo diretamente ligado a um anel aromatico (Fig.
1), cuja féormula quimica é C,sHisO.e peso molecular 228.29 g/cms.As suas
propriedades conferem aos plasticos um aumento da resisténcia térmica e elasticidade
e, por esse motivo continua a ser utilizado. Relativamente a usa aparéncia o BPA é uma
substancia solida, branca e cristalina cujo ponto de fusao é 156°C e o de ebulicao 220°C
(a uma pressao de 5 hPa). Para além disso, este apresenta boa solubilidade em gorduras
e o inverso em agua. A presenca de grupos hidroxilo determinam uma boa reatividade
do BPA. Tal, como outros fendis, o bisfenol pode ser convertido em éters, esters e

sais [26].
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Figura 1-Estrutura quimica do Bisfenol A (ChemSketch)
1.3.2. Producao e aplicacao

Em 1891 foi sintetizado pela primeira vez pelo quimico AlexenderP.Dianin, e cerca de

40 anos depois comecaram a ser descobertos alguns efeitos estrogénicos [26].

Global e progressivamente o uso do BPA tem aumentado, de tal maneira que se
produzem mais de 10 milhGes de toneladas por ano[27]. O BPA esta presente em 95 %
dos productos que contém resinas epoOxi e policarbonatos, como recipientes
alimentares, garrafas, brinquedos, productos dentarios, CD, DVD e canos de agua. Para
além disso, também é usado na producao de cloroeteno e papel térmico utilizados na
manufatura de roupa interior, livros, bilhetes, rolos de cozinha e papel higiénico [28-
30]. O seu uso em productos consumiveis e médicos, faz com que a exposicdo ao BPA
seja continua, tendo sido detetado na urina em mais de 90% da populacdo norte-

americana [10, 27, 31].
1.3.3. Detecao em amostras bioldgicas

A acumulacdo do BPA no corpo humano pensa-se que se deva a libertacdo dos
polimeros para a comida e agua, quando estes sdo expostos a elevadas temperaturas.
Bem como a utilizacao de detergentes fortes, que causam alteracées no pH e podem

hidrolisar a ligacao éster que liga os monémeros de BPA [32].

Esta acumulacdo verificou-se com a identificacio do BPA no sérum, urina, liquido
amnidtico, liquido folicular, (que se encontra no espaco intercelular do foliculo de
Graaf), tecido placentar e sangue do cordao umbilical[33-38]. Contudo, devido a este
ser um quimico ndo persistente, preferencialmente sdo utilizadas amostras de urina,
uma vez que a concentracdo do composto é mais elevada nestas[10]. Alguns estudos
realizados na Europa mostram que os noruegueses apresentam uma maior
concentracao de BPA na urina, cerca de 4.5 ug/dms, quando esta é comparada a outras

populacoes, como holandeses (2.5 pg/dms) e belgas (2.55 ug/dms)[26, 39, 40].



1.3.4. Exposicao

O grau de exposicdo ao BPA pode variar drasticamente, dependendo de fatores
socioeconomicos, estilo de vida, estatuto médico e vias de exposicao [10].A exposicao
oral é considerada a mais prevalente, com niveis de BPA associados as escolhas
alimentares [10, 41].No geral, diariamente os humanos estdo expostos a concentracoes
entre 0.48 a 1.6 ug/kgpeso corporal/diade BPA através da alimentacao[27].
Surpreendentemente, a autoridade Europeia de seguranca Alimentar,
EFSA,determinou, em 2006, que o nivel de exposi¢ao seguro para os humanos era de
50 ug/kg peso corporal/dia, contudo em 2015 alterou esse limite para 5 pg/kg
peso/dia[42, 43]. No entanto, mesmo este altimo valor esta muito acima da exposicao
diria e vai em contra o que muitos estudos apontam, cujos efeitos adversos surgem a

concentragoes 70 a 5000 vezes inferiores a esse limite[44-46].

No que diz respeito a absor¢ao cutanea e/ou inalacao, estas podem estar associadas a
um nivel mais elevado de exposi¢do de BPA nao conjugado ou biologicamente ativo,
que pode persistir por longos periodos de tempo na corrente sanguinea quando

comparado ao ingerido, que € sujeito a um metabolismo de primeira passagem [10, 47].
1.3.5. Conjugacao, Metabolizacao e Excrecao

No que diz respeito ao plasma, cerca de 90% do BPA encontra-se ligado a proteinas
séricas, no estadoinativo [48]. Também foi demonstrado que o BPA pode penetrar e
acumular-se na placenta humana, a niveis mais elevados do que os detetados no plasma
materno, indicando que as enzimas placentares podem desconjugar o BPA para a sua
forma ativa[10, 36, 49]. Para além disso, estudos posteriores sugerem que o BPA nao
conjugado ou ativo, pode atravessar prontamente através da placenta para a circulacao
fetal [50], e a expressao de enzimas metabolicas responsaveis pela glucuronidacao para
a sua forma inativa encontram-se reduzidas durante o periodo pré-natal[51]. Estudos
adicionais sao necessarios para a compreensao da extensao da exposicao fetal e dos

infantes ao bisfenol A.

A glucurono-conjugacao representa uma via de desintoxicacdo importante porque o
BPA glucuronido, ao contrario do BPA livre, ndo se liga aos recetores de estrogénio e
portanto sdo considerados biologicamente inativos [29, 52].No entanto um estudo
recente demonstrou que as formas conjugadas de BPA podem perturbar respostas
celulares em células de prolactinomas, presumivelmente através de interacdoes com o

ERa da membrana[53].



Uma vez ingerido, o BPA é metabolizado no figado em bisfenolA glucuronido,o
principal metabolito reportado em ratos, pela uridina- 5’-difosfo-glucoronil transferase
(UGT), isoforma UGT2B1,que apresenta uma maior solubilidade[27, 54]. O BPA nos
humanos é rapidamente glucoronidado e excretado na urina, enquanto que nos ratos o
BPA passa para a circulacdo entero-hepatica [55]. No entanto ainda foi sugerido que
ocorre a metabolizacao do BPA a 3-hidroxi BPA (BPA catecol) e a BPA o quinona pelo
citocromo P450sCYPs)[56, 57]. Portanto as enzimas CYP e UGT estao intimamente
relacionadas com o metabolismo e toxicidade nos mamiferos. O BPA glucuronidado é
suficientemente estavel e representa o biomarcador valido de exposicao [41].Para além
disso, o BPA monoglucoronida foi identificada como sendo um metabolito in vivo
predominante em ratos, macacos e humanos. [55, 58]. Ainda se destaca o sulfato do
bisfenol A, um metabolito importante do BPA determinado in vivo, no entanto a

sulfonacgdo representa uma via metabdlica minoritaria [59].

O BPA nao conjugadoé excretado através da bilis ou urina,havendo ainda um estudo

que aponta para que também possa ser excretado pelo suor[60].

i

Urina

Figura 2-Glucuronidacdo do BPA em humanos



1.3.6. Mecanismos de Acao

O bisfenolA, tal como outros disruptores endocrinos interage com recetores
estrogénicos, androgénicos, da hormona tiroideia e recetores ativados por
proliferadores de peroxissoma,eatua como agonista ou antagonista por uma via de
sinalizacdo dependente do recetor. Estas acdes sdo atribuidas a sua estrutura
fenolica [54, 61]. Relativamente aos efeitos relacionados com os recetores estrogénicos,
destacam-se a proliferacdo e migracao de cancros como o da mama e dos ovarios e
aumento do peso corporal [41]. A relacio BPA-AR (recetor de androgénios) esta
associada a efeitos adversos na espermatogénese,esteroidogénese, atrofia dos
testiculos, e alteracoes dos parametros de esperma de adulto, como a contagem de
espermatozoides, motilidade e densidade, em experiéncias com modelos animais e

humanos [62, 63].

Outro dos mecanismos de patogenicidade do BPA, passa pela desregulacao de
fatorestranscripcionais (TF). Particularmente, alguns estudos mostram que a inducao
de TFsadipogénicos, como o PPARy, C/EBPS e Nrf2, desempenha um papel crucial no
efeito obesogénico do BPA[41].

1.3.7. Efeitos e Legislacao

Ao longo destes ultimos anos tem sido uma preocupagao crescente as consequéncias
que a exposicao continua ao BPA tem na satde[14].Até a data mais de 5000 estudos
sobre a toxicidade do BPA foram publicados e indicam que baixas doses do composto
podem levar a efeitos adversos na saiilde humana. Varios artigos denotam a sua acao
toxica, enddcrina, mutagénica e carcinogénica[26, 64]. A nivel reprodutor ha uma
pesquisa exaustiva dos efeitos provocados pelo BPA entre eles estd uma maior
suscetibilidade para os cancros da prostata [65], ovario e do cérvix [66, 67]bem como
aumentou o aparecimento de metéstases [68]. Também ha fortes indicadores que o
bisfenol A esteja associado a endometriose e a sindrome dos ovarios poliquisticos[69 |,
70, 71]. Tanto nas mulheres como nos homens foi identificada uma desregulacdao na
secrecao de hormonas sexuais, bem como degeneracao dos o6citos[72]e diminuicao de

espermatozoides e da sua motilidade [73, 74], respetivamente.

Os elevados niveis de BPA também se encontram associados a uma fung¢do renal
deteriorada bem como uma diminuicao da taxa de filtracao glomerular (GFR)[75]. Para
além disso, o BPA contribui para o desenvolvimento de doencas hepéaticas nado

alcodlicas, nomeadamente a doenca do figado gordo [76]. Adicionalmente o BPA pode



atuar na funcao imune e promover a ocorréncia de algumas doencas relacionadas com
alergias, como a asma, hiper-responsividade bronquica, diabetes mellitus tipo 1,
doencas autoimunes da tiroide [77-79]. As doengas neurodesenvolvimentais, como
desordens do espetro do autismo foram associadas a exposicdo do BPA[80]. Além
disso, o BPA pode aumentar o perimetro abdominal, levar a obesidade e afetar o
metabolismo 6sseo através da disrupcao do metabolismo calcio-fosfato e da reducao da

densidade mineral 6ssea [81, 82]

Estes efeitos adversos levaram a que paises como a Dinamarca e a Bélgica,
restringissem o uso de BPA na constituicdo de embalagens alimentares de criancas
entre os 0 e os 3 anos de idade. A Suécia também limitou o uso de BPA em vernizes e
coberturas de embalagens alimentares para criancas na mesma faixa etaria. Também, a
Austria restringiu o uso de BPA em chupetas e biberons desde Outubro de 2010 [83].
Assim o parlamento europeu estabeleceu uma Diretiva 2009/48/CE para os
brinquedos, onde instituiucertos requisitos aplicveis a substancias quimicas que sao
classificadas como cancerigenas, mutagénicas ou toxicas para a reproducao ao abrigo
do Regulamento (CE) n°1272/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho. O apéndice
C do anexo II da respetiva diretiva estabelece valores-limite especificos para produtos
quimicos utilizados em brinquedos destinados a serem utilizados por criancas com
menos de 36 meses ou noutros brinquedos destinados a serem colocados na boca. O
valor-limite especifico para o bisfenol A é de 0,1 mg/L (limite de migracao). A utilizacao
do BPA em vernizes e coberturas em produtos que envolvem alimentos ndo deve
exceder o valor limite de 0,05 mg por Kg de alimento (limite de migracao) [84]. De
acordo com o Instituto Portugués da Qualidade, foi posto em vigor o Decreto-Lei
43/2011 de 24 de marco, que estabelece a seguranca dos brinquedos e outros,

transpondo a Diretiva acima descrita.

Na figura 3 estdo esquematizados alguns dos efeitos disruptores do BPA no ser

humano.
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Figura 3-Efeitos provocados do BPA no ser humano
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1.4. Efeitos do BPA a nivel cardiovascular

1.4.1. Estudos em animais

1.4.1.1.Estudos In vivo
1.4.1.1.1. Alterac6esmorfo-fisiol6gicase no desenvolvimento do coracao

Vérios fatores como condi¢oes médicas e estilo de vida, de acordo com a agéncia de
controlo e prevencao de doencas, CDC, podem contribuir para o aumento do risco de
doencas cardiovasculares incluindo: diabetes, sobrepeso e obesidade, dietas pouco
saudaveis, sedentarismo e consumo excessivo de alcool. Tendo isto em conta, Patel et.
al (2013) demonstrou que a exposicao de BPA (0.5,5.0 e 200 pg/kg/dia) afeta alguns
parametros morfologicos, nomeadamente em ratos fémeas e machos expostos a
5.0ug/Kg/dia que aumentaram o peso corporal, o indice de massa corporal, a 4rea de
superficie corporal e adiposidade. Adicionalmente a ecocardiografia identificou uma

remodelacdo concéntrica em todos os machos tratados com BPA.

Gear et. al (2015)demonstrou que concentracées de BPA compreendidas entre 2.5-
25000 pg/kg/dia administradas em murganhos com 9o (PND9o) e 180 (PND180) dias
provocaram diminuicao do colagénio no coracdo de murganhos fémeas e um aumento
em murganhos machos com 21 dias (PND21). Para além disso, a incidéncia e gravidade
de cardiomiopatia aumentaram significativamente em fémeas tratadas com BPA em
comparacao com fémeas controlo em PND21, com degeneracio do miocardio

observada em machos e fémeas PND21 e PND9o[14].

Ainda sobre alteragcoes morfologicas, foram observadas por Moreman et. al (2017) em
embrides de peixe-zebra malformacoes no desenvolvimento das larvas expostas ao
BPA(0.1 e 1.0 mg/L), que incluem edema cardiaco, malformagdes da espinha e
deformidades craniofaciais [85]. No mesmo modelo animal, outros autores
demonstraram que a exposicaoao BPA(1000pg/L) e do seu metabolito, MBP
(25ug/L)provocaalteracoes ultraestruturais nas seccoes da valvula auriculoventricular
de embrides peixe-zebra 15 dpf(15 dias apos fertilizacdo).Para além disso, a exposicao
ao BPA(100 e 1000 pg/L) e MBP (2.5 e 25ug/L) em embrides 5 e 15 dpf resultou numa
expressao diferencial significativa, principalmente diminuicdo da expressao quando
comparada com os controlos, numa gama de genes responsaveis pelo desenvolvimento
e funcao de valvulas cardiacas[86]. No que diz respeito a matriz extracelular existente
entre a bicamada de células da valvula, verificou-se um estreitamento da matriz e falta

de colagénio na mesma, nos tratamentos com exposicao elevada de BPA e MBP [86].
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Por outro lado, o processo de cardiogénese também ele, é prejudicado quando ha
exposicao ao BPA na fase embrionéria.Num estudo em peixes zebra adultos os machos
foram expostos a BPA(100 e 2000ug/L) durante a espermatogénese e posteriormente
acasalaram com fémeas nao tratadas[87].Lombo et. al (2015) demonstrou um
aumentou na taxa de insuficiéncia cardiaca dos progenitores até a geracao F2. Para
além disso, foi mostrada uma regulacdo negativa de 5 genes envolvidos no
desenvolvimento cardiaco em embrides F1. O BPA também causou uma diminui¢do nos
mRNAs remanescentes relacionados com o desenvolvimento inicial em
espermatozoides de Fo e F1 [87].Anos mais tarde, o mesmo autor estudou a exposicao
de BPA(2000 e 4o000ug/L) e de BPA combinada com EGCG (epigalocatequina
galato)(50 e 100 uM), onde foram observadas malformacoes cardiacas, principalmente:
edemas cardiacos, defeitos na posicdo das cavidades cardiacas e acumulacao de
sangue.Neste mesmo estudo foi verificado um aumento da acetilacdo de histonas
(especialmente na H3K9 e H4K2) devido a promocdo de um fator crucial da
diferenciacdo de cardiomi6citos, Hand2, em embries de peixes-zebra. Demonstrou-se
assim que as exposicoes de BPA durante as fases iniciais da vida afetam o

desenvolvimento do coracao [88].

1.4.1.1.2. Aterosclerose

O processo de aterosclerose é um dos principais fatores indutores das doencas
cardiovasculares. Tem inicio na disfuncdo endotelial e defeito estrutural, e
posteriormente da-se a acumulacdo de lipoproteinas de baixa-densidade (LDL)
causando lesoes precoces de placas gordurosas [89]. Kim et. al (2014) demonstrou que
baixas doses de BPA (50ug/kg de peso corporal/dia) aceleraram o progresso de
aterosclerose num modelo de murganho sujeito a disfuncdo endotelial e inflamacao
vascular. Nos murganhos sem apolipoproteina E(ApoE-/-), alimentados com BPA via
agua potavel por 12 semanas, verificou-se um aumento do ntimero de lesdes de
aterosclerose na aorta, em comparacdo com o controlo (aqueles que nao foram
expostos ao BPA) [89]. Este artigo estabelece uma associacao entre a baixa dose de

BPA, consistente com a exposicao cronica e continua, e a aterosclerose.

A exposicao perinatal ao BPA (50 mg/kg) foi apontada como causa do aumento da
aterosclerose em murganhos com défice de apolipoproteina E2(ApoE2), em machos
adultos de uma maneira dependente do receptorpregnano X humano (PXR) [90]. Este
recetor foi utilizado pois a sua ativacao pode causar um aumento da aterosclerose em
murganhos com défice de ApoE2. A escolha do modelo animal do recetor baseou-se

exclusivamente no facto de o BPA ser um potente agonista do PXR humano e nao ativar
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o PXR do murganho. A regulacao epigenética de CD36 do acido gordo transportador na
aorta foi apontada como a causa do agravamento da ATH (aterosclerose) em
murganhos machos com défice de ApoE2 submetidos a tratamento com BPA, pois ndo

foi afetado o nivel de lipidos no plasma [90].

Estes estudos indicam que a exposicdo ao BPA pode aumentar a suscetibilidade de
aterosclerose, contudo os mecanismos moleculares ainda ndo estido totalmente

compreendidos.

1.4.1.1.3. Pressao arterial e funcao vascular

Relativamente, a parametros mais diretos indicadores de doencas cardiovasculares,
temos também a pressao sanguinea. Saura et.al (2014) demonstrou em murganhos que
a exposicao oral a BPA (4nM- 400uM) provoca o aumento da pressao sanguinea, assim

como prejudica a relaxacdo da carétida [91].

Por sua vez Belcher et. al (2015) e o seu grupo, mostraram que a exposicao ao BPA
resultou na diminuicdo das pressoes sistolica e média auricular (MAP) em murganhos
machos e fémeas. Além do mais, os machos expostos a concentracoes de BPA acima de
5ug/kg/dia apresentaram uma diminuicdo significativa da pressao arterial sistdlica, o
mesmo se verificou nas fémeas do grupo de maior exposicio ao BPA
(5000ug/kg/dia)[92]. No mesmo artigo ainda sao descritas experiéncias usando o
agonista adrenérgico fenilefrina, que revelaram que o BPA aumentou a bradicardia
reflexa em fémeas, mas nao em machos. Ainda se verificou um aumento da
sensibilidade dos efeitos cardiotéxicos do agonista a-adrenérgicoisoproterenol em
fémeas expostas ao BPA e naquelas expostas a EE(~0.02, 0.2 e 0.15ug/kg.dia) (17a-
etinilestradiol). O mesmo nao se verificou nos murganhos machos expostos ao BPA ou

EE, estes foram protegidos de dano isquémico induzido por isoproterenol e hipertrofia

[92].

1.4.1.1.4. Alteracao da frequéncia cardiaca

A variabilidade da frequéncia cardiaca (HRV) reflete as mudancas de batimento em
intervalos RR, que estdo relacionados com a interacdo entre dois bragos do sistema
nervoso autébnomo: o sistema nervoso parassimpatico e simpatico [93]. Alteracoes na
HRYV podem ocorrer como resposta a stress mental ou fisico, a doencas cardiacas ou
nao cardiacas, ou ao tratamento farmacolégico ou invasivo[94, 95].Para além disso, o

desequilibrio do sistema nervoso auténomo, com uma mudanca para o aumento
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simpatico e diminuicao do tonus vagal, foi associado a um maior risco de mortalidade
cardiaca[94].Por esta razao, a HRV tornou-se uma ferramenta importante para

identificar pacientes em risco de morte cardiovascular.

1.4.1.1.5. Alteracoes Hematologicas

VariagOes em parametros, como o hematocrito (Hct), o volume de globulos vermelhos
(RBCs) no sague total, e hemoglobina(Hb) estao associados a ummaior risco de doenca
cardiovascular. Além disso, ha o fator a induzivel por hipoxia, que desencadeia
eritropoiese, angiogénese e aumenta as vias glicolicas durante a hipoxia, e cuja

interacao com o BPA in vitro estd documentada[96, 97].

Num estudo realizado em embrides de peixe-zebra, Cypher et. al (2015) testou se a
resposta cardiovascular era alterada pela presenca de BPA. Os resultados mostraram
que a densidade dos globulos vermelhos (RBC) aumentou 35 % nos casos onde se
aplicou apenas a hipoxia, mas diminui 48% com a adi¢do de 0,25 mg/L de bisfenol A.
Embora a vascularizacdo do tecido nao tenha sido afetada pela propria hipoxia, esta
diminuiu 37% com a adicdo da mesma concentracdo acima mencionada. Também é
importante mencionar que o didmetro e velocidade de hemécias nas artérias foram
mais responsivos do que as das veias quando expostas ao BPA durante a normoxia e a
hipoxia. Quando foi adicionado 1mg/L. de BPA, a velocidade de hemacias arteriais
diminui 40 % nos estados de normoxia e hipoxia. Em suma, Cypher et. al demonstrou
que o BPA e a concentraciao baixa de oxigénio(hipoxia) induzem bradicardia grave e
uma reducao no débito cardiaco com uma curva dose-efeito em U invertido [96].Apos 3
anos deste estudo Cypher et. al estudou a exposicao simultanea de BPA e hipoxia e se
eles podem alterar a funcao cardiovascular de uma que difere dos efeitos individuais. A
velocidade dos globulos foi 25 % menor com 0,01ug/L de BPA e hipoxia quando
comparada ao controlo hipoxico. A concentragao de bisfenol e oxigénio interagiram e
afetaram parametros vasculares, particularmente a velocidade das hemécias arteriais
[98].
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1.4.1.1.6. Miocardite e Pericardite

A Organizacao Mundial da Satde define a miocardite como uma doenca inflamatoéria
do miocardio, musculo cardiaco, que pode ocorrer isoladamente ou como parte de
distirbios imunes mediados por multiplos 6rgaos/sistémicos ou por reacoes a
substancias exogenas/endbégenas[99, 100].Enquanto a pericardite é a inflamacdo do
pericardio, uma membrana dupla que envolve o coracdo e pode ser infeciosa ou
secundaria a uma doenca sistémica[101]. O pericardio normal protege, restringe o

coracao e ¢ um determinante importante dos padroes de enchimento cardiaco[102].

Bruno et. al (2019) demonstrou que a exposicao a elevadas doses de BPA aumenta o
risco de murganhos fémeas sofrerem de miocardite, com uma curva dose-efeito em
forma de U invertido. Acredita-se que certas drogas exdgenas/radiacdo/quimioterapia
tenham curvas de dose-resposta lineares; no entanto esse nao é o caso das hormonas.
Os EDCs tém as mesmas caracteristicas das hormonas , uma delas é uma curva dose-
efeito em forma de sino, U invertido, que é denominada hormesis, uma vez que baixas e
altas concentracoes de EDC tém um efeito prejudicial a saide , enquanto um nivel
médio ou moderado é o mais indicado para a saude[15, 103].0 risco aumentado de
miocardite deve-se a uma diminuicao significativa de Era(recetores alfa de estrogénio)
e um aumento da expressao de ER} no coracao de ratos fémeas. O que esta de acordo
com outro estudo que disse que o BPA provocava aumento dos niveis de ER} promove
arritmias e piora a funcao cardiaca, enquanto o ERa possuia um efeito protetor. Além
do mais, verificou-se um risco aumentado de pericardite viral, uma inflamacao das

camadas pericardicas devido a desgranulacao dos mastocitos [103, 104].

Conclui-se pela anélise dos estudos in vivo que o BPA parece provocar alteracoes
morfologicas desde edemas cardiacos a acumulacao/ ou diminuicao de colagénio em
tecido cardiaco de forma sexualmente dimoérfica, ao aumento de peso corporal e
inclusive do coragdo. Para além disso, verificou-se que o BPA altera a pressao arterial
de forma dimorfica. No que diz respeito a doencas cardiovasculares, o BPA apresenta
uma associacao positiva com o surgimento de aterosclerose, miocardite e pericardite. E,

nao menos importante verificou-se uma ligacao entre o BPA e as arritmias cardiacas.
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1.4.1.2. EstudosIn vitro
1.4.1.2.1. Alteracoes morfo-fisiologicas e no desenvolvimento do coracao

Para além das doencas propriamente ditas, o BPA (5000ug/kgedia) pode causar
também alteracoes a nivel tecidual como Belcher et. al (2015) verificou. No mesmo
estudo o autor observou alteragdes sexualmente dimorficas na composicao da matriz
extracelular de colagénio, aumento da fibrose e evidéncias de remodelacao relacionada

a exposicao ao composto [92].

Patel et. al (2013) ainda estudou algumas proteinas essenciais no processo de contracao
e relaxacdo como é o caso da ATPase2a proteina do reticulo sarcoendoplasmico
(SERCA), permutador de Na* e Ca2+,fosfolambano (PLB) e calsequestrina2. Nesse
estudo foram observadas em coracoes de ratos alteracOes na expressdo destas
proteinas, que sugerem um aumento da mobilidade do célcio nos machos e uma
reducdo da mobilidade nas fémeas, achados que suportam as alteracoes da funcao
cardiaca. Também foi verificado um aumento da expressao da DNA metiltransferase 3a
em todos os machos expostos ao BPA e em fémeas expostas a 0.5 ug/kg/dia, e que essa
expressao diminui em fémeas expostas a 100ug/kg/dia. A metilacao global do DNA foi
aumentada em machos expostos a 0.5 ug/kg/dia. Para além disso, verificou-se que o
BPA afetou a metilacao epigenética do DNA da ilha de calsequestrina 2 CpG de uma
forma dependente do sexo [105].Este estudo sugere entdo, que a exposi¢ao continua ao
BPA tem impacto na estrutura/funcao cardiaca, expressao de proteinas e mecanismos
de metilacao de DNA.

O papel do BPA no stress tecidual foi avaliado por Filice et. al 2021 no coracao de
peixes-dourados, ao analisar o stress e os marcadores pro-apoptoéticos, como HSPs, Bax
e citocromo C em extratos cardiacos. Os resultados mostraram que apesar da expressao
inalterada de Hsp70 e Hsp9o na presenca de BPA 1ouM, esta diminuiu
significativamente em animais expostos a 25uM no mesmo periodo de tempo. No
entanto, eles revelam a hipotese de que a apoptose é ativada em baixas concentracoes
do composto disruptor endocrino, explicada pelos niveis aumentados dos marcadores
pro- apopticosBax e Citocromo, detetados apos a exposicao a 10uM de BPA, mas nao a
25uM. Este mesmo estudo mostrou niveis de peroxidacao lipidica inalterados, niveis
aumentados de OMP (proteinas modificadas por oxidacao) e atividade aumentada de
SOD (superdxido dismutase) em coragoes de peixinhos dourados expostos a 10uM, o
que sugere que, na presenca de baixas concentracoes de BPA, um aumento de SOD
pode contribuir para neutralizar a peroxidacdo lipidica. Por outro lado, em altas

concentracoes de BPA, nao apenas a peroxidacao e o OMP diminuiram, mas também a
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atividade da enzima antioxidante [106]. Assim sendo, ficou demonstrado que o BPA
pode ser indutor de condigoes de stress para o coragao resultando em alteragoes morfo-

funcionais deletérias dependentes da concentracao e do tempo de exposicao.

Em 2020, Zhou et. al mostrou que 1ooug/L de BPA quando combinados com
2000ug/L de perfluorooctanossultonato (PFOS), um poluente organico persistente,
resultaram num espessamento interventricular relevante em coracoes fetais de rato e
um aumento significativo nos niveis gerais de colagénio. Além disso, exposicoes
individuais e combinadas a 10 ng/mL de BPA e 100 ng/mL de PFOS durante a
diferenciacao de células embrionarias podem aumentar o tamanho dos cardiomidcitos,
aumentar a expressao do colagénio e danificar as mitocondrias. Para resumir, a
exposicdo combinada destes compostos pode levar a efeitos adversos no
desenvolvimento do coracdo e a interacao entre PFOS e BPA pode afetar o coracao fetal

de rato [107].

No que toca a mecanismos epigenéticos, Patel et al. realizou um estudo onde verificou
mudancas na expressao de proteinas da homeostase do calcio, sugerindo um aumento
da mobilidade do calcio nos ratos machos e reducdo da mobilidade do calcio nas
fémeas, corroborando as alteracbes do BPA na funcao cardiaca. A expressao da DNA
metiltransferase 3a foi aumentada em todos os machos expostos ao BPA (0.5, 5.0 € 200
ug/kg/dia) e fémeas expostas a 0.5ug/kg/dia e reduzida em fémeas expostas a
200ug/kg/dia. Finalmente, a metilacdo global do DNA foi aumentada em machos
expostos a 0.5ug/kg/dia[105].Este estudo sugere assim, que a exposicao continua ao
BPA altera a estrutura e funcgOes cardiacas, expressao proteica e marcadores de

metilacao epigenéticos de DNA em machos e fémeas.

1.4.1.2.2. Pressao arterial e funcao vascular

A pressao arterial elevada, também designada de hipertensao, de acordo com a WHO e
a CDC,da-se quando esta é maior que o valor de referéncia dado como “normal”.
Geralmente a pressao sanguinea € escrita como dois nuimeros, o primeiro deles
corresponde a pressao sistolica, quando o coracdo contrai e o segundo, pressao
diastolica quando o coracdo relaxa. Odiagnostico é atribuido, quando ap6s dois dias de
medicOes, a pressao sistolica foi superior a 140 mmHg e a diastélica superior a 9o
mmHg. Relativamente a hipotensdo, esta é uma diminuicdo da pressdo arterial
sistémica abaixo dos valores aceites. Embora, nao esteja estabelecido um valor
hipotensivo padrao aceite, as pressoes inferiores a 90/60 mmHg sdo consideradas

hipotensivas [108].
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Saura et. al (2014) demonstrou in vivo uma associagao positiva entre a exposicao ao
BPA e o aumento da pressao sanguinea. Porém no mesmo estudo realizou experiéncias
in vitro de forma a descobrir o mecanismo envolvido.Os resultados mostraram um
aumento dependente da dose, de angiotensina II e de marcadores do stress oxidativo
em murganhos tratados com BPA(4nM a 4oum em agua consumivel)[91].0s processos
inflamatorios e o stress oxidativo podem contribuir para o desenvolvimento de
hipertensao, remodelacao cardiaca e doencas cardiovasculares[10]. Assim Saura et. al
também sugeriu quea exposi¢do ao BPA em modelos animais provocou um aumento da
pressao sanguinea, mediado pelo desacoplamento de Angll/CAMK II pela sintese de

oxido nitrico endotelial [91].

O BPA é considerado um agonista de estrogénio, contudo, trabalhos recentes realgam
que a atividade estrogénica pode induzir quer a vasodilatacdo quer a vasoconstricao,
dependendo do produto do 6xido nitrico sintase, 6xido nitrico ou superoxido [109].
Contudo, esta é uma area que requer uma atencao adicional, uma vez que a exposicao
ao BPA provocou efeitos distintos na pressao sanguinea em modelos roedores. Embora
essa discrepancia possa ser atribuida ao design experimental, que inclui diferentes

doses, duracao do tratamento, e animais de diferentes idades [10].

A relacdo entre insuficiéncia cardiaca e doencas vascular é marcada pelo stress
oxidativo, causado por isquemia, disfuncdo ventricular esquerda e ativacao
neuroendocrinolégica [110]. E posta a hipbtese de que o BPA tenha influéncia no
mesmo, uma vez que pode alterar parametros como os niveis de 6xido nitrico (NO). O
grupo de Ezz. Et. al estudou o efeito da exposicao ao BPA nos niveis de NO de ratos
albinos machos. Os efeitos adversos do BPA no coragdo de rato sdo principalmente
causados pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).A excessiva
concentracdo de ROS resulta na oxidacao e danos no DNA, membranas, proteinas e
outras macromoléculas [111].Em concordancia os resultados revelaram um aumento da
peroxidacao lipidica, diminuicao do nivel de redugido de glutationa (GSH), bem como
diminuicao da atividade da catalase, indicando que a exposicdo ao BPA induziu a
producao de ROS.Além disso, € postulado que o nivel diminuido de NO e a reducao das
defesas antioxidantes do coracdo podem resultar em vasoconstricdo, o que,
consequentemente pode levar a diminuicdo do suprimento de sangue ao tecido

cardiaco, resultando num quadro de isquemia miocardica [112].

No que diz respeito a canais i6nicos, Asano et. al, realizou um estudo com células
musculares lisas da artéria descente anterior provenientes de caes, para avaliar o efeito
do BPA nos canais K+ (Maxi-K) sensiveis ao Ca2* de alta condutancia. Primeiramente,o

BPA 10 uM ativa uma corrente externa nas células do musculo liso que foi inibida pelo
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penitrem (1 uM), um bloqueador dos canais Maxi-K. Adicionalmente mostrou que
células AD-293 com canais Maxi-K compostos por tnica subunidade, a,0 BPA 1ouM
nao afetou a atividade dos canais. No entanto quando estas continham subunidades f1,
o BPA 10uM aumentou a atividade do canal. Os efeitos do bisfenol A foram rapidos e
reversiveis [113]. Em suma, o BPA aumentou a atividade dos canais Maxi-K e pode
representar uma base para os efeitos toxicologicos deste composto. O estudo de
Rottgen et. al veio corroborar os resultados anteriores, uma vez que demonstraram que
o BPA ativa os canais de K+ sensiveis ao Ca2* de alta condutancia (BK) através do
aumento da expressdo das subunidades a e 1 que os constituem [114]. Portanto,
ambos os autores deixam como hipétese de que ativacdo dos canais pelo BPA é feita de

maneira nao gendmica.

Os canais de calcio do tipo L estdo associados particularmente, embora nao
exclusivamente ao sistema cardiovascular e estao bem caracterizados por ligandos que
sdo pequenas moléculas, os bloqueadores de canais de calcio, sio uma grande classe
terapéutica nas doencas cardiovasculares [115].Feiteiro et. al demonstrou que as
concentracoes de 0.005, 1,10 e 100 umol/L de BPA inibiam a corrente dependente de
calcio basal, e que essa inibicao foi rapida e reversivel apés lavagem do composto. A
inibicdo mais pronunciada ocorreu para as concentracoes mais elevadas, 10 e
10oumol/L. Adicionalmente excluiu-se a hipotese de o efeito vasorelaxante do BPA
advir da producao de NO, uma vez que o endotélio foi removido, no entanto atribui-se

esse efeito a diminuicao do influxo de célcio pelo bloqueio dos LTCC [116].

1.4.1.2.3. Alteracado da frequéncia cardiaca

No referente ao efeito do BPA na frequéncia cardiaca, podemos destacar o estudo de
Belcher et. al, de 2012, onde foiobservadaa contractilidade em cardiomibcitos de ratos
Sprague-Dawley. A curva de concentracdo vs. resposta para os efeitos estimulatorios
(contratilidade e arritmogénico) do BPA e do E2 em midcitos de fémea tem a forma de
um “U” invertido”, isto € as concentracoes intermédias de BPA utilizadas tém um efeito
maior em relacdo as concentracoes mais baixas e mais altas, neste caso, maior
toxicidade. Relativamente a efeitos na contractilidade, observaram-se a partir da
concentracao 102M, porém a concentracao mais eficaz foi de 109M, isto para cada um
dos compostos, BPA e E2. Contrariamente nado foi observada sensibilidade ao E2 e ao
BPA em mi6citos masculinos e esta foi abolida em mibcitos de fémeas
ovariectomizadas [117]. Os resultados deste estudo sao indicadores que a atividade
arritmogénica do BPA e do estradiol no coracao feminino é regulada pelo equilibrio da

sinalizacao entre ERa e Erf.
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Adicionalmente,as arritmias de acordo com Yan et. al 2011 sdo o resultado dos efeitos
do BPA e E2 mediados pela sinalizacio ERP, em que ocorre uma rapida alteracao na
manipulacao de Ca2* no miocito, particularmente pelo aumento da libertacao de Ca2+
do reticulo sarcoplasmatico (SR). Os efeitos mencionados anteriormente foram
abolidos quando as amostras foram pré-tratadas com um antagonista do recetor de
estrogénio (ER)[118].

Finalmente,Posnack et. al realizou em 2015 um estudo com tecido de coragoes de rato,
previamente expostos a 109 a 104 M de BPA. Verificou-se que, a exposi¢ao ao BPA,
durante o ritmo sinusal em coragdes femininos, diminuiu a pressao do ventriculo
esquerdo e apresentava um efeito inotropico,sendo estes efeitos dependentes da
concentracio do BPA. A contratilidade diminuida foi exacerbada em taxas de
estimulacdo mais altas. Os efeitos induzidos pelo BPA no desempenho contractil
também foram observados em coracées masculinos, embora em menor
extensao [119].A exposicdo ao BPA parece prejudicar a conducao elétrica, a regulacao

de Caz+ intracelular, bem como a contractilidade ventricular.

Os efeitos do BPA observados em modelos animais in vitro, passam desde alteracoes
morfoldgicas, como o aumento da fibrose no tecido cardiaco, a um aumento do stress
oxidativo, que pode desencadear isquemia do miocardio, bem como aumento de
marcadores pr6 apopticos. Adicionalmente, alteragdoes dos canais idnicos também
foram reportadas, como o aumento da atividade de canais Maxi-K e o bloqueio de
canais de célcio do tipo L .Também se verificou uma associacdo positiva com a

hipertensdo e com o surgimento de arritmias cardiacas.

1.4.2. Estudos Ex vivo
1.4.2.1.1. Alteracoes morfo-fisiologicas e no desenvolvimento do coracao

No referente a alteracoes morfologicas ex vivo, Filice et. al no mesmo estudo descrito
anteriormente utilizou preparacées de coracao de peixe dourado em ex vivo, onde
mostrou que elevadas concentracoes de BPA afetam negativamente a hemodinamica
cardiaca, revelada por uma resposta Frank-Starling prejudicada. A resposta Frank-
Starling consiste na habilidade do coracdo para ajustar a forca das suas contracées em
resposta a alteracoes de preenchimento ventricular, isto é, variacbes no volume
sanguineo. A nivel morfolégico verificou-se alteracoes estruturais do miocardio e

indices cardiossomaéticos aumentados [106].
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1.4.2.1.2. Alteragao da frequéncia cardiaca

Os resultados obtidos por SujuanYan et. al, num estudo que envolveu coracoes de ratos
adultos Sprague-Dawley expostos a 1nM de BPA e/ou 17B-estradiol(E2) mostraram
uma indugdo rapida da atividade arritmogénica em fémeas, mas ndo em machos.Os
efeitos do BPA foram pronunciados quando combinados com o estradiol, o que sugere

uma relacao sinérgica entre eles [118].

Em seguimento do artigo anterior, a exposicao de apenas BPA e de BPA e E2(1nM ) em
coracoes de ratos adultos Sprague-Dawley durante a reperfusaoprovocou um aumento
da duracao de arritmias ventriculares, em fémeas. A combinacdo de BPA e E2 resultou
num aumento da duracdo da fibrilacdo ventricular. SujuanYan et. al (2013) verificou
que os efeitos pro-arritmicos estrogénicos foram abolidos pelo MPP (1,3-bis(4-hidroxi-
fenil) -4-metil-5-[4-(2-piperidiniletoxi) fenol] -1H-pirazole dicloridrato) combinado
comPHTPP(4-[2-fenil-5,7-bis(trifluorometil)pirazolo[ 1,5-a]pirimidina-3-

il]fenol),bloqueadores do ERa e Erf, respetivamente. Apesar dos seus efeitos pro-
arritmicos, o BPA e o E2 reduziram o tamanho do enfarte, o que esta em concordancia

com o efeito protetor do estrogénio contra o enfarte cardiaco [120].

No mesmo periodo, Gao et. al (2013) examinaram coragoes de ratos fémeas. Neste
estudo verificaram que o BPA ativou as vias de sinalizagdo de proteina cinase A (PKA) e
Ca2+/proteina cinase II dependente de célcio ou calmodulina(CAMKII).O mesmo grupo
ainda verificou que a exposicao a 1InM de BPA aumentou rapidamente a producao de
cAMP e também aumentou rapida, mas transientemente a fosforilacao dos recetores de
rianodina(RyR), canais que permitem a libertacdo de Ca2* do reticulo sarcoplasmaético
nos cardiomidcitos, pela PKA, mas nao pela CAMKII [121]. Para além disso, Gao et.
aldemonstrou ainda que o bisfenol A aumentou rapidamente a fosforilacio do
fosfolambano(PLN), um regulador proteico, que permite a recaptura de Ca 2* para oSR,
pela CAMKII, mas nao pela PKA. O aumento na CAMKII da fosforilacao de PLN foi
mediado pela fosfolipase C (PLC) e a libertacdo de Ca2* do reticulo endoplasmaético
mediada pelo recetor do inositol trifosfato. Estes dois mecanismos sao rapidos, mas
transientes e ambos mediados pela sinalizacdo doERf.[121]. Por fim, a analise
funcional, de pontos fulcrais como a libertacao de Ca2*, atividadearritmogénica e a
contractilidade de miocitos, demonstrou que a ativacdo da PKA mas nao a CAMKII
contribuiram para a libertacao de Ca2+ do reticulo sarcoplasmatico, e ambas, PKA e
CAMKII contribuiram para o efeito estimulante do BPA na arritmogénese [121]. Na
fig.4 é possivel ver esquematizado o mecanismo de acdo do BPA proposto por Gao et.

al.
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Figura 4-Resumo esquematico dos resultados de Gao et. al. (2013)

Ainda sobre a funcdo cardiaca, Posnack et.al verificou que a exposicdo ao BPA (0.1-
100uM), em coracgoes de ratos Sprague-Dawleyresultou em segmentos PR prolongados
e numa diminuicao da velocidade epicardial, duracao do potencial de agdo aumentada
para as concentracoes compreendidas entre 1 e 100uM e um atraso da conducao
auriculoventricular (10-1toouM). A concentracdao mais elevada de BPA usada (1oouM)
resultou em intervalos QRS prolongados e batimentos ventriculares fracos, e

consequentemente bloqueio cardiaco completo [122].

Os estudos ex-vivos resumem-se em alteragcoes da funcao cardiaca, nomeadamente no
surgimento de arritmias cardiacas, quer por meio dos recetoresERa e ER[, quer por
alteracOes nas concentragoes intracelulares de célcio e, em alteracoes morfologicas do
miocardio. Desta forma, corroboram alguns dos estudos in vivo e in vitro acima

descritos.

1.4.3. Estudos Humanos- In Vitro

Relativamente a marcadores da funcao cardiaca, Klint et. el realizou um estudo em
cardiomio6citos humanos, que foram expostas a 1x104nM. Ai demonstrou que essa
exposicao resultou no aumento da expressao de mRNA eNOS, ACE1, bem como de IL-8
e NFkp, conhecidos como mediadores da resposta inflamatoria[123]. Assim sendo,
Klint. et. al propdoe que doses baixas de BPA incrementam a expressao de genes

envolvidos na angiogénesee na regulacao do ténus vascular.

Como estd descrito na literatura, o BPA provoca alterages epigenéticas. Ribeiro-
Varandas et. al realizou uma analise de qPCR (reacdo de cadeia de polimerizacao

quantitativa em tempo real), em que mostrou que o BPA induz uma desregulacao
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transcricional global, com efeito pronunciado nas HUVEC(células endoteliais da veia
umbilical humana). Embora também as células HT29 (adenocarcinoma do colon
humanotambém tenham sofrido alteragdes transcricional, estas foram exclusivamente
apos 24 horas de exposicao, os efeitos foram mais duradouros nas HUVEC.Além do
mais, ensaios transcricionais e ensaios de viabilidade celular indicam que a exposicao

prolongada de BPA afeta processos de envelhecimento em HUVEC senescentes [124].

Se por um lado o VEGF é um factor pré-angiogénico extremamente potente e esteja
envolvido em processos de angiogénese, sendo fundamental, principalmente apos o
nascimento, em certos processos fisioldgicos (ciclo menstrual, gravidez, cura de feridas
e reparacdo, etc.), onde sdo formadas novas redes vasculares a partir de vasos
preexistentes (neoangiogenesis). Por outro também se encontra associado a processos
de angiogénese patologicos, induzindo o desenvolvimento e progressio de certas
condicoes como: o crescimento tumoral e metastases, degeneracdo macular, retinopatia
diabética, processos inflamatorios, processos isquémicos, pré-eclampsia, entre
outros[125]. Um estudo em HUVEC verificou que o BPA aumentou a expressao de
mRNA do recetor do VEGF (VEGFR-2), e também deeNOS e Cx43 (conexina 43) para
as concentracoes de 1nM, 10 nM e 1 uM de BPA[126]. A eNOS ¢é responsavel pela
sintese de NO (6xido nitrico) cuja funcao é a regulacdao do tonus vascular e a CX43 é a
juncdo comunicante mais abundante e a sua expressdo anormal esta associada a
conducdo irregular e arritmias[127]. O estudo de Andersson et. al sugere que o
endotélio humano é um alvo do BPA e alteragdes da funcio endotelial desempenham

um papel nos efeitos cardiovasculares e do sistema metabdlico induzidos pelo BPA.

Ainda sobre a expressao de genes, a exposicao a uma dose nao téxica de BPA (8ng/mL),
elevou significativamente os niveis de expressio de mRNAs relacionados com a
hipertrofia cardiaca, como o NPPA (péptidonatriuréticoA) e NPPB( péptidonatriurético
B). Também se verificou um aumento da area celular e reducao da suplementacao de
ATP, consistente com o fendtipo hipertréfico observado in vitro nas células estaminais
humanas). Adicionalmente, a nivel molecular, Cheng et. al demonstrou que o aumento
dos niveis de Ca2*citos6lico com baixas doses de BPA permitiu discriminar o cariétipo
XY (H1) do caridtipo XX(H9), o que pode sugerir um risco de hipertrofia em
cardiomiocitos humanos especifico do sexo [128].A excessiva fissao mitocondrial
desencadeada pelo BPA foi promovida pela desfosforilacio dependente de calcio do
DRP1 (proteina dinamina 1) e mediada pelo CnAp, subtipo da calcineurina[128]. Por
conseguinte, este demonstrou com recurso a células humanas, que o BPA, mesmo em

pequenas doses, pode provocar hipertrofia dos cardiomioécitos.
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Os canais i6nicos desempenham um papel importante na geragao do potencial de acao
cardiaco e propagacao elétrica, onde a disrupg¢ao de canais i6nicos, quer na localizacao,

expressao ou funcao podem provocar disritmias cardiacas [10].

A interacdo entre o BPA e o canal hNavi.5 foi estudada de forma a perceber se a
toxicidade cardiaca poderia derivar da eletrofisiologia cardiaca modificada. O hNav1.5 é
o subtipo de canal de voltagem de so6dio mais rapido e é predominantemente expresso
no coracao humano[10, 129].Estudos eletrofisiologicos realizados em células HEK
mostraram que o BPA bloqueia hNav1.5(IC50= 25 uM)[129].0s resultados sugerem
que o BPA inibe a corrente de sodio pela interacao direta com o local de ligagao, que é
partilhado pelas anestesias locais, como o mexiletino.Em tecido cardiaco, tal efeito na
corrente do canal de s6dio causa uma reducdo da taxa de despolarizacdo e uma
diminuicdo da velocidade de conducdo cardiaca. A exposicio ao BPA também
demonstrou inibir a corrente de canais de sddio em neuronios ganglionares isolados da

raiz dorsal de ratos [129].

Para além disso, um estudo de Michaela et. al em células HEK 293 mostrou que a
exposicao ao BPA inibe a corrente de canais de calcio do tipo T, que sdo importantes na
despolarizacao nodal das células, conducdo atrioventricular e na fase “plateau” do
potencial de acao cardiaco, dependendo da concentracao. Na discussao sugerem que o
BPA modifica os canais e atua como antagonista dos canais de calcio a concentracoes

mais elevadas. [130]

Ainda sobre os canais de célcio, Deutschmann et.al demonstrou que o BPA inibe os
canais de calcio do tipo L em células endocrinas GH3 de rato, midcitos cardiacos e
células embrionéarias renais humanas (células HEK 293). Essa inibicao é dependente de
dose e reversivel. Por fim, concluem que o BPA possivelmente exerce a sua acio pela

ligacdo aos canais no seu estado de repouso, num local exterior fora da regidao do poro

[131].

No que diz respeito a canais de K+ (Maxi-K) sensiveis ao Ca2* de alta condutancia, estes
foram utilizados por Asano et. al, uma vez que sao um excelente modelo para testar as
interacoes com BPA, ja que sdo conhecidos por serem sensiveis ao estrogénio.
Experiéncias em Patch-Clamp demonstraram que as concentracoes baixas (1 a 1ouM)
de BPA nao aumentaram a corrente Maxi-K. Contudo, para a concentracao 1oouM de
BPA a corrente aumentou significativamente [113].Na verdade, foi posta a hipotese de a
ativacao dos canais Maxi-K em células de musculo liso coronario humano em cultura,
por uma concentracao minima de 100 nM de BPA seja devida a uma falta de expressao

de KCNMB41, gene que codifica para subunidade 1 do canal.
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Na figura 3 estao resumidos os possiveis mecanismos de acdo do BPA na funcao
cardiovascular em humanos, contudo estdo apenas alguns, uma vez que muitos deles
nao sao consensuais e, até contrarios, para além de nao haver estudos suficientes que

0s corroborem.
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Figura 5-Resumo esquematico de alguns mecanismos do BPA em humanos.

A andlise dos estudos humanos in vitro indicou que o BPA provoca alteracbes no
processo normal da angiogénese bem como na regulacao do tonus vascular. Para além
disso, verificaram-se desregulacbes transcricionais globais, hipertrofia dos
cardiomiocitos e arritmias cardiacas devido ao bloqueio e/ou ativacao de determinados

canais idnicos.

1.4.3.1. Estudos Epidemiologicos

A presenca de bisfenol A é global e nao escolhe idades, uma vez que é encontrada em
fetos e criancas, até a idade sénior [132]. Varios estudos denotam que o BPA tem
multiplos efeitos disruptores endécrinos e que causam um vasto ntimero de doencas,

nomeadamente a nivelcardiovasculares [132, 133].

Umestudo que analisou o possivel efeito deste EDC foi realizado por Bae et. al, no qual
foram analisados 521 idosos, que pretendia investigar a associacdo do BPA com a
alguns parametros cardiovasculares, e, portanto, foram medidas as concentracoes de

BPA na urina, variabilidade do ritmo cardiaco e pressao sanguinea. O foco na
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populacdo idosa deve-se ao facto se serem considerados mais suscetiveis a efeitos
adversos provocados por exposicoes ambientais [134]. Assim, nesse estudo foi
observado que o bisfenol A afeta a variabilidade do ritmo cardiaco e a pressao
sanguinea, de forma independente. Em suma, é sugerido que o BPA pode afetar o
sistema cardiovascular nao apenas pelo sistema nervoso auténomo, mas também

diretamente, através da regulacdo da pressao sanguinea[11].

No que diz respeito a uma outra faixa etaria, novamente Bae et.al, analisou o efeito do
BPA em 645 criancas, que foram seguidas desde o momento em que nasceram até aos 4
anos de idade, bem como as respetivas maes durante a metade final da gestagao.Assim,
observou que existe uma associacio positiva entre a pressao sanguinea diastolica e a
concentracdo urinaria de BPA da mae acima do nivel padrdo (4.5ug/g creatinina)
medido por volta das 20 semanas de gestacao.Os niveis de BPA na urina parecem estar
associados a um aumento da pressdo sanguinea nas criancas, com um efeito mais
significativo no sexo masculino comparando com as raparigas [135]. Evidéncias
anteriores sugerem que esta associacao esta diretamente ligada a exposicao de BPA,
como demonstrado num ensaio realizado com 60 participantes por Bae& Hong et. al,
onde lhes eram dadas 2 porc¢des da bebida em 3 combinacdes diferentes de cada vez; 2
garrafas de vidro (GC), 2 latas de leite de soja (CC)ou 1 lata e 1 garrafa de vidro(CG) [10,
136]. Posteriormente foi medida a concentracdo de BPA, pressdo sanguinea e a
variabilidade da frequéncia cardiaca 2 horas ap6s o consumo de cada produto. A
concentracao de BPA aumentou cerca de 16 vezes ap6s o consumo dos produtos em lata
comparando com os de vidro.A ©pressao sanguinea sist6lica aumentou
aproximadamente 4.5 mm Hg apds o consumo de 2 embalagens de lata comparando
com o consumo das duas embalagens de vidro, e verificaram-se diferenca
estatisticas [136].Em resumo, foi demonstrado que o consumo de latas e o consequente
aumento da exposicao ao BPA parece estar associado com o aumento agudo da pressao

sanguinea [136].

Alguns estudos também reportaram uma relacao entre a exposicdo ao BPA e doenca
arterial periférica e/ou coronaria, bem como um risco aumentado de enfarte do
miocardio [137]. No ano de 2012, destacaram ainda que a exposicao ao bisfenol estava
associada com a severidade da estenose aodrtica e futuro risco de doenca arterial
coronariana na populacao adulta [138, 139]. Ainda Melzer et. al com recurso aos dados
do NHANES (nationalhealthandnutritionexaminationsurvey), pesquisa nacional de
exames de saude e nutricdo,averiguou que elevadas concentracoes de BPA parecem

estar associadas a doenca coronaria, bem como ao enfarte do miocardio[140, 141].
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Uma conclusao semelhante foi reportada num estudo na populagao geral dos 15 aos 89
anos de idade. Nesse estudo, Arkplakorn et.al analisou amostras de sangue e, verificou
que para concentragoes aproximadas de 0.34 ng/mL de BPA nao foi determinada uma
interacdo entre o bisfenol A no sangue e os niveis de estradiol. Todavia foi observado
que a média de BPA foi significativamente maior em individuos hipertensos,

comparando com os normotensos, especialmente em mulheres [142].

Relativamente a mulheres gravidas,concentracoes de BPA foram determinadas em 58
gestacoes, incluindo 35 mulheres normotensivas e 23 pré eclampticas, com recurso a
uma altamente sensivel cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-
MS)[143].0 bisfenol A foi detetado em sangue materno, sangue fetal e tecido placentar
e as concentracoes do mesmo foram determinadas. Em relagdo ao sangue materno foi
encontrada uma concentracao em média de 3.00 ng/mL, a mesma média para o tecido
placentar e cerca de 2.17 ng/mLno sangue fetal [143]. Surpreendentemente, foi
revelada uma significativa acumulacao de BPA nas mulheres que apresentavam pré-
eclampsia comparando com as mulheres normotensivas. Deste modo, estabeleceu-se
uma relacao entre a pré-eclampsia e a elevada acumulacao de BPA na placenta[143].Por
outras palavras, a acumulacdo de bisfenol na placenta pode explicar a diminui¢do dos

niveis sistémicos de estrogénio revelados na pré-eclampsia[143].

Xiong et. al verificou que os niveis de BPA no grupo de cardiomiopatia dilatada eram
superiores aos do controlo. Para além disso, verificou-se uma diferenca significativa na
globulina de ligacao as hormonas sexuais (SHBG) e no indice de andrégeno livre, entre
os pacientes com a doenca e o controlo: um aumento e diminuicao, respetivamente. A
analise de regressao linear mostrou que os incrementos dos niveis de BPA no sérum

estao significativamente associados com o aumento dos niveis de SHBG [144].

Atualmente o stress oxidativo é descrito como um evento transiente ou permanente, em
que hi uma perturbacdo no estado de equilibrio oxidativo, gerando consequéncias
fisiologicas na célula, dependendo do alvo especifico e das concentracoes das espécies
reativas de oxigénio(ROS)[145]. Quando se d4 uma falha do estado homeostatico, como
ocorre na hipertensao, dislipidemia, diabetes, obesidade e condi¢oes agudas como

septicemia e insuficiéncia respiratdria, os niveis de ROS aumentam [145].

Em conformidade a inflamacdo e o stress oxidativo sdo potenciais mediadores da
elevada pressao sanguinea e hipertensao em adultos e criancas com exposicoes
elevadas de BPA [10]. Estudos transversais também demonstraram uma relagao entre a

exposicao materna ao BPA e a pressao diastdlica elevada em criancas [135, 146].
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Estudos realizados na populac¢ao também denotaram uma associac@o entre a exposicao
de BPA e a inflamacao, marcadores do stress oxidativo, incluindo niveis elevados de
isoprostano F2 em criancas [75, 147].Num outro estudo , em 11 humanos foram
recolhidas amostras de urina, onde se estabeleceu uma relacao entre os elevados niveis
de BPA e um aumento dos marcadores de stress oxidativo, nomeadamente o

isoprostano F2 [148].

Finalmente, salienta-se para a importancia das células musculares lisas vasculares
(VSMC) na patogénese das doengas cardiovasculares, uma vez que estas células
constituem a maior parte da parede dos vasos sanguineos [149]. Por sua vez, as lesoes
vasculares desencadeiam a desdiferenciacao e posteriormente resulta na remodelacgao
vascular, explicada adiante, que é a maior causa de reestenose, aterosclerose e
hipertensao [149]. Ainda foi reportado que os disruptores endocrinos podem regular a
proliferacdo das VSMC [150, 151]. Como foi demonstrado pelo aumento da expressao
de Angiotensina II(Ang II) apds o tratamento com BPA[151]. A angiotensina II esta
associada ao sistema renina-angiotensina, envolvido na regulacdo pressao sanguinea,
vasoconstri¢do, absor¢ao de sédio e excrecdo de potéssio [152]. Portanto, o estudo do
efeito do BPA nestas células torna-se fundamental para o melhor entendimento do

mecanismo de atuacao deste disruptor endocrino.

Em suma, a anélise epidemiologica do efeito do BPA aponta para que exerca funcoes
disruptivas no sistema cardiovascular nomeadamente hipertensao, doenca coronaria,

enfarte do miocardio, cardiomiopatia dilatada e stress oxidativo.

1.5. Cordao Umbilical Humano

Para a obtencdo de SMC (smoothmusclecells, células musculares lisas), o cordao
umbilical humano (CUH) é uma das amostras biol6gicas mais uteis[153]. Do ponto de
vista fisiolégico, o CUH é um canal desenvolvido do saco amnidtico ao alantoide,
permiitindo a comunicacdo vital entre o embrido em desenvolvimento e a
placenta[154]. Este é uma das partes da unidade fetoplacental mais importante,
embora seja possivelmente o tinico6rgao que morre quando a vida inicia. Para além
disso desempenhatambém, um papel fundamental na determinacdo de como se inicia a

vida extrauterina[155].

No fim da gestacdo, esta ligacdo embrionaria tem aproximadamente 1-2 cm de
diametro e 35 a 70 centimetros de comprimento, mas héa exce¢oes podendo ser mais

comprido ou curto [156].0s cordoes muito longos tendem a prolapsar e a enrolar a
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volta do feto formando noés, enquanto corddes pequenos, por outro lado, podem levar a
separacao prematura da placenta da parede uterina antes ou durante o parto. Para
evitar situagoes de hipoxia ou anoxia é importante e necessario um controlo

rigoroso [156, 157].

O cordao umbilical caracteriza-se por ser muito flexivel e apresentar, geralmente,uma
aparéncia esbranquicada e brilhante, uma vez que é revestido por um epitélio simples

derivado do amnio (membrana)(Fig.6)[158, 159].

Figura 6-Cordao umbilical humano

Para além da descricao anterior, € importante referir que o CUH apresenta tipicamente
uma forma em hélice, devido ao enrolamento em espiral dos vasos sanguineos [160].
Os vasos umbilicais diferem na estrutura e fun¢ao quando comparados com os maiores
vasos do corpo humano, e uma vez que s@o maiores que o cordao em si, a tor¢cao ou
flexao destas podem ocorrer[161]. Este 6rgao fetal é composto, maioritariamente por
tecido conectivo, designado por geleia de Wharton, responsavel pela sua aparéncia
gelatinosa. Esta geleia consiste em células do tecido conjuntivo dispersas numa matriz
amorfa superficial de glicosaminoglicanos (como &cido hialuronico e sulfato de
condroitina) e diferentes tipos de colagénio, apresentando a particularidade de nao
possuir vasa vasorum ou nervivasorum. Esta substancia que circunda os vasos
umbilicais,assume a func¢do de protegé-los da aglomeracao edando-lhes flexibilidade. O
seu conteddo fibroso e poroso composto por fibras de colagénio e elastina é responsavel

por dar uma certa firmeza ao cordao[160, 161].

Geralmente, o corddo umbilical tem duas artérias e uma tnica veia, que como
previamente referido estao rodeadas pela gelatina Wharton, um tecido conectivo
poroso e uma Unica camada exterior de células de amnio[160, 162, 163].Por vezes, entre
0.4 a 0.6 % dos partos, o cordio apenas conter uma unica artéria, estando
normalmente associado a complicacées vasculares para o recém-nascido [154].Na

circulacdo fetoplacental, a veia umbilical é o vaso mais largo responsavel pelo
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transporte de sangue rico em oxigénio do feto para a placenta. Normalmente, nao ha
mistura do sangue fetal e sangue materno, mas pode acontecer que pequenas
quantidades de sangue fetal entrem na circulacdo materna através de pequenos defeitos
que se podem formar na membrana da placenta. Quer a veia umbilical quer as artérias
possuem uma estrutura similar, contudo as suas paredes sdo mais finas que as das
artérias.Em adicdo, as artérias umbilicais sdo mais facilmente identificadas, uma vez,
que sao de menor calibre (3mm) comparada com a veia (6 mm)[161].As artérias
umbilicais ndo possuem uma membrana eldstica interna e contém pouca elastina,
enquanto a veia contém uma camada elastica subintimal[160].A proteina colagénio,
rigida mecanicamente, geralmente serve para limitar a distensdo radial dos vasos
sujeitos a altas cargas.A elastina, por sua vez, é altamente extensivel em pressoes baixas
[160]. Esta tem a funcao de fornecer extensibilidade elastica recuperavel e subsequente

contracao nas artérias durante o fluxo sanguineo pulsatil[160].

A geleia de Wharton consiste numa estrutura porosa baseada na matriz
extracelular.Essa estrutura fibrosa e porosa é feita de fibras de colagénio e elastina e
pensa-se que contribuia para a firmeza do cordao umbilical. Os poros dentro da geleia
de Wharton formam estruturas canaliculares que abrigam proteoglicanos, acido
hialurénico (HA) e outras moléculas que interagem com a agua para formar um fluido
mucoéide altamente viscoso. Nesta geleia encontram-se miofibroblastos, células que
possuem caracteristicas ultraestruturais de fibroblastos e células do musculo liso, que
formam colagénio e outras proteinas e se podem contrair ativamente para auxiliar na

regulacao do fluxo sanguineo umbilical[160].

As células endoteliais que residem nas artérias e veias sao excecionalmente ricas em

organelos que podem desempenhar um papel na formacao do liquido amnidtico[160].

1.6. Artéria Umbilical Humana

A artéria umbilical humana (HUA) é um dos vasos encontrados no cordao umbilical e
esta envolvido na circulaciao fetoplacental[159]. Além do seu facil acesso através do
corddo umbilical, esta artéria é considerada de uma grande importancia, uma fonte

Unica e muito util para estudos humanos vasculares [162].

A nivel fisiol6gico, a HUA é uma artéria de médio calibre (1 a 10 mm), cujas paredes sao
predominantemente constituidas por fibras musculares. Estruturalmente, esta artéria

possui trés tinicas, como a maioria das artérias, e que se distinguem umas das outras
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pela morfologia. A tinica intima é a mais interna, em seguida a média e a mais exterior

a adventicia[161].

A tinica intima, também designada de endotélio, é formada por uma tnica camada de
células endoteliais. Esta tinica ndo tem camada sub-endotelial ou lamina elastica
interna. Portanto, o endotélio estd em contacto direto com a camada muscular. Uma
vez que nado possui essa membrana interna eldstica, a HUA é muito menos elastica
comparada com outras artérias.Esta camada tem como principais fungoes, o controlo
da permeabilidade e da regulacdo do ténus vascular. No caso do endotélio, este
funciona como um sensor para alteracoes hemodindmicas e sinais ou estimulos da
corrente sanguinea, e transmite-os as células musculares lisas vasculares [155, 161].As
artérias umbilicais nao se destacam apenas pelo descrito anteriormente, mas também
pelo facto de possuirem duas camadas distintas de SMC: uma delas dentro do feixe
muscular e a outra no exterior. A camada exterior é menos definida do que a camada
mais interna, e tem uma estrutura tipicamente caracterizada por um arranjo circular,
conferido pelas SMC que estao dispostas circularmente. Esta camada é extremamente
importante porque ha fortes indicios de que origina as contragoes que levam ao
encerramento fisiologico das artérias umbilicais [164]. Em contraste, a camada mais
interna tem uma aparéncia mais franzida. A maior parte das SMC nesta camada estao
dispostas linearmente ou longitudinalmente (relativamente ao eixo da artéria) e
desordenadas/dispersas numa substancia fundamental amorfa pobre em elasticidade,
mas com muitas fibras plasticas. Esta plasticidade aparenta ser o modo de cooperacao
entre as duas camadas, onde o processo de encerramento das artérias umbilicais é
completo: a contracdo das células musculares empurra a substancia amorfa para o
limen da artéria, ocluindo-a.Portanto, esta plasticidade da parte interna da camada

muscular parece ser responsavel pela oclusao fisiologica da HUA no p6s-parto[161].

Destaca-se o facto de os vasos sanguineos da HUA nao sereminervados (sem nervos).O
controlo da corrente sanguinea, bem como o ténus vascular da HUA sao modulados
apenas por substancias vasoativasendocrinas (hormona vasopressina e epinefrina) e
paricrinas (tromboxano, 6xido nitrico,prostaciclina, etc...) que regulam a resposta
contractil das SMC[165-167]. Em que algumas dessas substancias apresentam um efeito
vasodilatador ou vasoconstritor. As diferentes func¢oes vasculares da HUASMC sdo o
resultado da multiplicidade de fendtipos com caracteristicas estruturais bem definidas
e cuja modulacao fenotipica parece desempenhar um papel importante na hipertensao

gestacional e pré-eclampsia[153].
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As artérias umbilicais humanas padecem de uma camada adventicia na forma que é
observada nos restantes vasos cardiovascular. No entanto, a geleia rigida de Wharton

desempenha a funcao de adventicia[160].

1.7. Células Musculares Lisas do Cordao Umbilical

As células do musculo liso (SMC) sao componentes celulares essenciais dos vasos
sanguineos, e desempenham um papel fundamental na patogénese de doencas
vasculares [168]. Estas sao responsaveis pelo tonus vascular, respondendo a varios
estimulos hormonais e hemodinamicos[153, 169]. Quando um vaso sanguineo é
exposto a stress mecanico leva a uma expressao diferencial de genes que,
posteriormente induzem hipertrofia e hiperplasia das células, alteracées ao nivel das
proteinas da matriz e a nivel fenotipico: as SMC passam de um fendtipo contractil para

um fendtipo sintético, fundamental para a reparagao da lesao vascular [149, 170]

A este fendmeno de transicao fenotipica da-se a designacao de “modulacao fenotipica”
ou “remodelacao vascular”. As SMC do fenétipo contractil apresentam-se como células
alongadas e fusiformes, que quando alteram para um fenotipo sintético sao menos

alongadas e morfologicamente semelhantes a paralelepipedos [149].

As artérias do cordao umbilical humano representam uma fonte facil e de baixo custo
de SMC vasculares, uma vez que em alternativa recorre-se a tecido vascular humano,
que é limitado ao material obtido por operacdo cirdrgica, mas o seu isolamento é
dificultado pela falta de um marcador de perfil completo [171]. O cordao umbilical, rico

em SMC constitui pelo descrito anteriormente, uma boa amostra a ser utilizada.

As células musculares lisas do cordao umbilical desempenham uma funcdo muito
importante no controlo do fluxo sanguineo fetoplacental [169]. A nivel fisiologico, estas
células encontram-se envolvidas por tecido fino de fibroelastina e organizadas em
camadas. As células musculares lisas podem ser encontradas na ttinica média, onde
estdo depdsitos de elastina e colagénio contribuindo para a matriz extracelular.Para
além de que a tinica media pode fornecer a elasticidade critica necessaria para as
funcoes vasculares, sendo a principal camada contractil destas artérias e por isso uteis
no estudo da regulacdo do tonus da arterial umbilical [169]. Nos vasos umbilicais, in
vivo, as SMC encontram-se predominantemente no fenétipo contractil.
Morfologicamente, estas células sao alongadas e tém a forma de um fuso, com
comprimento entre os 15-200 um e diametro de 5-8 um [161, 172, 173].Estas células sao

completamente diferenciadas e maturas, caracterizadas ainda, pela sua baixa “taxa” de
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proliferacao e atividades sintéticas e proliferativas. No seu interior, elas tém um grande
nucleo cilindrico no centro, rodeado por reticulo sarcoplasmatico que funciona como
armazenamento intracelular de calcio (Ca2*) e um complexo de Golgi. Nestas células os
organelos envolvidos na sintese proteica sdo, em larga extensdo substituidos por
filamentos contracteis.No citoplasma é possivel encontrar trés tipos de filamentos: 1)
fino- formado por actina e trés proteinas acessoérias: tropomiosina, caldesmona e
calponina; 2) grossa- formada por miosina e 3) intermédia- livre de miosina, mas
composta por desmina, vimentina e filamina. Os filamentos estdo arranjados
obliquamente, e ancorados na membrana citoplasmatica por densas placas e fora do
citoplasma por corpos densos. Geralmente, as SMC contém mais filamentos de actina
do que miosina, que juntos formam unidades contracteis. O desencadeamento da forca
mecanica nas HUASMC ¢é baseada no deslizamento dos filamentos livres de actina
sobre os filamentos de miosina adjacentes em direcoes opostas durante o ciclo “cross-

bridge” (um mecanismo contractil bem estabelecido para todas as SMC)[161].

Quando se utilizam HUASMC h& que ter muito cuidado para evitar contaminacées por
células estromais da gelatina de Wharton, que é facilitada pela falta de fronteiras bem
delineadas entre o musculo liso vascular e o tecido mucoso perivascular da gelatina de
Wharton [171]. De forma a evitar contaminacgoes por células endoteliais da tanica
intima e/ou fibroblastos da tinica adventicia alguns autores procedem a remocao do
endotélio[169, 174]. Embora a remocao da tinica adventicia seja um procedimento
comum no isolamento das artérias, este nao garante a remocdo completa dos
fibroblastos, uma vez que a tinica médica apresenta algumas pocoes estritamente
associadas a adventicia. Sendo assim alguns autores removem apenas a camada

intermédia que esta em contacto com o endotélio[169, 174].

1.8. Mecanismos de Contracao e Relaxamento das
células musculares lisas da HUA

A artéria umbilical humana tem uma particularidade, uma vez que nao possui

terminacoes nervosas, a regulacdo do seu tonus nao depende do sistema nervoso

autonomo [175]. Ao invés o tonus da HUA é mediado por substancias vasoativas como

prostaglandinas e serotonina (5-HT) e alguns i0es como o célcio e o potassio[161].
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1.8.1. Mecanismos de Contracao

Vérias agentes provocam um efeito de constricdo nas artérias umbilicais humanas, de
salientar, a serotonina (5-HT), histamina (His), tromboxano, bradicinina, endotelina 1,
a prostaglandina F2a (PGF2a) e o cloreto de potéssio [175-181].No referente ao
controlo do endotélio na regulacdo do tonus vascular, podemos referir que os mais
importantes sdo endotelina, bradicinina uma vez que atuam diretamente em recetores
endoteliais. Para além disso, a desregulacdo dos niveis destes dos agentes vasoativos

parece estar relacionada com o surgimento de pré-eclampsia[178, 182].

No que concerne a endotelina esta provoca vasodilatacdo via recetores endoteliais de
endotelina ETs ou uma vasoconstricao via recetores de endotelina ETa do musculo liso
[176, 183-185].As ativacOes destes dois subtipos de recetores nas células musculares
lisas parecem estar acoplados a proteina Gq[186]. Em respostas de acdo rapida, ha
ativacdo da fosfolipase C (PLC), que leva a libertacdo de Ca2+* devido ao aumento dos
niveis de inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) resultandona contracdo do miusculo liso
vascular [187].Ainda sobre o endotélio , atua uma substiancia vasoativa, a bradicinina,
que também induz contracdo nas HUA, sendo este efeito dependente da ativacdo do
recetor B2 [188].0 efeito da bradicinina envolve canais de calcio dependentes de
voltagem e Na*/K*-ATPase na contracao e regulacdo do tonus vascular basal ,
respetivamente, bem como canais de potassio que parecem limitar a vasoconstricao

excessiva devido a sua inativacao [178].

No que diz respeito a serotonina, relativamente a outros agentes possui um elevada
poténcia e eficiéncia na contractilidade, o que pode indicar que desempenha um papel
crucial no encerramento fisioldgico da artéria umbilical apés o parto [180].0s efeitos
contracteis da serotonina nas HUA sem endotélio, foram atribuidos a ativacdo dos
recetores 5-HT.a e parcialmente devidos a ativacdo dos recetores 5-HT.z/5-HTip,
presentes no musculo liso da artéria umbilical humana[189].0 recetor 5-HT.s esta
acoplado a proteina Gq e ativa a fosfolipase C (PLC), resultando no aumento dos niveis
de inositol 1,4,5-trifosfato (IP;) e a ativacao dos recetores 5-HT:g e 5-HT.p, acoplados a
proteina Gj,, inibe a adenilciclase [189]. A ativacdo de qualquer um dos recetores
resulta na contracdo vascular [190, 191].Um outro recetor de serotonina,5-HT,, foi
identificado no misculo liso de HUA e esta associado a uma proteina Gs e a dois outros
recetores de His (H2 e H3).A ativacdo destes recetores estimula a adenilciclase, o que

leva a uma vasorelaxagao[175, 179, 190].

Em relacdo a histamina, a contracao é alcancada pela ativacdo dos recetores Hi

presentes no musculo liso. A ativacao do recetor, que esta acoplado a proteina Gq ativa
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a cascata de sinalizacdo PLC/IP;, levando a um aumento de IP; e calcio intracelular,

que resulta na contracao[189, 190].

Ainda sobre substancia vasoativas, que provocam vasoconstricao, temos o tromboxano
e a prostaglandina F2a (PGF2a), contudo até a data apenas se sabe que se devera aos

recetores TPa e TP e pelos recetores FPA e FPB, respetivamente[192].

Inevitavelmente, para que ocorra a contracdo das SMC é necessario o aumento da
concentracdo de calcio intracelular. Os canais i6nicos expressos nas SMC regulam o
potencial de membrana, a concentracao de calcio intracelular e a contractilidade das
células. Estes canais podem ser divididos em quatro grupos: canais de Ca2*
dependentes de voltagem (VOCCs), que incluem os canais de calcio do tipo L, T e do
tipo P/Q, e os canais de Ca2* independentes de voltagem (como os canais operados por
recetores (ROCC), canais operados por depositos intracelulares (SOCC) e canais
ativados pelo stress fisico (SACC)) [193].Apenas o envolvimento dos canais de céalcio do
tipo L e T na contractilidade das HUA se encontra bem documentado, no que diz
respeito aos outros canais é necessario uma elucidacao do mesmo [161].Relativamente
aos canais de calcio do tipo L sabe-se que o subtipo Cav 1.2 predominante em relacao
ao subtipo Cav 1.3 em tecidos vasculares e cardiaco [194]. Para além disso os Cav 1.2
sdo determinantes na regulacao do tonus vascular, uma vez que fornecem uma via de
influxo do Caz*extracelular e desempenham um papel crucial no estabelecimento da
[Ca2*] na contracao do musculo liso[194]. Por outro lado, os canais de célcio do tipo T

aparentam estar envolvidos na proliferacao das SMC [195].

Finalmente, o agente contractil KCl, atua principalmente pelo influxo de calcio
extracelular, por via dos VOCC [175].A contracao induzida pelo cloreto de potassio pode
ser inibidapor antagonistas especificos do canal de calcio do tipo L(LTCC),

nomeadamente a nifedipina [196].

1.8.2. Mecanismo de Relaxacao

O mecanismo de relaxacao tem sido descrito como o resultado da diminuicao da
concentracao de Ca2+ intracelular, seguido pela perda ou diminuicdo de um estimulo
contractil [153].Todavia, a relaxacdo muscular ainda pode ser atribuida a remocao de
Ca2+ do citosol e a diminuicao da sensibilidade do sistema contractil ao Ca2*[197]. A
recaptacao de calcio do citosol para o reticulo sarcoplasmatico, o principal local de
armazenamento de calcio intracelular, é feita principalmente pela ATPase de calcio do
reticulo sarco(endo)plasmatica (SERCA) [198].Quando a remocao ¢ feita para o meio
extracelular através da membrana plasmaética estdo envolvidos outros transportadores,
neste caso a Ca2*-ATPase (PMCA) e a bomba Na*/Ca2* (NCX)[153, 199].No caso da
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artéria umbilical humana o NCX parece funcionar de modo reverso [200]. Para além
disso, o relaxamento do musculo liso pode ser provocado por varios compostos
endogenos e exogenos. Geralmente, estes agentes provocam a relaxacao por diferentes
vias, incluindo a inibicao da sintese de agonistas da contragao, bloqueio dos recetores
que medeiam a contracdo no musculo liso e o fecho de canais de Ca2* localizados na
membrana plasmatica [197]. Estes compostos também podem interagir com recetores
especificos localizados quer na membrana celular do musculo liso ou no citoplasma,
para gerar segundos mensageiros intracelulares, como os nucleétidos ciclicos que,
iniciam uma cascada de eventos moleculares levando a relaxacao [197]. Os nucle6tidos
ciclicos monofosfato ciclico 3’5~ Adenosina (cAMP) e mono fosfato ciclico 3’5-
Guanosina (cGMP) sao os principais segundos mensageiros ligados a vasodilatagao e os
seus niveis intracelulares sdo o resultado balanceado entre a sua sintese e
degradacao[201]. Se por um lado o aumento de cAMP é conseguido por ativacao de um
recetor acoplado a uma proteina Gs ou por inibicdo de um recetor acoplado a uma
proteina Gj,, por outro o aumento dos niveis de ¢cGMP é alcangado por acdo de
vasodilatadores endogenos, como é o caso do oOxido nitrico. Consequentemente, o
aumento dos niveis de cAMP e ¢cGMP provoca uma ativacao das proteinas cinases A
(PKA) e G (PKG) respetivamente, o que resulta na reducdo da concentracao de Ca2*
intracelular e sensibilizacdo dos miofilamentos ao Ca2* nas SMC, culminando numa
relaxacao [201]. No que diz respeito as HUA, ja foi demonstrado que o aumentos dos
niveis destes nucle6tidos ciclicos (cAMP e c¢GMP) nas HUASMC provoca
vasorelaxacao[202]. Essa vasorelaxacao também foi verificada em HUA desprovidas de
endotélio, como foi mostrado por um estudo realizado pelo nosso grupo de

investigacao [190].

No referente ao endotélio vascular, alguns estudos tém sugerido que também ele parece
ter um papel importante na relaxacio da HUA. A substancia mais importante
sintetizada pelo endotélio, no que toca aos mecanismos de contractilidade vascular é o
6xido nitrico (NO) [203]. Nas HUA foi demonstrada a existéncia da enzima sintase de
oxido nitrico endotelial (eNOS), que produz NO a partir do aminoacido L-arginina.
Posteriormente, o NO vai atuar nas SMC pela ativacdo da guanilciclase solavel (sGC)
resultando no aumento da producao de cGMP [204]. Atualmente o papel relevante do
NO na regulacao do tonus vascular da HUA encontra-se bem descrito e alguns estudos,
inclusive, demonstraram o seu efeito vasodilatador nesta artéria [190, 205, 206].No
entanto, apesar da sua relevancia na regulacao do tonus vascular, o presente estudo foi
realizado com artérias umbilicais humanas desprovidas de endotélio, desta forma foi
possivel determinar com maior clareza e exatidio os mecanismos que regulam a

contractilidade nesta artéria, exercidos pelo BPA.

37



Os niveis dos nucle6tidos ciclicos podem ser aumentados por inibicao das
fosfodiesterases (PDE)- enzimas que degradam os referidos nucleétidos para os seus
metabolitos ativos 5" adenosina monofosfato (5-AMP) e 5’ guanosina monofosfato (5'-
GMP) respetivamente [201, 207]. Um estudo de Santos Silva e seus colaboradores
demonstrou que nas HUASMC encontram-se expressas isoformas de quatro familias de
fosfodiesterases: PDE1, PDE3, PDE4 e PDE5.Num nivel mais aprofundado, foi
demonstrado que as PDE4 e PDE5 sdo as principais enzimas envolvidas na regulacao

do relaxamento associado ao cAMP e cGMP, respetivamente [190].

Destaca-se ainda para a importancia dos canais de potéssio na regulacao do tonus da
HUA.Estes canais sdo habitualmente predominantes nas membranas das células
musculares lisas vasculares e desempenham um papel crucial na regulacao do potencial
de membrana controlando diretamente a concentracdo de K+ e indiretamente a
concentracao de Ca2*[208-210].De forma mais especifica, a abertura dos canais de K*
nas SMC provoca uma hiperpolarizacio da membrana celular, um encerramento dos
VOCC e uma diminuic¢ao da entrada de i0es de Ca2* para o interior da célula, resultando
numa vasodilatacdo [211, 212]. A atividade dos varios tipos de canais de K+pode ser
alterada também por uma serie de fatores fisiologicos, que incluem o Ca2* intracelular,
os nucleotidos ciclicos e diversos mecanismos de transducdo de sinal. Desta forma
apresentam-se como um alvo promissor de atuacido de substancias vasodilatadoras

como o NO, os péptidos natriuréticos (NP) e as prostaciclinas[210].

Nas artérias umbilicais humanas foram implicados varios canais de potassio nos
mecanismos de regulacdo do tonus vascular, de entre eles os BKCa, canais de potassio
ativados por célcio de alta condutancia, que respondem a alteracoes dos niveis de Ca2*
intracelular, bem como os canais de potassio operados por voltagem (Kv) capazes de
regular o potencial de membrana em resposta a despolarizacio da membrana [209,
213]. Na generalidade a ativacao dos canais de potassio parece ser responsavel pela

vasodilatacao verificada nas SMC da HUA[179, 214].
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2. Enquadramento e Objetivos da investigacao

O bisfenol A (BPA) é um composto organico, que tem sido utilizado sobretudo no
fabrico de materiais plasticos, em varios produtos como embalagens de alimentos e
bebidas, biberons, e materiais industriais, como canos de 4gua. Para além disso, pode
ser encontrado em tintas, vernizes e produtos dentarios, como proteses. O BPA ¢é
considerado um disruptor endo6crino, uma vez que tem a capacidade de se comportar
como algumas hormonas, causando alteracdes na sua funcdo fisiologica e também
alteram o normal funcionamento dos 6rgaos alvo onde estas atuam. Existem estudos
que provaram que o BPA possui atividades estrogénicas, androgénicas e consegue
ainda ligar-se a recetores localizados na tiroide. Estudos recentes demonstraram que o
BPA aumenta a producdo de interleucinas pro-inflamatoériasenvolvidas em doencas
cardiovasculares e, esta associado a cardiotoxicidade.Neste sentido, o objetivo deste
trabalho é analisar o efeito genémico do BPA na funcdo vascular. Assim, a artéria
umbilical humana (HUA) previamente isolada serad exposta (24h) a diferentes
concentracoes de BPA para andlise da contractilidade e sera feita cultura de células
musculares lisas da HUA para posteriores estudos de expressao génica.Bem como sera
feita a analise da expressao de proteinas contracteis. Para além disso,também serao
realizadosestudos computacionais, através do docking molecular, entre proteinas

envolvidas no processo de contractilidade e o bisfenol A.

Diferentes objetivos especificos foram definidos para atingir a correta resolucao do

objetivo central:

1. Realizagdo com sucesso do isolamento e cultura de células musculares lisas da
artéria umbilical humana(HUASMC);

2. Analise do efeito direto do BPA, em artérias umbilicais humanas (HUA) sem
endotélio

3. Analise dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito do BPA na HUA,
principalmente os envolvimentos dos nucleétidos ciclicos e dos canais de calcio
(efeitosgendmicos).

4. Analise do efeito do bisfenol A na expressao de diferentes proteinas contracteis
nas HUASMC por Real time- PCR;

5. Analise computacional da interacao do BPA com proteinas envolvidas nas vias

de sinalizacao endotelial.
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3.Materiais e Métodos

3.1. Recolha dos cordoes umbilicais

A recolha dos corddoes umbilicais (HUC) (n= 42) foi realizada a partir do Centro
Hospitalar Universitario Cova da Beira (CHUCB). As amostras dos HUC tinham
aproximadamente 3 a 7 cm e foram recolhidas de maes doadoras saudaveis que nao
estavam sob outra medicacdo que nao fosse acido folico durante as primeiras 21
semanas ou suplemento de ferro durante a gravidez. Os corddes umbilicais foram
recolhidos apdés o consentimento escrito das mulheres gravidas. As pecas dos HUC
foram armazenadas numa solucdo salina fisiologica estéril (PSS), com a seguinte
composicao 110 mmol/L NaCl; CaCl. 0,15 mmol/L; KCI 5 mmol/L; MgCl. 2 mmol/L;
NaHCO; 10 mmol/L; KH,PO, 0,5 mmol/L; NaH,PO, 0,5 mmol/L; Glucose 10 mmol/L;
e EDTA 0,49 mmol/L. Para prevenir a contaminacao foram adicionados a solucao de
PSS antibidticos (penicilina, 5U/mL, estreptomicina, 5ug/mL e anfotericina B, 12,5

ng/mkL).

Todos os procedimentos realizados com estas amostras descritas acima foram
aprovados pelo Comité de Etica para a Satide da CHUCB E.P.E (No.33/2018, 18 de

Julho de 2018) e estavam de acordo com os principios da declaracao deHelsinki.

3.2. Técnica de banho de 6rgaos

3.2.1. Isolamento de artérias umbilicais humanas

As experiéncias de contractilidade em HUA foram realizadas como descrito por Cairrao
et. al (2009) e Lorigo et. al (2021) [169, 215]. Em resumo, as HUA foram isoladas do
tecido conjuntivo circundante (geleia de Wharton), numa placa de Petri de vidro com
solucdo de PSS e foram cortadas em pequenos anéis com 3-5 mm. Para estudar os
efeitos do BPA apenas no miusculo liso, o endotélio vascular foi mecanicamente

removido com uma agulha de fio de algodao introduzida através do lamen arterial.
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1l

Figura 7-Representacio esquematica de tabuleiro usado para o tratamento da artéria

3.2.2. Medicao das TensoOes isométricas

As HUA foram colocadas em camaras de banho de 6rgaos LE01.004 contendo 10 mL de
solugdo de Krebs-bicarbonato (NaCl 119 mmol/L, NaHCO; 25 mmol/L, KH.PO, 12
mmol/L, CaCl. 0,5 mmol/L, MgSO, 1,2 mmol/L, EDTA 0,03 mmol/L e glucose 11
mmol/L (pH 7,4) a 37°C e continuamente gaseadas com carbogénio (95 % O. e 5% Co.).
Esta mistura gasosa permitiu que a pressao de CO. e o valor de pH no banho de 6rgaos
fossem semelhantes aos valores no plasma humano [216]. Os anéis das artérias foram
suspensos entre dois fios paralelos de aco inoxidavel e a medicdo da tensdo em
milinewton (mN) foi realizada com transdutores isométricos TR1201 (PanlabSA,
Espanha), amplificador ML118 (ADInstruments), interface PowerLab/4SP Ml750
(ADInstruments) e sistema computadorizado com o software Chart; PowerLab
(ADInstruments). Os anéis foram colocados sob uma pré-tensao (20-25 mN) e foram
submetidos a um periodo de equilibrio durante 45 min para que os anéis atingissem
uma tensao basal de 20-25 mN. Durante este periodo, a solu¢ao do banho de 6rgaos foi
mudada a cada 15 min. Posteriormente, os anéis foram submetidos a um teste de
viabilidade através de uma pré-contracdo com uma concentracdo supramaximal de 5-
HT (1 umol/L). Para as experiéncias, s6 foram incluidos anéis com uma contragio

maxima > 10 mN[169, 216].

3.2.3. Procedimento experimental

Em primeiro lugar, foram avaliados os efeitos das concentra¢des cumulativas de BPA
(0,002, 0,02, 0,2, 2, 20 e 100 umol/L) sobre o tonus basal da HUA. Em seguida, as
HUA foram contraidas com serotonina (5-HT,1 umol/L) e a resposta vascular foi
analisada. As concentracoes de BPA utilizadas foram baseadas num estudo anterior
com SMC de rato do nosso grupo de investigacao [116].

Posteriormente, foram analisados os efeitos do BPA a curto prazo (ou seja, os efeitos do
BPA sobre HUA nao-incubadas). Para tal, as HUA foram contraidas com um agente

vasoativo (serotonina, 5-HT,1 umol/L) e por despolarizacao com cloreto de potassio

41



isosmotico (KCl 60 mmol/L). Depois, as HUA foram sujeitas a concentracoes
cumulativas de BPA (0,002 - 100 umol/L) e o efeito produzido foi investigado. Ao
longo das experiéncias, foram sempre efetuados controlos com etanol (o solvente
utilizado para dissolver o BPA).

O passo seguinte foi a analise dos efeitos do BPA a longo prazo sobre as HUA. Para este
efeito, as HUA foram primeiro incubadas (24 horas) com diferentes concentracoes de
BPA (0, 0,002, 0,2, 20,100 umol/L). As artérias foram contraidas com 5-HT e KCl e o
modo de acdo do BPA foi analisado. O envolvimento dos canais Ca2+* e da via de
sinalizacado do cGMP foram escolhidos para estudar uma vez que estas duas vias sao as
principais envolvidas no relaxamento do musculo liso da HUA [215]. Assim, ap6s uma
contracao estavel com os diferentes agentes contrateis, o envolvimento dos canais Ca2*
na vasorelaxacao induzida por BPA foi analisado utilizando nifedipina (Nif; 0,01, 0,1 e 1
umol/L) e o agente contratil KCl (6ommol/L). Nif é um inibidor especifico dos LTCC e
o KCl induz uma despolarizagdo da membrana SMC através da abertura dos LTCC.
Além disso, para testar o envolvimento do BPA na via de sinalizagdo do cGMP, foi
utilizado nitroprussiato de s6dio (SNP, 0,01-100 pmol/L). O SNP é um estimulador da
sGC. Uma vez que o SNP e Nif sdo agentes fotodegradaveis, todos os procedimentos
foram realizados na auséncia de luz.

Cada experiéncia foi realizada em varios anéis de HUA de pelo menos trés artérias
diferentes, para garantir a variabilidade genética.

Ap6s o banho e para assegurar a remocao de componentes residuais do aparelho,
procedeu-se a passagem de agua corrente e posteriormente de agua destilada, pelos

pocos e pelo sistema, trés vezes.

3.3. Cultura de células musculares lisas da artéria
umbilical humana- HUASMC

As células musculares lisas foram isoladas da HUA de acordo com o método de
explantes e cultivadas como descrito anteriormente [169, 216] Todos os procedimentos
foram realizados em condicGes assépticas dentro de uma camara de fluxo laminar e
utilizando materiais, solugoes e instrumentos esterilizados. As células foram cultivadas
em 37°C sob atmosfera de 95% de ar e 5% de CO. num meio de cultura com a
composicao: DMEM F-12, contendo albumina de soro bovino (BSA, 0,25%), soro fetal
bovino inativado por calor (FBS, 5%), factor de crescimento epidérmico (EGF, 5
umg/mL), factor de crescimento fibroblasto (FGF, 0. 5 ng/mL), heparina (2 ug/mL),

insulina (5 pg/mL) e uma mistura de antibi6ticos: penicilina (5 U/mL), estreptomicina
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(5 ug/mL), e anfotericina B (12,5 ng/mL). Foram obtidas células confluentes em cerca
de 20-30 dias, e subculturas destas células foram realizadas utilizando uma solucao
comercial de tripsina-EDTA (0,025%). Para as experiéncias, foram utilizadas células de

pelo menos cinco HUC em passagens diferentes (ver abaixo).

3.4. Genética

3.4.1. Extracao de mRNA

As HUASMC foram expostas a diferentes concentracoes de BPA (0,002-20 umol/L)
durante 24 horas e a extracao do RNA foi realizada de acordo com Lorigo et. al (2021)
[215]. Para este efeito, foi utilizado o reagente Tri (Ambion, Califérnia, EUA) de acordo
com as instrucoes do fabricante. A quantidade de RNA extraido foi avaliada por
espectrofotometria (Nanophotometer TH, Implen GmbH, Munique, Alemanha) a uma
absorvancia 260/280 nm.Este racio permite determinar se existe contaminacao da
amostra quer por proteinas ou por DNA.Entre as medi¢des a cuvete e o microdrop
foram limpos 3 vezes com agua mili-Q, para que nao houvesse risco de contaminagao
da concentracao anteriormente analisada.Adicionalmente, a integridade do RNA

extraido foi avaliada utilizando uma eletroforese em gel de agarose (1%).

Solucao Tampao

Figura 8-Representacio esquemaética da técnica eletroforese em gel de agarose.

3.4.2. Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada utilizando 1 ug de RNA total extraido. Primeiro, o RNA

foi desnaturado durante 5 min a 65°C numa reacao contendo dNTPs (10 mmol/L) e
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uma mistura aleatéria de hexamer (0,5 pg/Ul) (NZYset, Lisboa, Portugal). O RNA foi
reversamente transcrito durante 60 min (a 37°C) num volume final de 20 uL contendo
tampao de reacao (10x) e M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/uL) e seguindo as
instrucoes do fabricante (NZYTech, Lisboa, Portugal). Foi utilizado um termociclador
(T100TH ThermalCycler, BioRad) para a sintese de cDNA. A reacao foi interrompida a

70°C durante 15 min.

3.4.3. Quantificacao da expressio de mRNA por
qPCR em tempo real

Os estudos de expressao genética tiverem por base trabalhos anteriores de Saldanha et.
al (2013) e Lorigo et. al (2021) [215, 217]. Foram avaliados os niveis de mRNA de
diferentes genes (BKCa-a 1.1, BKCa-f1, Cavi.2, sGC, PKG) (Tabela 1). Para o PCR
quantitativo em tempo real, foi utilizado SYBRGreen/FluoresceingPCR Master Mix
(NZYTech, Lisboa, Portugal) e cada reacdo foi realizada usando 1 uL do cDNA
sintetizado (volume final de 20 uL). As experiéncias foram realizadas noCFX Connect
Real-Time PCR System (BioRad), onde foram programadas as seguintes condicoes:
desnaturacao inicial 95°C durante 5 minutos, seguida de 40 ciclos de 10 segundos, 30
segundos a temperatura de annealing (60°C) e os tltimos 10 segundos a 72°C.Todas as
amostras foram executadas em triplicado para cada PCR em tempo real e os niveis de
expressao genética foram padronizados com o gene humano (-actina. A expressao
relativa do mRNA foi calculada utilizando o modelo matemaético padrao pela formula 2-
AACt [218].

Tabela 2-Primers utilizados para a quantificagdo da expressdo de mRNA através de experiéncias de PCR
em tempo-real

. . Temperatura de | no. acesso
Sequéncia de primers (5’-3’)

Annealing(°C) GenBank

. Fw: 5-CAT CCT CAC CCT GAA GTA CCC-3 NM_00110
B-actina Rv: 5-AGC CTG GAT AGC AAC GTA CAT G-3 60 15
BKCa 1.1 Fw: 5-AAG CAA CGG AAT GGA GGC AT-3 60 XM_03493
asubunit Rv: 5-CCA GTG AAA CAT CCC AGT AGA GT-3 0944 .1
BKCa 31 Fw: 5-CAA TGT GGT GAA CGC AGC C-3 60 XM_00383
subunit Rv: 5-TGT GAT GCT GAG GCG TGA A-3 0649.4
L-type Ca™
channels Fw: 5-CAT CAT CAT CTA CGC CAT CAT CGC -3 XM_03493
(LTCC) a1C- Rv: 5-GGT CAT CTT CTG CTG GAA CAT CTG-3 60 5167.1
subunit
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Soluble guanyl Fw: 5-GAT AGC ACT GAT GGC CCT GAA-3 60 NM_00137
cyclase (sGC) Rv: 5-GTA GTC CAA TTC GCA TCT TGA TAG G-3 9671.1
protein kinase
cGMP-

Fw: 5-GGC TGT CAG AGA AGG AGG AAG -3 NM_00109

dependent 1 a- 60
Rv: 5-GGA AGG ACC TGT ACG TCT GC -3 8512
subunit (PRKG
1a)

3.5. Docking Molecular
3.5.1. Aquisicao e preparacao de estruturas

proteicas e ligandos

Simulagoes computacionais (por docking molecular) foram realizadas pelo programa
Autodockg para revelar os modos de interacao do BPA com as proteinas envolvidas nas
vias de sinalizacao de contractilidade. As coordenadas estruturais em 3D das proteinas
estudadas foram descarregadas do Protein Data Bank (PDB) como ficheiros .pdb
(Tabela 3). A estrutura cristalina de LTCC-a1 e LTCC-B2 (PDB ID:5V2P) a 2,00 A co-
complexadas com o seu ligando natural, 1,3 bis(bromometil)benzeno (8YV) e
pentaetilenoglicol (1PE) foram obtidos, respetivamente. Além disso, foi descarregada a
estrutura cristalina dos canais de ides K+ de alta condutancia ativados por Caz+ (BKCa-
a1, PDB: ID: 6V35) a 3,50 A co-complexado com o seu ligando natural, colesterol
(CLR). Além disso, a sGC (PDB:6JT0) a 4,00 A co-complexada com o seu ligando
natural, grupo heme (HEM) foi recuperado. Todas as proteinas mencionadas
disponiveis no PDB (na altura do estudo) eram do organismo Homo sapiens, com
excecdo do LTCC-B2 que era de Rattusnorvegicus. Por esta razao, antes das simulacoes
moleculares, a homologia foi calculada utilizando a ferramenta NCBI blastp
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com as sequéncias de proteinas recuperadas
da UniProt (https://www.uniprot.org/) (alinhamentos de sequéncias). Posteriormente,
a individualizacao de proteinas dos respetivosligandos naturais foi realizada utilizando
o Chimera USCF versao 1.15. As caracteristicas de cada ligando utilizado para o
acoplamento molecular estdo presentes na Tabela 4. Uma vez que a BPA nao foi
encontrada no PDB, as suas estruturas foram concebidas usando ChemDraw, e depois
de minimizar a energia dos ficheiros .pdb da molécula foram exportados do programa.
A preparacio das proteinas,dockprep, foi realizada para todos os ficheiros pelo software
Autodocktools v.1.5.6. Neste processo, as moléculas de agua que poderiam ter

persistido foram removidas. Além disso, foram adicionados hidrogénios apolares e
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cargas parciais de Gasteiger. Finalmente, o mapa tridimensional da proteina foi

convertido de formato .pdb para. pdbqt para utilizacao em simulacoes em silico.

TabelagCaracteristicas de cada proteina utilizada para o docking molecular: abreviaturas comummente
utilizadas, identificagoes PDB e o organismo.

Nome da Proteina Abreviacdo @ PDB ID Organismo
L-type Ca“* channels (LTCC) a1C-subunit LTCC-a1 5v2pP Homo sapiens
L-type Ca** channels (LTCC) B2-subunit LTCC-B2 5v2pP Rattus Norvegicus
Large-conductance Ca**-activated K” ion channels BKCa-a1 6V35 Homo sapiens
Soluble Guanyl Cyclase sGC 6JT0 Homo sapiens

Tabela 4Caracteristicas de cada ligando utilizado para o docking molecular: abreviaturas comummente
utilizadas, IDsPubChem e nimero de registo do ChemicalAbstractsServiceRegistryNumber (CASRN).

Nome do Ligando Abreviacado ‘ PubChem ID CASRN
1,3 bis(bromomethyl)benzene 8YV 69373 626-15-3
Pentaethylene glycol 1PE 62551 4792-15-8
Cholesterol CLR 5997 57-88-5
Heme group HEM 444097 14875-96-8
Bisphenol A BPA 6623 80-05-7

3.5.2. Simulacoes moleculares

O Autogrid 4 foi utilizado para realizar os calculos do mapa da grid com base nas
coordenadas de cada centro activo da estrutura de proteinas cristalina. Os tamanhos
das grid estdo especificados na Tabela 5. Primeiro, o docking molecular foi validado
pelo desvio quadratico médio de raiz (RMSD) < 2.0 A e posteriormente confirmado
utilizando o Autodock Vina. Os calculos do docking foram feitos de acordo com o
algoritmo genético Lamarckian pelo Autodock 4 e os outros parametros foram
mantidos como padrao. Para a analise do docking, 10 conformacées foram agrupadas e
classificadas pela menor energia de ligacdo (AG, kcal/mol). A conformacdao com a
melhor pontuacgao e AG foi selecionada para analise as interacées com BPA utilizando o

software Chimera 1.15.

Tabela 5- Parametros da grelha (dimensées e tamanho) de cada centro activo das proteinas utilizadas para
o docking molecular.

Proteinas
Parametros da Grid
g H LTCC-a | LTCC-B BKCa
Dimensao da X 36 8 12 17
Grid Y 32 10 22 10
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Z 24 12 16 42
X
Y 123.342 9.388 38.098 130.873
Centro da Grid 7 113.269 -16.13 20.916 154.304
135.037 120.46 137.695 195.507
Spacing 0.375

3.6. Analise Estatistica

A analise dos dados dos estudos de contratilidade arterial foi realizada por medicoes da
tensao isométrica expressa em milinewton (mN) de forca desencadeada pelas artérias
contraidas. Para a anélise das respostas relaxantes induzidas pelo BPA, foi considerada
uma % de reducao da contracao maxima induzida por cada agente contractil. Todos os
resultados foram expressos como média + desvio padrao (S.D.) do nimero (n) das

artérias umbilicais humanas.

A andlise estatistica foi realizada utilizando 0 software
SigmaStatStatisticalAnalysisSystem versao 3.5 (2006). Neste processo, os testes t-
student foram realizados em anéalise para significancia estatistica entre dois grupos.
Foram comparados varios grupos através do métodoone-way ou two-way ANOVA,
seguido dos testes post-hoc de Holm-Sidak. As diferencas na expressaio do mRNA
foram calculadas por umaone-wayANOVAatravés do método de Dunnett”s. A concec¢ao

grafica dos dados estatisticos foi conseguida com Software Origin 2021 9.8.0.200.

3.7. Solucoes e Materiais

3.7.1. Solucoes

As solucdes utilizadas para a realizacdo desta investigacio estdo mencionadas na Tabela

6, bem como discriminadas as respetivas composigoes.

Tabela 6-Solugoes e respetiva composicao utilizadas no presente trabalho.

Composicao
NaCl 110mM;CaCl, 0.16mM;KCl
s5mM;MgCl,2mM; Hepes 10 mM; NaHCO; 10
mM; KH.PO, 0.5 mM; NaH,PO, 0.5 mM;
Glicose 10 mM e EDTA 0.5 mM (pH=7.4)

Solugao

Solucao sterilephysiological saline (PSS)
ou solucao salina fisioldgica estéril
diluida
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Solugao de Dulbecco”smodifielEagle”s
médium/F12 (DMEM-F12)

DMEM-F12 liofilizado sigma; NaHCO4 (1.2
g/L) e acido L-ascorbico (20 mg/L) (pH=7.4)

Krebs Basico Concentrado

KCl 5.0 mM; EDTA 0.03 mM; MgSO,-7H,0 1.2
mM; KH,PO, 1.2 mM e acido L-ascorbico 0.6
mM

Krebs diluido

Krebs Béasico Concentrado; CaCl, 0.5 mM;
NaCl 119 mM; NaHCO; 25 mM; Glicose 11 mM
(pH = 7.4)

Krebs despolarizante (KCl 60 mM)

Krebs Béasico Concentrado; CaCl, 0.5 mM;
NaCl 64 mM; KCI 60.0 Mm; NaHCO; 25 mM e
glicose 11 mM (Ph=7.4)

Meio de cultura HUASMC

DMEM-F12; Albumina de soro bovino (BSA
0.25%); varios fatores de crescimento (GSP);

antibio6tico (AB) e insulina (pH=7.4)

3.7.2. Quimicos

De forma a dar seguimento a este projeto foi necessaria a utilizacdo de diversos

compostos quimicos e drogas, nomeadamente o bisfenol A (BPA), a serotonina (5-HT),

o nitroprussiato de s6dio(SNP), a nifedipina(Nif) e o etanol (EtOH).Todos eles foram

adquiridos por Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal). O BPA foi cedido pelas

professoras Dras Isabel Theriaga e Cecilia Santos, as quais deixo o meu agradecimento.

Inicialmente a serotonina e o SNP foram dissolvidos em agua destilada, enquanto o

BPA e a Nif foram dissolvidos em etanol. Todas as solugoes foram armazenadas a -

20°C. Para as diversas metodologias realizadasfoi necessério preparar dilui¢coes de BPA

e EtOH. Nos estudos de contractilidade arterial as dilui¢oes foram realizadas em Krebs

diluido e realizadas no proprio dia da experiéncia, e respeitando todas as normas

laboratoriais necessarias para o efeito. De modo a nao influenciar os resultados, a

concentracao final de EtOH nunca excedeu 0.05%.

3.7.3. Materiais

Tabela 7-Material utilizado para a realizacdo das solucdes e técnicas mencionadas anteriormente.

Preparacao de solugoes

Material/Equipamento

Marca
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Balanca digital

PLJ-K510-3M, Kern

Medidor de pH

Metrohm

Banho de Orgdos

Material/Equipamento

Marca

Material Cirtargico Especifico

Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Material Especifico de laboratorio

Camara de Banho de 6rgaos Letica

Transdutor de forca Panlab
Amplificador ADInstruments
Interface PowerLab/4SP ADInstruments

, .

Cultura de células musculares lisas HUA

Material/Equipamento

Marca

Material Cirtrgico Especifico

Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Material Especifico de laboratério

Frascos de Cultura

Orange Scientific

Sistema de incubacao Pecan
Camara de Fluxo Laminar NuAir
Genética
Material Marca
Material especifico de laboratorio -
CFX Connect Real-Time PCR system Bio-Rad
Espetrofotometro- OD600
Diluphotometer tmplen
Docking molecular
Material/Equipamento Marca
Computador portéatil Asus VivoBook

4.Resultados

4.1. Estudos de contractilidade arterial

Para a realizacdo dos estudos de contractilidade arterial das artérias umbilicais

humanas recorreu-se a técnica de Banho de Orgaos.
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4.1.1 Efeitos do BPA na vasculatura de HUA nas
contracoes induzidas pela serotonina (5-HT) ou
cloreto de potassio (KCl1).

Concentracoes crescentes de BPAforam adicionada na HUA sem incubagdo e em
seguidafoi adicionado um agente contractil (Tabela 8). Os resultados demonstraram

que o BPA nao induz qualquer efeito no tonus basal.

Tabela 8-Tensoes basais apds adicdo de concentracoes crescentes de BPA

Tensdes Basais do BPA (mN)

S Sem Incubagao de | Incubacgao de | Incubacéo de | Incubagéao de

incubagéao 0.002 pmol/L 0.2 ymol/L 20 ymol/L 100 ymol/L
(umol/L)
(n=9) (n=7) (n=8) (n=10) (n=9)

0.002 -0.0410.18 0.03+0.08 -0.05+0.04 -0.04+0.08 -0.03+0.05
0.02 -0.22+0.23 -0.03+0.01 -0.03+0.04 -0.07+0.14 -0.07+0.05
0.2 -0.3310.37 -0.07+0.21 -0.08+0.06 -0.13+0.26 -0.17+0.11
2 -0.54+0.59 -0.10+0.16 -0.16+0.09 -0.12+0.19 -0.25+0.23
20 -0.72+1.11 -0.18+0.25 -0.25+0.17 -0.19+0.23 -0.54+0.37
100 -0.92+1.05 -0.14+0.30 -0.31+0.16 -0.12+0.20 -0.74+0.46

Para analisarmos os efeitos gendémicos do BPA, os anéis vasculares de HUA foram
incubados durante 24horas com diferentes concentracdoes de BPA. No grafico 1 e 2
podemos observaras tensdes dos anéis pré-incubados com BPA e contraidos com 5-HT
e KCl, respetivamente.Para as HUA contraidas por qualquer um dos dois agentes
vasoativos foram obtidas tensdes semelhantes para as incubadas com BPA em

comparacgao com o grupo controlo (p>0.05).
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Gréfico 1-Tensao (expressa em milinewtons, mN) das artérias umbilicais humanas (HUA) pré-incubadas
com bisfenol A (BPA; oumol/L- 100 pmol/L) e contraidas com serotonina (5-HT, 1 umol/L) Cada barra
representa o valor médio, as linhas verticais o S.D. (desvio padrdo) e n entre parénteses é o nimero de
anéis de artéria utilizados. Representa a dispersio de pontos.
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Grafico 2-Tensao (expressa em milinewtons, mN) das artérias umbilicais humanas (HUA) pré-incubadas
com bisfenol A (BPA; 0 umol/L- 100 umol/L) e contraidas com cloreto de potassio (KCl, 60 mmol/L) Cada
barra representa o valor médio, as linhas verticais o S.D. (desvio padrao) e n entre parénteses é o niimero
de anéis de artéria utilizades. Representa a dispersao de pontos
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4.1.2 Efeitos Vasculares diretos do BPA na
contractilidade das HUA induzida pela
serotonina (5-HT)

Para analisarmos os efeitos diretos do BPA, os anéis vasculares de HUA foram
primeiramente contraidos por serotonina (1 uM) e posteriormente foram adicionadas
concentracoes crescente de BPA.Conforme evidenciado no grafico 3, o BPA induziu
uma vasorelaxacdo para todas as concentracoes utilizadas (0.002-100 umol/L).
Também foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre o grupo
controlo (Veh, veiculo), etanol, e o grupo de teste, BPA. Estas diferengas verificaram-se
para concentracoes de BPA de 0.002, 0.02 e 20 uM (p <0.05, teste t-student), 0.2 e 2
uM (p<o0.01, teste t-student).Para além disso o BPA provocou um efeito vasorelaxante
mais proeminente para a maior concentragido (100 umol/L, p<0.001, one-way ANOVA
com testHolm-Sidak).

N W B (#]
o o o o
1 1 1 1

Efeito do BPA na contraczo
induzida por 5-HT (%)
=

o
!

104 Qé\ q;z?‘ \\Q‘:\\ Q)QY- QQT\\ Qg?‘ ‘\e‘:{\ Q;z?‘ Aé(\ Q??- \‘QQ?‘
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Log [Agente Relaxante] (M)

Gréfico 3- Efeito do BPA (0.002-100 uM) sobre as contragdes induzidas por serotonina (5-HT, 1 uM) em

artérias umbilicais humanas. Os resultados encontram-se expressos em percentagem (%) de relaxacao

obtida apos contracdo provocada pela 5-HT. As barras representam o valor médio dos dados, as linhas

verticais o desvio padrao (S.D) e entre parénteses encontra-se o nimero de anéis utilizado (n). A analise

estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde * p<0.05, ** p<0.01,*** p<0.001 versus o controlo e pelo

teste one-way ANOVA com teste Holm-Sidak, onde diferentes letras significam significancias diferentes.
+Representa a dispersao de pontos
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4.1.3 Efeitos Vasculares diretos do BPA na
contractilidade das HUA induzida pelo cloreto de
potassio (KCl1)

O grafico 4 resume os resultados obtidos para o efeito cumulativo de BPA sobre a HUA
contraida com KClL.Os resultados mostraram que o BPA induziu uma vasorelaxacao
para todas as concentragoes utilizadas (0.002-100umol/L).0 efeito mais
pronunciadoocorreu paraas concentracdes 2, 20 e 100 umol/L de bisfenol A (p<0.001,
one-way ANOVA com teste Holm-Sidak).
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Gréfico 4-Efeito do BPA(0.002-100uM) sobre as contragées induzidas por cloreto de potassio(KCl, 60
mM) em HUA. Os resultados estio expressos em percentagem (%) de relaxacio ap6s contragio por KCl. As
barras representam o valor médio dos dados, as linhas verticais o desvio padrao (S.D) e entre parénteses, o
naimero de anéis (n). A anélise estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde ** p<0.01 e *** p<0.001
versus o controlo e pelo teste oneway ANOVA pelo método Holm-Sidak onde diferentes letras significam
significancias diferentes. ® Representa a dispersao de pontos

4.1.4. Analise do envolvimento dos nucleétidos
ciclicos na vasorelaxacao induzida pelo BPA

Para analisarmos os efeitos gendémicos do BPA, os anéis vasculares de HUA foram
incubados durante 24horas com diferentes concentra¢ées de BPA. O envolvimento dos
nucleotidos ciclicos na resposta vascular induzida pelo BPA foi analisado usando SNP
(0,001 umol/L-100 umol/L) em HUA contraidas com 5-HT (Fig. 4A) e KCl (Fig.4B).

53



Os resultados mostraram uma interacao entre a incubacao de BPA e as concentracoes
de SNP (p<0.001). No grupo de controlo (sem incubacao de BPA), foi observado um
relaxamento induzido pelo SNP apés a contracdo por 5-HT(Fig. 4A). As HUA incubadas
com 0,002 e 0,2 umol/L de BPA mostraram um aumento significativo no relaxamento
induzido por todas as concentracoes de SNP analisadas (p<0,01 e p<0,05) quando
comparado com o controlo, exceto para a maior concentracdo de SNP, em que o
relaxamento foi menor. Relativamente aos anéis HUA incubados com 20 pumol/L de
BPA, o relaxamento induzido pelo SNP diminui significativamente em comparacao com
o controlo, com excecao da concentracao de 0,1 umol/L de SNP. Além disso, as artérias
incubadas com 100 umol/L. de BPA mostraram um aumento significativo no
relaxamento induzido por todas as concentracées de SNP analisadas, exceto para a
concentracao mais elevada (100 umol/L) onde se observou um efeito vasorelaxante

inferior (66,73%) em relacao ao HUA de controlo (78,97%).

Em relacao as HUA contraidas com cloreto de potéassio, nao foram encontradas
interacoes estatisticamente significativas entre HUA incubadas com concentragoes de
BPA e SNP (p=0,212) (Fig.4B). No entanto, foram encontradas diferencas estatisticas
entre as diferentes concentracoes de SNP e o grupo de controlo. As artérias incubadas
com 0,002 umol/L. de BPA mostraram um relaxamento significativamente maior
quando comparadas com o controlo de HUA para SNP 0,1 a 100 umol/L
(p<0,01,p<0,05). A menor concentracao de SNP utilizada (0,01umol/L) induziu uma
resposta vasorelaxante inferior a HUA de controlo. Relativamente aos anéis de HUA
incubados com BPA 100 umol/L, os dados mostraram um efeito significativamente
relaxante para 0,01-1 pmol/L de SNP, embora para as concentracoes mais elevadas de
SNP (10 e 100 umol/L) tenha sido observado um efeito vasorelaxante inferior (47,66%
e 59,91%, respetivamente) quando comparado com o grupo de controlo (48,70% e
68,20%). Em relacao as HUA incubadas com BPA 0,2 umol/L e BPA 20 umol/L, a
vasorelaxacdao induzida por 0,01, 0,1 e 1 umol/L de SNP foi significativamente mais
elevada em comparacdo com o grupo de controlo (sem incubacdo). Ao contrario do
observado para SNP 10 e 100 umol/L, onde o efeito vasorelaxante do SNP foi inferior
ao do controlo de HUA.
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Figura 9- Percentagem (%) de relaxacdo de HUA pré-incubadas com BPA (0.002-100umol/L), contraidas
com 5-HT (Fig.4A) e KC 1(Fig.4B) e sujeitas a concentragdes cumulativas de nitroprussiato de s6dio (SNP)
(0.01-100umol/L). Cada uma das barras representa a média, as linhas verticais o erro padrio e entre
parenteses o0 n.#(p<0.05), ##*(p<0.01) representam diferencas significativas em comparagdo com o
controlo; as letras por sua vez, representam diferencas significativas entre as concentracbes de SNP
(p<0.05): método two-way ANOVA seguido por teste Holm-Sidak. ® Representa a dispersao de pontos

4.1.5. Analise do envolvimento dos canais de
calcio na vasorelaxacao induzida pelo BPA

O envolvimento dos canais de calcio na resposta vascular induzida pelo BPA foi
analisado usando Nifedipina, Nif (0,01 umol/L-1 umol/L) em HUA contraidas com 5-
HT (Fig. 5A) e KCl (Fig.5B). Os resultados mostraram uma interacdo entre a incubacao
de BPA e as concentracoes de Nif em anéis de HUA contraidos com 5-HT (p<0,001). O
relaxamento induzido pela nifedipina dos anéis contraidos com 5-HT do grupo de
controlo com o efeito maximo foi observado para 1 umol/L de Nif (61,00%).
Globalmente, o relaxamento induzido por todas as concentracoes de Nif utilizadas
(0,01, 0,1 e 1 umol/L) foi significativamente maior (p<0,001, p<0,01 e p<0,05) para
todas as HUA incubadas com concentracoes de BPA (0,002, 0,2, 20 e 100 umol/L) do
que para o grupo de controlo. Relativamente as HUA incubadas com 0,2 umol/L de
BPA, o relaxamento induzido por Nif 0,01 umol/L foi significativamente maior (-
12,91%, p<0,05) do que o observado no grupo de controlo (-2,90%), ao contrario do

observado para as outras concentracgoes analisadas.
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Em relagdo a contrac¢do de HUA com KCl, foi observada uma interaccdo significativa
entre a incubagao de BPA e a concentracgao de Nif (p<0,001). Tal como observado para
a serotonina, todas as concentracbes de Nif analisadas induziram relaxamento no
grupo de controlo com o efeito maximo observado para Nif 1 umol/L (96,41%, p=0,05).
Em HUA incubado com 0,002 pmol/L de BPA o relaxamento induzido por Nif 0,01
umol/L foi significativamente maior (30,81%, p<0,05) do que o observado no grupo de
controlo (20.,45%), ao contrario do observado para as outras concentracoes analisadas.
A incubagdo com 0,2 umol/L bisfenol A induziu um relaxante significativamente menor
com concentragoes mais elevadas de Nif 0,1 e 1 pmol/L (p<0,05 e p <0,01,
respectivamente) do que o grupo de controlo. Para a incubacdo de 20 umol/L BPA, o
efeito da nifedipina foi maior para o Nif 0,01 umol/L e menor para o Nif 1 umol/L do
que o observado para o respectivo controlo. A incubacdo com 100 pmol/L de BPA induz
uma vasorelaxacao de Nif significativamente mais elevada para todas as concentracoes

analisadas, quando comparada com o grupo de controlo.
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Figura 10- Percentagem(%) de relaxacio em HUAs pré-incubadas com BPA(0.002-100umol/L),
contraidas com 5-HT (Fig.5A) e KCl (Fig.5B) sujeitas a concentragdes cumulativas de nifedipina(Nif)(0.01-
1 umol/L).Cada uma das barras representa a média, as linhas verticais o erro padrio e entre parenteses o
n. *(p<0.05), **(p<0.01) representam diferencas significativas em comparagdo com o controlo; as letras
por sua vez, representam diferencas significativas entre as concentracoes de Nif (p<0.05): método two-way
ANOVA seguido por teste Holm-Sidak. ®Representa a dispersao de pontos
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4.2. Estudos gendémicos — Efeito do BPA na
expressiao de genes envolvidos nas propriedades
contracteis das HUASMC

4.2.1 Quantificacao de mRNA

Para a realizacdo dos estudos genomicos foi necessario quantificar as amostras de
mRNA e posteriormente proceder-se ao PCR em tempo real. Os seguintes valores

foram retirados do espectrofotémetro:

Tabela 9-Valores da Absorbancia e Concentracao das amostras analisadas.

Concentracao . Concentracao de
Absorbancia (260/280 nm)
de BPA uM mRNA
Controlo 1,938 0,338
0,002 1,965 0,332
0,02 1,838 0,427
n=1
0,2 1,935 0,246
2 1,879 0,099
20 1,875 0,515
Controlo 1,772 0,174
0,002 1,860 0,217
0,02 1,965 0,178
n=2
0,2 2,040 0,224
2 1,991 0,262
20 1,906 0,252
Controlo - -
0,002 1,932 0,457
0,02 1,923 0,400
)
0,2 1,919 0,455
2 1,878 0,352
20 1,863 0,414

Posteriormente foi realizada uma eletroforese, tendo se obtido as bandas representadas

na figura abaixo (Fig.6).
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Figura 11-Bandas observadas apos eletroforese em gel de Agarose.

As bandas bem definidas sdo indicadoras de que o mRNA estava intacto, ndo possuindo

uma degradacao visivel.

4.2.2 Real time- PCR

A figura 7mostra os efeitos do BPA na expressao da proteina mRNA envolvida nas vias
de sinalizacao de contractilidade das HUASMC, nomeadamente BKCa1.1 a (Fig. 7A) e
B1 (Fig. 7B) subunidades, o canal L- Tipo Ca2* B1- subunidade (Cavi.2)(Fig. 7C), sGC
(Fig. 7D) e PKG 1 a-subunidade (Fig. 7E).

Relativamente a expressao relativa do mRNA do canal da subunidade BKCa1.1 a, os
resultados mostraram uma diminuicao significativa nas HUASMC para todas as
concentracoes incubadas de BPA em comparacdo com o grupo de controlo (Fig.7A).
Pelo contrario, a expressao da subunidade 1 do canal BKCa foi significativamente
aumentada nas HUASMC incubadas com 0,02 pmol/L de BPA quando comparado com
o grupo de controlo (Fig.7B). Em relacdo a expressio mRNA dos canais Cav 1.2, os
resultados mostraram uma diminui¢do apenas na concentragdo de 2 pumol/L de BPA
(Fig.7C). Em relacdo a expressao sGC, a expressao relativa do mRNA foi
significativamente maior para 0,02 e 0,2 umol/L de BPA (Fig.7D), enquanto nao foram

observadas diferencas para a expressao relativa do mRNA da PKG (Fig.7E).
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Figura 12 -Expressdo relativa de mRNA em células musculares lisas da artéria umbilical humana
(HUASMC) expostas a diferentes concentracoes de BPA(0.002-20 umol/L): (A) BKCa 1.1 a; (B) BKCa-1;
(C) subunidade B do canal de Ca2*do tipo L (Cav 1.2); (D) guanilciclase solavel; e (E) PKG 1-aO gene de
controlo utilizado foi a B-actina humana , de forma a normalizar a expressio de mRNA. Cada barra
representa a média e as linhas verticais o desvio padrdo (S.D) da média.*Representa as diferencas
estatisticas entre o grupo de controlo: * (p<0,05), ** (p<0,01) e *** (p<0,001); (ANOVA com
oDunnett’sPost Hoc test).
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4.3. Docking Molecular

Simulacoes computacionais (insilicomolecular docking) foram realizadas como descrito
abaixo, para revelar os modos de interacdo do BPA com as proteinas envolvidas nas
vias de sinalizacdao de contractilidade. Antes das simulacoes moleculares, foi calculado
um alinhamento da sequéncia entre LTCC-f2 de Rattusnorvegicus com a sequéncia
proteica de Homo sapiensretirada doUniProt (Q08289). O alinhamento das sequéncias
por pares apresentou 93,34% de identidade. Portanto, a sequéncia de LTCC-f32 retirada
pela PBD (Q8VGC3) poderia ser utilizada nas simulagdes.

Os resultados de todas as simulacoes estao descritos na tabela 9 e podem ser vistos nas

Figuras 6, 7 e 8.

Tabela 10-Energias de ligacao das simulagbes de docking molecular para as proteinas estudadas com os
seus ligandosnaturais(HEM,8yv,1PE e CLR), ligando experimental(BPA,1-10) e ligando auxiliar(Nif)

Guanyl
Ligand LTCC-a1 LTCC-B2 BKCa-a1
cyclase
HEM -17.04 - - -
8YV - -1.91 -
NIF - 15200 -1.95 -
1PE - - -0.10 -
CLR - - - -2.43
BPA_1 -7.16 91200 -3.94 -2.73
BPA_2 -7.09 91300 -3.90 -2.71
BPA_3 -7.08 91300 -3.90 -2.66
BPA 4 -7.06 91300 -3.87 -2.65
BPA_5 -6.96 91300 -3.81 -2.65
BPA_6 -6.89 91300 -3.80 -2.65
BPA_7 -6.86 91400 -3.80 -2.60
BPA_8 -6.82 92300 -3.78 -2.58
BPA_9 -6.80 92400 -3.75 -2.55
BPA_10 -6.73 92600 -3.70 -2.54

Relativamente as simulagoes para a sGC, os resultados mostram que o ligando natural
HEM com a guanilciclase, teve interacoes envolvendo trés residuos de aminoacidos tais
como Arg 116 e um de Tyr 2. Além disso, foi encontrado uma ponte de hidrogénio com
o residuo Arg 116 a 1,922 A. A energia entre sGC e o ligando natural, foi de -17,04
kcal/mol, uma reacao de ligacao muito espontanea (Fig. 8A, C). Em relacao ao docking
molecular de BPA com sGC, as interacOes encontradas envolveram os seguintes

residuos de aminoacidos: Phe 4, Val 5 e em comum com o ligando HEM a Arg 116.Em
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altima analise, BPA ligou ao centro ativo da sGC com uma energia de ligacao de -7,16

kcal/mol e nao foram encontradas pontes de hidrogénio (Fig. 8B, D).

Figura 13- Visualizacao das interagoes entre ligando natural HEM e sGC (8A) e ligando de estudo BPA
(8B). Os resultados dos complexos do docking molecular, interacdes e a conformacao preferencial foram
observadas utilizando o software Chimera 1.15, sGC co-complexado com HEM (8C) e BPA (8D).

Relativamente as simulacoes de docking do canal LTCC (Figura 9), o Autodocktools
mostrouinteracoes entre a subunidade a e todos os ligandos estudados, o controlo
apresentalLeu 438, Cys 435 e Cys 439 (9A) igual a Nif, que apresenta mais uma
interacaoThr 442 (9B). Além disso, o BPA e subunidade a mostrou a seguinte
interacaoCys 435, Cys 439 e Thr 442 (7C). A visualizacao de complexos de docking
molecular noChimera ndo foi possivel para a subunidade a- porque nenhuma

conformacao estava inteiramente dentro do espaco de pesquisa.

No que diz respeitoas simulagoes para o LTCC-f, os resultados mostram que a energia
de ligacao entre LTCC-B e o ligando natural 1PE foi de -0,1 kcal/mol, enquanto para
BPA foi muito superior (em moédulo), -3,94 kcal/mol, o que nos indica que o composto
se liga mais espontaneamente do que o proprio ligando. A interagdo de 1PE com o
centro ativo LTCC-f envolve os residuos de aminoacidos Lys 305, Phe 303 e Asp 302
(7D). Além disso, nao foi encontrada uma tnica ligacao H para a distancia definida de 2
A, bem como interacdes entre a proteina e o ligante, utilizando a Chimera 1.15 (7G).
Resultados semelhantes foram obtidos para o estudo computacional com o BPA (7F),
onde nao foram encontrados confrontos/contactos, nem ligacbes H a distancia
estudada. Em relacdo a Nif e a subunidade f o Chimera nao mostrou quaisquer
interacoes de aminoacidos e ligacoes H(7H). No entanto, o AutodockTools revelou o

envolvimento do Asp 302, o His 306, Phe 303 e Leu 443 (7E).
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Figura 14- Visualizacio das interagées entre ligando natural (9A), Nif (9B) e BPA (9C) com a subunidade
a1.1 do LTCC. Visualizacao das interagdes entre o ligando natural 1PE e a subunidade f1 do LTCC (9D), Nif
(9E), e o ligando em estudo BPA (9F). Os resultados dos complexos de docking molecular, interacGes e a
conformacao preferencial foram observados utilizando o software Chimera 1.15, LTCC-f1 co-complexado
com 1PE (9G), Nif (9H), e BPA (9I).

Em relacao as simulacoes para o canal BKCa-a1 (Figura 10), as energias de ligacao do
ligando natural e BPA com o centro ativo do canal foram de -2,43 e -2,73 kcal/mol,
respetivamente. O programa Autodocktools mostrou duas interagoes entre a proteina e
o ligando natural, com o residuo Trp 2176 e o His 2172 (Figura 10A). As mesmas
interacoes foram verificadas para BKCa-a1 e BPA (Fig.10B). No entanto a analise
realizada através do programa Chimera ndao mostrou qualquer interaciao e pontes de

hidrogénio entre o BKCa-a1 eo ligando natural ou BPA.

A B

Figura 15- Visualizacao das interacoes entre o ligando natural CLR e BKCa-a1 (10A) e o ligando em estudo
BPA (10B). Os resultados dos complexos de docking molecular, interacoese conformacio preferencial
foram observados utilizando o software Chimera 1.15, BKCa-a1 co-complexos com CLR (10C) e BPA (10D).
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5.Discussao geral

Neste estudo, foi analisado o efeito da exposicdo do BPA sobre a vasculatura das
mulheres gravidas. Para este fim, foi utilizada em primeiro lugar a técnica do banho de
orgaos. A remocao do endotélio da HUA foi previamente realizada para estudar apenas
o efeito da BPA ao nivel do misculo liso. O efeito do BPA no ténus basal da HUA foi
analisado adicionando diferentes concentracoes deste EDC. Os resultados mostraram
que o BPA nao induz uma resposta contratil no tonus basal. Estes resultados estao de
acordo com trabalhos anteriores com EDCs e hormonas sexuais nesta artéria [169, 177,
216].

O passo seguinte foi analisar os efeitos do BPA na vasculatura da HUA em contragoes
induzidas por 5-HT ou KCI. Relativamente aos efeitos da pré-incubacdo com vérias
concentracoes de BPA sobre os efeitos maximos induzidos por 5-HT e KCl, os dados

mostram que qualquer incubagdo com BPA nio alterou a resposta vasocontractil.

Posteriormente, anéis de HUA nao incubados foram contraidos quer com 5-HT ou KCl
e sujeitos a concentracoes cumulativas de BPA ou etanol (veiculo). O BPA induz um
relaxamento a curto prazo e dependente da concentraciao nas artérias sem endotélio
contraidas por ambos os agentes vasoativos. Além disso, os efeitos do BPA
demonstraram ser rapidos e reversiveis. Uma vez que os efeitos do BPA foram
observados em anéis sem endotélio, podemos inferir que este efeito vasorelaxante nao
se deve a sintese de 6xido nitrico (NO), ou seja, ocorre um efeito independente do
endotélio. O relaxamento maximo induzido pelo BPA em todas as contracoes
analisadas foi observado para a concentracdo mais elevada estudada (100 umol/L).
Estes resultados estao de acordo com Feiteiro et al. (2018) que observaram o efeito
relaxante maximo na aorta de rato contraida com KClI [116]. Contudo, o efeito maximo
observado foi maior na HUA do que o observado na aorta do rato, e o efeito relaxante
na HUA ¢é significativamente diferente na concentracdo mais baixa (2 nmol/L BPA)

para ambos os agentes contrateis.

O BPA esta presente no sangue materno, urina materna, liquido amniotico, tecido
placentario, sangue do cordao umbilical, leite materno, e colostro humano. No soro
materno, os niveis de BPA encontrados sao de 0,2 a 20 ng/ml e superiores a 100 ng/g
num estudo de tecido placentario [219]. Além disso, varios estudos ja relataram que o
BPA pode penetrar e acumular-se na placenta humana, e a sua concentracdo na
placenta era maior do que no plasma materno [10]. Contudo, uma vez que o BPA é um

quimico ndo persistente, a concentracdo em amostras de urina varia de 1,6 a 946 pg/L
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[10, 44]. Neste sentido, podemos concluir que o efeito vasorelaxante induzido pelo BPA

¢ induzido por concentracoesdetetadas em mulheres gravidas.

Um estudo recente em artéria uterina de rato mostra pela primeira vez que a exposicao
materna ao BPA (2,5 a 250 pg/kg/dia), durante 30 dias antes da gravidez e nos
primeiros 20 dias de gravidez, prejudica o desenvolvimento fetoplacentario ao impedir
o normal fluxo sanguineo uteroplacentario. Os autores demonstraramque o mecanismo
envolvido neste efeito negativo inclui a diminuicao de NOS3, ERa e PPARy [220]. Além
disso, varios estudos relatam que o BPA tem uma atividade estrogénica [221-224].
Neste sentido, o passo seguinte deste trabalho foi analisar como a exposicao a BPA
prejudica a resposta da vasorelaxacdo nesta artéria humana. Os principais mecanismos
envolvidos na vasorelaxacao HUA sao a via cGMP/NO/sGC/PKG e a ativacao/inibicao

de canais i6énicos [153, 210].

Por estas razoes, foi investigado o envolvimento dos nuclebtidos ciclicos na
vasorelaxacao induzida pelo BPA. O efeito de diferentes concentracoes de SNP- um
estimulador sGC foi analisado em HUA pré-incubado com BPA (0,002-100 umol/L). O
SNP induziu um efeito relaxante em artérias sem incubacao de BPA. Estes resultados
foram obtidos para artérias contraidas por 5-HT ou KCl, que estdo de acordo com
estudos anteriores [205, 215]. Relativamente as artérias pré-incubadas com BPA, os
resultados mostraram que o efeito induzido pelo SNP depende da concentracao de BPA
incubada, uma vez que houve uma interacdo entre os dois fatores (pré-incubacgio de
BPA vs. concentracao de SNP). A HUA incubada com BPA (0,002, 0,2, € 100 umol/L)
mostrou um aumento significativo no relaxamento induzido pelo SNP, exceto na maior
concentracdo de SNP onde o relaxamento observado foi menor. Pelo contrario, nas
artérias incubadas com BPA (20 umol/L), o relaxamento induzido pelo SNP diminui

em comparacao com o controlo, com excecao da concentracao de 0,1 umol/L de SNP.

Relativamente as artérias contraidas com cloreto de potassio, os resultados mostraram
que o efeito induzido pelo SNP nao depende da concentracao de BPA incubada, uma
vez que nao foi observada interacdo entre os dois fatores (pré-incubacio de BPA vs
concentracdo de SNP). Contudo, a HUA incubada com BPA (0,002 pmol/L)
demonstrou um relaxamento significativamente maior para SNP 0,1 a 100 umol/L,
enquanto a menor concentracao de SNP utilizada (0,01 umol/L) induziu uma resposta
vasorelaxante inferior. Relativamente as HUA incubadas com BPA (0,2 e 20 umol/L), a
vasorelaxacao induzida pelo SNP (0,01, 0,1, e 1 umol/L) foi significativamente superior
ao grupo de controlo, enquanto o SNP (10 e 100 umol/L) induziu um efeito
vasorelaxante inferior. O HUA incubado com BPA (100 umol/L) mostrou um efeito

significativamente relaxante para 0,01-1 umol/L de SNP, enquanto para as
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concentracoes mais elevadas de SNP (10 e 100 umol/L) foi observado um efeito

vasorelaxante inferior.

Portanto, nas artérias contraidas com 5-HT, o mecanismo vascular do BPA parece
ativar a via de sinalizacao ciclica dos nucle6tidos, ¢cGMP/NO/sGC/PKG nas
concentracoes pré-incubadas de 0,002, 0,2, e 100 umol/L. Por outro lado, em HUA
incubadas com 20 umol/L de BPA parece ocorrer uma diminuicao da atividade desta
via, induzindo uma diminuicdo na resposta vasorelaxante. Do mesmo modo, nas
artérias contraidas com KCl, o mecanismo vascular da BPA parece também ativar a via
de sinalizacado ciclica do nucle6tido cGMP/NO/sGC/PKG. Contudo, apenas nas pré-
incubacbes mais altas com BPA (0,2, 20 e 100 umol/L), esta via de sinalizacao foi
menos ativada induzindo uma resposta vasorelaxante inferior para as concentracoes
mais elevadas de SNP (10 e 100 umol/L). Recentemente, Barberio et al (2021)
relataram que o BPA diminui a sintese de NO através de uma diminuicao da expressao
de NOS3, ERa e PPARy em artérias uterinas de ratos gravidas. Os autores sugeriram
que a BPA comprometia o desenvolvimento fetoplacentario normal [220]. Assim, e
segundo Barberio et al (2021), os nossos resultados também sugeriram que a BPA pode
ser um promotor de doencas cardiovasculares durante a gravidez, principalmente pré-
eclampsia. Além disso, estes resultados sao semelhantes aos observados para outro

EDC, OMC, nas mesmas artérias humanas [215].

De acordo com os dados do banho de 6rgaos, a expressio de mRNA da sGC foi
significativamente mais elevada para 0,02 e 0,2 umol/L de BPA. As diferencas para a
expressao relativa do mRNA do PKG nao foram observadas. Tanto quanto sabemos,
nao existem dados sobre a expressdo destas moléculas apds incubagdo com BPA,
contudo o sGC parece desempenhar um papel importante na hipertensao [225-227]. A
falta de sGC demonstrada por niveis mais baixos de mRNA e expressado de proteinas na
aorta de ratos hipertensivos em comparagdo com ratos normotensos, pode contribuir
para a hipertensdo [227-229]. Adicionalmente, no tecido peniano de ratos
hipertensivos, a exposicio de BPA pode modular a disfuncao eréctil através da via de
sinalizacdo NOS/cGMP/PKG [230]. Por outro lado, os nossos resultados de simulagoes
de docking molecular, mostraram que o BPA apresenta uma ligacdo estavel a
subunidade sGC B1 (-7,16 kcal/mol) mesmo que inferior ao ligando natural HEM (-
17,04 kcal/mol). A sGC é a enzima primdaria que medeia as ac¢des biologicas do NO
[231]. A subunidade 1 contém um grupo heme, que permite que o NO se ligue ao
centro Fe2*. Consequentemente, esta ligacdo que se traduz numa mudanca
conformacional, leva a um aumento de varias centenas de vezes na producao de cGMP

a partir do trifosfato de guanosina (GTP). Neste sentido, estes resultados mostram
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claramente uma modulacao de BPA na via de sinalizacdo de NO/sGC/cGMP/PKG em
HUA. Esta modulacdo parece depender da concentracdo de BPA, do tempo de
exposicao e do agente contractil envolvido, bem como das suas respetivas vias ativadas.
Além disso, estudos realizados na HUA demonstraram que a ativagdo dos canais K+,
nomeadamente os canais Kv e BKCa, se deveu a um aumento da ativacdo de cGMP e
proteina cinase G (PKG) [232]. Assim, a expressdao do canal da subunidade BKCa1.1 a
foi também analisada e, os resultados mostraram uma diminuicao significativa no
HUASMC para todas as concentracoes incubadas de BPA em comparacao com o grupo
de controlo. Pelo contrario, a expressao da subunidade B1 do canal BKCa foi
significativamente aumentada no HUASMC incubado com 0,02 umol/L de BPA
quando comparado com o grupo de controlo. Asano et al (2010) ja demonstraram em
células musculares lisas coronarias, que a BPA ativa o BKCa [113] e esta ativacao parece
envolver uma ligacao extracelular e intracelular, que se deve principalmente a
subunidade B1 [114]. Contudo, os nossos resultados nao corroboram estes dados, uma
vez que a BPA exibe uma energia de ligacao ao centro ativo dos canais BKCa que é tao
estavel (-2,73 kcal/mol) como o ligando natural (-2,43 kcal/mol). Além disso,
estruturalmente, existem canais BKCa funcionais como tetrameros de a-subunidades
formando o poro do canal i6nico juntamente com subunidades especificas de tecido [3-
subunidades [233]. O acoplamento da subunidade a com a subunidade reguladora (31
[234], aumenta a sensibilidade Ca2* dos canais, permitindo a vasoregulacao do musculo
liso [234, 235]. Neste sentido, os nossos resultados parecem indicar que a BPA pode
ativar os canais BKCa via a + 1 subunidades e modulou a resposta da BPA na
vasculatura humana. Além disso, o aumento da expressao de BKCa foi observado
durante a hipertensao [236-238]. Além disso, Zhang et. al (2017) mostram nas artérias
mesentéricas de ratos espontaneamente hipertensivos (SHR) uma regulacao desigual
das subunidades BKCa com a subunidade 1 a aumentar mais do que a subunidade a.
Os autores também sugeriram que em condicOes patologicas de tensdo arterial elevada
h4 um aumento dos racios de BKCa 31/a [133]. Por conseguinte, os nossos resultados
sugerem que o BPA pode estar envolvido no desenvolvimento da hipertensao por

modulacao da ativacao dos canais de BKCa.

Relativamente aos outros principais mecanismos envolvidos na vasorelaxacao HUA, a
atividade dos canais Ca2* tipo L. (LTCC), o efeito da BPA foi também investigado nesta
via utilizando Nif, para inibir especificamente o LTCC. Os dados do banho de 6rgaos
mostraram que o Nif (0,01 umol/L-1 umol/L) relaxou HUA contraido por 5-HT ou KClI,
e o seu efeito é maior nas artérias contraidas com KCl, como também demonstrado pelo
nosso grupo de investigacdo em trabalhos anteriores [215, 217]. Relativamente as

incubacoes de BPA em HUA com 5-HT, o relaxamento induzido por todas as
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concentracoes de Nif utilizadas foi significativamente superior ao do grupo de controlo,
com a excecao da concentracio 0,2 umol/L de incubacdo de BPA. Nesta incubacao de
BPA o relaxamento induzido por Nif 0,1 e 1 umol/L nao foi significativamente maior do
que o observado no grupo de controlo. No que diz respeito as incubacoes de BPA em
HUA com KCl, para a incubac¢dao com 0,002 pmol/L. de BPA o relaxamento induzido
por Nif 0,01 umol/L foi significativamente maior do que o observado no grupo de
controlo, ao contrario do observado para as outras concentracoes analisadas. Como
observado para as contragoes de 5-HT, na incubacao com 0,2 umol/L de BPA induziu
um relaxante significativamente mais baixo com concentragoes mais elevadas de Nif 0,1
e 1 umol/L. Para a incubacao com 20 pumol/L BPA, o efeito do Nif foi maior para a
concentracao de 0,01 umol/L e menor para a concentracao de 1 umol/L. A resposta
observada na HUA contratada com KCl foi uma resposta tipica de ndo-monotonicidade,
ou seja, existe uma relacdo nao linear entre dose e efeito (o sinal da curva muda, na
forma de U ou U invertido) [239]. Este efeito do BPA como EDC, é um dos aspetos mais
dificeis no estudo da exposicao da gravidez, uma vez que pequenas doses podem ter

efeitos mais nocivos, tornando dificil definir o limite de dose "seguro" [219].

De acordo com os dados do banho de 6rgaos, o BPA parece bloquear os canais VOCC do
tipo L. Em simulacées de docking molecular, os resultados mostram que o BPA
apresentou uma energia de ligacdo muito superior a subunidadea-1C do canal VOCC do
tipo L (91 200,0 kcal/mol) da mesma forma nifedipina (15 200,0 kcal/mol). No
entanto, ao contrario, quer a BPA quer a NIF ligam-se mais espontaneamente ao centro
ativo da subunidadef2 do canal VOCC do tipo L (com energias de ligacao de -3,94
kcal/mol e -1,95 kcal/mol respetivamente) do que o ligando natural (-0,10 kcal/mol).
Globalmente, as energias de ligacdo inferiores revelam uma ligacdo mais estavel ao
centro ativo das proteinas [240]. A inativacdo do VOCC Tipo L requer uma interacao
especifica entre as subunidades a e § e as subunidades acessorias citoplasmaticas [241,
242]. Como relatado na literatura, Nif é um inibidor especifico do VOCC de tipo L.
Portanto, com base nos nossos resultados, o BPA parece bloquear o VOCC do Tipo L
pelo mesmo modo de agio do Nif, atuando como um inibidor competitivo do mesmo, e
induzindo a vasorelaxacdo humana. Estes resultados concordam com o estudo
estrutural de Deutschmann et al. (2013) no qual os autores relataram que o BPA atua
como um potente bloqueador do VOCC do tipo L, mas discordam dos seus resultados
para o VOCC recombinante humano do tipo R no rim embrionario humano [131]. Ao
contrario dos nossos resultados, os autores sugeriram que a BPA interage com o sitio
externo fora da regidao de formacdo de poros (a subunidade) nao requerendo vias de
sinalizacdo intracelular, ndo dependente da voltagem e nao afetada por canais de

alimentacdo [131]. Por outro lado, as nossas conclusdes sdao consistentes com um
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estudo anterior em SMC da linha de células A7r5 em que a BPA evidenciou uma
resposta de nao-monotonicidade nas correntes Ca2*.Nesta investigacao, Feiteiro et al
observaram, através de experiéncias de patch-clamp, que o BPA inibe a atividade do
VOCC tipo L nestas células por uma forma nao linear e dependente da concentracao de
BPA utilizada [116]. Assim, os efeitos inibidores do BPA nas correntes de canal Caz2+
podem resultar em alteracoes notaveis na eletrofisiologia cardiovascular, como
observado em modelos experimentais ex vivo e in vivo[10]. No entanto sdo necessarios
mais estudos para descobrir a ligacao deste composto a alteracoes vasculares, uma vez
que a maioria dos estudos sdo sobre cardiomiocitos e/ou coracdo. Contudo, o BPA foi
associado a alteracoes da pressao arterial que resultaram principalmente em
hipertensao [91, 105, 135, 137]. De acordo com os resultados da nossa expressao, o BPA
apenas na concentracao de 2 umol/L diminui a expressao de mRNA dos canais Cav 1.2.
Na literatura foi relatado que em ratos hipertensivos (em comparacdo com ratos
normotensos), h4 um aumento da expressao [243] e da atividade[244] de VOCC do tipo
L . Os nossos resultados concordam com estas observacoes nas quais se observou um
aumento da atividade dos VOCC do tipo L nos dados do banho de 6rgaos, mas nao se
verificou um aumento da expressao destes canais. Portanto, a pré-incubacao com BPA
parece promover o aumento de atividade dos VOCC Tipo L, que pode ser a via de
sinalizacdo envolvida no desenvolvimento de perturbacoes hipertensivas induzidas por
BPA.

6.Conclusao

O presente trabalho mostrou que a exposicdo ao BPA pode modificar a resposta
vasorelaxante da HUA. Os dados revelam que o BPA pode interferir com a via
NO/sGC/cGMP/PKG através da modulacido da sGC e ativacao dos canais BKCa. Além
disso, o BPA parece bloquear os VOCC do tipo L ligando-se a subunidade [ a curto
prazo. Contudo, a exposi¢ao alongo prazo ao BPA parece aumentar a atividade destes
canais através da modulacdo da expressdo genética. Portanto, as nossas descobertas
sugerem que o BPA pode ser um indutor de perturbacdes hipertensivas da gravidez,
tais como hipertensao gestacional e pré-eclampsia. Estas perturbacoes hipertensivas da
gravidez s3o um problema muito grave sadde humana, devido ao aumento da
morbidade e mortalidade materna e neonatal. Além disso, o tratamento para estas
complicacoes é controverso e ainda nao totalmente compreendido. Neste sentido, as
vias de sinalizacdo intracelulares envolvidas na resposta dos EDCs vasculares humanos
podem representar um progresso valioso no conhecimento destas perturbacoes

hipertensivas.
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