UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR

Ciéncias

Efeitos gendmicos dos compostos organicos de
estanho a nivel vascular

Solange Isabel Alberto Gléria

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Bioquimica

(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof. Doutora Maria Elisa Cairrao Rodrigues

Co-orientador: Prof. Doutora Ana Catarina Sousa

Covilha, Outubro de 2016






Dedicatoria

Aos meus pais.

ifi






Agradecimentos

Em primeiro lugar quero agradecer a minha orientadora, a Professora Doutora Maria Elisa
Cairrao Rodrigues por toda a ajuda, pela orientacao, por todos os ensinamentos transmitidos,
por toda a paciéncia e disponibilidade demonstrados ao longo da realizacao deste trabalho, e

pela simpatia com que sempre me abordou.

Agradeco ao Professor Doutor Ignacio Verde, pela inclusao no grupo de cardiovascular, pelos

conhecimentos transmitidos e por toda a simpatia.

Agradeco também a minha co-orientadora, a Professora Doutora Ana Sousa por todos os
conhecimentos relativamente aos disruptores endocrinos e ao TBT, e pelo seu tempo

disponibilizado.

Um obrigado sincero ao Professor Doutor Claudio Maia pela ajuda, pela simpatia, pelo tempo

disponibilizado e todas as aprendizagens transmitidas sobre o PCR em tempo real.

Agradeco a Professora Doutora Luiza Granadeiro, e ao Joao Marques por todos os conhecimentos

transmitidos e disponibilidade para a realizacao dos testes de viabilidade celular.

Um agradecimento especial as minhas colegas de laboratoério por me terem recebido tao bem,
por todos os conhecimentos transmitidos, por todas as horas disponibilizadas, e mais importante

pela amizade.

Quero agradecer ao André por ser a pessoa que esta sempre presente, para me apoiar e me dar

forca, e por acreditar em mim em todos os momentos.

Por fim, agradeco aos meus pais que desde sempre estiveram presentes para me apoiar, pela
forca, pelo amor, por sempre acreditarem em mim e principalmente pelo esforco para me

permitirem chegar até aqui. Sem eles nada disto teria sido possivel.



Vi



Resumo

O TBT ganhou ampla aplicac@do como biocida em tintas anti vegetativas para navios. Este
composto é extremamente toxico para uma grande variedade de organismos, desde bactérias
a mamiferos, incluidos os humanos. Recentemente a toxicidade do TBT tem sido demonstrada
a nivel vascular, e os resultados obtidos até ao momento parecem sugerir que o TBT pode
constituir um fator de risco para a doenca cardiovascular.

Desta forma, o objetivo principal deste trabalho foi averiguar os efeitos do TBT a nivel vascular.

Através dos resultados verificou-se que uma exposicao ao composto, a curto prazo, provoca nas
HUA um efeito relaxante e dependente da concentracao na presenca dos agentes contrateis
histamina e KCl.

Como resultados da exposicao a longo prazo verificou-se que a maioria das artérias incubadas
com 100 pM de TBT, aquando a adicao de 5-HT, ndo tém capacidade de contrair e analisando o
nivel de expressao do gene 5-HT,,, este encontra-se sub-regulado. Para a histamina verificou-
se que o composto induz uma relaxacdo dependente da concentracdo. Analisando os niveis de

expressao do mRNA do H; deparamo-nos com expressao génica reduzida.

Testes de viabilidade celular demonstram que a toxicidade do TBT para as HUASMC ocorre a

partir da concentracao de 1 pM.

Palavras-chave

Disruptores endocrinos; Organoestanhos; TBT; artéria umbilical humana; banho de 6rgaos;
qPCR.
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Abstract

Over the years, the TBT has gained a wide application as a biocide in antifouling paints for
marine vessels. This compound is extremely toxic to an extensive range of organisms, from
bacteria to mammals, including humans. Recently, TBT toxicity has been demonstrated in a
vascular level, and the results obtained so far seem to suggest that TBT may constitute a risk

factor for cardiovascular disease.
There so, the main purpose of this current work was to verify TBT effects at a vascular level.

Through the obtained results it was demonstrated that an exposure to the compound, at short
term, induces concentration-dependent relaxation effect in the HUA in the presence of

contractile agents, histamine and KCl.

As results of the long term exposure to the compound was demonstrated, the majority of the
incubated arteries with 100 pM of TBT, when 5-HT is added, do not have contraction capacity,
and analyzing the 5-HT,, gene expression levels, showed that they are down-regulated.
Regarding the histamine, it was demonstrated that the compound induces a concentration-

dependent relaxation. The H; gene expression levels showed lack of regulation.

Viability tests demonstrated that toxicity of TBT to HUASMC occurs from concentrations of 1
HM.

Keywords

Endocrine disruptors; Organotins; TBT; Human umbilical artery; Organ bath; qPCR.
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CAPITULO | - INTRODUCAO

1.1.Estrutura e funcao do Cordao Umbilical

Humano

O cordao umbilical permite a ligacao entre o embriao e a placenta, sendo um suporte para os
vasos umbilicais, e possibilitando a passagem de sangue rico em oxigénio e nutrientes. [1] Este
forma-se entre a 5% semana e a 12® semana de gestacao. O anel umbilical primitivo, precursor

do cordao umbilical, vem a partir da linha de flexao anterior da juncao amnio-ectodérmica. [2]

[3]

Quando surge no embrido, este anexo embrionario € mais curto e espesso e encontra-se inserido
na parte inferior da regiao ventral. Com o desenvolvimento da parede abdominal anterior, a
regiao de implantacao umbilical contrai permitindo que o cordao se alonge, tornando-se assim

mais delgado. [4]

Tem normalmente um comprimento que varia entre 50-60 cm e um diametro de cerca de 1,7
cm, tem uma estrutura espiral, estando bem estabelecida as 9 semanas, e tendo uma gama de
0-40 torcoes. Pode ocorrer, em alguns casos, o desenvolvimento de corddées muito compridos
ou muito pequenos. Corddes longos estdo maioritarimente associados a presenca de nds ou
prolapso do cordao umbilical. Cordées umbilicais muito curtos ou essencialmente ausentes
estao associados a uma patologia denominada complexo de parede abdominal-membros, uma
anomalia grave em que a parede abdominal anterior ndo se forma, os contetdos abdominais
estao expostos, o cordao é rudimentar ou ausente, e o feto esta ligado diretamente as

membranas. [2]

0 cordao umbilical possui duas artérias e uma veia. Estes vasos encontram-se rodeados por um
tecido mucoide denominado geleia de Wharton. [5, 6]. A meio da gestacao a geleia de Wharton
representa cerca de 70% da area do cordao umbilical. [3] Esta consiste em fibras de colagénio
interlacadas e pequenos feixes de tecido organizados, formando um exoesqueleto suave e
continuo que reveste os vasos umbilicais, protegendo-os da torcdo e compressao durante a
gravidez e o parto. A geleia é composta por glicosaminoglicanos (acido hialurénico,
proteoglicanos, carbohidratos com grupos glicosil e manosil) distribuidos numa rede fina de
microfibrilas. [5] [7] [8]



Regido Perivascular
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Geleia de Wharton

Regido Adventicia
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Sangue do corddo umbilical

Amnio Regido Subamniotica

Figura 1- Representacdo da estrutura do corddo umbilical humano. Adaptado de Tan Li, M. X. et
al., Human umbilical cord mesenchymal stem cells: an overview of their potencial in cell-based
therapy. 2015. 15(8)

1.1.1. Artérias umbilicais humanas

As artérias umbilicais imergem a partir da aorta do embriao e apds diferenciacao e crescimento,
estas tornam-se ramos das artérias iliacas internas no feto. Numa pequena percentagem das
gestacoes, ocorre a presenca de apenas uma artéria umbilical, sendo mais frequente a auséncia
da artéria esquerda. Dentro dos mecanismos embriogénicos propostos, & de sublinhar agenesia
dos vasos e atrofia ou atresia de uma das artérias. [2] Esta presenca de apenas uma artéria esta
associada a malformacdes congénitas que incluem defeitos neuronais e cardiacos, anomalias

respiratorias, gastrointestinais e do musculo esquelético. [9]

As artérias presentes no cordao umbilical tém normalmente um didametro médio de 3mm. Nao
possuem membrana elastica interna e tém muito menos elasticidade relativamente as outras
artérias. Sao constituidas por 3 tlnicas: a intima, formada por células endoteliais; a média
constituida por duas camadas de células do musculo liso vascular, e uma camada mais exterior
que se assemelha a adventicia, a qual se da o nome de geleia de Wharton, como referido

anteriormente. A tunica média é constituida por duas camadas de células musculares lisas, a



mais externa que € constituida por uma musculatura lisa bem desenvolvida e disposta
circularmente e a camada média mais interna em que a maioria das células musculares lisas
aparecem dispostas longitudinalmente, numa abundante substancia fundamental amorfa pobre
em fibras elasticas, mas muito plasticas. A grande diferenca morfoldgica entre as células
musculares lisas destas duas camadas é que as da camada mais externa, ao contrario das da
camada mais interna s@o muito ricas em miofilamentos. As artérias umbilicais ndo contém nervi

vasorum (terminais nervosos) como acontece nas restantes artérias. [7, 10] [11] [12] [13]

Mdsculo liso | % T+, e,
longitudinal —| * « @ [ . ¢ el G
interno s 208 CP

Muscularis — AT s
Musculo liso |~ = — . - e ' Geleia de Wharton

circular ==
externo

Figura 2 - Representacdo das camadas que constituem a artéria umbilical humana. Adaptado de Zhang

S.-X. An Atlas of Histology. 1999. Springer Science+Business Media New York. Pag. 335

A artéria umbilical humana esta envolvida na circulacao feto-placentaria e os mecanismos que
regulam o estado contratil desta artéria sido muito importantes para otimizar a troca de
nutrientes e oxigénio entre o feto e a placenta. Uma vez que os vasos sanguineos umbilicais
nao sao inervados, o controle do fluxo de sangue umbilical depende inteiramente de substancias

vasoativas quer libertadas localmente ou ja existentes na circulacao.[14] [15]

As células endoteliais das artérias umbilicais humanas produzem varias substancias vasoativas,
como serotonina, histamina, endotelina, neuropéptido Y, péptido atrial natriurético, (entre

outros) e ides como calcio e potassio que regulam o tonus vascular. [12] [15]

1.2.Musculo Liso

0 musculo liso € um tecido que se encontra amplamente distribuido por todo o corpo, podendo
encontrar-se nas paredes dos 0rgios ocos, nos vasos sanguineos, nos olhos e nas glandulas da
pele, sendo as suas funcdes variaveis de acordo com o local em que se encontra. Tem habilidade

para contrair espontaneamente. [16] [17] As células musculares lisas sdao pequenas



comparativamente as células do musculo esquelético e apresentam uma forma espiral,
possuindo apenas um nucleo Unico cilindrico que se encontra localizado no centro da célula.
Apresentam uma constituicaio em miofilamentos de actina e miosina e filamentos
intermediarios, e contém mais miofilamentos de actina do que de miosina. Os miofilamentos
de actina estao ligados a corpos densos, que se encontram distribuidos no citoplasma da célula,

e a areas densas na membrana plasmatica. [16] [17]

. Niicleo

musculo liso

Figura 3 - Representacdo das células do musculo liso. Adaptado de Seeley R. R., et al. Anatomy &
Physiology. Eight Edition. 2008. Pag. 308

Um tipo de mdsculo liso é o mUsculo liso vascular. Este € o componente contractil das artérias
e das veias e controla a contracao e a relaxacao, sendo dependente de varios sinais intra e
extracelulares. [18] Como descrito anteriormente, as artérias possuem trés tunicas, sendo a
tlnica média que contém as células do musculo liso vascular (VSMC) e sendo assim a principal
camada contratil das artérias. Estas VSMC depositam elastina e colagénio contribuindo para a
matriz extracelular da camada média. Esta matriz extracelular fornece a elasticidade critica

para uma funcao vascular adequada. [19]

As VSMC sao responsaveis pelas contracoes tonicas das artérias permitindo a perpetuacao do
fluxo sanguineo. [19] Estas células apresentam uma estrutura fusiforme com um comprimento
de 15-200 pm e uma largura de 5-8 pm. O interior destas células é constituido por
miofilamentos, compostos por actina e miosina. Os filamentos sao dispostos longitudinalmente,
com filamentos intermediarios livres de miosina, contendo desmina, vimentina, e filamina, ou
com filamentos contrateis compostos de actina, miosina, tropomiosina e caldesmona. As VSMC
apos diferenciacao expressam pelo menos quatro isoformas de actina: a-actina do musculo liso,
B-actina ndao muscular, y-actina ndao muscular e y-actina do musculo liso. Sendo a mais
abundante nas VSMC, a isoforma a-actina do musculo liso. Estas células possuem um reticulo
(RS) sarcoplasmatico pouco desenvolvido e este serve como um depdsito de calcio. Estas células
estdao agrupadas em feixes de espessura variavel, em que os proteoglicanos das membranas
basais se encontram ligados as fibrilas de colagénio e as fibrilas eldsticas no espaco

extracelular. Estas VSMC empacotadas estao eletricamente acopladas por gap junctions. [20]



Sao células com elevada plasticidade e tém habilidade de modular o seu fenotipo baseado em

estimulos ambientais. [19]

As células musculares lisas vasculares sao responsaveis pelo tonus vascular e respondem a varios
estimulos hormonais e hemodinamicos. Ao realizar-se culturas das células musculares lisas da
artéria umbilical humana (HUASMC), tem vindo a ser possivel estudar os mecanismos celulares
envolvidos na regulacao do ténus da artéria umbilical. Assim tém vindo a ser essenciais para o
estudo de todos os processos de sinalizacao envolvidos no tonus, incluindo o metabolismo do
calcio e as diferentes vias envolvidas na modulacdo da reatividade vascular. Podem existir
alguns problemas na realizacao destas culturas, sendo um dos principais, o facto de estas
células terem a capacidade de se diferenciar em dois padrdes fenotipicos diferentes, um
contractil e um sintético, levando a alteracdoes na morfologia e uma proliferacdao e expressao
de proteinas diferentes. VSMC maduras totalmente diferenciadas apresentam uma baixa taxa
de proliferacdo e atividade sintética. Sao células altamente especializadas que expressam
proteinas contrateis especificas, como, a-actina do musculo liso, miosina de cadeia pesada do
musculo liso, SM22-a, SM-calponina, h-caldesmona e desmina. Expressam também diferentes
tipos de canais idnicos (como canais de calcio e de potassio) e recetores de membrana que
regulam a funcdo contratil. [10] [21]

A contragao do musculo liso vascular desempenha um papel decisivo na regulacao e manutencao
da pressao arterial, e sua desregulacdo esta associada a varias sindromes clinicos, incluindo

hipertensao, vasoespasmo coronariano e insuficiéncia cardiaca congestiva. [22]

1.2.1. Proteinas envolvidas no processo contractil

0 musculo liso tem caracteristicas diferentes, de acordo com o tipo de funcéo e do local onde
se encontra. Filamentos finos, grossos e intermédios fazem parte do misculo liso vascular e sao
essenciais a nivel estrutural e funcional, e apenas se distinguem pelo facto dos filamentos finos
e grossos fazerem parte do aparelho contractil e filamentos intermédios fazerem parte do

citoesqueleto. [17]
Filamentos finos

A actina é uma proteina de 375 aminoacidos, que se encontra amplamente distribuida em todas
as células eucaridticas e que tem um papel critico na motilidade e na contragao muscular. Tem
a capacidade de polimerizar os seus monomeros de G-actina para formar uma macromolécula
filamentosa, a F-actina. Apresenta uma estrutura altamente conservada e tem seis isoformas
que sao produto de seis genes diferentes, sendo expressas em tecidos especificos. No mulsculo
liso, a actina apenas expressa 4 isoformas distintas, sendo elas a a e y-actina do musculo liso e
a a e y-actina nao musculares, sendo as isoformas musculares associadas ao aparelho contractil

e as isoformas ndo musculares associadas a estrutura do isoesqueleto. A isoforma a-actina esta



relacionada com o musculo liso tonico e a y-actina com o musculo liso fasico. [23] [24] [25]
[26]

Os filamentos finos sdao construidos principalmente por actina mas também se encontra na sua

constituicdo, tropomiosina, caldesmona e calponina. [17]

e A tropomiosina € um dimero de duas cadeias a-helicoidais idénticas que
apresenta uma estrutura conservada, e esta localizada nos sulcos entre duas cadeias de dupla
hélice da actina. [17] Funciona como uma proteina regulatéria da actina e participa
cooperativamente na ativacao e inibicao das interacées cruzadas entre os filamentos finos e a
miosina. Por sua vez, este processo resulta em transicdes para actomiosina ATPase e
consequente atividade contractil. [27] Por semelhancas estruturais com a miosina, a
tropomiosina pode bloquear o local de ligacao da actina com a miosina e causa a estabilizacao

e rigidez do filamento de actina. [28]

e A Caldesmona é uma proteina de ligacao a actina e que interage com a miosina,
tropomiosina e calmodulina. Existe em duas isoformas que derivam de splicing alternativo de
um Unico gene, a isoforma pesada que diz respeito a muscular (h-caldemona) e a isoforma leve

(l-caldesmona) que esta presente em todas as células. [29] [30]

¢ A Calponina é uma proteina (34 KDa) que se pode ligar a actina, tropomiosina
e calmodulina e participa na regulacdo da contracao do musculo liso. Esta proteina, in vitro,
pode inibir a atividade ATPase da miosina, bem como o movimento dos filamentos de actina

sobre a miosina. [31]
Filamentos grossos

A miosina presente no musculo liso € uma molécula composta por seis cadeias polipeptidicas.
E composta por duas cadeias pesadas de aproximadamente 220 kDa cada e dois pares de cadeias
leves. [32] Dentro das cadeias leves existem dois tipos, cadeias leves reguladoras (RLC) e
cadeias leves essenciais (ELC), cada “cabeca” de miosina contem uma RLC e uma ELC. Na
miosina do musculo liso, a massa molecular da RLC é de 20 kDa (LC20) e a da ELC é de 17 kDa
(LC17). LC20 é fosforilavel e a sua fosforilacdo é o evento-chave na regulagdo da contragédo do

musculo liso. [33]

Os filamentos grossos sao grandes agregados de moléculas de miosina, e sdo relativamente
cilindricos, medindo cerca de 14-18 nm de didametro. A miosina convencional (miosina Il) é a
principal encontrada nos filamentos grossos do musculo liso. A forma hexamérica nativa da
miosina organiza-se numa cauda formada por duas hélices alfa entrelacadas e duas regides de

cabeca globular, onde ocorre a ligacao com a actina. [17]



1.2.2. Canais de calcio

0 ténus vascular refere-se a atividade contratil das células do musculo liso vascular e é o fator
determinante para a resisténcia ao fluxo sanguineo. Desempenha um papel fundamental na
regulacao da pressao arterial e na distribuicao do fluxo de sangue dentro dos tecidos e 6rgaos
do corpo. A regulacao da atividade contratil das células do musculo liso vascular na circulacao
sistémica é dependente de uma interacdo complexa entre vasodilatadores e vasoconstritores,
sendo estes estimulados por hormonas circulantes, neurotransmissores, fatores derivados do
endotélio, e pela pressao sanguinea. Todos estes sinais sdo integrados por células musculares
vasculares de forma a determinar a atividade do aparelho contractil das células musculares. Os
canais ionicos desempenham um papel central neste processo. O musculo liso vascular usa o

calcio como ponto de partida para a contracao. [34]

O calcio (Ca?") é uma molécula de sinalizacao extremamente versatil, tendo capacidade para
afetar e modular uma série de processos decorrentes nas células. [35] [36] Os efeitos do Ca?*
dependem de varios fatores como o tipo de célula onde vai atuar, o ambiente celular, o estagio
de desenvolvimento ou o potencial estado patologico da célula, entre outros. Para ocorrer a
distincao do tipo de sinal de Ca?* a ser despoletado, as células utilizam um conjunto complexo
de vias e mecanismos moleculares. Os mecanismos de sinalizacdo do calcio sdo importantes em

todos os tipos de muUsculo, sendo o elemento chave da contracdo muscular. [35]

Nas VSMC, um aumento da concentracao de calcio intracelular ([Ca%*];) € um passo fundamental
na iniciacdo da contracdo. A entrada do Ca?" no citosol envolve uma variedade de canais que
podem ser divididos em dois tipos: canais de Ca** dependentes de voltagem (VOCCs) (que
incluem ao canais de Ca%* do tipo L e T) e canais de Ca?* independentes de voltagem (que
incluem canais operados por recetores (ROCC), canais operados por depdsitos intracelulares
(SOCC) e canais ativados pelo stress fisico (SACC)). [37]

Canais de Ca2+ dependentes de voltagem (VOCCs)

Os canais de Ca?* dependentes de voltagem medeiam o influxo de Ca?* em resposta a uma
despolarizacao da membrana e regulam diversos processos decorrentes no interior das células,

tais como a contracdo, neurotransmissao e expressao de genes. [38] [39]

A primeira abordagem referente aos VOCCs foi feita por Hagiwara et al. em 1975 quando
estudavam a membrana celular de ovos de estrela-do-mar. Sugeriram a existéncia de tipos
distintos de canais de Ca?* que funcionariam com limites de voltagem e cinéticas de abertura e
fecho diferentes. [40] Estes canais de Ca?* foram entdo divididos em duas classes: canais de
Ca? ativados por alta tensdao, HVA, e canais de Ca?* ativados por baixa tensao (LVA) [41]. Os
HVA foram divididos nos subtipos L, N, P/Q e R, enquanto os LVA sao compostos apenas pelo
subtipo T. [40] [35]

Os VOCCs sao compostos por 4 ou 5 subunidades distintas, sendo a al a de maior dimensao

(190-250 kDa) incorporando o poro de conducao, o sensor de voltagem e um aparelho de



propagacao. A subunidade a1 esta organizada em 4 dominios homologos (I-1V), com 6 segmentos
transmembranares (51-S6) cada um, sendo o segmento S4 o sensor de voltagem. [38] Dez genes
distintos (CACNA1A-S) codificam o poro do canal, dando origem a tipos distintos de canais: os
canais tipo L (Cav1), os canais tipo P/Q, N e R (Cav2) e os canais tipo T (Cav3). Cav1 e Cav2
incluem subunidades auxiliares: B (quatro genes: B1, B 2, B3, B4), a2d (quatro genes) e y (oito

genes). [39]
e Canais de calcio do tipo L

Os canais de calcio do tipo L sao caraterizados pela sua ativacdo dependente de alta tensao e
requerem tipicamente uma forte despolarizacao para que sejam ativados, sendo denominados
de longa duracao pelo facto do seu tempo de abertura ser mais prolongado. [35] [38] Apos
despolarizacao das VSMCs, estes canais abrem, conduzindo a um aumento do Ca?* intracelular,

contracao celular e vasoconstricao. [35]

Os canais de Ca?* do tipo L tém 4 isoformas (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4) e podem ser
bloqueadas por antagonistas, que incluem idihidropiridinas (DHPs), fenilalquilaminas e
benzotiazepinas, devido a sua alta sensibilidade. Os canais do tipo L do muUsculo liso tém a
isoforma Cav1.2 e desempenham um papel importante na determinacao da pressao arterial.
[35] [38] [39]

e Canais de calcio do tipo T

Os canais de Ca?* do tipo T sao caracterizados pela sua ativacao dependente de potenciais de
membrana baixos, proximos do potencial de repouso [41] [35], e funcionam com uma rapida
ativacao/rapida inativacdo, sendo definidos como transitorios. Proporcionam assim uma
corrente transiente em vez de persistente, em comparacdo com os canais tipo L. Sao insensiveis

aos bloqueadores de canais de Ca?* do tipo L. [35] [38]
Canais de Ca?* independentes de voltagem

Como descrito anteriormente, canais de Ca?* independentes de voltagem incluem canais de
calcio operados por recetores (ROCC) que sdo regulados pela interacdo agonista-recetor e por
algumas proteinas de transducao de sinal, canais de Ca?* operados por depositos intracelulares
(SOCC) que sao ativados apos a libertacao de calcio dos depositos intracelulares, e canais de
calcio ativados pelo stress fisico (SACC) que sao ativados por estiramento da membrana. Estudos
sugeriram que os diferentes tipos de canais podem ser estruturalmente relacionadas através da

mesma familia de proteinas: as proteinas TRP (“transient receptor potential”). [37]
e ROCs

Os canais ROC representam os canais de Ca?* independentes de voltagem nos quais a ligacao de
um agonista ao seu recetor desencadeia a abertura do canal, sendo esta independente de

qualquer alteracdo no potencial de membrana. Nas VSMCs, os agonistas ndo so tém capacidade



para abrir estes canais, com permeabilidade significativa para o Ca?*, como a concentragao

deste ido que entra nestas células, é suficiente para produzir a sua contracdo. [37]
e SOCs

Os canais SOC representam os canais de Ca?* independentes de voltagem em que a sua abertura
é induzida pela libertacdo de calcio dos depositos intracelulares, ndao estando ainda bem
definida a via de sinalizacao envolvida no mecanismo. Os SOCs estao envolvidos na contracao

muscular, controlo da proliferacao das VSMCs e apoptose celular mediada pelo CD95. [34] [42]
e SAGCs

Os canais SAC representam os canais de Ca?* independentes de voltagem que s&o ativados pelo
stress e tém a capacidade de transformar este stress em fluxo de catides através da membrana.
Tém também capacidade de ativar os canais de Ca?* dependentes de voltagem provocando uma
despolarizacdo da membrana via influxo de catides [3] e induzindo um aumento de Ca*
citosolico. Podem aumentar o Ca** citosolico, por promoverem a entrada do mesmo pelos SACs,

abrindo os BKCa ou pela libertacao das reservas. [37]

1.2.3. Canais de potassio

Os canais de potassio (K*) tém a capacidade de regular o ténus vascular e o diametro arterial
através de mudancas no potencial de membrana das células. Quando ocorre a abertura dos
canais de K* nas VSMC, da-se o efluxo deste ido, provocando uma hiperpolarizacdo do potencial
de membrana e o fecho dos canais de Ca?* dependentes de voltagem, o que leva a vasodilatacao.
Quando acontece o oposto, isto &, o fecho dos canais de K*, da-se a despolarizacao do potencial
de membrana, ocorrendo uma vasoconstricao ou vasoespasmos, comprometendo a habilidade
da artéria para dilatar. [43] [44] [45] [34] [46]

Ativagdo do Inibicdo do canal
canal de K+ de K+

’é Cf2+ é Cazu

—.ism@. " ‘ ~+E,.3 D_\

A |
L[ca*] T[ca™]

' i
\, Vasodilatagao /” . Vasoconstricao j




Figura 4 - Representacdo do mecanismo de acdo dos canais de K+. Adaptado de Sobey, C. G.,
Potassium channel function in vascular disease. Arteriosclerosis, thrombosis and vascular
biology, 2001. 21(1): pag. 28-38

Alteracdes nos canais de K* do musculo liso podem estar envolvidos em certas patologias como

vasoespasmos, hipertensao, isquémia, entre outras. [43]

Existem 4 tipos de canais de K*: Canais de K* dependentes de voltagem (Ky), canais de K*
ativados por Ca?* (Kc,), canais de K* retificadores internos (Kz), e canais de K* sensiveis ao ATP
(Kae). [43] [45] [34]

Canais de K* dependentes de voltagem (Kv)

A abertura dos canais Ky ocorre quando ha uma despolarizacao do potencial de membrana e da-
se o efluxo de K* pelos Ky. [43] [34] [44] Assim é possivel a repolarizacao do potencial de acao
e o retorno ao estado de repouso. [43] [45] A despolarizacao do potencial da membrana nas
VSMC conduz a um influxo de Ca?* pelos canais do tipo L e na ativacdo do processo contratil.
Estes dois processos indicam que os canais Ky funcionam de forma a limitar a despolarizacao da
membrana e manter o tonus vascular em repouso. Comparativamente ao processo de ativacao,

a inibicdo destes canais & um processo lento. [43] [45]

Cairrao et al. demonstraram que a testosterona e o péptido natriurético auricular estimulam a

atividade deste canal através do aumento dos niveis intracelulares de cGMP. [47]
Canais de K* ativados por Ca?* (BKca)

Canais BKc,, como o nome indica, sdo ativados pelo Ca%* neste caso pelo seu aumento
intracelular e também por uma despolarizacao da membrana. [44] [48] O efluxo de K* resultante
da ativacao destes canais pode ser utilizado de forma a neutralizar a despolarizacao e a
vasoconstricao em resposta a vasoconstritores, aumento da pressao intravascular e produtos
quimicos. [45] [34]

O aumento dos niveis de Ca?* no subsarcolema devido a libertacdo deste iao através dos
recetores de rianodina no reticulo sarcoplasmatico, parecem desempenhar um papel
importante na regulacao da atividade dos canais K¢, e portanto na regulacao da membrana

plasmatica e do tonus vascular. [34]
Canais de K* retificadores internos (Kir)

Os canais K estao presentes em varias células excitaveis e ndo excitaveis, incluindo as VSMC.

Estes, ao contrario dos canais Ky e K¢, sao ativados pela hiperpolarizacao da membrana. [43]

Nas células do musculo liso vascular, a funcdo dos canais Kz ndo esta completamente definida,
havendo no entanto duas possibilidades basicas: em primeiro lugar, os canais K podem

contribuir para o potencial de membrana em repouso e pelo estado de repouso do ténus, em
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segundo lugar, a ativacao dos canais Kjr em resposta a pequenos aumentos na concentracao de

K* extracelular pode causar vasodilatacao. [45]
Canais de K* sensiveis ao ATP (Katp)

Os canais K,rp foram inicialmente identificados no musculo cardiaco, e estudos posteriores
demonstraram que podem ser encontrados em varias células, incluindo as do musculo liso
vascular. [43, 45] Estes canais consistem em 8 subunidades, sendo 4 delas a e pertencem a
familia dos Kj, as outras 4 sao subunidades regulatorias. [34] Os K,rp fecham por acdo do
aumento da concentracao de ATP intracelular, resultando numa despolarizacao da membrana

e consequente vasoconstricao. [43, 45] [34]

1.2.4, Contracao do musculo liso vascular

A contracdo do musculo liso vascular pode ser provocada por diversos fatores, sendo estes,
estimulos elétricos, quimicos ou mecanicos. Por estimulacdo elétrica pode ocorrer uma
despolarizacdo da membrana plasmatica, provocando contracao principalmente através da
abertura de canais de Ca’** dependentes de voltagem (canais de Ca?* do tipo L), levando
consequentemente a um aumento da concentracao intracelular de Ca%*. Uma despolarizacao
da membrana pode também ocorrer através de alteracdes nas concentracoes de ides (por uma
despolarizacao induzida por concentracgdes elevadas de potassio extracelular) ou por a abertura
acoplada do recetor de canais de ides, em particular os canais de CaZ*. Em relacao aos estimulos
quimicos, podem enunciar-se a atividade da noradrenalina, adrenalina, angiotensina II,
vasopressina, endotelina-1 e o tromboxano A2, que podem provocar contracao. Estas
substancias atuam por ligacdo a recetores especificos nas VSMC, levando a uma convergéncia
de diferentes vias de transducao de sinal e aumentando a concentracdo de Ca?* intracelular,
provocando assim, contracdo. Por fim, os estimulos mecanicos ocorrem sob a forma de
alongamento do musculo liso, por acdo espontanea, provocando uma contracdao e que é
denominada de resposta miogénica. Isto resulta provavelmente na ativacdo de canais de Ca?,

induzida e consequentemente ao seu influxo. [13]
Regulacdo do potencial de membrana

Ao longo dos anos, o papel do Ca?* na contracdo do musculo liso tem sido reconhecido como
sendo muito importante. Um aumento da sua concentracdo intracelular pode ser consequéncia
de varios fatores, tais como, um aumento do influxo do Ca?* extracelular; uma alteracdo na

concentracao do ido que € sequestrado; e uma diminuicdo no seu efluxo celular. [49]

As VSMC mantém uma [CaZ*]; baixa (~100 nmol/L). Com abertura dos canais de Ca%* ocorre um
aumento da sua concentracao intracelular, sendo suficiente para ativar os processos contrateis.
Os canais mais permeaveis sao os canais de Ca? dependentes de voltagem, sendo estes
regulados pelo potencial de membrana, abrindo quando ocorre uma despolarizacao do mesmo.

Consequentemente, o potencial de membrana é determinante do influxo deste idao nas VSMC.
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O potencial de membrana no muisculo liso vascular é regulado pela permeabilidade da
membrana a 4 ides distintos, sendo estes, o potassio (K*), o cloro (Cl’), o sédio (Na*) e o calcio
(Ca?"), sendo o K* o principal determinante sob condicdes de repouso. Porém, existem outros
determinantes para o potencial de membrana, como a bomba de Na-K-ATPse, ou o permutador
Na/Ca. [49]

Ciclo das pontes cruzadas

A contracdo do musculo liso vascular é controlada pela concentracdo de Ca? intracelular,
desencadeando o ciclo das pontes cruzadas das duas principais proteinas contrateis, actina e

miosina. [50]

Quanto ocorre um aumento do Ca?* intracelular livre pode resultar tanto num aumento do ido
na célula através de canais de Ca?* dependentes de voltagem do tipo L ou na libertacao deste
iao das reservas internas. Quando se encontra na forma livre liga-se a uma proteina de ligacao
denominada de calmodulina (CaM). A CaM é uma proteina intracelular amplamente distribuida
(17 kDa) que possui alta afinidade para o Ca?*. Uma molécula de calmodulina liga-se a quatro
moléculas de Ca?". Isto resulta numa alteracdo conformacional nos locais hidrofobicos expostos
da CaM que interagem com as moléculas alvo. Formam assim o complexo CaZ*-Calmodulina
((Ca?*)4CaM). Este complexo tem capacidade de ativar a cinase das cadeias leves de miosina
(MLCK), uma cinase de serina/treonina de 130-150 kDa que fosforila as cadeias leves de miosina
na presenca de ATP, por ligacdo do dominio de regulacdo da MLCK a uma cadeia leve de miosina
de 20 kDa fosforilada (MLC,). As cadeias leves da miosina sao subunidades reguladoras
encontradas nas “cabecas” de miosina. A fosforilazacdo da cadeia leve de miosina leva a
formacao de pontes cruzadas entre as cabecas de miosina e os filamentos de actina, levando

assim a contracdo do musculo liso. [13] [51] [52] [49]

0 Ca?* do musculo liso ndo tem capacidade para ativar diretamente a interacao actina-miosina
e portanto é sempre necessaria a formacdo do complexo com a MLCK. Quando o complexo
(Ca?*)4CaM nao esta formado, a MLCK encontra-se no estado inativo. Isso pode dever-se ao
facto da MLCK apresentar homologia consideravel com a miosina e efetivamente atua como
pseudosubstrato inibidor. O complexo (Ca?*)4CaM liberta esta inibicao e permite que a MLCK

interaja com a miosina. [49]
Contracao dependente de calcio

O calcio é, portanto, uma das moléculas de sinalizacdo mais importantes na fisiologia do
musculo liso e as suas alteracdes espaciais e temporais na concentracdo intracelular sao
fortemente regulados. Dentro das reservas de calcio intracelular do RS das VSMC e no espaco

extracelular a concentracao de Ca? é elevada. [49]

As concentracdes de calcio intracelular sao entao muito importantes na regulacdo da contracao
do musculo liso. A [Ca?*]; depende do equilibrio entre o calcio que entra nas células, o que é

libertado pelos armazenamentos intracelulares, e 0 movimento do idao quer de volta para locais
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de armazenamento intracelular quer para fora da célula. O calcio é armazenado pelo RS por

uma bomba de calcio dependente de ATP. [13]

A noradrenalina, a adrenalina, a angiotensina I, endotelina-l, a vasopressina e a acetilcolina
ligam-se a recetores acoplados a proteinas G heterotriméricas ativam a fosfolipase C através
da proteina Gq, causando a formacao de IP3 a partir de PIP2. O IP3 liga-se a recetores no
reticulo sarcoplasmatico e resulta na libertacdo do calcio para o citosol. A partir da PIP2
também se da a formacéao de diacilglicerol (DAG) que em conjunto com o calcio ativa a proteina

cinase C (PKC), os quais podem modular a contracdo do musculo liso vascular. [13, 53]

Existem alguns compostos sintéticos, como os ésteres de forbol, que tém a capacidade de

ativar a PKC, imitando a acao do DAG e provocando a contracdo do musculo liso. [53]
Contracao independente de calcio

Quando uma maior contracao € produzida para um dado aumento da [Ca2 +]i, este fendomeno é
referido como "sensibilizacdo do aparelho contractil ao calcio”. Como resultado, a contracao do
musculo liso vascular esta assim sujeita a uma dupla regulacdo por sinais de calcio e pela
alteracao da sensibilidade a este ido. [54] Existem dois mecanismos que vao desencadear este

tipo de contracao. [55]
e Sensibilizacao ao calcio

A contracdo do musculo liso independente da concentracdo de Ca?* envolve agonistas que tém
a capacidade de provocar contracdo. Esta contracdo é maior do que a provocada pela

despolarizacao da membrana. [56]

Além da ativacdo da MLCK dependente de Ca?*, o estado de fosforilacdo da cadeia leve de
miosina é também regulado por uma MLC fosfatase (ou fosfatase de miosina) (MLCP) que
promove a remocao do fosfato de alta energia a partir da cadeia leve de miosina, promovendo

o relaxamento do musculo liso. [53]

Na auséncia de Ca?*, a contracao do musculo liso inicia-se quando a MLCP se encontra inibida.
[56]

Existem trés sub-unidades da MLCP: uma subunidade catalitica de 37 kDa, uma subunidade de
20 kDa variavel, e uma de 110- de 130 kDa de ligagdo a miosina. Esta Gltima quando fosforilada,
inibe a atividade enzimatica da fosfatase de miosina, permitindo que a cadeia leve permaneca
fosforilada, ocorrendo assim a contracdao muscular. O mecanismo de sensibilizacdo ao calcio
envolve a ativacdo da uma pequena proteina, a Rho-A que se pode ligar ao GTP e ao GDP e com
atividade GTPase, e o seu alvo a jusante Rho cinase [57] que desempenham um papel
importante na regulacao da atividade da fosfatase de miosina e consequentemente na
contracao muscular. A ROCK é uma cinase de serina/treonina que fosforila a subunidade de
ligacao a miosina da MLC fosfatase, inibindo a sua atividade e, promovendo o estado fosforilado
da cadeia leve da miosina. [53] [58] [59]

13



e Via das MAPK

0 segundo mecanismo envolvido na contracdo muscular independente de Ca?* é a via da
proteina cinase ativada por mitdgenos (MAPK). A via das MAPK é uma via de sinalizacao
envolvida em muitos processos celulares tais como, diferenciacao celular, sobrevivéncia

celular, stress fisico, e contracdo do musculo liso. [32]

A via das MAPK consiste numa cascata de sinalizacdo que envolve a MAPK cinase cinase
(MAPKKK), a MAPK cinase (MAPKK) e a MAPK terminal [60] [32]. Devido a variados estimulos
estas MAPK sao ativadas por uma fosforilacao sequencial entre si e fosforilam substratos em
residuos de serina ou treonina seguidos por uma prolina. [61] As MAPK podem ser desativadas
por varias fosfatases de serina/treonina ou tirosina, ou por uma fosfatase denominada MAPK
que desfoforila os residuos da MAPK. [62] [32]

Agonistas (norepinefrina,
angiotensina I, endotelina-1, etc.)

2+
Ca l receptor
ogcoOO ooqoooopqooopoqqooo 8 poo ooao RRRR RARARRRARRARRARE oooloqolﬁ
131813130, & S1E) 0 LTI 1) {)
'8'8'8'8'9's BANHUAABaaNARAHES = ,\.\AA,\,\A,\-A‘\A.,\\-\-‘L \-\nl\-\A-\A!\
Canais de
célcio z RhoGEF —»
dependentes Reticulo )
de sarcoplasmaético RhoA-GDP
voltagem Ca2+ RhoA-GTP . :
(activa) (inactiva)
» Ca2* *» Ca?*/ calmodulina
Rho-
MLCK cinase ATP
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Actina + MLC (P)
~ 1 S
(contraido) Miosina Miosina ( P
l -— fosfatase —p fosfatase
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Figura 5 - Representacdo dos mecanismos envolvidos na contracGo do musculo liso. Adaptado de Webb,
R. C., Smooth muscle contraction and relaxation. Advances in physiology education, 2003. 27(4): p. 201-
206
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1.2.5. Relaxacao do musculo liso vascular

A relaxacdo do musculo liso pode ser devido a uma multiplicidade de fatores, quer enddgenos
quer exogenos. [63] Esta relaxacdo do muUsculo liso pode ocorrer de duas formas: por remocéo
do agente contractil ou pela ativacdo de vias de sinalizacdo dependentes de segundos
mensageiros, na presenca continuada de um agente contractil [64] [53] Devido a perda do
estimulo contractil, pode ocorrer uma diminuicao da concentracdo de Ca?* intracelular que
resulta na relaxacdo. Mas esta também pode ser devida a outros fatores como reducao da

sensibilidade da maquinaria contractil ao CaZ*. [63] [65]

Os segundos mensageiros intracelulares envolvidos na relaxacdo sdo os nucledtidos ciclicos, o
CAMP e o cGMP, que sao formados pela atividade da adenilato e guanilato ciclases,
respetivamente. [63] [48] [59] Os niveis intracelulares destes dois segundos mensageiros sao o

resultado do equilibrio entre a taxa de sua sintese e a taxa de sua degradacéo.

O AMP ciclico é sintetizado a partir de ATP intracelular por adenilato-ciclases, que sao
geralmente ativadas por uma primeira mensagem externa (neurotransmissor, hormona,

medicamento) que se liga a um receptor acoplado a uma proteina G. [48] [63]

O GMP ciclico pode ser sintetizado em células VSMC por dois tipos distintos de guanilato ciclases
que diferem na sua localizacao celular e na sua ativacao por compostos especificos: uma guanilil
ciclase particulada (pGC), presente na membrana plasmatica, a qual é ativada por peptideos
natriuréticos, como auricular [66], cerebral (BNP), e peptideo natriurético tipo C (CNP); e uma
guanilato ciclase solluvel (sGC), que pode ser ativada pelo dxido nitrico (NO) e por dadores de
NO. [48] [63]

Estes nucleotidos exercem os seus efeitos através da ativacdo de proteinas especificas, proteina
cinase dependente do cGMP (PKG) e proteina cinase dependente do cAMP (PKA). [48] [63]

Estruturalmente, o PKA é uma proteina cinase de serina/treonina heterotrimérica composta
por uma subunidade catalitica a e subunidades reguladoras, B e y. A subunidade y contém o
local de ligacao ao AMP, onde esta ligacdao induz uma alteracdo conformacional numa
subunidade levando a ativacdo do PKA. O PKG é uma proteina cinase de serina/treonina que
pode ser ativado pelo cGMP. Estes tém na sua composicdo um dominio NH,-terminal, um
dominio de regulacdo e um dominio catalitico. O dominio de regulacdo contém sitios de ligacdo
ao cGMP e a ocupacao de ambos os locais de ligacao, liberta a inibicdo do centro catalitico e
permite a fosforilacdo de residuos de serina/treonina de proteinas-alvo, e da autofosforilacao
do local aminoterminal. A ativacao da heterofosforilacao e autofosforilacao aumenta a
atividade basal de PKG. [48]

O primeiro mecanismo proposto para o relaxamento dependente de nucleétidos ciclicos é a
reducdo da [Ca?];. Sendo que para que ocorra fosforilacdo da MLC,, e posterior contracao, sao
necessarios aumentos na [Ca?);, a reducao da mesma por nucleodtidos ciclicos e a
desfosforilacao subsequente da MLC,, sao vistas principalmente como uma inversao do

mecanismo contractil. A diminuicao dos niveis de Ca?* intracelulares pode ser alcancada por
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diversas vias, como: diminuindo a libertacdo do RS através da fosforilacdo do receptor IP3 e/ou
da inibicdo da sua sintese; aumentando o sequestro no RS, via fosforilacdo da fosfolambam e
ativacao da Ca?" -ATPase; diminuido o influxo de Ca?* extracelular, através dos canais LTCC;
aumentando o efluxo de Ca? intracelular, por estimulacdo da Ca*-ATPase da membrana
plasmatica. [48] [63]

O fosfolambam é um componente proteico fosforilavel do RS do miusculo liso que inibe
reversivelmente a atividade do Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) e o transporte
do Ca?* do mesmo. A fosforilacao do fosfolambam pela PKA ou pela PKG no residuo Ser16 alivia
esta inibicdo, aumentando assim a atividade da ATPase e a taxa de absorcdo de Ca?* pelo RS. A
estimulacdo da captacao do Ca?* pelo RS via fosforilacao da fosfolambam e ativacao de Ca?*-
ATPase do RS, com o efeito relaxante resultante pode ser mediada por agentes de elevacao do
cGMP e cAMP. [48]

Como visto anteriormente, também os canais de K* desempenham um papel importante na
regulacao do tonus vascular, quer na contracao quer na relaxacao através de alteracdes no
potencial de membrana. Especificamente, o bloqueio dos canais de K* resulta numa
despolarizacdo do potencial de membrana, ocorrendo influxo de Ca?* através dos VOCCs,
conduzindo a vasoconstricao. Em contraste, a ativacao dos canais de K* resulta em efluxo deste
ido, ocorrendo hiperpolarizacao da membrana, e reduzido assim o influxo de Ca?* através dos
VOCCs, levando a vasodilatacdo. Pela sua influéncia no potencial de membrana, os canais de
K* desempenham um papel central na determinacdo e regulacdo do tonus vascular e sua
abertura € um mecanismo muito importante que medeia a vasodilatacdo em condicoes
fisiologicas. [48] [63]

As fosfodiesterases (PDE) sao enzimas que promovem a degradacao do cAMP e cGMP para os
seus metabolitos biologicamente inativos o 5-AMP e 5-GMP, respetivamente. Estas enzimas
catalisam a hidrolise seletiva de 3’ do fosfato ciclico ligado a adenosina e/ou guanosina 3’-5’-
monofosfato ciclico, limitando assim a atividade destas moléculas sobre os seus substratos, tais
como PKA e PKG. Existem 11 familias de PDE diferentes que podem ser encontrados numa
variedade de células e, de um modo geral, cada familia tem diferentes isoformas e variantes
de splicing. [48] [63] No musculo liso da HUA sdo expressas 4 familias de PDEs: PDE1, PDE3,
PDE4 e PDE5. A PDE4 esta descrita como sendo a enzima chave envolvida na regulacao da
relaxacdo da HUA associado ao cAMP, ja a PDE5 esta associada a regulacao da relaxacao pelo
cGMP. [59]
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1.2.6. Acao dos mensageiros quimicos na HUA

Como ja descrito anteriormente, os mecanismos que regulam o estado contratil das HUA sao
bastante importantes para a troca de gases e nutrientes entre o feto e a placenta. Sendo que
as artérias umbilicais nao sdo enervadas, o controlo do fluxo sanguineo depende de substancias
libertadas localmente ou existentes na circulacao, tais como prostaglandinas, a serotonina (5-
HT), a histamina e ides como o calcio e o potassio. Varios estudos realizados comprovaram que
a 5-HT, a histamina, a bradicinina, o KCl entre outros, induzem contracdes significativas na
HUA. [67, 68] [15]

Neste trabalho estudou-se apenas o efeito contractil da 5-HT, da histamina e do KCL.

A 5-HT é uma monoamina capaz de mediar a contracao por ativacao de 7 recetores diferentes
(5-HT, - 5-HT7). Os recetores 5-HTqz, 5-HT4p, 5-HT,4, 5-HTys, 5-HT, e 5-HT; expressam-se em
vasos sanguineos. [69] [15] Os efeitos contracteis da 5-HT na HUA foram considerados como
sendo devidos a ativacao dos recetores 5-HTz e 5-HT,, [70] [15] [14]. Os recetores 5-HTz, 5-
HT,p sdo acoplados a proteinas G;/G,, as quais inibem a adenilato ciclase. O recetor 5-HT,
estimula a fosfolipase C, aumentando os niveis do IP;. O recetor 5-HT; é acoplado a Gs, a qual
estimula a adenilato ciclase. [71] [72] [67] [15] [21]

De acordo com Santos-Silva et. al (2008) o recetor 5-HT,, é a chave para a resposta contratil
induzida pela serotonina. Relativamente aos recetores 5-HT,1p estes induzem um efeito duplo,
isto é, em algumas artérias provocavam efeitos contrateis pequenos e em alguns casos
contracoes maiores foram observadas. Ja a ativacao do recetor 5-HT; induz relaxacdo da HUA

contraida. [15]

Relativamente a histamina, esta é uma substancia vasoativa que ativa varios recetores (H; -
H,). Estudos realizados demonstraram que a ativacao do recetor H; induz contracao da HUA
pela ativacao da fosfolipase C e o aumento dos niveis de IP3; esta acoplado a G4 e provoca a
mobilizacao de calcio intracelular; [73] [15] [21] a ativacao do recetor H, provoca acimulo de
CcAMP devido a ativacao do G;e consequentemente a relaxacao da HUA [15] [14]. Em relacédo ao
recetor H; este também esta associado a relaxacao da HUA mas o seu mecanismo ainda esta
sob estudo, apesar de alguns investigadores pensarem estar acoplado a G;/G,. No que diz
respeito ao recetor H4, pode ser funcionalmente acoplado a uma proteina G;/G,, causando ou
a mobilizagao de calcio intracelular ou a inibicdo da atividade da adenilato ciclase. A histamina
pode induzir a contratilidade ou relaxamento de acordo com a expressao e/ou a participacao

de diferentes tipos de recetores de histamina em cada vaso vascular especifico. [15]
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1.3.Disruptores endécrinos

As atividades humanas sdo responsaveis pela producdo e transformacdo de milhares de
compostos quimicos que tém a capacidade de se dispersar e acumular, afetando negativamente
0 meio ambiente, animais e humanos. Alguns destes quimicos tém capacidade de afetar o
sistema enddcrino e sdo definidos como disruptores enddcrinos (EDCs). [74] Segundo a definicao
da WHO (2013) um disruptor endocrino é definido como uma substancia ou mistura de
substancias exogenas que tém a capacidade de alterar funcdes do sistema enddcrino e,
consequentemente, provocar efeitos adversos para a saude de um organismo e da sua
descendéncia. [75] Os humanos e os animais podem estar expostos a estes EDCs por uma
variedade de vias de exposicao, incluindo digestiva, inalatéria, dérmica e por transferéncia da
mae para o feto (pela placenta). Também por uma variedade de fontes de exposicao, como por

exemplo, a comida, a agua ou o po das habitacdes. [76]

Os EDCs tém capacidade de perturbar o sistema enddcrino de diversas formas e dois exemplos
sao pela mimetizacao ou pelo bloqueio de diversas hormonas. No caso da mimetizacao, os EDCs
conseguem ligar-se aos recetores das hormonas, podendo levar a uma ativacao inapropriada
deste recetor. Em relacao ao bloqueio, os disruptores ligam-se aos recetores das hormonas

bloqueando-os e nao permitindo que estes sejam ativados. [76]

1.3.1. Organoestanhos (OTs)

Os organoestanhos sao geralmente de origem antropogénica, e sao comercializados desde 1936
para uso como estabilizadores de polimeros sintéticos como o policloreto de vinil (PVC). Devido
as suas propriedades como biocidas, a sua comercializacdo ascendeu e foram aplicados durante
anos como biocidas, antivegetativos, agroquimicos e preservantes de madeira. O uso dos
compostos organicos de estanho trisubstituidos, particularmente o tributilestanho (TBT) e
trifenilestanho (TPT) como biocidas em tintas antivegetativas contribuiu de uma forma muito
significativa para a sua introducao a larga escala no ambiente, particularmente no ambiente
aquatico [74]. Varios tipos de organoestanhos foram utilizados para diversas funcdes, o
monobutilestanho (MBT) e o dibutilestanho (DBT) eram usados principalmente como
estabilizadores do PVC mas também como catalisadores na producdo de espumas de
poliuretano, silicones, e outros processos industriais; o TBT e o TPT tal como referidos

anteriormente como biocidas em tintas antivegetativas. [74]

Os humanos estao expostos a OTs de multiplas maneiras, como € o caso de consumo de sumos
e bebidas alcodlicas, incluindo vinho, cerveja e bebidas espirituosas; através do consumo de
agua transportada através de tubos de PVC; através de plasticos de armazenamento de comida,
que contém também PVC; e diretamente de produtos de aplicacdo médica (como os implantes
mamarios) ou de lixo contaminado; mas geralmente a ingestao de alimentos contaminados ¢ a

via mais comum, principalmente o consumo de marisco e bivalves. [74]
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Varios estudos foram ja realizados de forma a evidenciar os efeitos deletérios dos OTs. Em
estudos in vitro e in vivo com animais foi possivel demonstrar que os OTs sao disruptores
endocrinos, citotoxicos, genotdxicos, neurotoxicos, imunotoxicos e obesogénicos. [77] [78]
Relativamente aos seres humanos nao existem estudos epidemiologicos disponiveis, pelo que
as informacgdes de toxicidade é limitada a experiéncias em animais de laboratério e em

observacoes na vida selvagem [74].

1.3.2. Tributilestanho

O TBT ganhou ampla aplicacao como biocida em tintas anti vegetativas para navios e outras
estruturas submersas nos anos 60, tendo sido utilizado a escala global durante décadas, e so
em 1970 foi descoberto o seu impacto ambiental. Alzieu e colegas foram os pioneiros da
descoberta do impacto negativo desta substancia em ostras e estudos posteriores confirmaram
o risco geral para o ecossistema aquatico. Um dos efeitos deletérios do TBT mais conhecidos é
o fenomeno do imposexo em gastropodes. Este fenomeno é considerado o melhor exemplo da
atuacao de um disruptor enddcrino na vida selvagem e caracteriza-se pela imposicdo de 6rgaos
sexuais masculinos em fémeas, alterando o desenvolvimento sexual e a reproducdo. [79] [80]
0 imposexo é de momento descrito como afetando mais de 200 espécies de gastropodes, sendo

um fendémeno a nivel mundial. [74]

Este composto é extremamente toxico para uma grande variedade de organismos, desde
bactérias a mamiferos, incluidos os humanos e foi considerado a substancia mais toxica

introduzida deliberadamente no meio ambiente. [81] [74]

Varios estudos evidenciaram diversos efeitos deste OT em varias espécies: danos no sistema
endocrino causados pelo TBT estendem-se a funcdo tiroideia em anfibios, peixes e ratos; [82]
[83] [84] em concentracdes de nM pode apresentar efeitos similares ao estrogénio em adipocitos
de mamiferos; [85] varios estudos indicam também que o TBT inibe a atividade da aromatase,
que converte a testosterona em estradiol, e leva a uma diminuicao do 178- estradiol e a um
aumento dos niveis de testosterona em animais do sexo masculino, particularmente moluscos.
[86]

Efeitos do TBT a nivel cardiovascular

Recentemente a toxicidade do TBT tem sido demonstrada a nivel vascular em modelos animais
[87], e os resultados obtidos até ao momento parecem sugerir que o TBT pode constituir um
fator de risco para a doenca cardiovascular. O TBT altera a reatividade vascular coronaria para
o estradiol alterando a morfologia e funcionalidade da artéria aorta em modelos de roedores
[88] [89] e em células endoteliais de suinos. [90] [91] Dos Santos et al. (2012) viram também
que o TBT prejudica a resposta vasodilatadora induzida pelo 17B-estradiol em artérias

coronarias de rato. [88]
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CAPITULO Il - Objetivo

Como descrito anteriormente, a toxicidade do TBT tem sido demonstrada a nivel vascular, em
modelos animais, principalmente em roedores. Ja relativamente aos efeitos em humanos nao
existem estudos nesta area. Portanto o objetivo principal deste trabalho foi averiguar os efeitos

do TBT a nivel vascular.
Para o cumprimento do objetivo principal, varias tarefas foram definidas:

1- Estudo da contratilidade da artéria umbilical humana através da técnica de banho de
orgdos;

2- Isolamento e cultura de células HUASMC;

3- Estudo da viabilidade celular das HUASMC;

4- Estudo da expressdio do mRNA de 5-HT.a e H; apds incubacdo com diferentes

concentracoes de TBT, através de gPCR.
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CAPITULO Il - Materiais e métodos

1.4.Solucdes e Materiais

1.4.1. Solugdes

Tabela 1 - Na tabela representada estdo descritas as solucées utilizadas para a execucdo deste trabalho.

Cultura de células do musculo liso

Solucgdes

Composicao

Solucdo de  Dulbecco’s modified

medium/F12 (DMEM-F12)

Eagle’s

DMEM-F12 Liofilizado, NaHCO3 (1,2 g/L) e acido L-
ascorbico (20 mg/L); pH 7,4

Meio de cultura completo (MCC)

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino
(FBS); Albumina de soro bovino (BSA -0,5%); fator
de crescimento epidérmico (EGF, 5 pg/ml); fator de
(FGF 0,5
heparina (2 pg/ml) e insulina (5 pg/ml); pH 7,4.

crescimento  fibroblastico ng/ml);

Meio de cultura sem soro

DMEM-F12; Albumina de soro (BSA - 0,5%

Solugao salina fisiologica (PSS)

NaCl 110 mM; CaCl2 0,15 mM; KCL 5 mM; MgCl2 2
mM; HEPES 10 mM; NaHCO3 10 mM; KH2PO4 0,5
mM; NaH2P04 0,5 mM; glicose 10 mM e EDTA 0.49
mM

Solucao de Tripsina-EDTA

0,5 g de tripsina de porco e 0,2 g de EDTA

Banho de o6rgaos

Solucgdes

Composicao

Solucao de Krebs

NaCl 119 mM; KClL 5mM; CaCl2 2H20 0,5 mM;
MgS04.7H20 1,2 Mm; KH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25
mM; EDTA-Na2 0,03 mM; L-(+)-ascorbico 0,6 mM e
glucose 11 mM; pH=7,4

KCL 60 mM

NaCl 119 mM; KCl 5mM; CaCl2 2H20 0,5 mM;
MgS04.7H20 1,2 Mm; KH2PO4 1,2 mM; NaHCO3 25
mM; EDTA-Na2 0,03 mM; L-(+)-ascorbico 0,6 mM e
glucose 11 mM; KCL 60 mM; pH 7,4

MTT e BCA

Solucées

Composicao

Solucao de MTT

0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS

Solucao phosphate buffered saline (PBS) ou solucao

fosfato-salino diluido

NaCl 110 mM; CaCl2 0,15 mM; KCL 5 mM; MgCl2 2
mM; HEPES 10 mM; NaHCO3 10 mM; KH2PO4 0,5
mM; NaH2P04 0,5 mM; glicose 10 mM e EDTA 0.49
mM NaCl; KCl; Na2HPO4 e KH2PO4; pH 7,4
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1.4.2. Quimicos

Durante a realizacdo do procedimento experimental foram utilizados varios quimicos. De entre
os quimicos utilizados para a preparacao das varias solucdes, todos foram adquiridos por Sigma-
Aldrich. Em relacao a serotonina, a histamina e ao TBT (TBTCI, 96%) ambos foram adquiridas a

Sigma-Aldrich.
1.4.3. Materiais

Tabela 2 - Na tabela representada estdo descritos os materiais e equipamentos e respetivas marcas.

Cultura de células do musculo liso

Material Marca

Material cirargico Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Frascos de cultura e multiwells (6 pocetos) Orange scientific

Material especifico de laboratério

Equipamento Marca

Camara de fluxo laminar

Banho de 6rgaos

Material Marca

Material cirdrgico Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Material especifico de laboratério

Equipamento Marca
Camara de banho de o6rgaos Letica
Transdutor de forca Panlab
Amplificador ADInstruments
Interface PowerLab/4SP ADInstruments
Software especifico do banho de o6rgaos ADInstruments

MTT e BCA
Material Marca

Multiwells (96 pocetos) Orange scientific

Equipamento Marca
Espectrofotometro com leitor de microplacas EZ Read 400, Microplate Reader, biochrom

Preparacdo de solucées

Equipamento Marca
Balanca digital Sartorius
Mediador de pH Metrohm
Extracdo de RNA Total
Equipamento Marca
Centrifuga Mikro 200R, Hettich zentrifugen
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Placa de aquecimento Block heater, SBH130D, Stuart
Nanofotometro NanoPhotometer™, IMPLEN
cDNA
Equipamento Marca
Termociclador T100™ Thermal Cycler, BIO-RAD
qPCR
Equipamento Marca
Termociclador iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System,
BIO-RAD
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1.5. Métodos

1.5.1. Recolha das amostras

As amostras biologicas utilizadas para a realizacdo deste estudo foram corddes umbilicais
humanos. Estas amostras foram gentilmente cedidas pelo Bloco de Obstetricia e Ginecologia do
Centro Hospitalar da Cova da Beira (CHCB), e o protocolo utilizado para as amostras foi
aprovado pela Comissdo de Etica do mesmo. As amostras cedidas foram obtidas com o
consentimento informado das maes e foram excluidas amostras das quais nao fosse possivel

determinar se seriam portadoras de alguma patologia.

As amostras de corddo umbilical apos recolha foram colocadas numa solucao fisiolodgica salina
(PSS) com a seguinte composicao: penicilina (5 U/mL), estreptomicina (5 pg/mL) e anfotericina
B (12.5 ng/mL), sendo estes antibidticos e evitando assim possiveis contaminacdes, e as
seguintes antiproteases: leupeptina (0.45 mg/L), benzamidina (26 mg/L) e inibidor da tripsina

(10 mg/L) de forma a evitar a possivel degradacao das células.

1.5.2. Cultura de células do musculo liso da artéria umbilical

humana

A remocéao da artéria do cordao umbilical foi realizada a partir de procedimentos previamente
descritos, primeiramente por Martin et al. e mais tarde por Cairrao et al. (Cairrao et al., 2010;
Martin de Llano et al., 2007).

Todo o procedimento foi levado a cabo numa sala de cultura celular, utilizando uma camara de
fluxo laminar, com todos os procedimentos de esterilidade, incluindo o uso de material,

solucdes e instrumentos estéreis.

Primeiramente o cordao umbilical passou por processos de limpeza que incluiram a sua lavagem
em solucdo de PSS com antibidtico, em recipientes diferentes. Seguidamente o cordao foi
passado para uma caixa de Petri com cerca de 30 mL de PSS e antibiotico, onde se isolaram as
artérias por remocao da geleia de Wharton envolvente. Toda a extracao foi realizada com

material cirtrgico apropriado.

Finalizada a extracao das artérias, estas foram cortadas em pequenas porcoes e seguidamente
trespassando-se uma tesoura, abriu-se as artérias, ficando a tlnica intima exposta. Procedeu-
se entdao a remocao do endotélio através do uso de um cotonete estéril. Apos remocao do
endotélio, efetuou-se a extracdo das camadas de musculo liso vascular, sendo depois

transferidas para uma nova caixa de petri contendo 3 mL de PSS e antibiético.
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Seguidamente, procedeu-se a lavagem das camadas usando para o efeito falcons contendo 5
mL de PSS sem antibiotico, repetindo 4 vezes o procedimento. Apos lavagem, as camadas foram
colocadas em frascos de cultura celular, tendo estes sido inicialmente revestidos com colagénio
(20 pg/cm?), e estes frascos foram colocados numa incubadora a uma temperatura de 37° C
numa atmosfera de ar de 95% e CO, a 5%. Apds cerca de 15 minutos, retirou-se os frascos da
incubadora e adicionou-se 3 mL de meio de cultura, voltando-se a colocar nas condicoes

anteriores. Apos 24h, foram adicionados mais 2 mL de meio de cultura.
Realizou-se mudancas do meio de cultura de 2 em 2 dias.

Quando as culturas se encontraram em confluéncia por volta de 90-95 % (cerca de 20-30 dias
apos cultura) foram realizadas tripsinizacdes sucessivas para obtencao de subculturas até a um

maximo de 6 passagens.

1.5.3. Tratamento com TBT

Apos se encontrarem em confluéncia total, as células do musculo liso foram transferidas para
placas de 6 pocos, onde se esperou que entrassem em confluéncia novamente. Apos este
processo, as placas foram incubadas com diferentes concentracdes de tributilestanho (0,1 nM,
1 nM, 10 nM, 0,1 pM, 1 pM, 10 pM, 100 pM) em diferentes pocos, e com etanol 0,1% que serviu

como controlo. O TBT foi inicialmente diluido em etanol para as diferentes concentracoes.

1.5.4. Extracdo de RNA

A extracao do RNA total foi realizada utilizando o TRIzol ® Reagent (Ambion) de acordo com o
protocolo recomendado pelo fabricante. Inicialmente, aspirou-se todo o meio dos pocos,
adicionou-se 200 pL de PBS para lavar, voltou-se a aspirar e adicionou-se entao 200 pL de TRIzol
em cada poco, sendo que este tem como funcao a lise celular, visto que consiste numa solucao
monofasica de fenol e guanidina isotiocianato, libertando assim o RNA sem que a sua
integridade seja comprometida. De seguida procedeu-se a uma raspagem dos pocos, utilizando
para o efeito, um cell scrapper, o que permite soltar as células. Retirou-se entdo o liquido de
cada poco para um eppendorf especifico e deixou-se 5 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, adicionou-se 80 pL de cloroférmio (de forma a separar o DNA do RNA),
homogeneizou-se no vortex e deixou-se 2 min a temperatura ambiente. Procedeu-se entao a

uma centrifugacao a 12000g, a 4° durante 15 min, o que permitiu a separacao do DNA do RNA.

Apds a centrifugacdo, o eppendorf apresentava 3 fases distintas: uma fase aquosa superficial
que contem o RNA (transparente), uma fase intermédia que contem o DNA (branca) e no fundo,
uma fase organica cor de rosa que contem as proteinas, residuos de fenol e de cloroférmio,

como representado na figura 6.
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Figura 6- Representacdo das fases presentes no eppendorf.

Realizou-se entdo a separacao das fases e transferiu-se o conteldo em RNA para um novo
eppendorf. Neste, adicionou-se 100 pL de isopropanol, que permite a precipitacao do RNA, e
homogeneizou-se a solucao por inversao, deixando-se repousar 10 min a temperatura ambiente.
Realizou-se uma nova centrifugacdo a 12000g a 4°C durante 10 min. Desta, obteve-se um
pequeno pellet e um sobrenadante, e procedeu-se a remocédo do sobrenadante. Adicionou-se
posteriormente 200 pL de etanol frio a 75% e agitou-se no vortex. Realizou-se novamente uma

centrifugacao, desta vez a 7500g a 4° durante 5 min.

O processo anterior de remocao do sobrenadante, adicao de etanol e centrifugacao foi
repetido, e apos esta repeticdo retirou-se entdo todo o excesso de etanol e procedeu-se a
evaporacao do excesso de etanol através da secagem dos eppendorfs a temperatura ambiente

durante cerca de 3 min.

De seguida, realizou-se uma ressuspensao do pellet em 20 pL de H,0 tratada com DEPC (sendo
este um inibidor de RNAses), e colocou-se os eppendorfs a 57° durante 5 min. Apds este
processo, realizaram-se as leituras espetrofotométricas a 260 e 280nm utilizando um
nanoespetrofotomero (Nanophotometer 1y, Implen, Germany) para quantificar a concentragao
de RNA das amostras. Este aparelho faculta diretamente a concentracao de RNA (pg/pL) e o
racio entre a A260/A280, que determina a qualidade do RNA com base na absorvéncia a 260
nm, comprimento de onda ao qual os acidos nucleicos tém pico de absorcao, e a 280 nm,
comprimento de onda ao qual as proteinas tém pico de absorcdo. Para determinar uma boa
qualidade e pureza de RNA, o racio em causa devera estar no intervalo de 1,8 a 2,1. Os racios
inferiores a 1,8 indicam contaminacdo com proteinas ou com fenol e os racios superiores a 2,1

indicam contaminacao com DNA.

Todo o procedimento foi realizado utilizando material estéril, e em gelo devido a sensibilidade
do RNA,
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1.5.5. Sintese de DNA complementar

O cDNA obtém-se a partir da transcricao reversa do mRNA pela acdo da enzima transcriptase
reversa. De inicio foi preparada uma MIX 1 com a seguinte constituicao: Random hexamer mix
(0.5 pg /pL) (NZYset, Portugal), e dNTP’s (10 mM) (NZYset, NzyTech, Portugal) a uma proporcao
de 2 para 1 respetivamente. Realizaram-se as misturas para n+1 reacdes e para um volume final
de cDNA de 20 pL. De seguida adicionou-se 3 pL da MIX 1 e o volume adequado para 1ug de RNA

aos tubos de PCR e perfez-se o volume com agua estéril livre de nucleases.

Seguidamente colocou-se os tubos no termociclador a 65°C durante 5 minutos. No decorrer
deste passo, preparou-se uma MIX 2 com a seguinte constituicao: 10x reaction buffer (nzytech,
Portugal), e M-MuLV a uma proporcao de 2 para 1 respetivamente. No final dos 5 minutos
adicionou-se 3 pL da MIX 2 a cada tudo de PCR e voltou-se a colocar no termociclador seguindo
uma série de incubacdes: 25°C durante 10 minutos, a 37°C durante 50 minutos e a 70°C durante

15 minutos. No final da reacao os cDNAs foram armazenados a -20°C.

1.5.6. PCR em tempo real

A quantificacao da expressao dos genes 5-HT,, e H;, foi efetuada por PCR em tempo real,
utilizando o kit NZY qPCR Green Master MIX (NZYtech). O gene Housekeeping usado foi a B-2-
microglubulina para normalizar os niveis de expressao (tabela 3). A eficiéncia do PCR em tempo
real foi determinada para o primer usando diluicdes de amostras de cDNA (1:1, 1:3, 1:9). As
reacoes de amplificacao do gene foram preparadas para um volume final de 20 pL, para tal
adicionou-se 10 pl de NZY gPCR Green Master MIX (NZYtech), 0,4 pl de Primer Fw e de Primer
Rv, 1 pl de cDNA e por fim perfez-se com agua estéril (Thermo Scientific). As amostras foram
expostas as seguintes condicées de amplificacao: 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 95°C
durante 10 segundos, temperatura de annealing durante 30 segundos, e 72°C durante 10
segundos. A formacao de dimeros de primers e a pureza do produto amplificado foram avaliadas
através da analise das curvas melting do PCR em tempo real. As diferencas entre experiéncias

foram calculadas usando o modelo matematico de Pfaffl usando a formula: 224, [92]
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Tabela 3 - Primers utilizados para gPCR

Nome do | Gene Sequéncia do primer Fragmento | Temperatura | N° gene
primer (bp) (°C) bank
B2M B2M Fw 5’-ATG AGT ATG CCT GCC GTG TG-3’ 92 60 NM_004
048.2
Rv 5’-CAA ACC TCC ATG ATG CTG CTT AC-3’
5-HT2a 5-HT2a | Fw 5’-TCT TTC AGC TTC CTC CCT CA -3’ 223 60 NM_000
621
Rv 5’-TGC AGG ACT CTT TGC AGA TG-3’
H1 H1 Fw 5’-CAC ACT GAA CCC CCT CAT CT -3’ 151 60 NM_000
861

Rv 5’-GGC CTT CGT CCT CTATTT CC-3’

1.5.7. Ensaio de viabilidade celular - MTT

O MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio) é reduzido a formazano por
acao de enzimas desidrogenases e agentes redutores, ocorrendo uma alteracao da cor amarelo
para roxo. A quantidade de formazano pode ser determinada por espectrofotometria apos a sua

solubilizacdo em dimetilsulfoxido (DMSO).

O ensaio de MTT permite avaliar a viabilidade e proliferacao celular em ensaios in vitro de uma

populacao celular em resposta a um fator externo.

Para a realizacdo deste ensaio, células confluentes em placas de 96 pocos foram incubadas
durante 24h com as diferentes concentracées de TBT e com os controlos. Apds o periodo de
exposicao, e na auséncia de luz, aspirou-se o meio de cultura e adicionaram-se a cada poco 200
pL de MTT 0,5 mg/mL e incubou-se as placas numa atmosfera himida com 5% de CO, a 37°C e
95% de humidade durante 3h. Decorrido o periodo de incubacdo com MTT voltou-se a aspirar o
contetido dos pocos e adicionaram-se 200 pyL de DMSO, para a solubilizacdo dos cristais de
formazano. Posteriormente o conteldo de cada poco foi colocado numa nova placa de 96 pocos

sendo de seguida lida a absorvancia num espetrofotometro com leitor de microplacas a 570 nm.

A solucao de MTT 0,5 mg/mL em PBS 1% foi previamente preparada e posteriormente

armazenada na auséncia de luz a 4°C.
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1.5.8. Contractilidade - Camara de banho de 6rgaos

Apods isolamento das artérias, estas foram mantidas aproximadamente 12h em DMEM-F12.
Finalizadas estas 12h, o endotélio foi mecanicamente removido em PSS diluido e recorrendo ao
uso de um fio de algodado. De seguida as artérias foram cortadas em pequenos segmentos de
cerca de 3-5 mm e incubadas 24h em meio DMEM F-12 juntamente com as diferentes
concentracdes usadas de tritubilestanho, e com controlos de etanol 0,1% e s6 em meio DMEM-
F12.

Passadas as 24h realizaram-se entdo os ensaios de banho de 6rgdos. O banho é composto por 4
pocos contendo solucdo modificada de Krebs. Os segmentos de artéria foram suspensos entre
fios de aco inoxidavel paralelos e introduzidos na solucdo modificada de Krebs. Esta solucao foi
mantida a 37°C e gaseificada continuamente com carbogénio (95% O, e 5% CO,). Inicialmente,
as artérias foram submetidas a uma tensao que pode variar entre 1,5-2g e foram equilibradas
durante cerca de 45 min, com mudanca do meio de Krebs de 15-15 min. De seguida procedeu-
se a adicdo de diferentes agentes contracteis, sendo estes, 5-HT, histamina e KCl. As artérias
foram seguidamente submetidas a presenca das varias concentragdes de tributilestanho (0,1
nM, 1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 10 uM, 100 pM) por ordem crescente (da menos concentrada
para a mais concentrada) e a controlos de etanol, de forma a avaliar o possivel efeito destes
na contractilidade das artérias.

A tensao foi medida a partir de um transdutor de forca (TRI201, Panlab SA, Espanha), um
amplificador (ML118/D Quad Bridge, ADInstruments) e uma interface Power-Lab/4SP (ML750,

ADInstruments) ligada a um sistema computorizado com o programa “PowerLab Chart5”.

Figura 7 - Representacdo do banho de 6rgdos
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1.5.9. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrao da média das experiéncias, para cada
condicdo experimental analisada. A analise estatistica dos dados foi realizada usando o
programa estatistico SigmaStat Statistical Analysis System versao 3.5 (Systat Software, London.
UK). A significancia estatistica entre as diferentes concentracdes e o controlo foi analisada
usando a one-way ANOVA. A significancia estatistica entre os dois tipos de amostra foi analisada
usando o Stundent’s t-test. As diferencas entre os grupos foi considerada significativa quando
(P <0,05).
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CAPITULO IV - Resultados

1.6.Analise da contratilidade das HUA

1.6.1. Efeito do TBT em base

Primeiramente quantificou-se as tensoes reais exercidas em anéis de artérias incubadas com o
controlo (EtOH 0,1% e DMEM) durante 24h, quando submetidas as diferentes concentracées de
TBT. Este procedimento teve como objetivo verificar se o composto em base, isto &, na auséncia
de um agente contratil, provocava alguma alteracdo na contratilidade das HUA. Estas
experiéncias foram realizadas através da técnica de banho de 6rgaos.

Tabela 4 - Tensoées reais exercidas em anéis de artérias incubadas 24h com EtOH 0, 1% quando submetidas

as diferentes concentracées de TBT.

EtOH 0,1% 24h

Tensao Real (mg)
TBTO0,1nM TBT 1 nM TBT 10 TBT 0,1 TBT 1 uM TBT 10 TBT 100

nM HM HM HM
83 22 35 77 113 222 304
132 44 0 -12 113 184 235
101 69 104 -15 15 138 262
345 271 67 90 154 118 432
237 10 -27 -97 -68 -90 -3
27 -23 -48 -60 -130 -77 -35
N= 6 6 6 6 6 6 6
Média 154,1667 65,5 21,83333 -2,83333 32,83333 82,5 199,1667

Erro 47,55097 43,01531 23,59579  30,19869  46,38061 54,55868  74,41748
padrao
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Tabela 5 - Tensées reais exercidas em anéis de artérias incubadas 24h com DMEM quando submetidas das

diferentes concentracées de TBT.

DMEM 24h

Tensao Real (mg)
TBT0,1nM TBT 1 nM TBT 10 TBT 0,1 TBT 1 pM TBT 10 TBT 100

nM HM HM HM
-45 -27 -18 -3 94 101 136
19 153 98 101 121 207 288
236 164 163 165 202 193 269
79 32 6 17 36 59 115
-34 21 -51 16 87 -68 77
75 65 67 0 110 111 136

N= 6 6 6 6 6 6 6
Média 55 68 44,16667  49,33333 108,3333 100,5 170,16666

Erro 42,01349 31,08054  32,61842  27,91495  22,23311 40,87522  35,454587
padrao

Através destes resultados verifica-se que o TBT em base nao provoca alteracoes na HUA, nao

existindo diferencas significativas. (Oneway ANOVA (p<0.05))

Para a execucao deste estudo, dois controlos foram utilizados: o EtOH 0,1% e o DMEM, com o
objetivo de comprovar que o EtOH se comporta de igual forma que o DMEM, visto que todas as
diluicdes de TBT foram realizadas em EtOH. Através de analise estatistica (Oneway ANOVA
verificou-se que estes dois controlos nao apresentam diferencas significativas (p<0.05) e

assumiram-se como um controlo geral.

1.6.2. Estudo dos efeitos do TBT a curto prazo

O segundo procedimento realizado teve como objetivo o estudo dos efeitos do TBT a curto
prazo, em HUA contraidas com trés agentes contrateis (5-HT, histamina e KCl). Para isso,
artérias sem incubacao foram sujeitas a duas condicoes, adicdo sucessiva de EtOH e adicao de

concentragdes crescentes de TBT, apos contracdo com os agentes contrateis.
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Estudo do efeito da adicao de concentracdes crescentes de TBT, em artérias

sem incubacao e sujeitas a contracao por 5-HT
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Figura 8 - Estudo do efeito da adicdo de concentracoes crescentes de TBT, em artérias sem incubagdo e
sujeitas a contracdo por 5-HT. A linha preta representa a adicdo sucessiva de EtOH (n=15) e a linha

purpura representa a adicdo das concentracées crescentes de TBT (n=19). Cada ponto representa o valor

*

médio e a barra vertical indica o erro padrédo. Os * representam as diferencas significativas de cada

concentracdo relativamente ao controlo. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA, e testes
t-student.

Analisando os dados obtidos para as HUA sujeitas a adicdo sucessiva de EtOH deparamo-nos com
um pequeno efeito relaxante, tendo um pico até cerca de 7% e decrescendo depois até cerca
de -5%. Apesar da ocorréncia destes efeitos, ndao houve diferencas significativas

comparativamente ao controlo.

Relativamente aos dados referentes as HUA sujeitas a concentracoes crescentes de TBT, é
possivel observar uma relaxacao até cerca de 15%, ocorrendo de seguida um total decréscimo,
chegando até -5%. Apesar destes efeitos, também nao houve diferencas significativas entre as
concentracdes de TBT adicionadas. E de notar que existe uma diferenca estatistica entre a

concentracao de 10 nM e o controlo.
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Estudo do efeito da adicao de concentracoes crescentes de TBT, em artérias

sem incubacao e sujeitas a contracdo por histamina
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Figura 9 - Estudo do efeito da adicdo de concentracoes crescentes de TBT, em artérias sem incubagdo e
sujeitas a contracao por histamina. A linha preta representa a adicéo sucessiva de EtOH (n=11) e a linha
verde representa a adic@o das concentracées crescentes de TBT (n=18). Cada ponto representa o valor
médio e a barra vertical indica o erro padrdo. Os * representam as diferencas significativas de cada
concentracdo relativamente ao controlo. As diferentes letras (a e b) indicam diferencas significativas
entre cada concentracGo de TBT adicionada. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA, e

testes t-student.

Analisando os dados obtidos para as HUA sujeitas a adicao sucessiva de EtOH com uma relaxacao

que chega até cerca de 15%, nao havendo diferencas significativas.

Relativamente aos dados referentes as HUA sujeitas a concentracoes crescentes de TBT, é
possivel observar uma relaxacao até cerca de 25%, e ocorréncia de varias diferencas
estatisticas. E de notar que a concentracao de 0,1 nM é estatisticamente diferente de 0,1 uM,
1 UM, 10 uM e 100 pM.

No que diz respeito a diferencas entre as duas condicdes analisadas, existem diferencas

estatisticas entre as concentracdes de 1 nM, 0,1 pM, 1 uM e 100 uM em relacao ao controlo.
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Estudo do efeito da adicao de concentracdes crescentes de TBT, em artérias

sem incubacao e sujeitas a contracao por KClI
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Figura 10 - Estudo do efeito da adicdo de concentragées crescentes de TBT, em artérias sem incubacdo e
sujeitas a contracdo por KCl. A linha preta representa a adicdo sucessiva de EtOH (n=18) e a linha azul
representa a adicéo das concentracées crescentes de TBT (n=17). Cada ponto representa o valor médio e
a barra vertical indica o erro padrdo. Os * representam as diferencas significativas de cada concentracdo
relativamente ao controlo. As diferentes letras (a e b) indicam diferencas significativas entre cada
concentracdo de TBT adicionada. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA, e testes t-

student.

Analisando os dados obtidos para as HUA sujeitas a adicao sucessiva de EtOH denota-se dados

quase constantes ao longo da experiéncia, nao havendo diferencas significativas.

Relativamente aos dados referentes as HUA sujeitas a concentracoes crescentes de TBT, é
possivel observar uma relaxacdo até cerca de 15%, e ocorréncia de varias diferencas
estatisticas. E de notar que as concentracdes 0,1 nM e 1nM sdo estatisticamente diferentes de
1 UM, 10 uM e 100 pM.

No que diz respeito a diferencas entre as duas condicdes analisadas, existem diferencas
estatisticas entre a concentracao de 10 pM e o controlo.
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1.6.3. Estudo do efeito do TBT, a longo prazo, na
contratilidade das HUA realizado através da técnica de
banho de 6rgaos

Seguidamente foi entao analisado o efeito do TBT na contratilidade das HUA, para isso os anéis
arteriais sem endotélio foram incubados durante 24h com o controlo e com as diferentes
concentracbes de TBT (0,1 nM; 0,1 uM; 100 uM). De seguida foram submetidos a trés agentes
contrateis (5-HT, histamina e KCl) e as tensdes reais (mg) foram medidas, de forma a verificar

se o TBT provocava alguma alteracao na capacidade contratil das HUA.

Estudo do efeito induzido pela 5-HT nos anéis de HUA apos incubacao dos

mesmos durante 24h com o controlo e com TBT (0,1 nM; 0,1 pM; 100 pM).
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Figura 11: Efeito genomico do TBT sobre a contracdo da HUA induzida pela 5-HT. Cada barra representa
o valor médio e a linha vertical indica o erro padrdo. Os * representam as diferencas significativas de
cada concentrac@o relativamente ao controlo. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA
(p<0.05).
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Os anéis de HUA incubados durante 24h com TBT (0,1 nM e 0,1 uM) e contraidas na presenca de
5-HT (1 uM) ndo apresentam valores de tensoes reais significativamente diferentes dos obtidos
com o controlo. Relativamente as HUA incubadas com concentracoes mais elevadas de TBT (100
uM), a maioria ndo contrairam na presenca de 5-HT (23) apresentado uma média de tens&o real
de 200 mg. Somente 23,3% dos anéis tiveram capacidade contratil, e sem diferenca estatistica

comparativamente ao controlo.

Estudo do efeito induzido pela histamina nos anéis de HUA apés incubacao

dos mesmos durante 24h com o controlo e com TBT (0,1 nM; 0,1 uM; 100
HM).
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Figura 12: Efeito gendmico do TBT sobre a contracdo da HUA induzida pela histamina. Cada barra
representa o valor médio e a linha vertical indica o erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada por
Oneway ANOVA.
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Os anéis de HUA incubados 24h com as diferentes concentracdes de TBT e na presenca de
histamina apresentaram habilidade contratil e as tensdes reais obtidas ndo foram

significativamente diferentes do controlo.

Estudo do efeito induzido pelo KCl nos anéis de HUA apoés incubacao dos

mesmos durante 24h com o controlo e com TBT (0,1 nM; 0,1 pM; 100 pM).

1800- (14
1600 [
:zgz: (3T5) (16) L,
1000-
800
600-
400-
200-

g

Tenséo real induzida pelo KCI (mg)

Controlo TBT TBT TBT
0,1 nM 0,1 uM 100 uM

Figura 13: Efeito genémico do TBT sobre a contracdo da HUA induzida pelo KCl. Cada barra representa o

valor médio e a linha vertical indica o erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA.

Os anéis de HUA incubados 24h com as diferentes concentracdes de TBT e na presenca de KCl
apresentaram habilidade contratil e as tensbes reais obtidas ndo foram significativamente

diferentes do controlo.
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1.6.4. Estudo do efeito do TBT, a longo prazo, em HUA
sujeitas a trés agentes contrateis, e a adicao de
concentracdes crescentes do composto realizado através da
técnica de banho de 6rgaos

Os anéis arteriais sem endotélio foram incubados durante 24h com o controlo e com as
diferentes concentracoes de TBT (0,1 nM; 0,1 uM; 100 puM). Posteriormente foram submetidos
a trés agentes contrateis (5-HT, histamina e KCl) e de seguida a concentracdes crescentes de
TBT (0,1 nM, 1 nM, 10 nM, 0,1 pM, 1 uM, 10 M, 100 pM). Este procedimento teve como objetivo
verificar o efeito das diferentes concentracées nas contracdes provocadas pelos agentes

contrateis.

Efeito da adicdo de concentracdes crescentes de TBT em contracdes

provocadas pela 5-HT na HUA
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Figura 14- Efeito da adicdo de concentracées crescentes de TBT em contracées provocadas pela 5-HT na
HUA, em anéis arteriais incubados 24h com o controlo (linha preta, n=19, com TBT (0,1 nM) (linha azul,

n=12) e com TBT (0,1 uM) (linha purpura, n=6). Cada ponto representa o valor médio e a barra vertical
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indica o erro padrdo. Os * representam as diferencas significativas de cada concentracdo relativamente

ao controlo. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA, e testes t-student.

Relativamente ao controlo observa-se que a concentracdes mais baixas ja ocorre um
relaxamento de cerca de 10% que chega a alcancar um maximo de 15%, descendo depois até 0%

nas concentracdes mais altas. Nao sendo esta diferenca entre as concentracoes significativa.

Referente as HUA incubadas 24h com a concentracao 0,1 nM de TBT, as concentracdes de 0,1
nM e 10 nM sao significativamente diferentes do controlo, e as restantes nao apresentam

diferencas.

Ja as incubadas 24h com a concentracao 0,1 UM ndo apresentam diferencas comparativamente

ao controlo.

Dentro de cada incubacao nao houve diferencas significativas com a adicao das concentracées

crescentes de TBT.

Efeito da adicdo de concentracdes crescentes de TBT em contracdes

provocadas pela histamina na HUA
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Figura 15- Efeito da adicdo de concentracées crescentes de TBT em contracées provocadas pela histamina
na HUA, em anéis arteriais incubados 24h com o controlo (linha preta, n=18), com TBT (0,1 nM) (linha
azul, n=6), com TBT (0,1 uM) (linha purpura, n=8), e com TBT (100 uM) (linha verde, n=8). Cada ponto
representa o valor médio e a barra vertical indica o erro padrdo. Os * representam as diferencas
significativas de cada concentracdo relativamente ao controlo. As diferentes letras (a e b) indicam
diferencas significativas dentro da mesma incubacd@o. A andlise estatistica foi realizada por Oneway
ANOVA, e testes t-student.

Relativamente ao controlo observa-se que ocorreu um efeito relaxante até cerca de 25% e as
varias concentracées apresentam diferencas entre si, sendo a concentracdo mais baixa
diferente das 0,1 pM, 1 pM, 10 upM e 100 pM.

Verifica-se ainda que nas HUA incubadas 24h com a concentracao 0,1 nM de TBT, ocorreu um
efeito relaxante com um pico de relaxacao de cerca de 30% decrescendo depois para cerca de
25%. Comparativamente ao controlo, a concentracdo de 1 nM é significativamente diferente e
as restantes ndo apresentam diferencas. De entre as concentracdes crescentes ndao ha

diferencas entre elas.

Ja nas artérias incubadas 24h com a concentracao 0,1 pM, ocorreu um efeito relaxante até
cerca de 40%. Comparando com o controlo, as concentracoes de 0,1 pM e 1 pM sao
significativamente diferentes deste. Comparando as concentracdes crescentes verifica-se que
1 UM, 10 M, 100 pM de TBT é significativamente diferente de 0,1 nM.

Por fim, observa-se que nas HUA incubadas 24h com a concentracao 100 yM, ocorreu um efeito
relaxante até cerca de 45%. Comparando com o controlo as concentracdes 0,1 uM, 1 uM, 10 M,
100 pM sdo significativamente diferentes deste. Ja nas concentracbes crescentes existe
diferencas significativas entre 1 pM, 10 upM, 100 uM de TBT relativamente a 0,1 nM.

Observa-se entao um efeito relaxante e dependente das concentracdes.
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Efeito da adicdo de concentracdes crescentes de TBT em contracées

provocadas pelo KCl na HUA
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Figura 16- Efeito da adicGo de concentracbes crescentes de TBT em contracbes provocadas pelo KCl na
HUA, em anéis arteriais incubados 24h com o controlo (linha preta, n=17), com TBT (0,1 nM) (linha azul,
n=8), com TBT (0,1 uM) (linha purpura, n=7), e com TBT (100 uM) (linha verde, n=6). Cada ponto
representa o valor médio e a barra vertical indica o erro padrdo. A andlise estatistica foi realizada por
Oneway ANOVA, e testes t-student.

Analisando os efeitos da adicao de concentracdes crescentes de TBT em contragdes provocadas
pelo KCl é denotar a semelhanca dos dados obtidos tanto para o controlo como para as 3
incubacdes de TBT, observando-se um efeito relaxante de cerca de 15% para todos. Verifica-se
assim, que nao existem diferencas significativas das diferentes concentracdes perante o
controlo, e também nao existem diferentes quando as concentracées crescentes sdo

adicionadas.
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1.7.Ensaio de viabilidade celular - MTT

Outro passo crucial para a realizacao deste trabalho, foi a pratica de analise da viabilidade das
HUASMC. Para a realizacao deste ensaio, células confluentes foram incubadas durante 24h com
as diferentes concentracoes de TBT e com os controlos e seguidamente sujeitas a um teste de
MTT, de forma a analisar o efeito do TBT na viabilidade celular das HUASMC.
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Figura 17- Efeito das diferentes concentracées de TBT na viabilidade celular das HUASMC. Cada barra

*

representa o valor médio e a linha vertical indica o erro padrédo. Os * representam as diferencas

significativas de cada concentracdo relativamente ao controlo. A andlise estatistica foi realizada por
Oneway ANOVA (p<0.05).

Analisando o grafico verifica-se que as concentracdes de 0,1 nM, 1 nM, 10 nM e 0,1 UM nao
apresentam diferencas relativamente aos controlos (DMEM e EtOH 0,1%), pelo que a viabilidade
celular das HUASMC incubadas com estas concentragdes nao se encontra condicionada.
Relativamente as concentracées de 1 pM, 10 uM e 100 pM, estas apresentam diferencas
significativas quando comparadas aos controlos, pelo que a viabilidade das HUASMC incubadas

com estas concentracdes encontra-se extramente condicionada.
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1.8.Analise da expressao de mRNA

Por fim foi realizada a analise dos niveis de expressdo do mRNA dos genes 5-HT,, e H; através
da técnica de qPCR. As células testadas foram tratadas com as diferentes concentracoes de
TBT e as nao tratadas serviram como controlo. A B-2M foi utilizada como gene de referéncia

interna de forma a normalizar os niveis de expressao do mRNA do gene estudado.

1.8.1. Analise da expressao do mRNA do 5-HT2a
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Figura 18 - Comparacédo da expressdo relativa do mRNA do 5-HT,4 entre o controlo (n=4 e as diferentes
concentracées de TBT (0,1 nM, n=3; 1 nM, n=3; 10 nM, n=4, 0,1 uM, n=4). Os resultados sGo expressos em
meédia + SEM. Os * representam as diferencas significativas de cada concentracdo relativamente ao

controlo. A andlise estatistica foi realizada por t-student (p<0.05).

Os niveis da expressdao do mRNA do 5-HT,, demonstraram significancia estatistica entre o
controlo e as contracdes de TBT 0,1 nM, 10 nM e 0,1 pM, ocorrendo uma notavel diminuicao da

expressao génica, estando o gene sub-regulado nas trés concentracoes.
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1.8.2. Analise da expressao do mRNA do H1
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Figura 19 - Comparacdo da expressdo relativa do mRNA do H1 entre o controlo (n=5) e as diferentes
concentracées de TBT (0,1 nM, n=5; 1 nM, n=4; 10 nM, n=4, 0,1 uM, n=4). Os resultados sGo expressos em
média + SEM. Os * representam as diferencas significativas de cada concentracdo relativamente ao

controlo. A andlise estatistica foi realizada por Oneway ANOVA (p< 0.05).

Os niveis de expressdo do mRNA do gene H1 demonstraram significancia estatistica entre o
controlo e todas as diferentes concentracées de TBT, mostrando uma notavel diminuicao da

expressao, estando o gene sub-regulado.
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CAPITULO V - Discussao

Para a concretizacao do objetivo principal deste trabalho, multiplos objetivos secundarios
foram definidos e realizados através de 3 técnicas diferentes, de forma a chegar a resultados

concisos e que permitam alcancar uma conclusao final.

A técnica de banho de 6rgaos permite analisar variados mecanismos contracteis ou relaxantes.
A aplicacado de agentes contrateis, possibilita a analise do efeito de alguns compostos (como o
TBT) sob estas contracdes. Para iniciar o estudo sobre o efeito do TBT na contratilidade das
HUA foi necessario saber se este composto poderia afetar a contratilidade das artérias, através
da analise da contracdo em base (como descrito anteriormente). Para responder a esta questao,
usando a técnica de banho de 6rgédos, submeteu-se varias amostras de HUA (n+6) incubadas 24h
com dois controlos diferentes (EtOH 0,1% e DMEM), a concentracdes crescentes de TBT e as
tensdes reais foram registadas. Analisando os dados obtidos tanto para o EtOH como para o
DMEM, é possivel verificar que a adicdo das diferentes concentracées de TBT nao afetou a

tensao real das artérias, isto é, ndo induziram contracao.

Seguidamente, analisou-se o efeito do TBT na contratilidade das HUA sem incubacdo, com o
objetivo de analisar se este composto a curto prazo podera induzir vasorelaxacdo. Para o efeito,
varias amostras de artéria sem incubacdo prévia, foram sujeitas aos trés agentes contrateis e
de seguida a duas condicoes diferentes: adicao sucessiva de EtOH e adicao de concentracoes
crescentes de TBT. A adicdo de EtOH é o controlo da experiéncia e serve portanto, como

comparacao para os dados obtidos para o TBT.

Relativamente as contragdes induzidas pelo 5-HT, podemos concluir que o TBT apresenta um
pequeno efeito relaxante até a concentracao de 10 nM, o qual sé é significativo a concentracao
de 0,1 uyM. Podemos ainda dizer que as concentracdes mais elevadas de TBT nado induziram

efeito relaxante.

Perante os dados obtidos para a histamina, denota-se que para o controlo ocorreu um efeito
relaxante das artérias sem diferencas significativas. Ja para as artérias sujeitas a TBT, ocorreu
um efeito relaxante e dependente da concentracao, havendo diferencas significativas entre a
contracao de 0,1 nM e as concentracgdes de 0,1 pM, 1 pM, 10 pM e 100 pM. Podendo entao dizer-
se que o TBT, a curto prazo podera provocar a vasodilatacao das HUA contraidas com histamina

e esta € dependente da concentracao do composto.

Como observado anteriormente na histamina, também na presenca de KCl as artérias sujeitas
a TBT, apresentaram um efeito relaxante e dependente da concentracao. Contudo, as
diferencas apresentadas foram entre as concentracoes de 0,1 nM, 1 nM e as concentracgoes de

1 UM, 10 uM e 100 pPM. Perante isto, podemos supor que a curto prazo o TBT podera provocar
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vasodilatacdo das HUA quando contraidas com KCl, e também esta é dependente da

concentracao do composto.

Posteriormente deu-se seguimento ao estudo dos efeitos do TBT na contratilidade das HUA,
cujo objetivo era prever as consequéncias da exposicdo ao composto a longo prazo. Estes
ensaios passam a ser estudos genomicos, pelo facto da exposicao prolongada ao composto puder
provocar modificacdes a nivel do genoma. Para isso, varias amostras de artéria foram incubadas
24h com 3 concentracoes de TBT (0,1 nM; 0,1 puM; 100 pM), sendo estas a mais baixa, a
intermédia e a mais alta, e com o controlo, e sujeitas a 3 agentes contrateis (5-HT, histamina
e KCl). A segunda parte deste objetivo consistiu em analisar se a exposicao a diferentes

concentracdes de TBT altera o seu efeito a curto prazo, isto é o efeito rapido.

Estudos anteriores demonstraram que existem recetores especificos envolvidos na capacidade
contratil destes 3 agentes. Foi visto que a capacidade contratil do 5-HT esta associada a
ativacao de dois recetores especificos, o 5-HTg/1p € 5-HT,a [70] [15] [14]. O recetor 5-HT;,
estimula a fosfolipase C, aumentando os niveis do IP; e 0 5-HTg,4p €sta acoplado a proteinas
Gi/G,, as quais inibem a adenilato ciclase. [72] [67] [15] [21] Como visto anteriormente, Santos-
Silva et. al demonstrou que os recetores 5-HT4g,1p induzem um efeito duplo sendo que em
algumas artérias provocava efeitos contrateis pequenos e em alguns casos contracées maiores
eram observadas. [15] Ja a capacidade contratil da histamina é relacionada com a ativacao do
recetor H; que induz contracao da HUA pela ativacdo da fosfolipase C e o aumento dos niveis
de IP3 [73] [15] [21], ja a ativacao do recetor H, provoca aumento da concentracao intracelular
de cAMP devido a ativacdo do G, e consequentemente a relaxacdao da HUA [15] [15] [14].
Relativamente ao mecanismo envolvido na contracdo pelo KCl é principalmente devido ao

influxo de calcio pelos canais de calcio dependentes de voltagem. [67]

Perante estes estudos e realizando a analise dos resultados, verifica-se que: artérias incubadas
com 100 uM de TBT, aquando a adicdo de 5-HT, nao tém capacidade de contrair ou apresentam
contracoes muito baixas comparativamente com o controlo. Representando uma percentagem
de 23,3% das artérias com capacidade contratil, e 76,6% sem. Estes resultados parecem indicar
que pode existir uma alteracao no recetor 5-HT,,, passando sé a estar ativo o recetor 5-HTg,1p

que corresponde a um efeito duplo.

Verificando as incubacdes com as concentracdes de 0,1 nM e 0,1 pM, estas nao prejudicam a
atividade contratil das artérias, podendo dizer-se que o efeito observado de incapacidade

contratil provocado pelo TBT, esta associado a concentracdes superiores a 0,1 pM.

Seguidamente fomos observar se o efeito genomico do TBT também interfere com o efeito
rapido. E deparamo-nos com duas diferencas relativamente ao controlo que ndo sao conclusivas
podendo tratar-se apenas do facto de existir muita variedade genética nas amostras. Assim
concluimos que a exposicao ao TBT nao influencia a resposta rapida do TBT ap0s contracao com

serotonina.
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Perante este acontecimento foi necessario realizar estudos genéticos para analisar os niveis de
expressao do mRNA do 5-HT,,, de maneira a verificar se realmente esta estaria reduzida e de
forma a confirmar o facto das artérias no banho de érgaos nao terem capacidade contratil. De
acordo com os resultados deparamo-nos com um decréscimo da expressao do gene para as
concentracdes de 0,1 nM, 10 nM e 0,1 pM estando o gene sub-regulado e sendo estas
significativamente diferentes do controlo. Assim, podemos inferir que o TBT altera a

capacidade contractil da serotonina devido a diminuicao da expressao do recetor 5-HT,.

Testando os efeitos do TBT na presenca de histamina, verifica-se que as HUA incubadas com as

3 concentragdes do composto tém capacidade contratil semelhante ao controlo.

Seguidamente fomos observar se o efeito genomico do TBT também interfere com o efeito
rapido, na presenca de histamina, verificou-se que o composto induz uma relaxacao
dependente da concentracao, isto é, a adicdo das concentracdes de TBT aumentam o efeito
relaxante. A relaxacdo maxima foi obtida com a concentracao de 100 pM (45%), seguindo-se da
concentracao de 0,1 uM (40%) e por fim a concentracdo de 0,1 nM (30%), também o controlo
apresentou relaxacao (25%). Como referido anteriormente, o recetor H, provoca a relaxacao da
HUA através da estimulacao da adenilil ciclase e do aumento do cAMP [15] [15] [14], pelo que
na presenca dos resultados obtidos é de supor que o TBT provocara uma possivel alteracdo
neste recetor ou no seu mecanismo de acao, levando a que ocorra a vasodilatacao das HUA.
Outra possivel explicacdo para este mecanismo é uma alteracdo/diminuicdo do efeito

contractil, isto é uma alteracdo genémica no recetor Hy.

De forma a chegar mais perto do mecanismo pelo qual o TBT afeta a contratilidade das artérias
na presenca de histamina realizaram-se estudos genéticos para analisar os niveis de expressao
do mRNA do H;. De acordo com os resultados, deparamo-nos com expressao génica reduzida e
estatisticamente diferente do controlo para todas as concentracdes analisadas, havendo uma

sub-regulacao do gene.

Seguidamente fomos observar se o efeito gendmico do TBT também interfere com o efeito
rapido na presenca de KCl, e verificou-se que as HUA incubadas com as 3 concentracbes do
composto tém capacidade contratil semelhante ao controlo, podendo entdo concluir-se que o
TBT nado parece influenciar a atividade dos canais de calcio. De seguida pela adicao das
concentracdes crescentes do composto, averiguou-se que ocorreu um pequeno efeito relaxante
(cerca de 15%) sendo mais proeminente na concentracao de 100 pM, nao sendo estatisticamente
significativo. Estudos realizados pelo grupo em anéis de artéria aorta de ratos, demonstraram

que o TBT provocava a vasorelaxacao das artérias contraidas com KCl (dados ndo publicados).

Sendo que estes estudos nunca foram realizados para este ED neste tipo de amostra e de
células, nao temos como comparar os nossos resultados, mas foi visto noutros estudos que
coelhos expostos a alquiestanhos apresentavam vasodilatacao. [93] Estudos realizados por Nath
et al. (2008) demonstraram também que complexos de organoestanhos podiam actuar como

vasodilatores diretos em células do musculo liso em modelos animais. [87] Dos Santos et al.
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(2012) investigaram a influéncia do TBT na funcao coronaria de ratas fémeas e foi demonstrado
que este composto prejudica a vasodilatacao induzida pelo 17B-estradiol em coracdes isolados
de ratas. [88]

Perante os resultados anteriores, achamos importante realizar testes de viabilidade celular as
HUASMC de forma a testar a toxicidade do TBT e a partir de que concentracao este composto
se torna toxico para estas células. Para isso, células HUASMC confluentes foram incubadas
durante 24h com as diferentes concentracoes do composto e submetidas a testes de MTT.
Verificou-se que quando submetidas a concentracdes de 1 uM, 10 uM e 100 PM, as células tém
uma viabilidade muito baixa, que vai de cerca de 20% a 30%, podendo-se afirmar que estas sao
toxicas para as células musculares lisas. Podemos ainda afirmar que estes resultados estdao
concordantes com os do banho de 6rgaos, em que a concentracdao de 100 UM apresenta
diferencas perante as outras, e também perceber que a toxicidade do composto para estas
células ocorre a partir de uma concentracao de 1 pM. Estudos realizados por Rohl et al. (2001)
demonstraram citotoxicidade dependente da concentracao do TBT, em culturas primarias de

astrocitos de ratos, realizados pelo método do MTT. [94]
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CAPITULO VI - Conclusdes e Perspetivas

futuras

Este trabalho analisa pela primeira vez os efeitos do TBT a nivel vascular em humanos, e

contribui para um conhecimento mais aprofundado dos efeitos deste ED a nivel vascular
Com a realizacao deste trabalho foi entao demonstrado que:

Uma exposicao ao composto, a curto prazo, provoca nas HUA um efeito relaxante e dependente

da concentracao na presenca dos agentes contrateis histamina e KCL.

Relativamente aos efeitos gendmicos, verificou-se que numa exposicao prolongada a uma
concentracao de 100 uM de TBT as HUA apresentam um efeito duplo, e o gene 5-HT,, encontra-
se sub-regulado apresentando niveis de expressdao diminuidos. Ja perante o agente contratil
histamina, as HUA apresentam um efeito relaxante e dependente da concentracao de TBT, e o

gene H, encontra-se sub-regulado apresentando niveis de expressao baixos.

Testes de viabilidade celular demonstram que a toxicidade do TBT para as HUASMC ocorre a

partir da concentracao de 1 pM.

Perante os resultados obtidos varias conclusdes sdo retiradas mas, ainda existe um longo
caminho a percorrer nesta area. Futuramente, sugere-se a analise da expressao genética dos
recetores envolvidos nos mecanismos da serotonina e da histamina, sendo eles o0 5-HT,1p € 0

H, de forma a chegar ao mecanismo pelo qual o TBT influencia a atividade destes recetores.
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