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Resumo

Nas Gltimas décadas, varios investigadores tém sugerido uma associacdo entre os
androgénios e a hipertensao. Os efeitos benéficos dos androgénios no sistema vascular estdao
associados com a sua capacidade para provocar vasorelaxamento vascular. Os efeitos nao
genomicos dos androgénios nas células vasculares do musculo liso parecem ser devidos a
ativacdo dos canais de potassio ativados pelo Ca’* de elevada condutancia (BKc,) e dos canais
de potassio sensiveis a voltagem (Ky) e/ou a inibicdo dos canais de Ca’* dependentes da
voltagem tipo L (L-VOCC). Contudo os efeitos genomicos dos androgénios, nomeadamente na
expressao destes canais ionicos, sdo pouco conhecidos. No entanto em estudos anteriores
observou-se que os androgénios podem ser benéficos a nivel cardiovascular pois tém efeitos
vasodilatadores, e aumentam a expressao dos canais BK¢, e dos K,.

A hipertensao é um dos problema mais comums na gravidez que complica 5% a 10%
das situacoes de gravidez. Apesar da morbilidade significativa associada aos bebés nascidos
de gravidas com hipertensdo, a patogénese permanece por esclarecer, o que limita a
capacidade de preveni-la e trata-la. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos
gendmicos dos androgénios na expressdo de diferentes proteinas envolvidas na regulagdo da
contratilidade vascular, nomeadamente da guanilato ciclase solivel (sGC), do recetor do
péptido natriurético-A (NPRA) e da proteina cinase G (PKG). Estas proteinas parecem estar
envolvidas no mecanismo vasodilatador provocado pelos androgénios. Este trabalho também
teve como objetivo a comparacao entre os niveis de expressao destas proteinas em artérias
umbilicais humanas (HUA) provenientes de gravidas normotensas e de gravidas hipertensas.
Para atingir estes objetivos foi utilisada a técnica de PCR em tempo real em células do
musculo liso de HUA, as quais foram pré-incubadas durante 24 horas com DHT (1-1000nM).

Em células musculares de HUA provenientes de gravidas normotensas, os androgénios
provocaram uma diminuicao da expressao da sGC e da PKG, e um aumento na expressao do
NPRA. No entanto, em células musculares de HUA provenientes de gravidas hipertensas os
androgénios provocam uma diminuicdo da expressdao da sGC, da NPRA e um aumento da
expressao da PKG.

Em suma, podemos concluir que o DHT modula a expressao das proteinas analisadas,

as quais estao envolvidas no mecanismo vasodilatador dos androgénios.

Palavras chave

Células musculares lisas vasculares, artéria umbilical humana, androgénios, hipertensao,
efeitos genomicos, proteina cinase G, guanilato ciclase soluvel, recetor do péptido

natriurético-A
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Abstract

In recent decades, several researchers have suggested an association between
androgens and hypertension. The beneficial effects of androgens in the vascular system are
associated with their ability to cause vascular vasorelaxation. The non genomic effects of
androgens in vascular smooth muscle appear to be due to activation of large conductance
calcium-activated potassium channels (BKc;) and voltage gated potassium channels (Ky)
and/or the inhibition of L-type Ca®*" channels voltage dependent (L-VOCC). However, the
genomic effects of androgens, particularly in the expression of these ion channels, are little
known. However, in earlier studies it was observed that androgens may be beneficial to
cardiovascular level because they have vasodilatory effects and increase the expression of
BKca channels and K, .

Hypertension is one of the most comums problem in pregnancy that complicates 5 %
to 10 % of cases of pregnancy. Despite the significant morbidity associated with babies born
to pregnant women with hypertension, the pathogenesis remains unclear, which limits the
ability to prevent and treat it. The aim of this study was to analyze the genomic effects of
androgens on the expression of different proteins involved in the regulation of vascular
contractility, including soluble guanylate cyclase (sGC), the natriuretic peptide receptor-A
(NPRA) and protein kinase G (PKG). These proteins appear to be involved in the vasodilator
mechanism induced by androgens. This study also aimed to compare the expression levels of
these proteins in human umbilical artery (HUA) from normotensive and hypertensive pregnant
women. To achieve these goals was used the technique of real time PCR in smooth muscle
cells of HUA, which were preincubated for 24 hours with DHT (1-1000nM).

HUA muscle cells from normotensive pregnant women, androgens caused a decreased
expression of sGC and PKG and an increase in the NPRA eexpression. However, in HUA muscle
cells from pregnant hypertensive women androgens cause a decrease in expression of sGC and
NPRA and an increased expression of PKG .

In sum, we conclude that DHT modulates the expression of the analyzed proteins,

which are involved in vasodilator mechanism of androgens.

Keywords

Vascular smooth muscle cells, human umbilical artery, androgens, hypertension, genomic

effects, protein kinase C, soluble guanylate cyclase, natriuretic peptide receptor-A






indice

FAY (= Yo LYol T g T=T | o 1P PPPRTUPPR v
RESUMIO ..t e s st e e e s s s e e e e e e e e s e s ennnee Vii
ADSEIACT ittt an e st s e e e s iX
(W o [ = { = L PRSPPI Xiv
LiSta dE Tab@IAs ...ccueeiiiiieeie et s Xvi
LiSta d@ @CTONIMOS .....eiiiiiiiiieeetee ettt ettt et e e st e e sare e e sanee e Xvii
Capitulo I = INtrodUGA0 .........ooiiiiiii e e e 1
1.1. Cordao UmDBIlICal..ccoueeeiiiieiieeeee e e 1
1.1.2. Artéria Umbilical HUM@Na .......oooiiiiiiiiieceeeeeee e 2

1.2, IMIUSCUIO LSO ettt sttt ettt ettt st e st e e s bt e s esaneesnaneas 4
1.2.1. Proteinas participantes no processo contratil ........ccceeeevvciieeinciiieeecsineenn, 6

1.3, CaNQiS [ONICOS c..ueeieiiiieeiee ettt sttt ettt 8
1.3.1. Canais d€ CAICIO ....eerieiiiieieee e 8
1.3.1.1. Canais De Cdlcio Dependentes de Voltagem .............cccoueeeeeeeeeeecennnen. 9

1.3.1.2. Canais de Cdlcio Independentes de Voltagem ...........cceeeeeeeevecnnnnee. 11

1.3.2. Canais de POLASSIO ..ccceccurrrreeeee e e cectrrreee e e e e eeretrrreeeeeeeeeesnbreeeeeeeeeessnnnreens 13

1.4. Mecanismos envolvidos NO tONUS VAaSCUIAr ........oceerieiiieriieiereeeeeeeeesee 15
1.4.1. Mecanismo CONTrAtil.......cceviiiiiiiiiiiieee e 16

1.4.2. Mecanismo de relaXaga0 ....cueeeeieeeciiiiiiiee e e e eecciirree e e e e e e eecnrrer e e e e e e e e e aneaes 17

1.5. NUCIEOtIAOS CIClICOS ...eeriviiiiiiieiiieeee e e e 18
1.5.1. GUANIIato CiClase .....cccueeiiiiiiiiieeee e 18

1.5.2. Proteina CiNAS@ G.....ccueeiiuiiiiiiieeiiee ettt 24

O ST A g Vo 1o ==Y oY o1 26
1.6.1. Generalidades........cooiiiiiiiiiiiee e e 26

1.6.2. Mecanismo vasodilatador da testosterona..........ccceceeevieeiiieeinieenieeennne 28

1.6.3. Androgénios e as Doencas Cardiovasculares .......cccccceeeeccnvreeeeeeeeeecccnnnnen, 32

1.6.4. Androgénios € @ HIPertenSA0 .....cceuvcuueeeiiriiiieeieiiieee et siree e 32

1.7. Patologias da GravidezZ.......ccueeeieiiieeiiniiiee ettt e e srae e s s siae e e e 33
R B o 11 1= =T 1Y [ S PP PPT PSPPI 33

Xi



1.7.2. Pré-eClampsia ...cccccueeee ettt e e 34

Capitulo Il = ODBjJELIVO ... e e 35
Capitulo lll = Materiais @ MEtOdOS............cccuiiiiiiiiiii i 36
2.1. Preparagado dO tECIO ...cuuiiii ittt s 36
2.2, CUltUra de CEIUIAS ... 36
2.3. Tratamento com S50-DHT ..cooiiii e 37
2.4, Extragdo do RNA tOTal.....uviiiiiiiiecceee et 37
2.5. Sintese de DNA complementar.. ... eeciieei e 38
2.6. PCR CONVENCIONAL ...ttt ettt ettt s s 39
D R O =T 4 I =T 01T o To I - | PRI 39
2.8. ANAlise eSTatiSTICa. . eeeirieeiiiieiee e e 40
Capitulo IV — ReSUItadOS ..........ccueiiiecee e 41
4.1. Analise da expressao do MRNA da SGC ........ceevvviieeiiiiiiee e 41
4.2. Analise da expressao do MRNA do NPRA .....coooiiei e 44
4.3. Analise da expressdao do MRNA da PKG ........cooocrriveeiee e, 47
CaPItUIO V — DiSCUSSA0 .....ceeiiiieeiiiiiieiee e e cetrreee e e e eecerrreeeee e e e eesabraeeeeeeeeeseannraeeeeeeens 50
Capitulo VI - Conclusdes e Perspetivas FUtUras...........ccccceeeeeieiieiiiinieeeee e, 54
Capitulo VII - Bibliografia............ccoovveeiiiiii e 55

Xii



xiii



Lista de figuras

FIGURA 1 - CORTE TRANSVERSAL DO CORDAQ UMBILICAL. +vvtunuueeernueeenneeeenneeeennseeesnsesesnsesenneseennens 2
FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA GERAL DE UMA ARTERIA. +euvvvreeeneeeneeeneeaneennnnn 3
FIGURA 3 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE UMA CELULA MUSCULAR LISA v vunvrernerennnerennnneeenneeennnnens 4
FIGURA 4 - CARATERISTICAS ULTRAESTRURAIS DAS SMC COM FENOTIPO CONTRATIL E SINTETICO «.vvvvnneennannnn.. 5
FIGURA 5 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ORGANIZACAO DOS FILAMENTOS FINOS E GROSSOS. vvvereennennnn.. 7
FIGURA 6 - ESTRUTURA ESQUEMATICA PROPOSTA PARA OS VOCC ..uuiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeeeeneenens 9

FIGURA 7 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA DOS EVENTOS CHAVE ENVOLVIDOS NA RESPOSTA DAS CELULAS MUSCULARES
LISAS A ATIVACAO DOS CANAIS DE POTASSIO OU INIBICAO tuuveuneenneenneeaneeaneeeneeeneeaneeaneeanes 13

FIGURA 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO MECANISMO DE REGULAGAO DA CONTRACAO DO MUSCULO LISO.... 17

FIGURA O - ESTRUTURA DA SGC. . euutntneenieneneeneneeneneeneneeneneeneneenennenennsneseneonensansnsnnensnnens 19
FIGURA 10 - REGULACAO DA SGC PELOS SEUS LIGANDOS .« v vt tennneeeeeeeeennnaeeseeeeannsssssesesnnnsssssennns 20
FIGURA 11 - ESTRUTURA DA PGU . .. titititiit ettt eeateeeeeneeeneeenerenesaneeaneeannsaneseneseneennes 22
FIGURA 12 - ESTRUTURA DOS RECETORES DOS NP, «.\uiiiniiiiiitiiitiiitiiitiiitiiit ittt eineeeneeeneenes 23
FIGURA 13 - MODELO HIPOTETICO DA ATIVACAO E DESSENSIBILIZACAO DOS RECETORES NPR-AEB. ............. 24

FIGURA 14 - PAPEL DO PKGI NA MODULACAO DO NVEL DO CALCIO INTRACELULAR NA PROMOCAO DA RELAXACAO DO

MUSCULO LISO. et ueeneeneeneenteneenneneaneaneeneencensensensensensensensennsnnssnssnsonssnesnsenens 25
FIGURA 15 - MECANISMO DA FORMACAQ DA DIHIDROTESTOSTERONA, UM POTENTE METABOLITO DA TES .......... 27
FIGURA 16 - EFEITOS NAO GENOMICOS (ESQUERDA) E EFEITOS GENOMICOS (DIREITA) DOS ANDROGENIOS. ........ 28
FIGURA 17 - MECANISMO RAPIDO DA TESTOSTERONA NAS HUASMC ...oinniiiiiiiiiii i e e eeeeeas 31

FIGURA 19 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA SGC NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS v vveeeeneennennenneneeneeneensensensennensennsnnsnnssnssnsonssnssnsenens 41

FIGURA 20 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA SGC NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS HIPERTENSAS v euteutensensensensensensensesnesneensenseneensensensensessessssssssensennens 42

FIGURA 21 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA SGC NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS VERSUS CORDOES PROCEDENTES DE GRAVIDAS HIPERTENSAS .. .uveuvenvennen. 43

FIGURA 22 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DO NPRA NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS v vveeeennennennennenesneeneenesneensennsnssnnsnnsanssnssnssnssnssnesnens 44

FIGURA 23 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DO NPRA NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS HIPERTENSAS v uveutenrennennenneneeneeneensenesnsensenesnsennsnnsnnssnssnssnsonsoneonens 45

FIGURA 24 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DO NPRA NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS VERSUS CORDOES PROVENIENTES DE GRAVIDAS HIPERTENSAS +.vvevvenvennen. 46

FIGURA 25 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA PKG NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS 0t euteutentensensensensensesneeneensensensensensensensensensensensensensans 47

FIGURA 26 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA PKG NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS HIPERTENSAS v et eueenrennennennennenesneensenesnsensenesnssnssnnssnssnssnsonsonssnssnens 48

FIGURA 27 - EFEITO DA 5A-DHT NA EXPRESSAO DO MRNA DA PKG NAS HUASMC DE CORDOES PROCEDENTES DE
GRAVIDAS NORMOTENSAS VERSUS CORDOES PROVENIENTES DE GRAVIDAS HIPERTENSAS «..veeuvennnenn. 49

Xiv



Xv



Lista de Tabelas

TABELA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS VOUCC....ooviieiiiiiee ettt st sttt et e eneens 10

TABELA 2 - FENOTIPOS DE RATOS E SERES HUMANOS COM MUTACOES QUE LEVAM A INATIVACAO DOS GENES QUE
CODIFICAM PARA OS RECETORES DOS PEPTIDOS NATRIURETICOS .....ceevieirieeeieiereeeeeeesereeeeaeeseneeeeane s 23

TABELA 3 - PRIMERS UTILIZADOS PARA PCR EM TEMPO REAL......voiiviiierieeetieitieeneeeseteeenteesateesseessatessnaessnnesennesens 40

XVi



Lista de acronimos

ANP péptido natriurético auricular (atrial natiuretic peptide)

AR recetor de androgénios (androgen receptor)

BNP péptido natriurético do cérebro (brain natriuretic peptide)

BKca Canal de potassio ativado por calcio de elevada condutancia (Large conductance
calcium-activated potassium channel)

CaM Calmodulina (Calmodulin)

cGMP Monofosfato ciclico de guanosina ou Guanosina monofosfato ciclico (Cyclic Guanosine
monophosphate)

CNP péptido natriurético do tipo C (C-type natriuretic peptide)

CVD Doenca Cardiovascular (Cardiovascular disease)

DAG Diacilglicerol (Diacylglicerol)

DHP Di-hidropiridina

GC Guanlilato ciclase (Guanylate cyclase)

HVA Canais de alta voltagem (high voltage activated)

HUA Artéria umbilical humana (Human Umbilical Artery)

HUASMC Células Musculares Lisas da Artéria Umbilical Humana (Human Umbilical Artery
Smooth Muscle Cells)

HT Hipertensao ( Hypertension)

IP3 1,4,5-Trifosfato de Inositol (Inositol-1,4,5-Triphosphate)

Karp Canais de potassio sensiveis a ATP (ATP -Sensitive Potassium Channels)

Kca Canais de potassio activados por Ca*(Calcium-Activated Potassium channels)

Kir Canais de potassio rectificadores internos (Inwardly Rectifying PotassiumChannles)

Ky Canais de K* Operados por Voltagem (Voltage-Gated Potassium Channels)

LVA Canais de baixa voltagem (low voltage activated)

L-VOCC Canal de calcio dependente da voltagem do tipo-L (L Type voltage operated calcium
channels)

MLC,, Cadeias Leves Reguladoras da Miosina (Myosin Regulatory Light Chains)

MLCK Proteina Cinase da Cadeia Leve da Miosina (Myosin-Light-Chain Kinase)

MLCP Proteina Fosfatase da Cadeia Leve da Miosina (Myosin-Light-Chain Phosphatase)

NCX Permutador Na*/Ca®" (Na*/Ca*'Exchanger)

NO Oxido Nitrico (Nitric Oxide)

NPs Péptidos Natriuréticos (Natriuretic Peptides)

NPRA recetor do péptido natriurético-A (natriuretic peptide receptor-A)

NPRB recetor do péptido natrurétido-B (natriuretic peptide receptor-B)

NPRC recetor do péptido natriurético-C (natriuretic peptide receptor-C)

PE Pré-eclampsia

pGC Guanilato Ciclase Membranar (Particulate Guanylyl Cyclase)

XVii



PKC Proteina Cinase C (Protein Kinase C)

PKG Proteina Cinase G (protein Kinase G or Cyclic GMP-dependent Protein Kinase)

PLC Fosfolipase C (Phospholipase C)

PMCA Ca’*ATPase da Membrana Plasmatica (Plasma Membrane Ca?*ATPases)

ROC Canais Operados por Receptores (Receptor-Operated Channels)

ROCK Proteina cinase dependente da Rho-A (Rho-activated Kinase)

SERCA Bomba de calcio do reticulo sarcoplasmatica (Sarco/endoplasmatic reticulum Ca*'-
activated ATPase)

sGC Guanilato ciclase soluvel (Soluble guanylyl cyclase )

SMC - células musculares lisas (Smooth Muscle Cells)

SOC Canal ativado pela deplecao sarcoplasmatica de calcio (Store-operated channels)

SUA Artéria umbilical Unica (single umbilical artery)

Tes Testosterona

T-VOCC Canal de calcio dependente da voltagem tipo-T (T-type voltage operated calcium
channels)

VOCC Canais de calcio dependentes de voltagem (voltage operated calcium channels)

XViii



XiX



Capitulo | - Introducao

1.1. Cordao Umbilical

Durante a gravidez existe uma estrutura que permite a ligacdo entre a mae e o feto, e é
responsavel pelo transporte de sangue e nutrientes [1]. O corddao umbilical € uma estrutura
vital para o crescimento e bem-estar do feto, comeca a formar-se simultaneamente com a
placenta na primeira semana de gestacao e, apesar de provavelmente ser o Unico érgao que
morre quando a vida comeca, é uma das partes mais importantes da unido feto-placentaria
[2]. Tem sido demonstrado que as alteracées na morfologia e na constituicao do cordao
umbilical podem influenciar o curso da gravidez e o nascimento. Varios estudos demonstraram
que a composicdo e o metabolismo alterado do corddo umbilical é frequentemente
encontrado em certas doencas da gravidez como a pré-eclampsia (PE), diabetes, hipertensao
(HT) entre outras [1, 2]. Esta € uma amostra bioldgica ideal para o estudo de patologias, pois
€ de facil obtencao logo apds o nascimento, e pode ser recolhida, sem riscos adicionais para a
mae ou para o feto [3].

No geral, um cordao umbilical normal tem um comprimento médio de 50 a 60 cm, e 1 a 2
cm de diametro, e pesa aproximadamente 40g. Porém, podem existir corddées umbilicais de
diferentes tamanhos, podendo ser curtos ou longos, ndo sendo a sua ocorréncia comum [1, 3].
Os corddes muito curtos podem causar a separacao prematura da placenta da parede do
Utero, enquanto os corddes excessivamente compridos tem tendéncia a sofrer prolapso e/ou
enrolarem-se em torno do feto e a formarem nos, sendo a sua identificacdo bastante
importante de forma a evitar morte fetal resultante de andxia fetal [4].

0 cordao umbilical tem um aspeto esbranquicado e é normalmente constituido por trés
vasos sanguineos; duas artérias e uma veia, envolvidas por um tecido conjuntivo mucoso - a
geleia de Wharton (figura 1) [1]. Contudo, ja foram observados cordées umbilicais com
apenas uma artéria. A presenca de apenas uma artéria umbilical & a anomalia do cordao
umbilical menos frequente, estimando-se que afete 0,5 a 2,5% de todas as gestacoes, e esta

associada a uma alteracao cromossomica e a malformacdes cardiacas [5].
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umbilicais Veia Umbilical

Figura 1 - Corte transversal do cordao umbilical. Adaptado de [6].

A geleia de Wharton constitui a maior parte do cordao umbilical humano e age como uma
camada protetora. Apresenta um aspeto gelatinoso e é composta por algumas células
estromais mesenquimais e uma matriz extracelular rica em agua, glicosaminoglicanos,
proteoglicanos (acido hialuronico e condroitina sulfato) e diferentes tipos de colagénio [7, 8].
Quanto aos vasos umbilicais estes diferem na sua estrutura e na sua funcao, em comparacao
com os vasos principais do corpo. A veia umbilical tem maior diametro, e a parede mais fina,
enquanto que as artérias, sdo mais estreitas e tem paredes mais espessas. As duas artérias
umbilicais enrolam-se em volta da veia de um modo helicoidal e o sangue flui de um modo
pulsatil do feto para a placenta, através destas. O retorno do sangue para o feto é feito

através da veia umbilical [9].

1.1.2. Artéria Umbilical Humana

A artéria umbilical humana (HUA) esta envolvida na circulacdo feto-placentaria e os
mecanismos que regulam o estado contratil desta artéria sao muito importantes para otimizar
a troca de nutrientes e oxigénio entre o feto e a placenta [10]. A HUA é considerada uma
fonte Unica, til e de facil acesso através do cordao umbilical [11]. E uma artéria muscular de
calibre médio, entre 1 e 10mm, onde na parede predominam as fibras musculares [12], e é
constituida por trés tunicas concéntricas, a tunica interna ou intima, a tUnica média, e a

tlnica externa ou adventicia (figura 2) [13].



Tunica interna

Tunica meédia

Tunica externa

Figura 2 - Representacao esquematica da estrutura geral de uma artéria. Adaptado de [13]

A tlnica intima ou interna é constituida por uma Unica camada de células endoteliais
que estd em contato direto com a camada muscular. A tinica média é formada por duas
camadas de células musculares lisas uma por dentro e outra por fora dos feixes musculares
constituindo a; membrana interna elastica e a membrana externa elastica. A membrana
interna elastica separa a tunica média da intima, apresenta um aspeto enrugado e as células
musculares lisas (SMC) estdao dispostas linear ou longitudinalmente [12-14]. A membrana
externa elastica separa a tunica média da tunica externa e esta menos definida que a interna.
As SMC nesta camada estao dispostas circularmente e as contracdées que levam ao inicio do
fecho das artérias umbilicais tém origem nesta camada [15]. A presenca de uma tUnica média
muscular bem desenvolvida permite que estas artérias possam variar no seu calibre segundo
as necessidades metabolicas da regido irrigada [12-14]. As artérias umbilicais ndo tém
adventicia nem vasa vasorum da mesma forma que é observado nas outras artérias. Em vez
disso, a rigida geleia de Wharton executa a funcdo de adventicia. Este scaffold fibroso e
poroso contribui para a firmeza do cordao. A espessura e a turgidez da geleia de Wharton
variam com a expansao e contracao dos vasos e pode deste modo suportar estruturalmente e
prevenir a hiperdistensao dos vasos [6, 9]. Uma vez que os vasos sanguineos umbilicais ndo
sdo inervados, o controlo do fluxo do sangue umbilical depende inteiramente de substancias
vasoativas libertadas localmente ou na circulacdo. A compreensdo dos mecanismos
intracelulares que modulam a contracdo da HUA pode oferecer um valor terapéutico para o

tratamento de algumas patologias como a PE [10].



1.2. Mduasculo Liso

O musculo liso vascular € uma estrutura altamente especializada e tem como
principais funcdes a contracao, regulacao da pressao sanguinea, do fluxo sanguineo e do tonus
vascular [16, 17]. O mUsculo liso encontra-se nas paredes de 6rgdos ocos, tais como nos vasos
sanguineos, na bexiga, no Utero e no trato gastrointestinal e contrai-se lenta e
involuntariamente. O musculo liso vascular é composto por células longas e fusiformes, com
um Unico nicleo central. Estas SMC estao envolvidas num tecido fino fibroelastico, e fazem
parte da porcao contratil de muitos 6rgaos, estando dispostas em camadas na parede do tubo
digestivo, Utero, vasos sanguineos entre outros. As SMC tém entre 20-50 pm de comprimento

e 5-10 ym de largura (figura 3) [6].

Figura 3 - Representacao esquematica de uma célula muscular lisa [18].

Nas SMC o nlcleo é cilindrico e localiza-se no centro da célula e o citoplasma esta
ocupado por filamentos de actina, miosina e filamentos intermédios [18-20].

Ao contrario das células do musculo-esquelético ou do musculo cardiaco que sao
totalmente diferenciadas, as SMC tém uma plasticidade notavel e podem sofrer modificacoes
profundas e reversiveis no seu fendtipo, como resposta a alteracdes de estimulos locais [20].
Através da contracao ou relaxacao alteram o diametro luminal dos vasos sanguineos regulando
a pressao arterial. Estas células tém um papel fundamental na morfogénese do vaso sanguineo
e apresentam altos indices de proliferacdo, migracao e producao de componentes da matriz
extracelular, como colagénio, elastina, e proteoglicanos. Deste modo, em resposta a lesao
vascular, as SMC aumentam dramaticamente a sua taxa de proliferacao celular, migracao e
capacidade sintética, desempenhando um papel primordial na reparacao vascular [11, 20]. E
importante afirmar que o elevado grau de plasticidade exibido pelas SMC, predispoe estas
células a estimulos ambientais anormais que podem levar a uma mudanca fenotipica adversa,
isto €, a aquisicao de carateristicas que podem contribuir para o desenvolvimento e/ou
progressao de doencas vasculares. Com efeito, ha uma forte evidéncia de que a mudanca
fenotipica das SMC, desempenha um papel importante nomeadamente na aterosclerose, no

cancro, e na HT [20].



A morfologia € um parametro importante para a definicao de fendtipos das SMC,
contudo a utilizacdo de proteinas marcadoras para este fim tornou-se frequente e
indispensavel para uma caraterizacao aprofundada destas células [11]. As proteinas
marcadoras das SMC que sdao normalmente usadas para definir os fenotipos sao: a-actina do
musculo liso, cadeia pesada da miosina do musculo liso, SM22-a, SM-calponina, h-caldesmona,
smoothlina, telokina, meta-vinculina, e a desmina. Muitas destas proteinas estao envolvidas
na contracao das SMC, ou sdao um componente estrutural do aparelho contratil. Quando os
niveis de expressao destas proteinas marcadoras contrateis diminuem gradualmente, isso é
geralmente adotado como uma carateristica do fendtipo sintético [19, 21]. O fenotipo

contratil e sintético das SMC apresentam duas morfologias diferentes (figura 4).

Endoplasmatico
xtracelular

Sintético Contratil

Figura 4 - Carateristicas ultraestrurais das SMC com fenétipo contratil e sintético. Adaptado de [19].

As SMC contrateis sao alongadas e fusiformes, enquanto as SMC sintéticas sao menos
alongadas e tém uma morfologia parecida a um paralelepipedo, que é referido como
epitelidide ou romboide. O fenotipo sintético contém um elevado numero de organelos
envolvidos na sintese de proteinas que sdo substituidas posteriormente por filamentos
contrateis nas SMC contrateis. As SMC sintéticas e contrateis tém diferentes carateristicas

proliferativas e migratorias, sendo as sintéticas as que apresentam taxas de crescimento mais



elevadas e maior atividade migratoéria [19]. Quando ocorre uma lesao arterial, as SMC passam
do estado contratil para sintético.

[19, 21]. Um dos maiores problemas da realizacdao de culturas primarias de SMC
vasculares € o facto de este tipo de células apresentar multiplos fenotipos, desde o contratil
ao sintético. Contudo Li et al (1999) demonstrou que apods 24 horas em meio sem soro, estas

células apresentam principalmente o fenotipo contratil [21, 22].

1.2.1. Proteinas participantes no processo contratil

O tecido muscular liso € formado por trés tipos de filamentos, os filamentos grossos
contendo principalmente miosina, os filamentos finos contendo principalmente actina e os
filamentos intermédios que consistem principalmente de vimentina. Pensa-se que os
filamentos intermédios desempenham uma funcdo a nivel estrutural [23]. No entanto, ao
contrario do musculo-esquelético os filamentos estdo dispostos obliquamente dentro das SMC
e ancorados a membrana citoplasmatica por placas densas e dentro do citoplasma por corpos
densos [24, 25]. As proteinas participantes no mecanismo contratil encontram-se agrupadas

apenas em filamentos finos e filamentos grossos.

Filamentos finos

Os filamentos finos possuem aproximadamente 6-8 nm de diametro e sdo compostos
principalmente por actina filamentosa ou fibrosa (F-actina) e mais trés proteinas acessorias: a
tropomiosina, a caldesmona e a calponina (figura 5) [26].

A actina é uma proteina scaffold e tem aproximadamente 42kDa. Ela é capaz da sua
automontagem a partir da sua forma monomérica G-actina numa macro-molécula filamentosa
conhecida como a F-actina [27]. Existem quatro isoformas da actina conhecidas no mUsculo
liso, a alfa-actina e a gama-actina que sao geralmente referidas como isoformas contrateis,
estando a alfa actina predominantemente no musculo liso vascular e a gama actina
predominante no musculo liso gastrointestinal. As duas isoformas nao-musculares da actina
citoplasmaticas, ou seja, do citoesqueleto, sao as isoformas beta e gama [28]. A alfa-actina e
a gama-actina estdo associadas a miosina e a caldesmona e participam na contracao,
enquanto que a beta actina esta associada com a calponina e tem um papel estrutural
importante nas SMC [29]. A tropomiosina é uma proteina longa e fina, constituida por duas
cadeias polipeptidicas enroladas em forma de hélices a para formar filamentos que correm ao
longo do microfilamento de F-actina, e esta envolvida na regulacdo da interacao actina-
miosina. Esta proteina liga-se a actina e impede a ligacao actina/miosina bloqueando o sitio
de ligacdo. A troponina é um complexo de 3 subunidades (dispde-se em forma descontinua ao
longo do microfilamento) que se une a tropomiosina, e permite a unido dos ides calcio a
actina. A caldesmona é uma proteina de ligacdo a actina, tropomiosina, miosina e
calmodulina que interage com os filamentos de actina. Estao identificadas duas isoformas da

caldesmona, a h-caldesmona (150 KDa) e l-caldesmona (89KDa), mas s6 a isoforma h-
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caldesmona é expressa nas SMC vasculares diferenciadas. Evidéncias sugerem assim, que esta
proteina esta envolvida na contracao do musculo liso, atuando como uma proteina reguladora
[30]. A calponina € uma proteina que interage com a F-actina, miosina, proteinas de ligacao
ao Ca*" e com a tropomiosina. Esta proteina inibe a atividade ATPase da miosina, bem como o
movimento dos filamentos de actina sobre a miosina, in vitro. A fosforilacao da calponina por

uma proteina cinase liberta a inibicdo da ATPase do musculo liso [31, 32].

Filamentos grossos

Os filamentos grossos tém 15-18 nm de didmetro e sdo compostos por miosina. A
miosina é uma proteina ATPase que se movimenta ao longo da actina e em presenca de ATP,
sdo responsaveis pela contracdo muscular. A miosina € composta por duas cadeias pesadas,
um par de cadeias leves alcalinas nao fosforilaveis de 17kDa (MLC17), e um par de cadeias
leves reguladoras de 20kDa (MLC20). O dimero de cadeias pesadas contém na extremidade N-
terminal duas “cabecas globulares” e na extremidade C-terminal uma longa cauda ou bastao
formado por duas hélices alfa. A “cabeca” da miosina tem uma atividade intrinseca de
Mg,ATPase ativado pela actina, em que a miosina transforma a energia quimica armazenada
na forma de ATP, em trabalho mecanico associado a contracdao muscular. Sendo assim a
miosina considerada uma proteina motora. Na “cabeca” da miosina encontra-se o sitio de
ligacdo ao ATP e a actina, sendo o local de geracdo de forca. O "pescoco”, que regula a
atividade da “cabeca” liga-se a calmodulina. E a “cauda” contém sitios de ligacdo que
determina se a molécula vai se ligar a membrana plasmatica ou a outras caudas para formar

um filamento grosso (figura 5) [33].

Sitio de Ligacao do Tropomiosina

Calcio
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Cabeca da
Cauda da Miosina

Miosina
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Ligacao da ATP
Miosina
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Figura 5 - Representacao esquematica da organizacao dos filamentos finos e grossos.
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No musculo liso, numerosos miofilamentos estdo orientados ao longo do eixo
longitudinal da célula. Estes consistem principalmente em filamentos de miosina e actina,
que formam unidades contratil, como ja foi referido anteriormente. A forca mecanica gerada
nas SMC é baseada no deslizamento das extremidades livres dos filamentos de actina sobre os
filamentos da miosina adjacentes em direcdes opostas durante o ciclo das pontes cruzadas.
Este ciclo € um mecanismo bem estabelecido para o desenvolvimento da tensdo em todas as

células musculares [34].

1.3. Canais lonicos

1.3.1. Canais de calcio

O calcio é um mensageiro intracelular que controla uma variada gama de processos
celulares, como a transcricio de genes, contracao muscular e proliferacao celular. A
concentracao de calcio no interior das SMC é regulada pela interacao de diversos processos de
compensacao, que podem ser divididos em mecanismos para aumentar ou diminuir a
concentracdo de Ca®* [35]. Nos mecanismo para aumentar a [Ca?"] do meio extracelular para
o meio intracelular envolve varios tipos de canais de Ca?" localizados na membrana
plasmatica, que podem ser dependentes ou independentes de voltagem [35, 36]. Os canais de
calcio dependentes de voltagem (VOCC) incluem os (1) canais dependentes de voltagem do
tipo L (L-VOCC) que regulam o processo contratil sendo a principal via de entrada de Ca®" e os
(2) canais de calcio dependentes de voltagem do tipo T (T-VOCC) que estao principalmente
envolvidos na regulacdo da proliferacdo celular [37]. Quanto aos canais de calcio
independentes de voltagem incluem os (1) canais operados por recetores (ROC) que sao
regulados pela interacdo entre o agonista e o recetor, (2) os canais de calcio operados por
depdsitos intracelulares (SOC) que sdo ativados pela libertacdo do calcio das reservas
intracelulares, e os (3) canais de calcio ativados por stress fisico (SAC) que sdo ativados pelo
stress fisico da membrana. Todos estes canais independentes de voltagem estao situados na
membrana plasmatica, e estao envolvidos na regulacao do tonus vascular [36, 38-40].

Quanto aos mecanismos de remocdo do Ca® do citoplasma para os depositos
intracelulares é realizada através da Ca®>* ATPase do reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA),
e/ou para o0 meio extracelular, através da ATPase do Ca’* da membrana plasmatica (PMCA) e
do permutador Na*/Ca®" (NCX) [37].



1.3.1.1. Canais De Cdlcio Dependentes de Voltagem

Os canais de calcio dependentes de voltagem (VOCC) sdo necessarios para a excitacao-
contracao normal do coracdo, mlsculo-esquelético e células do musculo liso, incluindo as SMC
vasculares e desempenham um papel central na regulacdo do tdénus vascular, através do
potencial de membrana [41].

A primeira classificacdo destes canais foi baseada em propriedades basicas
eletrofisiologicas e farmacoldgicas. Foi observado que alguns canais de calcio precisavam
apenas de uma pequena despolarizacao para serem ativados, enquanto outros necessitariam
de uma despolarizacdo maior para abrirem. De acordo com este critério os canais de calcio
foram divididos em canais de calcio ativados por alta voltagem (HVA) e os ativados por baixa
voltagem (LVA). A ativacao dos canais HVA ocorre a partir de -20mV enquanto a ativacao dos
canais LVA ocorre em potenciais de membrana baixos, a partir - 60mV. A familia dos canais
HVA pertencem os canais de calcio dependentes de voltagem do tipo-L (L-VOCC), tipo P/Q e
canais tipo-R, enquanto a familia dos canais LVA apenas é constituida por canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo-T (T-VOCC) (tabela 1) [37, 42-44].

Em termos estruturais, os VOCC sao proteinas complexas compostas por 4 diferentes
subunidades, a subunidade principal al, e as subunidades auxiliares B, a2d e a y. A
subunidade a1 é a maior subunidade (190 a 250 kDa) e nela esta incorporada o poro condutor,
o sensor de voltagem e a zona de ligacao de segundos mensageiros, drogas e toxinas. Esta
subunidade é formada por 4 dominios homologos (I-IV), com seis segmentos
transmembranares (S1-S6) cada um. A existéncia de um loop entre os segmentos S5-S6
determina a seletividade dos ides e a sua condutancia. Quanto a subunidade B, é intracelular

e transmembranar e esta ligada por pontes disulfureto a subunidade a2d (figura 6) [37].

Figura 6 - Estrutura esquematica proposta para os VOCC [37]



Apos a descoberta de varios canais foi necessario adotar uma nomenclatura de forma
a distinguir os canais, deste modo a denominacdo segue o esquema Ca, X.y., onde x é o
numero que designa a subfamilia do canal e y € o nUmero que designa os membros individuais
da subfamilia (tabela 1) [37].

Relativamente a expressao foi descrito que os canais L-VOCC e os T-VOCC sao

expressos nas SMC da artéria umbilical [21].

Tabela 1 - Representacao esquematica dos VOCC. Adaptado de [37].

Nomenclatura

ags Ca,l.1

2 a1c Ca,1.2

tipo-L oD Cavl.3

. Q1F Cayl.4
Canais HVA

tipo P/Q 1A Ca,2.1

tipO'N (45831 Ca,2.2

tipo-R O1E Ca,2.3

ai1G ('H\»:i.l

Canais LVA tipo-T a1H Cay3.2

11 Ca,3.3

Canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo-L

Os canais de calcio dependentes de voltagem do tipo-L (L-VOCC) foram inicialmente
identificados por Fatt e Katz et al. (1953) e sao os canais mais bem caraterizados [36, 37].
Estes canais sao ativados por despolarizacoes de membrana mais positivas (a partir dos -20
mV), possuem uma condutancia elevada e a sua inativacdo é mais lenta (300 a 600 ms), e sao
por isso denominados de longa duracao, tipo-L. Apds a despolarizacdo das SMC vasculares, os
L-VOCC abrem-se, e conduzem a um aumento do calcio intracelular, a contracdo das células e
a vasoconstricdo. Quatro isoformas dos L-VOCC foram descobertas e denominam-se de
Cav1.1, Cav1.2, Cav1l.3 e Cavl.4 e todas elas sao caraterizadas por terem uma alta
sensibilidade a di-hidropiridina (DHP), sendo este um bloqueador especifico. Esta
sensibilidade Unica a DHP distingue-os de outros canais de calcio dependentes de voltagem
[39, 43, 45, 46]. Os L-VOCC do musculo liso (Cav1.2) desempenham um papel fundamental na
determinacao da pressao arterial e os bloqueadores destes canais sao uma classe importante
de medicamentos anti-hipertensivos [43]. Os canais Cav1.4 sao encontrados principalmente
em neurdnios retinais, e os canais Cav1.2 e Cav1.3 sdao mais amplamente distribuidos e
ocorrem nos neuronios, células sensoriais do ouvido interno, na retina, células endocrinas,

musculo liso, e no coracao. Devido a falta de moduladores seletivos destas isoformas, &
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impossivel determinar a sua contribuicao relativa para as correntes de calcio ou qual a funcao

nestas células por meios farmacoldgicos [45].

Canais de cdlcio dependentes de voltagem do tipo-T

Os canais de calcio dependentes de voltagem do tipo T (T-VOCC) parecem
desempenhar um papel primordial em varias funcbes fisioldgicas, como na proliferacdo
celular e no ciclo celular das SMC vasculares. Estes canais sdo ativados por niveis de
despolarizacdo da membrana proximos do potencial de repouso (a partir dos -50 mV),
possuem uma baixa condutancia e sdo caraterizados por uma rapida ativacao e inativacao.
Trés membros compdéem a familia dos T-VOCC, e sdo conhecidos como Cav3.1, Cav3.2 e
Cav3.3. Os Cav3.1e Cav3.2 estao presentes no sistema cardiovascular, mas o Cav3.3 tem sido

detetado principalmente no cérebro [43].

1.3.1.2. Canais de Cdlcio Independentes de Voltagem

Nas SMC, agonistas como os neurotransmissores ou hormonas podem induzir o
aumento da concentracdo de calcio intracelular através da libertacdo de calcio intracelular
armazenado ou/e do influxo de calcio extracelular. A via de entrada de calcio opera através
de uma variedade de canais de calcio que envolvem, entre outros, os canais independentes
de voltagem que incluem; os ROC, os SOC, e os SAC [38, 47, 48]. Os mecanismos de ativacao
destes canais ainda é assunto de muita discussdo. No entanto, durante os ultimos 10 anos,
foram realizados estudos que sugeriram que os diferentes tipos de canais podem ser
estruturalmente relacionados com a mesma familia de proteinas: as TRP “ the transient
receptor proteins”. Alguns tipos de proteinas TRP sao ubiquosamente expressas nas SMC e as
variacdes na expressao depende do tipo de tecido e de espécie. Mais recentemente, outras
proteinas como STIM1 e Orai1 foram apresentadas para participar isoladamente ou em
associacao com as TRP para a estrutura de SOC e SAC. Estes canais controlam a proliferacao e
a contracao das SMC [47].

Canais de cdlcio operados por recetores

O termo de canal operado por recetor (ROC), foi proposto simultaneamente por
Bolton (1979) e VanBreemen (1978), de forma a definir um canal membranar que é ativado
como resultado da ligacao de um agonista ao seu recetor, estando este recetor ligado a uma
proteina G e é independente de uma alteracdo no potencial de membrana. Os ROC estao
presentes nas SMC vasculares e sao ativados por uma grande variedade de agonistas. Entre os
varios agonistas contrateis inclui-se o ATP, a norepinefrina, acetilcolina, angiotensina-Il, a

endotelina-1, serotonina e a vasopressina [47, 48].
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Nas SMC, foi demonstrado que os agonistas podem ativar estes canais e provocar a
contragao, contudo a participacao destes canais durante a vasoconstricao continua em debate

uma vez que este efeito pode ser devido a ativacao indireta dos VOCC e/ou SOC [47, 48].

Canais de cdlcio operados por depésitos intracelulares

Os canais de calcio operados por depositos intracelulares (SOC) sao canais ativados
apos a libertacao de calcio dos depositos intracelulares, contudo a via de sinalizacao porque
ocorre esta ativacdo ainda ndo esta bem definida. Varias evidéncias sugerem que esta via
pode ser importante na regulacdo do ténus vascular [38]. A entrada de calcio através destes
canais foi originalmente proposta por Putney (1986) que usou o termo “entrada de calcio
capacitativo” para descrever o fendmeno de acoplamento entre a concentracdo de calcio do
reticulo endoplasmatico e a ativacdo dos canais membranares para entrada de calcio em
células nao-excitaveis [47]. A deplecao das reservas intracelulares de calcio do reticulo
sarcoplasmatico por diversos mecanismos tem sido relatada como causador da entrada de
calcio capacitivo através dos SOC, numa ampla gama de células, incluindo as SMC vasculares
[48]. Tem sido dificil saber um pouco mais sobre os SOC nas SMC, devido ao facto de ser
complexo registar especificamente a corrente ionica ativada pela deplecao das reservas neste
tipo de célula. E importante referir que é a deplecdo de calcio do reticulo por si, e ndo o
calcio libertado das reservas, que ativa os SOCs. Varias experiéncias demonstraram que os
inibidores de SERCA, sem ativar os recetores da membrana plasmatica, aumenta o influxo de
calcio nas SMC e, consequentemente, aumentar a concentracao de calcio intracelular e induz

a contracdo do musculo liso [47, 48].

Canais ativados pelo aumento do stress fisico

Os canais ativados pelo stress fisico (SAC) foram descritos em 1984 no musculo-
esquelético embrionario de galinha por Guharay e Sachs. Desde a sua caraterizacdo original,
os SACs foram encontrados numa variedade de tecidos e espécies, incluindo no musculo liso
dos mamiferos. As SMC em virtude da sua posicdo num ambiente biomecanico complexo sao
continuamente expostas a estimulacdo mecanica, tais como compressao, stress fisico e
distensao [47]. Os SAC na membrana celular tém como funcdo a conversao da forca fisica em
sinais biologicos e resposta celular. Uma caracteristica comum dos SAC é que a abertura do
canal depende do grau da compressao, stress fisico ou distensdo da membrana. Dois
mecanimos principais do papel dos SAC foram propostos; (1) induzem a despolarizacao da
membrana via influxo de catides (principalmente Na*), pela ativacdo dos VOCC que induz o
aumento de calcio citosdlico, e (2) o aumento de calcio citosélico devido a entrada de calcio

através de SAC, abre os BK¢, ou leva a libertacdo de calcio das reservas [38, 47, 48].
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1.3.2. Canais de potassio

Os canais de potassio sao a via dominante da conducédo de ides nas SMC.Como tal, a
sua atividade contribui de forma importante para a determinacao e regulacao do potencial de
membrana e do tonus vascular [49, 50]. A hiperpolarizacdo da membrana é devida a um
efluxo de potassio aquando da abertura dos canais de potassio no musculo liso vascular. Este
efeito é seguido pelo fecho dos canais de calcio dependentes da voltagem, que conduz a uma
reducdo da entrada de calcio, e vasodilatacao [49]. Em contraste, a inibicdo da funcao de
canais de potassio leva a despolarizacdo da membrana e consequente vasoconstricdo. Até a
data, quatro tipos distintos de canais de potassio foram identificados no musculo liso
vascular: os canais de potassio operados por voltagem (K,), os canais de potassio ativados por
calcio (BKca), canais de potassio retificadores internos (K ), dentro dos quais estao incluidos

os canais sensiveis ao ATP (Karp).(figura 7) [38, 50-52].

Ativacdo do Inibigdo do canal
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Figura 7 - llustracdo esquematica dos eventos chave envolvidos na resposta das células musculares lisas
a ativacao dos canais de potassio (esquerda) ou inibicao (direita). Adaptado de [52].

Canais de potdssio operados por voltagem

Os canais de potassio operados por voltagem (K,) estao presentes no muasculo liso vascular
e sao ativados pela despolarizacao da membrana num potencial de membrana entre os -35 mV
e os -55mV, resultando na repolarizacdo e um retorno ao potencial de membrana. Uma
despolarizacao em pequena escala nas SMC conduz a um influxo de calcio através dos L-VOCC
e ativacdo da maquinaria contratil. Deste modo podemos afirmar que os K, tém uma funcao
importante para limitar a despolarizacdo da membrana e manter o ténus vascular em repouso
[49, 51, 52]. Quanto a inativacdo deste canal resulta de uma despolarizacao prolongada [51].
O composto 4-aminopiridina tem sido utilizado como um bloqueador farmacolégico dos K,. A
4-aminopiridina causa a despolarizacao arterial e vasoconstricao, sugerindo que a atividade
do canal K, existe em alguns vasos sanguineos sob condicdes basais. O cAMP e o NO/cGMP

podem ativar estes canais em alguns vasos sanguineos, e podem ser inibidos pela proteina
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cinase C [38, 51, 52]. Cairrao et al. mostraram também que a Tes e o ANP estimulam a
atividade deste canal através do aumento dos niveis intracelulares de cGMP e
consequentemente ativacao da PKG [53]. Na hipertensao varios estudos eletrofisioldgicos
indicam uma diminuicao da expressao funcional dos K, nas SMC, que podem contribuir para a

despolarizacao e um aumento no ténus vascular nesta doenca [38].

Canais de potdssio ativados por cdlcio

Os canais de potassio ativados por calcio de grande condutancia (BKc.) (200 ~ 250 pS) sao
uma carateristica constante das células do muUsculo liso vascular. Os canais BK¢, sdo ativados
por alteracdes na concentracao de calcio intracelular, e pela despolarizacdo da membrana, e
acredita-se que contribuem para a manutencao do potencial de membrana em pequenos
vasos miogénicos [38, 49, 51]. A ativacao fisiologica dos BKc, pode ser um importante
mecanismo de tamponamento para neutralizar a despolarizacao e constricao do vaso em
resposta a alguns vasoconstritores e ao aumento da pressao intravascular. Devido a grande
condutancia dos BKc,, a atividade de um nUumero relativamente pequeno destes canais pode
exercer uma influéncia relativamente grande no potencial de membrana [52].

Vasodilatadores que aumentem os niveis intracelulares de cAMP ou cGMP, monoxido de
carbono, e epodxidos do acido araquidonico podem ativar estes canais. Os BKc, podem ser
blogueados por TEA, iberotoxina e charybdotixin, sendo a iberotoxina é a mais seletiva. Na
hipertensao arterial a expressao dos canais BKc, aumenta e isto ocorre como resposta a um
feedback negativo ao aumento da reatividade vascular observada no tratamento da
hipertensao. Assim, os canais BKc, desempenham um papel importante na regulacdo do ténus
vascular, na salde e na doenca [38]. Cairrdo et al. mostraram que a vasodilatacao induzida

pela Tes ocorre através da ativacdo destes canais [14].

Canais de potdssio retificadores internos

Os canais de potassio retificadores internos (Kj) estdo presentes numa variedade de
células, incluindo nas SMC vasculares. Como uma descricao empirica de correntes ionicas de
membrana, retificacdo significa mudanca de condutancia com voltagem. A maioria, se nao
todos os canais ionicos, apresentam algum grau de retificacdo. Estes canais caraterizam-se
por apresentarem um influxo de ides de potassio a potenciais de membrana mais negativos do
que o potencial de equilibrio, e efluxos deste ido a potenciais de membrana mais positivos
que o potencial de equilibrio. Os canais K sao ativados pela hiperpolarizacdo da membrana,
ao contrario dos canais K, e BKc,, que sdo ativados pela despolarizacdo da membrana. Estes
canais permitem assim o influxo de ides de potassio, quando ndao ha hiperpolarizacao, e a
saida deste ido, quando o potencial de membrana aumenta. As correntes deste tipo de canais
sao inibidas por bario nas SMC vasculares de uma forma dependente de voltagem [38, 51, 52,
54, 55]. Foi observado que na hipertensdo estes canais tém a sua expressdao ou funcao
diminuida [52].
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Canais de potdssio dependentes do ATP

Os canais de potassio dependentes do ATP (K,rp) foram descritos pela primeira vez em
miocitos cardiacos, no entanto também se encontram presentes nas SMC vasculares [56].
Estes canais fecham quando a concentracao de ATP intracelular aumenta. No entanto os
canais Karp sao regulados por diversas vias de transducao de sinal independentes das
alteracoes do ATP. Assim, outras vias de regulacdo podem ser mais importantes
fisiologicamente. Foi demonstrado tanto em estudos in vitro como in vivo que o bloqueio dos
Karp leva & vasoconstricao e a despolarizacdo da membrana em diversos tipos de mUsculo liso
vascular. Os Kurp no musculo liso sdao conhecidos como sendo inibidos pelas drogas

antidiabéticas sulfonliureias, como a glibenclamida e tolbutamida [38, 49, 51, 52, 56].

1.4. Mecanismos envolvidos no ténus vascular

O tonus vascular é a atividade contratil das SMC nas paredes das artérias e arteriolas, e
€ o principal determinante da resisténcia ao fluxo sanguineo. Tem um papel importante na
regulacao da pressao arterial e na distribuicdo de fluxo sanguineo. A regulacao da atividade
contratil das células musculares lisas depende de uma interacdo complexa entre estimulos
vasodilatadores e vasoconstritores, de hormonas, neurotransmissores, fatores derivados do
endotélio e da pressdo arterial e todos estes sinais podem induzir contracao ou relaxamento
do musculo liso vascular. [16, 38, 57, 58].

Os ides ndo se encontram uniformemente distribuidos no interior e no exterior da célula
e esta assimetria, quando associada a diferente permeabilidade da membrana plasmatica
para cada espécie idnica, toma-se responsavel pela criacdo de um potencial de membrana em
repouso (Em). A maioria dos estudos em SMC isoladas sugere que o seu Em varia em média
entre - 40 a - 60 mV e pensa-se que a interacéo entre os canais de K* e Ca’* é o principal fator
que determina os niveis do par excitacdo-contracdo nas SMC [49, 59]. Assim, a abertura dos
canais de K* ou Cl resulta no aumento do potencial de membrana com o interior da célula a
ficar mais negativo - Hiperpolarizacdo. A hiperpolarizacdo fecha os canais de calcio
dependentes de voltagem e leva a vasodilatacao. Contrariamente, a abertura dos canais de
Na* ou Ca® resulta na diminuicio do potencial de membrana com o interior a ficar menos
negativo - despolarizacao, ou seja a vasoconstricao [38, 50, 60].

0 movimento de ides e o influxo de calcio através dos canais idnicos da membrana
plasmatica, assim como, a libertacdo de calcio das reservas intracelulares sao a maior fonte

de ativacao da contracao [38].
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1.4.1. Mecanismo contratil

No organismo, o processo de contracdo das SMC é regulado principalmente pela
rececdo e ativacao das proteinas contrateis, miosina e actina. Uma mudanca no potencial de
membrana, provocada pela atividade dos potenciais de acdao ou pela ativacao de canais
ionicos, pode também desencadear a contracao [57]. Resumidamente a contracao do musculo
liso & baseada na fosforilacdo da cadeia leve da miosina que € necessaria para o ciclo das
“pontes cruzadas” e geracao de forca [61]. A partir da atividade ATPase da miosina é
libertada energia que resulta neste ciclo e é importante para o mecanismo da contracao. Esta
atividade resulta no que é conhecido como o tonus do musculo liso e a sua intensidade pode
ser variada [16, 57, 61].

Contracdo dependente de cdlcio

O fendémeno de contracdo/relaxamento do musculo liso depende do equilibrio que se
estabelece entre os mecanismos que controlam as subidas e descidas da concentracao de
calcio citosolico. A contracao das SMC é regulada pela entrada de calcio através de duas vias
iniciadas tanto pela despolarizacao como por agonistas. A despolarizacao da membrana
celular ativa os VOCC resultando num influxo de calcio, enquanto que a estimulacdo por
agonistas geralmente ativa a proteina G levando a formacéo do IP3 e a libertacdo de calcio a
partir do reticulo sarcoplasmatico [61].

0 mecanismo inicia-se do seguinte modo (figura 8): Em resposta a estimulos especificos
nas SMC a concentracao de calcio citosélico aumenta, e este liga-se a calmodulina (CaM),
provocando uma alteracdo da conformacdo da CaM, e formando o complexo Ca?**/CaM. Este
complexo ativa a MLCK (cinase da cadeia leve da miosina) para posteriormente fosforilar uma
das cadeias leves da miosina, a MLC20, e em conjunto com a actina e a miosina ocorre o ciclo
de ponte cruzada, levando a contracao da célula do musculo liso [61].

Agonistas como por exemplo a noradrenalina, angiotensina Il, endotelina, etc, ligam-se a
recetores acoplados a proteina G heterotrimérica, que vai estimular a atividade da fosfolipase
C. Esta enzima produz dois segundos mensageiros: o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 liga-se aos recetores no reticulo sarcoplasmatico e causa a
libertacao de calcio para o citosol. O DAG, juntamente com o calcio, ativa a proteina cinase C
(PKC), que fosforila as proteinas alvo especificas. Em muitos casos, PKC tem uma contracao
que promove efeitos, tais como a fosforilacao dos canais L-VOCC ou outras proteinas que

regulam o ciclo das “pontes cruzadas” [16, 57, 61].
Além da contracdo muscular dependente de Ca®', existe também a contracdo

independente de Ca’', existindo assim dois mecanismos que vdo desencadear este tipo de

contracao.
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Sensibilizacdo ao cdlcio

Na auséncia de Ca®*, a contracdo do musculo liso inicia-se quando a fosfatase da cadeia
leve da miosina (MLCP) se encontra totalmente inibida [62]. O mecanismo de sensibilizacao
ao calcio é iniciado ao mesmo tempo que a fosfolipase C é ativada, e envolve a ativacao da
uma pequena proteina a RhoA de ligacdo a GTP. A proteina Rho € uma pequena proteina que
pertence a superfamilia da Ras GTP-ases monoméricas e atua em diversas funcdes fisioldgicas
associadas com a actina-miosina, tal como a motilidade celular e a contracdo do musculo liso.
A natureza precisa sobre como ocorre a ativacao da RhoA pelo recetor acoplado a proteina G
nao é completamente claro mas envolve um "guanine nucleotide exchange factor” o RhoGEF e
a migracdo da RhoA para a membrana plasmatica. Esta via de sinalizacdo envolve a Rho
cinase (ROCK), que desempenha um papel fundamental na contracdo do mdusculo liso,
nomeadamente na regulacao da atividade da MLCP. Uma vez ativada a RhoA aumenta a
atividade da ROCK, levando a inibicdo da fosfatase da miosina. Isto vai promover um estado
fosforilado quando a cadeia leve da miosina nao pode ser desfosforilada, permitindo que o

estado contratil se mantenha (figura 8) [57, 63, 64].
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Figura 8 - Representacao esquematica do mecanismo de regulacao da contracao do musculo liso.
Adaptado de [57]

1.4.2. Mecanismo de relaxacao

O relaxamento do musculo liso vascular pode ocorrer de forma passiva, induzido pela
remocao do agente contratil, ou de forma ativa, induzido pela ativacdo de uma via
dependente de nucleotidos ciclicos [57, 65]. O processo de relaxamento requer uma
diminuicdo da concentracao de calcio intracelular e o aumento da atividade da MLCP. E os
mecanismos envolvidos na remocao de calcio citosoélico envolvem o reticulo sarcoplasmatico e

a membrana plasmatica.
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Quando a concentracdo de Ca®* diminui, o complexo Ca**-CaM é dissociado e a MLCK é
inativa. A dissociacio do complexo tem como resultado a libertacdo de Ca® que se
encontrava ligado & CaM. A [Ca®']c regressa aos valores basais através de varios mecanismos,
que envolvem o reticulo sarcoplasmatico e a membrana plasmatica: a PMCA, a SERCA, o
permutador NCX e proteinas citosolicas de ligacdo ao Ca®'. Sob estas condicdes, a atividade

da MLCP aumenta e esta desfosforila a MLC20 e induz a relaxacao das SMC vasculares [62, 65].

Entre os mecanismos envolvidos na regulacao fisioldgica do tonus vascular encontram-
se os nucleotidos ciclicos. Um aumento a nivel citosélico do cAMP ou cGMP, vai provocar
ativacdo das proteinas cinases PKA e PKG, respetivamente, nas células do musculo liso
vascular sendo este considerado um dos principais mecanismos que medeiam a vasodilatacao

sob condicoes fisioldgicas. Estes mecanismos estdo mais desenvolvidos no capitulo a seguir.

1.5. Nucleétidos Ciclicos

Os nucledtidos ciclicos, cAMP e cGMP sao os principais mensageiros ligados a
vasodilatacdo no mdsculo liso vascular. A sintese destes nucledtidos é catalisada pela
adenilato ciclase (AC) e pelo guanilato ciclase (GC), respetivamente. A grande parte dos seus
efeitos intracelulares resulta da ativacdo de proteinas cinases especificas: a proteina cinase
dependente do cAMP (PKA) e proteina kinase dependente do cGMP (PKG). Neste trabalho
apenas vamos abordar a GC pois apenas vamos estudar o efeito da Tes sobre a expressao

deste nucleotido.

1.5.1. Guanilato Ciclase

O cGMP (guanosina-3’,5-monofosfato ciclico) € uma molécula de sinalizacdo importante
gerada por guanilato ciclases, que estao envolvidas em varios processos fisiologicos, incluindo
a relaxacao das células musculares lisas, transducdo do sinal neuronal, e a agregacdo
plaquetaria [66, 67]. Logo a partir das experiéncias iniciais [68, 69] foi descoberto duas
isoformas distintas da enzima guanilato ciclase que sintetizam o cGMP, a guanilato ciclase
sollvel ou citosélica (sGC) e a guanilato ciclase particular ou membranar (pGC) [70]. A sGC é
ativada pelo 6xido nitrico (NO) enquanto que a pGC a ativada pelos péptidos natriuréticos
(NPs) [71].
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Guanilato ciclase soluvel

A guanilato ciclase solivel (sGC) € uma proteina heterométrica, expressa no
citoplasma celular e interfere em varias funcdes fisiologicas importantes, tais como relaxacao
das células musculares lisas, transducdo de sinal neuronal e inibicdio da agregacao
plaquetaria. Esta proteina é constituida por duas subunidades diferentes, a a (a; ou a;) e a B
(B4 ou B,) [72-74] e a expressao de ambas as subunidades requer atividade catalitica [67, 74].
Relativamente a estrutura, a sGC possui um dominio de regulacdo no N-terminal que contém
um grupo prostético heme, com um nucleo de ferro que forma uma ligacdo com a histidina
105 da subunidade B e medeia a sensibilidade para o NO [67, 71]. Para além disso, possui um
dominio de dimerizacdo, que apenas tem uma funcao conhecida, a de ligar as duas
subunidades a um dominio catalitico no terminal carboxilo. Esse dominio catalitico é
altamente conservado e é responsavel pela conversao do GTP em cGMP (figura 9) [67, 71, 72,
74].

sGC
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ligagdo ao
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catalitico

Terminal Carboxil

Figura 9 - Estrutura da sGC. Adaptado de [67].

As subunidades mais abundantes sao a al e a B1, que podem ser encontradas em
diversos tecidos. Embora as duas subunidades a e B possuam dominios cataliticos, é
necessario que sejam expressas simultaneamente para que a enzima tenha atividade. As
combinacdes de subunidades mais habituais sao as al/B1 e a a2/B1, ambas presentes no
sistema vascular sendo a a1/B1 a mais expressa [73, 74]. Diversos estudos revelam dados que
suportam a hipotese de que a expressao de B2 pode servir para regular a atividade sGC
al/B1. De facto, a expressao de B2 tem sido sugerida para desempenhar um papel na
patogénese da hipertensao [67, 71, 74, 75].

Foi feito outro estudo onde, Ruetten et al.(1999) mediram a expressao e a atividade

enzimatica da sGC em ratos normotensivos e ratos com hipertensdo. Curiosamente, eles
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observaram que tanto a expressao da subunidade a1 como a B1 estavam diminuidas nos ratos

com hipertensao, sugerindo que a falta de sGC pode contribuir para a hipertensao [76].

Quanto a regulacdo da atividade de sGC, a ativacdo desta ocorre quando o NO se liga
ao grupo prostético heme. Quando o NO se liga, a ligacdo entre a histidina105 da subunidade
B1 e o ferro, formando-se o complexo His-Fe?*-heme. Foi demonstrado que uma mutacéo na
His105 vai resultar na incapacidade do heterodimero se ligar ao grupo heme e consequente
falta de sensibilidade ao NO [67, 71, 72, 74]. O NO ao se ligar ao grupo heme e a subquente
alteracao conformacional desse complexo leva a um aumento da atividade enzimatica em
aproximadamente 200 vezes. O posterior aumento na concentracao de cGMP traz mudancas
na atividade das moléculas efetoras cGMP, como na proteina cinase dependente do cGMP
(PKG) e fosfodiesterases dependentes de cGMP levando a alteracdes na funcao celular (figura
10) [75]. O monoxido de carbono (CO) também ativa a sGC, mas é menos eficaz que o NO [67,
68, 77].

Guanilato Ciclase Soluvel
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NO

&

Hlsw5 l-lls105

Figura 10 - Regulacdo da sGC pelos seus ligandos. Adaptado de [67].
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Guanilato Ciclase Membranar

Aquando da descoberta da guanilato civlase membranar (pGC), esta nao prendeu
muita atencao devido ao facto de ainda ndo se conhecerem os ativadores fisioldgicos desta
enzima. Apos alguns anos descobriu-se que os péptidos natriureticos (NPs) ativavam a pGC e
estimulavam a producdo de cGMP em diversos tecidos e a partir dai comecou uma
investigacao mais profunda desta enzima.

Os ligandos da pGC sdao os NPs: o péptido natriurético auricular (ANP), péptido
natriurético do cérebro (BNP), e o péptido natriurético do tipo C (CNP) [77]. Os péptidos
natriuréticos sdao uma familia de mediadores peptidicos cardiacos e vasculares com papéis
fundamentais na homeostase cardiovascular, principalmente na regulacdo do volume e da
pressao sanguinea [78, 79]. O ANP é um polipéptido de 28 aminoacidos produzido na auricula,
€ um potente vasodilatador e também uma hormona diurética [80, 81]. O BNP esta também
presente na auricula, mas é encontrado a elevados niveis nos ventriculos de coracées em
stress. As concentracoes plasmaticas de ANP sdo maiores que as do BNP em humanos
saudaveis. Mas tanto as concentracoes do ANP como as do BNP estdo elevadas em pacientes
com insuficiéncia cardiaca grave, e em alguns casos, os niveis de BNP excedem os niveis de
ANP. O CNP ¢é encontrado a baixas concentracdes no coracdo, mas esta presente a altas
concentracbes nos condrocitos, onde estimula o crescimento dos ossos [82]. O CNP é mais
potente que o ANP a provocar o relaxamento no musculo liso, mas € menos potente a induzir
a diurese e a natriurese [83]. Nos mamiferos, sdo conhecidas sete isoformas da pGC ( da GC-A
a GC-G) [77], mas apenas trés formas sdo conhecidas por se ligarem aos NPs, também
chamados de recetores de NPs (NPRs): GC-A (ou NPR-A), GC-B (ou NPR-B) e recetor de
clearance (ou NPR-C). Enquanto os recetores GC-A e GC-B produzem o segundo mensageiro
intracelular o cGMP, o NPR-C apenas tem funcdo de clearance [70, 79, 81]. A topologia basica
das guanilato ciclases membranares consiste num dominio extracelular de ligacdo ao ligando,
uma Unica regido transmembranar e um dominio homoélogo de cinase intracelular (KHD), um
dominio de dimerizacao da guanilato ciclase e um dominio catalitico (homodimero) na regiao
C-terminal (figura 11) [80].
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Figura 11 - Estrutura da pGC. Adaptado de [67].

O NPRA é o recetor membranar com atividade catalitica GC mais bem caraterizado
[70, 80]. Este recetor é considerado o recetor biologico do ANP e do BNP, porque a maioria
dos efeitos fisiologicos destas hormonas sao desencadeados pela producao de cGMP. Estudos
recentes em humanos, que tinham uma mutacdo num Unico alelo no promotor do gene do
NPRA, verificaram que uma perturbacdo genética no NPRA aumenta a pressao sanguinea e
causa hipertensdo (tabela 2). Nas células em cultura, este recetor é encontrado nas células
primarias vasculares do musculo liso e nas células mesenliais do rim e é expresso a niveis
baixos mas significativos no coracdo [70, 78, 80, 84]. A ordem de preferéncia de ativacao
deste recetor é: ANP>BNP>>CNP (figura 12) [84, 85]. A maioria das funcdes fisiologicas do
NPRA esta associada com processos que reduzem o trabalho cardiaco [80]. O NPR-B tem uma
topologia semelhante ao NPR-A. O mRNA deste recetor foi encontrado no cérebro, pulmoes,
0ss0s, coracao e tecido ovario. Mas é igualmente expresso a niveis relativamente altos nos
fibroblastos e nas células musculares lisas vasculares [70, 84]. A ordem de preferéncia de
ativacao do NPRB é: CNP>>ANP=BNP (figura 12) [85]. Varios estudos em ratos mostraram que
qguando existe uma mutacdo no gene do recetor, os ratos fémeas ficam inférteis e alguns com
nanismo (tabela 2) [84]. O NPR-C tem uma arquitetura extracelular semelhante aos GC-A e
GC-B, mas nao contém o dominio KHD nem o dominio catalitico [70, 80]. Este recetor é o mais
abundante, sendo principalmente expresso nos rins, cérebro, pulmdes e na parede vascular
[70, 78]. A ordem de preferéncia de ativacao para o NPR-C é: ANP>CNP>BNP (figura 12) [84,
85]. Tem como principal funcao eliminar os NPs circulacdo através da internalizacdo e

degradacao mediada pelo recetor [78].
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Ligando  ANP,BNP, CNP ANP, BNP CNP
Receptor NPR-C NPR-A (GC-A)  NPR-B (GC-B)

Membrana

Dominio KH

Dominio
dimerizagdo W GMP GTP A b, CGMP

=

GTPV \
Dominio ‘ ;
catalitico GC | , |

<cGMP GTP cGMP GTP

£

Figura 12 - Estrutura dos recetores NP. Adaptado de [84].

Tabela 2 - Fenotipos de ratos e seres humanos com mutagdes que levam a inativacdo dos genes que
codificam para os recetores dos péptidos natriuréticos. Adaptado de [84].

Gene Fendtipo do ratinho Doengas humanas
knockout

NPR-A Hipertensao Hipertensao
Fibrose ventricular Fibrose ventricular
Hipertrofia cardiaca

NPR-B Nanismo, convulsdes, Nanismo

Esterilidade feminina

Decrescente adiposidade
NPR-C Gigantismo

Hipotensao

O mecanismo exato de ativacao e de dessensibilizacao dos recetores NPR-A e B ainda
nao é conhecido. Um modelo hipotético foi proposto, segundo o qual podem apresentar trés
estados classificados como “basal”, “ativo”, e “dessensibilizado” (figura 13).

No estado basal, os recetores, que estavam no estado dessensibilizado, sao
fosforilados por tirosina cinases no KHD o que permite a ligacao dos NP. No estado ativo, a
ligacao do NP promove uma mudanca conformacional no recetor que permite a associacao de
atividade catalitica e ativando a ciclase. No estado dessensibilizado, a exposicao prolongada
ao NP provoca uma desfosforilacdo do KHD por uma fosfatase especifica, o que provoca uma
reducdo da atividade. A saida do ligando e a fosforilacdo faz voltar o recetor ao estado basal
[84].
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Figura 13 - Modelo hipotético da ativacao e dessensibilizacao dos recetores NPR-A e B. Adaptado de
[84].

1.5.2. Proteina cinase G

Através da producao do cGMP, a sGC e a pGC exercerem muitos efeitos fisiologicos
como mediador da motilidade e do tonus do musculo liso vascular. Para fazer isto, o cGMP
atua em efectores diretos tais como a familia de proteinas cinases dependentes do cGMP ou
PKG (proteina cinase G). A PKG fosforila um nimero importante de alvos biologicos e esta
implicada na regulacdo da relaxacao do musculo liso, funcdo plaquetaria, divisao celular e
sintese de acidos nucleicos [84]. A PKG é uma cinase de serina/treonina e € um composta por
um dominio N-terminal, um dominio regulatéorio e um dominio catalitico. O dominio
regulatorio contém dois sitios de ligacdo ao cGMP e quando estdo os dois ocupados ocorre
uma alteracdo conformacional e deixa de haver a inibicdo da PKG no centro catalitico o que
permite a fosforilacdo do residuo de serina/ treonina e uma autofosforilacao no N-terminal, o
que vai provocar a sua ativacao. Uma vez ativa a PKG pode atuar em muitos substratos,
incluindo o recetor de IP3, a phospholamban, e as subunidades da fosfatase da cadeia leve da
miosina. Existem duas isoformas desta enzima, a tipo | (PKG1) e a tipo Il (PKG2), que derivam
de genes diferentes (prkg1 e prkg2) com diferencas a nivel do dominio regulatério. A isoforma
PKG1 (PKG1a e a PKG1B) é citosolica e a PKG2 é membranar e nao se encontra expressa nas
SMC [78, 84, 86]. O cGMP permite a reducdo da concentracao intracelular de calcio através da
ativacdo da PKG, pois esta sabe-se que fosforila proteinas alvo (tais como, canais i6nicos,
bombas idnicas, recetores e enzimas) levando a diminuicdo das concentracdes de calcio e

portanto ao relaxamento do musculo liso.
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Multiplos mecanismos tém sido propostos para explicar o papel da PKG na reducao do calcio
(figura 15) [87].

1.

Fosforilacdo da fosfolipase C ativada pela proteina G que depois inibe a atividade
desta enzima, reduzindo assim a producao de IP3 e a mobilizacao de calcio [88].

A sinalizacao NO/cGMP/PKG1 promove o aumento da sequestracao e diminuicao da
libertacao de calcio como resultado da fosforilacdo do IRAG/recetor de IP3 [89].

A fosforilacao/ativacao dos canais BKc, promove a abertura dos canais, deste modo ha
uma perda de potassio intracelular, hiperpolarizacdo da membrana e diminuicao do
influxo de calcio através dos L-VOCC [90].

calcio/ATPase e assim causa um aumento da sequestracao de calcio [91].

A fosforilacao da fosfatase da cadeia leve da miosina promove a relaxacao do musculo
liso [87].
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Figura 14 - Papel da PKG1 na modulacéo do nivel do calcio intracelular na promocéao da relaxagao do
musculo liso. Adaptado de [87].
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1.6. Androgénios

1.6.1. Generalidades

Os androgénios do corpo humano incluem a testosterona (Tes), a di-hidrotestosterona
(DHT), a androstenediona e a dehidroepiandrosterona (DHEA) e seu sulfato DHEAS. A maior
parte da Tes é secretada pelos testiculos e aproximadamente 5% da Tes presente no soro
produzido nos homens sofre uma reducao através da 5a-reductase, para formar o androgénio
mais potente, o DHT. O DHT tem trés vezes mais afinidade com o recetor de androgénios (AR)
que a Tes. O DHEA e o DHEAS, sao os esteroides adrenais mais abundantes nos humanos, e sao
percursores da producdo intracelular de androgénios e estrogénios nos tecidos nao
reprodutores (figura 15) [92].

A Tes é o principal androgénio da circulacdo sanguinea, e € responsavel pelo
desenvolvimento e manutencao das carateristicas sexuais masculinas [93]. Mais de 95% da Tes
em circulacdo nos homens é sintetizada a partir do colesterol proveniente dos ésteres de
colesterol armazenados na matriz intracelular ou nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
[93, 94]. A sintese de Tes nos homens ocorre predominantemente nas células de Leydig dos
testiculos sob estimulacdo da hormona luteinizante (LH). A LH, por sua vez, esta sob o
controlo positivo dos niveis da hormona libertadora (GnRH) que é libertada pelo hipotalamo
episodicamente, controlando a secrecao de hormona luteinizante, e a Tes, por sua vez,
exerce um feed-back negativo, inibindo a secrecao de GnRH [92, 95]. A maior parte da Tes
circulante, aproximadamente 98%, esta ligada as proteinas, dentro das quais, 44% circulam
ligadas a globulina que se liga a esteroides sexuais (SHBG) e 54% ligam-se a albumina e a
outras proteinas enquanto os restantes 2% a Tes é livre [94]. A ligacdo da Tes a albumina e a
Tes livre é referida como a quantidade biodisponivel, enquanto que a que se liga a SHBG
serve como uma forma de armazenamento ou transporte [92, 93, 95]. Quanto ao nivel de Tes
no soro, nos homens os niveis mais elevados sdao observados no inicio da manha e vao
diminuindo até a noite. A concentracao da Tes diaria no plasma varia entre 3,1 ng/mL e 8,4
ng/mL [93, 96].

A sintese de androgénios e estrogénios também pode ser feita na placenta
desempenhando um papel importante durante a gravidez. Sugere-se que o complexo
hormona-recetor pode estar envolvido no mecanismo da programacao das condicoes
fisioldgicas, ou patologicas, normais na vida extra-uterinas. A concentracdo de DHEA e de
16alfa-DHEA e dos sulfatos correspondentes é maior na HUA do que na veia umbilical humana,
indicando que estes androgénios sao produzidos principalmente no compartimento fetal. A
maioria dos androgénios produzidos pelo feto é posteriormente convertida em estrogénios na
placenta. Contudo, a Tes é biossintetizada no testiculo do feto, usando a progesterona e a

pregnenolona como percursores, sendo a Tes determinante na diferenciacao do mesmo [97].
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Figura 15 - Mecanismo da formacao da di-hidrotestosterona, um potente metabolito da testosterona
[98]

A acdo dos androgénios € iniciada quando estes se ligam ao recetor de androgénios
(AR). Este recetor AR distribui-se amplamente pelo sistema cardiovascular, € um membro da
superfamilia de recetores nucleares e os efeitos dos androgénios sdo mediados pela ativacao
do mesmo. A Tes e o DHT ligam-se a este recetor e produzem efeitos fisiologicos na massa e
forca muscular, densidade 6ssea, funcao metabdlica, humor e cognicao (figura 16) [93, 94,
99]. As acoes bioldgicas dos androgénios via regulacao transcricional dos genes alvo pelo AR
sdo referidas como efeitos gendmicos. Inicialmente, o androgénio entra na célula e liga-se ao
AR, esta ligacdo provoca a dimerizacdo do recetor agindo o dimero como fator de transcricao
que se liga a sequéncias especificas do DNA (androgen Responde Elements) e deste modo
regula a expressao de genes-alvo (figura 16) [92-94, 100, 101]. Para além dos efeitos
genomicos dos esteroides, a Tes pode também exercer efeitos ndao genéomicos de acao mais
rapida, pela ligacdo da Tes a recetores de esteroides na membrana plasmatica - o que leva ao
blogueio dos canais L-VOCC e abertura dos canais BK¢, e K, e também a inducéo rapida das
cascatas de transducao de sinal dos segundos mensageiros incluindo a regulacao da
concentracao de calcio citosolico, a ativacdo da proteina cinase A, da proteina cinase C e das
MAPKcinases [100-102].
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Figura 16 - Efeitos ndo genomicos (esquerda) e efeitos genomicos (direita) dos androgénios. ARE -
elementos de resposta aos androgénios (androgen response elements). Adaptado de [103]

1.6.2. Mecanismo vasodilatador da testosterona

Nos ultimos anos, o sistema cardiovascular tem sido um alvo importante para
androgénios. A Tes, é considerada um esteroide vasoativo, e em estudos in vivo e in vitro em
animais e humanos tem sido mostrado que a Tes provoca a relaxacao dos vasos [101, 104,
105]. Controversamente, alguns estudos demonstraram também que a Tes pode produzir
efeitos antirelaxantes, em particular no tratamento a longo prazo com doses elevadas de
androgénios. No entanto, a maioria dos estudos disponiveis tém mostrado consistentemente
um efeito vasodilatador da Tes [106]. E importante também realcar que o efeito
vasodilatador nao é exclusivo da Tes, outros androgénios como o DHT também sao capazes de
induzir a relaxacao de vasos, como na aorta toracica de rato e na artéria umbilical humana
[100, 107], mas ao que parecem sao mais sensiveis ao vasorelaxamento induzido pela DHT. No
entanto, os mecanismos através dos quais a Tes e o DHT modulam o tonus vascular sdo objeto

de interesse recente. Esses mecanismos vao ser descritos mais abaixo [106].
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Efeito no endotélio vascular

Diversos estudos estabeleceram claramente que os androgénios induzem um
vasorelaxamento com um efeito rapido, ndao genomico na parede vascular [108]. Além disso, é
importante assinalar que varios estudos tém demonstrado que as altas concentracoes
farmacoldgicas de Tes (10-100 pM) induzem a vasodilatacdo nos vasos sem endotélio,
sugerindo um mecanismo independente do endotélio. Em contraste, outros estudos
demonstraram que o relaxamento vascular é induzido por concentracoes fisiologicas (100 pM-
10 uM) de Tes e é inibido significativamente pela remocdo do endotélio. Deste modo, estes
dados sugerem a presenca de um mecanismo dependente do endotélio com concentracoes
fisiologicas de Tes (11-36 nmol/l). Esta possibilidade é apoiada por estudos in vivo, que
demonstraram que a vasodilatacdo induzida pela Tes em artérias coronarias sistémicas de
caes e suinos, € dependente de 6xido nitrico (NO) [108]. O NO é um potente vasodilatador
que pode sintetizado pela sintetase do 6xido nitrico (NOS) e é libertado pelo endotélio
vascular, entre outros tecidos. A sintese de NO aumenta em resposta a concentracoes
fisiologicas de Tes pela ativacdo da via ndo gendémica afirmando que a Tes aumenta a
producao do NO e estimula a sua sintese, provocando o aumento da formacao de cGMP e
induzir a relaxacao das células do musculo liso vascular.

Por outro lado, Yue et al. (1995) examinaram artérias coronarias de coelhos com e
sem endotélio. Yue et al. (1995) expuseram as artérias a prostaglandina para contrair a tinica
média. Depois de 7 minutos, as artérias foram lavadas e expostas a Tes ou numa solucao de
controlo. A percentagem de relaxamento e a concentracdao da Tes foi determinada e foi
observado um aumento. A significancia estatistica foi observada, e nao houve diferenca entre
os grupos com e sem endotélio. Isto sugere que a Tes tem um efeito relaxante direto no
muUsculo liso e ndo necessita do endotélio para induzir vasodilatacdo [101, 108-110].
Deenadayalu et al. (2001) fizeram um estudo parecido usando artérias coronarias de suinos,
onde foi usada a prostaglandina como agente contratil. Comprovaram que a Tes tem um
efeito vasodilatador e a remocao do endotélio nao influenciou o resultado [111]. Jones et al.
(2005) observaram igualmente em artérias e aortas de ratos que nao havia diferenca na
relaxacdo com Tes em vasos com ou sem endotélio. Em sintese, podemos afirmar que alguns
estudos demonstram uma interacao entre o efeito da Tes e o endotélio, mas é visivel que o
efeito vasodilatador da Tes é principalmente devido a uma acdo direta no musculo liso

vascular [112].

Modulacéo dos canais idnicos

Diversos estudos demonstraram que o mecanismo fundamental subjacente a acao
vasodilatadora da Tes esta associado com a modulacdo dos canais ionicos influenciando tanto

a abertura dos canais de potassio e/ou a inativacao dos canais de calcio [101, 108].
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Ativacdo dos canais de potdssio

Varios estudos realizados em animais sugerem que a vasodilatacao induzida pela Tes é
mediada predominantemente via canais de K" em artérias mesentéricas de rato [113], artérias
coronarias de coelho [109], e na aorta de ratos [114]. Num estudo usando o patch-clamp,
Deenadayalu et al. (2001) demonstraram, através de experiéncias em SMC de artérias
coronarias de suino, que a vasodilatacao provocada pela Tes € devido a ativacao dos canais
BKca [111]. Noutro estudo Seyrek et al. (2011), observou e concluiu que a Tes estimula os
canais K, e BKc; em veias de grande condutancia e os canais Kyp em artéria e veias de
pequena resisténcia [115]. Contrariamente Ding e Stallone (2001) observaram que o efeito da
Tes é exclusivamente devido a ativacao dos K,, nao estando envolvidos os canais Kxrp € 0s BKc,
[114]. O efeito vasodilatador da Tes nas HUA, pré-contraidas com serotonina ou histamina ou
cloreto de potassio, foi parcialmente mediado pela ativacao de ambos os canais de potassio,
K, e BKc, [14]. Estudos realizados pelo nosso grupo em HUASMC foi observado que a atividade
dos K,p € insignificante, e existe uma maior atividade dos canais BK, e K, [53].

As investigacoes sobre os efeitos dos andrégenos nos canais idnicos também sdo
relevantes para a compreensao do seu papel em algumas doencas cardiovasculares, como por
exemplo na HT [100]. Neste sentido, Amberg et al. demonstraram que, em ratos hipertensos,
verificou-se uma diminuicdo da expressiao dos canais BKc, a nivel vascular. Outros
demonstraram que, em artérias de ratos hipertensos ha pouca funcionalidade dos canais Ky
e/ou uma maior atividade dos canais de BKc, [116]. No entanto Saldanha et al (2012),
demonstraram que a longo prazo (durante 24h) os efeitos dos androgénios envolvem
mudancas na expressao dos canais BKc, e modificacbes no envolvimento dos canais Ky nos
mecanismos subjacentes a vasodilatacao induzida pela Tes. Estas observacdes sugerem que os
androgenos podem ser benéficos na prevencao da hipertensao arterial pois, tém efeitos
vasodilatadores diretos, e efeitos gendmicos que aumentam a expressao dos canais BK¢, e dos

Kv como mediadores da vasodilatacao [100].

Bloqueio dos canais de Calcio

Em relacdo aos canais de calcio, varios estudos tém sugerido que a Tes inibe
principalmente os elementos dependentes de calcio intervenientes nada contracdo vascular,
através da inibicao dos L-VOCC para induzir os efeitos vasodilatadores da Tes [117]. Scragg et
al.(2004) demonstraram que a resposta vasodilatadora a Tes ocorre seletivamente através da
inibicao dos L-VOCC em células embrionarias de rim transfetadas com a subunidade a1-C, que
forma o poro dos L-VOCC e em células SMC vasculares de A7r5 de rato que expressam
estavelmente o canal dos L-VOCC [118]. Através de células da aorta de rato, Montano et al.
(2008) demonstraram, que, a vasodilatacao induzida pela 5B-DHT pode ser devido ao seu
bloqueio seletivo nos L-VOCC atuando como um puro antagonista em concentracées que vao
de nM a pM. Em contraste, a Tes pode assumir diferentes locais de acao dependendo do
intervalo de concentracao utilizada. A Tes pode ser antagonista (baixas concentracées, nM)

ou agonista (altas concentracdes, pM) dos L-VOCC. Com este estudo também se pode observar
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que concentracoes elevadas da Tes aumentam os niveis de cAMP, podendo assim dever-se a
ativacao da PKA [106].

Em relacdo a artéria umbilical humana, Perusquia et al.(2007) sugeriram que a Tes
VOCC e nado através da ativacao de vias de sinalizacao intracelulares, e demonstrou também
que elevados niveis de outros androgénios fetais no plasma, como DHEA, podem induzir um
efeito relaxante significativo. Podendo concluir que niveis baixos destes androgénios podem
ser a causa de muitas doencas da gravidez como a pré-eclampsia [107]. Saldanha et al. (2012)
testaram a longo prazo o efeito do DHT nas HUASMC, e demonstraram que o DHT diminui a

expressao dos L-VOCC mais especificamente da subunidade a1 [100].

Envolvimento do cGMP e da PKG no vasorelaxamento induzido pela

testosterona

Para explicar alguns dos efeitos rapidos nao gendomicos da Tes, o envolvimento de
algumas vias de sinalizacao tém sido propostos. Deenadayalu et al. (2001) sugeriram que a
ativacdo dos canais BKc, pela Tes pode estar associada com o aumento dos niveis
intracelulares do cGMP [111]. Os dadores de NO e o ANP sao potentes vasodilatadores e
atuam através do aumento intracelular dos niveis de cGMP, resultando na ativacao da PKG.
Estudos recentes demonstraram que a producao do cGMP pela guanilato ciclase membranar
(GC particulado) regula preferencialmente os alvos localizados na membrana plasmatica,
como os canais ionicos, provavelmente devido a acao localizada dependente da PKG [119].
Cairrao et al. (2008) mostraram que na HUA a Tes e o ANP, estimulam a atividade dos canais
BKc. e dos K, devido a acdo da PKG. Sugerem ainda que a Tes aumenta os niveis de cGMP

ativando a pGC diretamente ou indiretamente por um mecanismo ainda desconhecido [14].
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Figura 17 - Mecanismo rapido da Testosterona nas células musculares lisas da artéria umbilical humana
[120]
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Assim como mecanismo geral ndo-genomico, foi estudado que a Tes ativa a guanilato
ciclase membranar e consequentemente aumenta o cGMP, que ativa a proteina cinase G
(PKG) e finalmente estimula os canais K, e BKc, nas SMC da HUA [14, 53, 100, 101, 121, 122].

1.6.3. Androgénios e as Doencas Cardiovasculares

Globalmente, as doencas cardiovasculares (CVD) sao a maior causa de mortalidade. As
diferencas entre homens e mulheres na incidéncia dos problemas cardiovasculares ainda nao
foi devidamente explicada [123]. O foco tem sido largamente os estrogénios, mas nenhuma
evidéncia conclusiva provou o seu papel na reducao da incidéncia da CVD. Na verdade, os
resultados dos principais estudos concluiram que apds a menopausa a suplementacdo de
estrogénio pode ser associada a um aumento do risco de doencas cardiovasculares, em vez de
reduzir esse risco [124]. A suplementacdo de estrogénios em homens apresenta resultados
claramente piores. Isto gerou mais interesse em identificar qual o papel dos androgénios na
doenca cardiovascular [95]. Devido a elevada prevaléncia de algumas doencas
cardiovasculares nos homens, a Tes foi inicialmente considerada como prejudicial para o
sistema cardiovascular. Nos Gltimos anos, diferentes estudos clinicos reverteram esta ideia.
De facto, foi observado que a maior parte dos homens com niveis mais baixos de Tes tendem
a ter maior incidéncia de doencas cardiovasculares, incluindo HT, dislipidemia e doenca da
artéria coronaria [14]. No entanto, a intervencdao com a suplementacdao de Tes tem sido
clinicamente benéfico apenas na melhoria do desempenho de pacientes com insuficiéncia
cardiaca. Estes dados, embora promissores sao escassos neste momento para a recomendacédo
do uso da suplementacao de Tes nesses pacientes. No entanto, é reconfortante a evidéncia de
que a suplementacao de Tes pode ser usada com intencao terapéutica, sem efeitos adversos
significativos, apesar das relatadas complicacbes idiossincraticas. Os efeitos colaterais
relatados em atletas que abusam dos androgénios e esteroides anabolizantes sdao observados
principalmente em doses suprafisiologicas. Deste modo podemos afirmar que em
determinadas patologias a terapia hormonal de substituicao € uma forma de prevenir e/ou
reduzir a severidade da CVD como a HT que ainda hoje atinge um grande nUmero de
individuos [14, 92, 110, 125].

1.6.4. Androgénios e a Hipertensao

Pouco se conhece sobre a influéncia dos androgénios na patogénese da HT. Ha relatos
de que niveis baixos de Tes circulante ocorrem em homens hipertensos. Alguns estudos
sugeriram que a diminuicdo dos niveis de androgénios estd associada a HT, enfarte do
miocardio e doenca arterial coronaria. Uma ressalva importante € que os niveis de Tes mais
baixos observados nos estudos descritos podem simplesmente refletir o aumento do stresse
induzido por recente cirurgia, traumatismo craniano etc [126]. Giorgi et al.(1999) mostraram
através de experiéncias placebo que o efeito da Tes na pressao sanguinea pode ser é

modelado pelo exercicio fisico [127]. Foi estudado também que a Tes aumenta os niveis de
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homocisteina, que induz a destruicdo endotelial e consequentemente o desenvolvimento de
aterosclerose. Assim a Tes pode elevar a pressao sanguinea e contribuir para a patogénese da
CVD através da alteracdo da homocisteina, endotelina-1 e catecolaminas [126, 128].

Quanto ao tonus vascular Saldanha et al.(2012) observaram que os androgénios podem
ser beneficiais na prevencao da HT como ja foi referido anteriormente pois, tém efeitos
vasodilatadores, e tem efeitos gendmicos que aumentam a expressdao dos canais BKc, e K,
como mediadores da vasodilatacao [100].

Quanto aos efeitos dos androgénios nos rins, foram feitos estudo em animais que
afirmam que os efeitos anti-mitogenicos da Tes nas SMC vasculares diminui a habilidade dos

rins excretarem sal, e assim predispoe para a HT [126, 129].

1.7. Patologias da Gravidez

1.7.1. Hipertensao

A hipertensdao é uma das doencas mais comuns na gravidez e a maior causa de
morbidade e morte maternal e perinatal [130]. A hipertensao complica 5% a 10% das
gravidezes e inclui varias desordens como a pré-eclampsia, hipertensao gestacional e
hipertensao cronica. Apesar da morbilidade significativa associada aos bebés de gravidas
hipertensas, a patogénese permanece por esclarecer, o que limita a capacidade de prevenir e
tratar esta desordem [131-133]. Numa gravidez normal, existem algumas alteracdes no
sistema cardiovascular que ocorrem para se adaptar as exigéncias da gravidez. Estas
adaptacoes sdo caraterizadas por um aumento do volume de sangue, aumento do débito
cardiaco, diminuicdo da pressdo sanguinea, uma diminuicdo da resisténcia aos agentes
vasopressores (farmacos cuja acdo carateristica € o aumento da pressao arterial através da
vasoconstricao arterial) tais como a norepinefrina e angiotensina Il e uma vasodilatacao
generalizada [134, 135].

A hipertensdo na gravidez esta associada a um risco aumentado de casos
cardiovasculares na vida adulta do feto [135]. A hipertensao é definida como um aumento
sustentado da pressao sanguinea a valores de 140mm Hg sistolica ou 90 mm Hg diastdlica
[136].

Hipertensdo gestacional

A hipertensao gestacional define-se como uma elevacao significativa da pressao
arterial durante a segunda metade da gravidez, apos a 20* semana em gravidas que
previamente foram dadas como normotensas. Valores superiores a 140/90mmHg e a auséncia
de proteinlria também sdo carateristicos. A hipertensao gestacional pode ser uma
manifestacdao precoce da pré-eclampsia, e se a pressao arterial permanece elevada apds o

parto, pode levar ao diagnostico de hipertenséo cronica [131, 132, 134, 136-138].
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Hipertensdo cronica

Hipertensao cronica é definida com uma pressao arterial maior que 140/90 mm Hg e
apresenta-se antes da gravidez ou antes da 20* semana de gravidez no quarto més de
gestacdo. Também pode ser considerada hipertensdao crénica, o aumento de pressdo
diagnosticado em qualquer fase da gravidez e que persiste além de seis semanas apos o parto.
Também é considerada hipertensao cronica quando diagnosticada pela primeira vez durante a
gravidez e que nao se normaliza no pos-parto. O grande problema neste tipo de hipertensao é
a grande probabilidade de desenvolver pré-eclampsia, pois os pacientes com hipertensao
cronica tém maiores probabilidades de desenvolver esta outra forma de hipertensao que pode

complicar a gestacao [131, 138].

1.7.2. Pré-eclampsia

E uma desordem especifica da gravidez que ocorre entre 3% a 5% das gravidezes. A
pré-eclampsia € uma doenca multissistémica onde existe um mau funcionamento do sistema
vascular [131, 132, 135, 139, 140]. A pré-eclampsia € caraterizada por hipertensao e
proteinuria (= 300 mg/24 horas), reducao do volume do plasma, aumento da resisténcia
periférica e vasoconstricdo geral. Normalmente desenvolve-se depois de 20 semanas de
gestacdo e normaliza apos a expulsao da placenta. A pré-eclampsia € ainda uma das principais
causas de morte e morbilidade materna e perinatal [131, 132, 134-142]. A PE é caraterizada
por uma resposta vascular anormal a placentacdo que esta associada a um aumento da
resisténcia vascular sistémica, aumento da agregacao das plaquetas, ativacdo do sistema de
coagulacao, e disfuncdo das células endoteliais. As descobertas clinicas sobre a PE podem-se
manifestar tanto como um sindrome materno (hipertensao e proteinuria, com ou sem outras
anomalias multisisitémicas) ou sindrome fetal (restricdo do crescimento fetal, liquido
amniodtico reduzido, e oxigenacdo anormal). Alguns autores consideram ainda que a pré-
eclampsia pode ser caraterizada por edema [131, 136, 140]. Mas hoje em dia este sintoma
ndo € mais usado na definicao de pré-eclampsia. Este sintoma é muito raro aparecer, e por
isso & sim um sinal de alerta, em que afeta os membros inferiores, mas também nas maos e
no rosto da mae [138]. As duas complicagcdes mais graves da pré-eclampsia sdo (1) a sindrome
HELLP onde é carateristica hemolise, enzimas hepaticas elevadas e baixas plaquetas, e (2) a
pré-eclampsia eclampsia, caraterizada pelo desenvolvimento de convulsdes. Ambas as

condicdes sao raras, mas estao associadas a um progndstico particularmente pobre [131].
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Capitulo Il - Objetivo

Diversos estudos tém discutido a importancia dos androgénios nas doencas
cardiovasculares. Estudos recentes do nosso grupo mostraram que a testosterona apresenta
efeitos benéficos para o sistema cardiovascular, tendo um efeito vasodilatador nas artérias
umbilicais humanas. Esse efeito vasodilatador passa por aumentar a concentracao intracelular
do cGMP e consequente ativacao da PKG que provoca a ativacao dos canais de potassio BK¢, e
K,. A terapia de substituicdo hormonal em determinadas patologias € uma forma de prevenir
e/ou reduzir a severidade de doencas cardiovasculares como hipertensao que ainda hoje
atinge grande nimero de individuos. As sindromes hipertensivas na gravidez sao a principal
causa de morbidez e mortalidade materna e fetal no mundo desenvolvido.

Torna-se assim importante demonstrar o efeito dos androgénios na expressao de
diferentes proteinas, envolvidas na regulacao da contratilidade vascular de artérias umbilicais
humanas provenientes de gravidas normotensas (Amostras normais) e provenientes de

gravidas hipertensas (amostras com hipertensao).

Diferentes objetivos especificos foram definidos para atingir a correta resolucdo do
objetivo central:
1. Isolamento e cultura de células musculares lisas da artéria umbilical humana.
2. Pré-incubagao com os androgénios a diferentes concentragées

3. Estudos de expressao da sGC, do NPRA e PKG usando o PCR em tempo real.
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Capitulo lll - Materiais e Métodos

2.1. Preparacao do tecido

Os cordoes umbilicais procederam de partos vaginais no término da gestacao
realizados pelo Servico de Obstetricia e Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da Beira.
Todos os procedimentos levados a cabo com o cordao umbilical foram aprovados pela
Comissdo de Etica do Centro Hospitalar da Cova da Beira EPE (Covilhd, Portugal) em
conformidade com a Declaracao de Helsinquia.

Os cordbes umbilicais provenientes de maes com hipertensao gestacional e pré-
eclampsia procederam de partos vaginais e cesarianas realizadas pelo Servico de Obstetricia e
Ginecologia do Hospital Sousa Martins (Guarda). Todos os procedimentos destas amostras
foram aprovados pelo “Comité de Etica” do Hospital Sousa Martins (Guarda, Portugal) em
conformidade com a Declaracao de Helsinquia.

Os corddes umbilicais foram recolhidos dentro de intervalos de tempo nao superiores
a 15 minutos, e apos os partos foram imediatamente colocados numa solucao salina fisioldgica
estéril, PSS constituido por (mM); NaCl 110; CaCl, 0,15; KCL 5; MgCl, 2; HEPES 10; NaHCO; 10;
KH,PO, 0,5; NaH,PO, 0,5; Glucose 10; EDTA 0,49). A fim de evitar contaminacdes e a
degradacao dos tecidos, uma mistura de antibioticos (penicilina 5 U/ml, anfotericina B 12,5
ng/ml , estreptomicina 5ug/ml) e antiproteases (leupeptina 0 ,45 mg/l, benzamidina 26 mg/l
e inibidor de tripsina 10 mg/l) foi adicionada ao PSS. As amostras foram sempre mantidas a

4°C e utilizadas nas 24h-48h seguintes.

2.2. Cultura de células

A dissecacao do cordao umbilical e cultura celular do mesmo foi obtida usando os
procedimentos descritos por Martin et al e por Cairrao et al (Cairrao et al., 2010; Martin de
Llano et al., 2007). A dissecacdo das artérias do cordao umbilical foi realizada numa camara
de fluxo laminar, sob condicdes de esterilidade e sobre gelo. Primeiramente o cordao foi
lavado com PSS e antibidtico para evitar a contaminacao. Posteriormente o cordao € colocado
numa placa de Petri com 35 mL de PSS e 350 pl de antibidtico e as artérias isoladas por
remocao da geleia de Wharton envolvente. Apds o isolamento da HUA, a artéria foi
seccionada longitudinalmente e os segmentos desta artéria foram cortados em retangulos, e
posteriormente removida a camada endotelial da tunica intima (endotélio) com uma leve
passagem de um cotonete estéril. As artérias sem endotélio foram transferidas para uma nova
caixa de petri com 3 ml de PSS e 30 pl de antibiotico. As camadas de muUsculo liso vascular
foram extraidas, usando para o efeito uma pinca e um bisturi cirlrgico estéreis.
Posteriormente, recorreu-se a lavagem das camadas utilizando 3 ml de PSS sem antibidtico, e

o mesmo procedimento foi realizado quatro vezes seguidas. As camadas de muUsculo liso foram
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posteriormente colocadas em frascos de cultura previamente revestidas com colagénio (5
pg/cm) e colocadas na incubadora a 37°C numa atmosfera de ar de 95% e 5% de CO,. Apds 10-
15 min foram adicionados 3 ml de meio de cultura e voltou-se a colocar na incubadora. Depois
de 24h neste ambiente, foi adicionado 2ml de meio HUASMC contendo Dulbecco’s modified
Eagle’s medium F12 (DMEM-F12) (Sigma-Aldrish), 5% de soro fetal bovino (FBS), fator de
crescimento epidérmico (EGF, 100 ng/ml), fator de crescimento de fibroblastos (FGF, 1
pg/ml), heparina (2 mg/ml), e insulina (5 pg/ml). O meio de cultura foi mudado a cada 2 dias
e as culturas confluentes foram obtidas entre 15-30 dias. Subculturas destas células foram

obtidas até a sexta passagem.

2.3. Tratamento com 5a-DHT

As placas de 6 pocos com células musculares lisas em plena confluéncia, foram
submetidas ao tratamento com 5a-DHT. Inicialmente, apds se verificar plena confluéncia em
cada poceto, foi colocado meio sem soro. Apds 24h foi colocado o 5a-DHT em diferentes
concentracées (1nM, 10nM, 100nM, 1000nM) e em pocos diferentes. O DHT (Sigma-Aldrich
Quimica (Sintra, Portugal)), foi inicialmente dissolvido em etanol para criar uma solucao
stock, onde posteriormente foi diluido para as concentracdes desejadas usando meio sem
soro. Nos pocetos de controlo, foi utilizado o solvente que é utilizado na preparacdo de 5a-

DHT, sendo este 0,1% de etanol.

2.4. Extracao do RNA total

A extracao do RNA Total (RNAt) foi efetuada utilizando o TRIzol ® Reagent (Ambion)
de acordo com as recomendacdes do fabricante. Assim, para extrair o RNAt das células
musculares lisas adicionou-se 200 pL de reagente TRIzol em cada poco (1ml TRIzol/100mg de
tecido), que consiste numa solucdo monofasica de fenol e guanidina isotiocianato e permite a
lise celular, libertando para a solucao o RNA sem que a sua integridade seja comprometida.
Ap6s a adicdo do Trizol em cada poco (placa de 6) fez-se uma raspagem com um cell scrapper
na superficie da placa para soltar as células. Juntou-se o conteldo de dois pocos em cada
eppendorf de 1,5 mL para uma maior quantidade de RNA. Apos incubacao durante 5 minutos a
temperatura ambiente, adicionou-se 80 pL de cloroférmio (200 pL de cloroférmio/ 1 mL de
TRIzol) (VWR) e homogeneizou-se a amostra por inversao. Esta foi posteriormente incubada
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente e posteriormente foi centrifugada a 4°C durante
15 minutos a 12000g, com a finalidade de se obter uma fase aquosa que contém o RNA. Apos
a centrifugacdo, a solucado separou-se em trés fases: no fundo de cada eppendorf obtivemos a
fase organica (rosa) que contém as proteinas e residuos de fenol e cloroformio, a interfase
(branca) onde esta presente o DNA e por fim a fase aquosa (transparente), onde esta contido
0 RNA. Esta fase aquosa foi transferida para um novo eppendorf de 1,5 mL, ao qual se
adicionou 200 pL de isopropanol (500 pL de isopropanol/1mL de TRIzol) (VWR). Apds agitacao

mecanica, para melhor precipitacao de RNA, incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente
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e centrifugou-se posteriormente a 4°C a 12000g durante 10 minutos. Apds a centrifugacao
rejeitou-se o sobrenadante, e o RNA sob forma de um precipitado branco (pellet), lavou-se
cerca de duas vezes, onde a cada lavagem se adicionou 400 pL de etanol a 75% em agua DEPC
a -20°C. Agitou-se no vortex e centrifugou-se a 4°C durante 5 minutos a 7500g. Apds a
centrifugacao fez-se um quick spin e retirou-se o excesso de etanol. Depois de ser incubado a
temperatura ambiente, durante cerca de 5 minutos, hidratou-se o pellet, em 20uL de agua
tratada com dietilpirocarbonato (agua DEPC) e armazenaram-se a -80°C para uso posterior.

De forma a quantificar o RNAt efetuaram-se leituras espetrofotométricas a 260 e
280nm, utilizando o nanoespetrofotémetro (Nanophotometer ™, Implen, Germany).

Este aparelho fornece diretamente a concentracdo de RNAt (ug/pL) e o racio entre a
A260/A280, que determina a qualidade do RNAt com base na absorvéncia a 260 nm,
comprimento de onda ao qual os acidos nucleicos tém pico de absorcdo, e a 280 nm,
comprimento de onda ao qual as proteinas tém pico de absorcdo. Para determinar uma boa
qualidade e pureza de RNAt, 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.

Para assegurar a pureza do RNAt, reduzindo ao maximo a atividade das ribonucleases
(RNases) em todos os passos da extracao foi usado material estéril, e todas as solucdes foram
preparadas com agua DEPC e todo o procedimento anterior foi realizado em gelo devido a
sensibilidade do RNA.

2.5. Sintese de DNA complementar

O cDNA é o DNA sintetizado a partir da transcricao reversa do mRNA, por acdo da
enzima transcriptase reversa, obtendo assim uma copia exata do gene sem introes. A reagao
requer o uso de primers, iniciadores de sintese cuja sequéncia vai condicionar a
especificidade do fragmento amplificado, nucledtidos para a sintese DNA (dNTPs), tampéao e
M-MuLV, todos presentes no kit NZY M-MuLV Reverse Transcriptase (NzyTech, Portugal),
seguindo o protocolo do fabricante.

Preparam-se as misturas com volumes de reagentes para n+1 reacdes. Assim, para cada
reacao de sintese de cDNA de volume final 20 pL adicionou-se o volume adequado para 1pug de
RNA, 2,5 pyL de Random hexamer mix (0.5 pg /pL) (NZYset, Portugal), 1 yL de dNTP’s (10 mM)
(NZYset, NzyTech, Portugal) e perfez-se o volume com 17 pL com agua estéril livre de
nucleases. Esta mistura foi incubada a 65°C durante 5 minutos, e de seguida arrefecida em
gelo. Posteriormente, adicionou-se outra mistura com os seguintes reagentes: 2 pyL de 10x
reaction buffer (nzytech, Portugal), e 1 pL de M-MuLV. Seguiu-se uma segunda incubacao a
25°C durante 10 minutos novamente a 37°C durante 60 minutos. Por fim, as amostras foram

incubadas a 70°C durante 15 minutos e guardou-se o cDNA a -20°C.
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2.6. PCR convencional

A expressao dos genes, nomeadamente da sGC, NPRA, e PKG foi analisada através da
técnica de PCR convencional (RT-PCR). A mix foi realizada com n+1 reacdes e para um volume
final de 25 pL. Por cada reacao adicionou-se 2,5 pL de 10x buffer (NZY Taq DNA polymerase,
Nzytech, Portugal), 1,5 pL de MgCl, (50 mM) (nzytech, Portugal), 0,625 puL de dNTP’s (10 mM),
0,1 pyL de Taq DNA polimerase (5U/pl) (NZY Taq DNA polymerase, Nzytech, Portugal), 1,2 pL
de primer Fw e de primer Rv e 16,875 pl de agua estéril até um volume total de 24 pL. A
cada reacao foi-lhe adicionado 1 pL de cDNA, a excecao do negativo, ao qual se adicionou
agua. A amplificacdo dos genes ocorreu num termociclador TProfessional Basic Gradient
(Biometra). Inicialmente as amostras foram colocadas a 95°C durante 5 minutos, de seguida
estas foram expostas a 30 ciclos onde estiveram a 95°C durante 30 segundos para a molécula
de DNA desnaturar, depois a temperatura 6tima de emparelhamento de cada primer durante
30 segundos para cada primer se poder ligar a molécula de DNA e a 72°C durante 30
segundos, onde ocorre a fase de amplificacao, e por fim as amostras foram colocadas a 72°C
durante 5 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1% (GRiSP, Portugal) na presenca de Green safe (NzyTech, Portugal) e utilizando o
marcador NZY DNA Ladder V (nzytech, Portugal).

2.7. PCR em tempo real

A quantificacao da expressao dos genes NPR1, PRKG1a, GUCY1a3, foi efetuada por
PCR em tempo real, utilizando o kit Maxima SYBR®Green/Fluorescein qPCR Master Mix
(Thermo Scientific), nos dois grupos em estudo (HUASMC provenientes de gravidas
normotensas vs HUASMC provenientes de gravidas hipertensas). O gene enddgeno usado foi a
B-actina para normalizar os niveis de expressdo (tabela 3). A eficiéncia do Real Time PCR
(iCycler iQ™5, Biorad, Hercules) foi determinada para todos os primers usando diluicdes de
amostras de cDNA (1:1, 1:5, 1:25). As reacOes de amplificacao dos genes foram preparadas
para um volume final de 20 pL, para tal adicionou-se 10 pl de SYBR green Fluorescein qPCR
Master Mix (Thermo Scientific), 1,2 pyl 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
condicoes de amplificacdao: 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: 2-22“*[143].
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Tabela 3 - Primers utilizados para PCR em tempo real

Nome do - . Fragmento | Temperatura o
primer Gene Sequéncia do primer (bp) °C) N° gene bank
Fw 5’-CATCCTCACCCTGAAGTACCC-3’
B-actina ACTB 314 60 NM_001101
Rv 5’-GCCTGGATAGCAACGTACATG-3’
Fw 5’-GGCTGTCAGAGAAGGAGGAAG-3’
PKG PRKG1a 150 60 NM_001098512.2
Rv 5’-GGAAGGACCTGTACGTCTGC-3’
Fw 5’-GATAGCACTGATGGCCCTGAA-3’
GC GUCY1a3 89 60 NM_ 00130687
Rv 5’-GTAGTCCAATTCGCATCTTGATAGG-3’
Fw 5’-GCAAAGGCCGAGTTATCTACATC-3’
NPRA NPR1 98 60 NM_000906.3
Rv 5’-AACGTAGTCCTCCCCACACAA-3’

2.8. Analise estatistica

Os dados foram expressos como médias + erro padrao da média das experiéncias, para

cada condicao experimental analisada. A analise estatistica dos dados foi realizada usando o
programa estatistico SigmaStat Statistical Analysis System versdao 3.5 (Systat Software,
London. UK). A significancia estatistica entre as diferentes concentracoes e o controlo foi
analisada usando a one-way ANOVA seguida do teste Dunnet’s post hoc. 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

A primeira fase deste trabalho foi analisar a expressdao de varias proteinas que
participam na regulacdo da contratilidade vascular. Foram analisados os niveis de expressao
do mRNA da sGC, do NPRA e da PKG de HUASMC de cordoes umbilicais provenientes de
gravidas normotensas e hipertensas. Estas experiéncias foram realizadas através da técnica
de PCR em tempo real. As células testadas foram tratadas com diferentes concentracoes de
5a-DHT (1-1000nM) e as células que nao foram tratadas com DHT serviram de controlo. A B-
actina foi utilizada como gene de referéncia interno para normalizar os niveis de expressao do

mMRNA dos genes.

4.1. Analise da expressao do mRNA da sGC
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Figura 18 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da sGC nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas normotensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrao. Para a normalizacdo dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacao com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Relativamente ao nivel de expressao da sGC de HUASMC provenientes de gravidas
normotensas, podemos observar que a 5a-DHT provocou uma diminuicao da expressao nas
concentracoes de 10 nM e 100 nM (P<0,05).
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Figura 19 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da sGC nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas hipertensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrao. Para a normalizacao dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacdo com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Em relacdo a expressao da sGC em amostras com hipertensdao, podemos observar que a as
diferentes concentracoes de 5a-DHT provocam uma diminuicao da expressao de sGC,

relativamente ao controlo (OnM).
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Figura 20 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da sGC nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas normotensas versus corddes procedentes de gravidas hipertensas determinado por PCR em
tempo real. As barras representam as médias da expressao, e as linhas o erro padrdo. Para a
normalizacao dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-actina como gene de referéncia interno. * P
<0,05 Amostras provenientes de gravidas normotensas versus amostras provenientes gravidas hipertensas
com DHT (student’s t-test)

Ao compararmos os niveis de expressdao entre as HUASMC de corddes umbilicais de situacoes
de gravidez normais versus corddes de situacdes de gravidez com hipertensao observamos que
ha uma diminuicdo generalizada da expressao, sendo mais significativa a medida que as
concentracées de 5a-DHT aumentam. Esta diminuicdo € maior em células procedentes de
situacdes de hipertensdo, sendo que em presenca de 5a-DHT a sGC é mais expressa em

células procedentes de gravidas normotensas (figura 21).
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4.2. Analise da expressao do mRNA do NPRA
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Figura 21 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA do NPRA nas HUASMC de cordoes procedentes de
gravidas normotensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrao. Para a normalizacado dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacao com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Relativamente aos niveis de expressao do NPRA, nas HUASMC de cordoes procedentes de
gravidas normotensas observa-se que a 5a-DHT 1nM provoca um aumento significativo da
expressao deste gene, contudo nas restantes concentracdes analisadas também existe um

aumento da expressao, embora este nao é estatisticamente significativo (p>0.05).
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Figura 22 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA do NPRA nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas hipertensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrdo. Para a normalizacdo dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacao com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Ao contrario do grafico anterior (fig.22), nas HUASMC de corddes de maes com hipertensao
existe uma diminuicdo da expressao do NPRA, sendo significativa quando a concentracao de
DHT usada foi de 10 nM. No entanto nas restantes concentracoes analisadas ha também uma

diminuicdo da expressao deste gene, mas esta nao é estatisticamente significativa.

45



40+ —] Amostras normais

3,54 Amostras com hipertenséo
(3)

3,04 [ sl

<

4

o

Z

9 254

<Z( -

£ 589 x (4)

(4)

S 15- al [ i I

z§ | @ © I |

® 104 T ¥ G *

o - 4 g

S 4 1 / * (3) (4)

W o5 ) T I
™ - // /
0,0 : : % : : ;

0 1 10 100 1000
[DHT] nM

Figura 23 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA do NPRA nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas normotensas versus cordoes provenientes de gravidas hipertensas determinado por PCR em
tempo real. As barras representam as médias da expressdao, e as linhas o erro padrdo. Para a
normalizacdo dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-actina como gene de referéncia interno. * P
<0,05 Amostras provenientes de gravidas normotensas versus amostras provenientes gravidas hipertensas
com DHT (student’s t-test)

Em relacao as diferencas entre os dois tipos de amostras, HUASMC provenientes de corddes
normais versus cordoes com hipertensdao, podemos observar que o NPRA é mais expresso em
amostras normais, sendo que nas HUASMC provenientes de corddes com hipertensdao ha uma

diminuicao generalizada da expressao deste gene.
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4.3. Analise da expressao do mRNA da PKG
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Figura 24 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da PKG nas HUASMC de cordoes procedentes de
gravidas normotensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrao. Para a normalizagao dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacao com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Em relacdo a expressao da PKG, podemos observar que existe um decréscimo significativo da
expressao deste gene apos pré-incubacao com 10 nM de DHT, sendo que as outras
concentracdes de DHT utilizadas nao provocaram um efeito significativo na expressao de PKG

em relacdo ao controlo em auséncia de DHT.
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Figura 25 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da PKG nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas hipertensas determinado por PCR em tempo real. As barras representam as médias da
expressao, e as linhas o erro padrao. Para a normalizagao dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-
actina como gene de referéncia interno. * P <0,05 Control versus pré-incubacao com DHT (one-way
ANOVA com Dunnett’s post hoc test).

Relativamente a expressdao do mRNA da PKG em amostras provenientes de maes hipertensas,
observa-se um efeito contrario ao observado na figura anterior (fig 25), ocorrendo um
aumento significativo da expressao a 1nM de DHT. Nas restantes concentracées de DHT

analisadas parece nao existir qualquer diferenca em relacao ao controlo.
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Figura 26 - Efeito da 5a-DHT na expressao do mRNA da PKG nas HUASMC de corddes procedentes de
gravidas normotensas versus corddes provenientes de gravidas hipertensas determinado por PCR em
tempo real. As barras representam as médias da expressao, e as linhas o erro padrao. Para a

normalizacdo dos niveis de expressao de mRNA usou-se a B-actina como gene de referéncia interno. * P
<0,05 Amostras provenientes de gravidas normotensas versus amostras provenientes gravidas hipertensas

com DHT (student’s t-test)

Quanto as diferencas entre os dois tipos de amostras, € possivel observar que apos pre-

incubacao com DHT, a PKG é mais expressa em amostras provenientes de maes hipertensas

embora o Unico efeito significativo foi observado quando se utilizou uma concentracao de 1

nM de DHT.
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Capitulo V - Discussao

O cordao umbilical é uma amostra que frequentemente € descartada e pode ser
utilizada como fonte de SMC humanas. Além disso, a utilizacdo destas amostras para a
pesquisa ndo € perigoso nem para a mae nem para a salde do recém-nascido [21]. As células
do musculo liso da artéria umbilical humana desempenham um papel importante no controlo
do fluxo sanguineo feto placentario e a utilizacdo destas células é essencial para o estudo de
varios processos de sinalizacdo envolvidos neste controlo [21]. Para iniciar a realizacao deste
trabalho, foi importante obter células musculares lisas que, neste caso, proveem tanto de
cordoes umbilicais de gravidas normotensas como de corddes umbilicais de gravidas
hipertensas.

O primeiro passo deste trabalho foi o desenvolvimento de culturas de HUASMC puras,
isto é, sem contaminacdes de células endoteliais e/ou de fibroblastos, através da remocao
mecanica do endotélio e da camada adventicia. Apos serem colocadas durante 24h em meio
sem soro, foi necessario colocar o farmaco para posteriormente ser analisado o efeito do
mesmo nas HUASMC em PCR em tempo real. Para tal foram colocadas diferentes
concentragdes, entre 1nM a 1000nM, consideradas como concentracgdes fisiologicas [108].

A razao pela qual foi escolhido o DHT em detrimento da Tes, foi porque a Tes pode
ser convertida em estradiol pela aromatase, ao contrario do que acontece com o DHT que nao
sofre esta conversao. Se tivéssemos usado a Tes, uma vez que a aromatase esta presente no
musculo liso vascular, ndo poderiamos distinguir se o efeito era devido a Tes ou ao estradiol
[144]. Assim, o uso do DHT foi essencial, pois permitiu obter efeitos exclusivos dos
androgénios nas células, dado que este nao é convertido em estradiol. Os efeitos gendmicos
da DHT envolvem a sua ligagao ao recetor de androgénios, que vai levar a formagao de um
complexo que esta envolvido na regulacdo da transcricdo de genes e consequente producao
de proteinas [101].

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo, mostraram que O mecanismo
vasodilatador da testosterona, efeito rapido e nao gendomico, passa pelo aumento do cGMP,
que induz a ativacdo da PKG e que ativa os canais de potassio [53]. Com o intuito de ver se a
inducao a longo prazo com a testosterona altera a expressao de alguns genes Saldanha et al.
(2012) observaram em conjunto e separadamente, os efeitos a longo e a curto prazo dos
androgénios. Os resultados indicaram que a longo prazo os androgénios modificam a expressao
das proteinas envolvidas na regulacao da contratilidade vascular como os canais L-VOCC e de
os canais de potassio. A incubacdao com DHT durante 24h (efeito a longo-prazo) diminuiu a
expressao da subunidade alfa;c dos L-VOCC e aumentou a expressao da subunidade beta-1 dos
canais BK¢, nas HUA. Os efeitos a longo prazo modificaram a rapida relaxacao induzida pela
testosterona na presenca de nidepdipina, um inibidor dos L-VOCC, uma vez que ha um

equilibrio entre os efeitos a longo prazo e os efeito a curto prazo. Do mesmo modo, os efeitos
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a longo prazo nao modificaram o grau de vasodilatacao induzido pela aplicacao da Tes. Neste
sentido os efeitos vasodilatadores rapidos da Tes que é dependente da atividade dos canais
BKca e Ky nas artérias de controlo, tornou-se dependente somente dos canais K, em artérias
tratadas com DHT. Deste modo, concluiram que os genes do mecanismo a longo prazo
alteravam os genes do mecanismo a curto prazo da testosterona [100]. Do mesmo modo,
fomos observar se os androgénios provocavam a longo prazo diferencas a nivel da expressao

da sGC, NPRA e PKG em HUASMC de gravidas normotensas e gravidas com HT.

5.1. Expressao da sGC

Inicialmente foi analisado o nivel de expressdao da sGC em HUASMC de corddes
provenientes de gravidas sem patologia. A incubacdo com DHT diminuiu a expressao da sGC (a
10nM e 100 nM), em comparacao com as células nao tratadas. Indicando assim que os
androgénios diminuem a expressao da sGC em HUASMC normais. Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos anteriormente por Liu et al. (2013), que observaram em tecidos
benignos da prostata de ratos, que a expressao do sGC foi significativamente inibida quando
tratada com testosterona (3mg/Kg/dia) [145]. No entanto dados obtidos em células
cancerigenas provenientes da prostata de ratinhos contrariam esta hipotese. Cai et al. (2006)
mostraram que nessas células os androgénios estimulam a expressao da sGC [147]. Assim, os
resultados obtidos por este autor sdo opostos aos descritos no presente trabalho em células
nusculares lisas de HUA.

Quanto a expressao da sGC em HUASMC de corddes provenientes de gravidas com HT,
observamos que houve uma diminuicao significativa independente da concentracao de DHT
usada. No entanto, Oka et al. (2007) ao tratarem com DHEA as artérias de ratinhos com
hipertensao pulmonar, observaram que ocorria uma sobreregulacao da atividade da sGC
[148], sendo estes dados contrarios aos obtidos no presente trabalho. Esta discrepancia talvez
seja devido a espécie em analise, ratinhos num caso e humanos no outro.

Quando comparamos os efeitos dos androgénios a longo prazo entre os dois tipos de
amostras em analise, observamos que nao ha diferencas significativas em auséncia de DHT (0
nM de DHT). Diversos autores analisaram a expressao da sGC na HT. Dumitrasco et al. (2006)
observaram que em ratinhos com hipertensao pulmonar ha um aumento da expressao da sGC,
comparando com ratinhos normotensos, podendo ser este um alvo terapéutico para a cura
desta doenca [149]. O mesmo aconteceu com Schermuly et al. (2008) em que nas SMC de
ratinhos com hipertensao pulmonar, observaram igualmente uma sobreregulacao da sGC
[150]. Pelo contrario, Ruetten et al. (1999) concluiu que os niveis de mRNA da sGC e a
expressao da proteina na aorta de ratinhos com hipertensao sofrem uma grande reducao em
comparacao com os ratinhos sem patologia [76]. Neste sentido os dados obtidos neste
trabalho estao discordantes com os apresentados por estes autores pois em HUASMC nao
foram observadas diferencas entre o controlo de gravidas normotensas versus gravidas

hipertensas.
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No entanto quando as HUASMC dos dois tipos de amostra sao pré-encubadas com DHT,

€ observado uma expressao menor da sGC em amostras com HT.

Em suma, os efeitos a longo prazo dos androgénios alteram a expressdao da sGC. Nas
SMC provenientes de maes normotensas ha uma pequena diminuicdo da expressdao da sGC
quando tratada com DHT, em comparacao com o controlo. No entanto nas amostras com HT,
o DHT provoca uma diminuicao da expressao maior que nas HUASMC normais. Podemos

concluir que o DHT em células com HT diminui significativamente a expressao da sGC.

5.2. Expressao do NPRA

Em relacédo a expressao do NPRA, os nossos resultados indicam que existe um aumento
da expressao do NPRA em amostras normais tratadas com DHT, sendo apenas significativa na
concentracao de 1nM de DHT.

Relativamente as amostras com HT, o DHT provoca uma diminuicdao da expressao do
NPRA .

Quando comparamos os efeitos dos androgénios a longo prazo entre os dois tipos de
amostras em analise, observamos que em auséncia de DHT ndo foram observadas diferencas
significativas. Em presenca de diferentes concentracdes de DHT, observa-se um aumento da
expressao do NPRA em amostras normais e uma diminuicao da expressao nas amostras
procedentes de gravidas com HT. Contudo diversos estudos usando amostras procedentes de
animais hipertensos afirmaram que a pouca expressao do NPRA leva a hipertensao [151-153].
Oliver et al. (1998) para observar se as diferencas na expressao do NPRA afetavam a pressao
sanguinea, criaram ratinhos com diferentes copias do gene NPR1. Os resultados mostraram
que quando ha baixa expressao do gene NPR1, existe um aumento da pressao sanguinea [154].
Kapasi et al. (1996) examinaram a expressao do NPRA em ratinhos normotensos e em ratinhos
hipertensos e concluiram que os normotensos tinham uma expressdao maior do NPRA [155].
Neste sentido ambos os estudos mostraram que em amostras procedentes de hipertensos
existe uma diminuicao da expressao do NPRA.

Em suma, a expressao do NPRA ¢é significativa a todas as concentracoes de DHT e é maior em
células normais, ao contrario do que acontece com células com HT, onde a sua expressao é

bastante reduzida.

5.3. Expressao da PKG

O nosso grupo de investigacao observou que na vasodilatacao a curto prazo induzida
pela testosterona participa a PKG. No entanto apenas foi observado o mecanismo a curto
prazo e em HUASMC provenientes de gravidas normotensas [53].

Nas células normais pré-incubadas com DHT observou-se um decréscimo da expressao

da PKG. Andric et al. (2010) através de células Leydig de ratos normais e ratos com

52



hipogonadotrofia observaram o efeito da testosterona nestas células. Através de PCR em
tempo real observaram que a expressao de PRKG1 estava diminuida em ratos normais [156].
Do mesmo modo Muller et al. (2011) observaram que em ratinhos sem as células de leydig,
que os niveis de expressao da PKG aumentam [157]. Concluindo assim que em amostras
normais sem patologia a incubacdo com androgénios diminui a expressao da PKG estando de
acordo com os nossos resultados.

Relativamente ao efeito do DHT na expressao da PKG em amostras procedentes de
maes hipertensas, observamos que ha um aumento da expressdao em comparacao com o
controlo em auséncia de DHT.

Quando comparamos os efeitos dos androgénios a longo prazo entre os dois tipos de
amostras em analise, observamos que apenas na concentracao de 1nM de DHT se observa, um

aumento da expressao do PKG em amostras procedentes de maes com HT.

Em suma, o DHT diminui a expressao da PKG em amostras normais, € aumenta a sua

expressao em amostras com HT. No entanto esse efeito apenas é significativo a 1 nM de DHT.
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Capitulo VI - Conclusdes e Perspetivas

Futuras

Com a realizacdo deste trabalho foi possivel demonstram que o DHT modula a
expressdao da sGC, do NPRA e da PKG nas células do musculo liso vascular humano, o que
contribuiu para um conhecimento mais profundo do efeito dos androgénios a nivel fisiologico,
assim como o seu possivel envolvimento em doencas cardiovasculares, nomeadamente na

hipertensao gestacional. Deste modo, foi demonstrado que:

e Os efeitos a longo prazo do DHT vao alterar a expressao de proteinas contrateis que
participam no mecanismo rapido dos androgénios

e Os androgénios em amostras com HT provocam uma diminuicao da expressao da sGC,
da NPRA e um aumento da expressao da PKG.

e Nas amostras normais os androgénios provocam uma diminuicdo da expressao da sGC

e da PKG, e um aumento na expressao do NPRA.

A concretizacao deste trabalho pode permitir o desenvolvimento de terapéuticas mais
especificas no tratamento e prevencdo da hipertensdo gestacional. Contudo, é ainda
necessario realizar um maior nimero de amostras para conseguir obter significancia

estatistica em alguns dos dados obtidos.

Ainda existe um longo caminho a percorrer, uma vez que ainda falta determinar varios
passos envolvidos no mecanismo destas patologias. Para experiéncias futuras seria importante
fazer um estudo de outras proteinas contrateis envolvidas no mecanismo de acdo dos
androgénios e também analisar a concentracao de testosterona no cordao, para averiguar se

existe um aumento ou nao dos androgénios.
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