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Resumo

Atualmente, o homem esta exposto a uma variedade de substancias quimicas com
capacidade de interferir com o sistema endocrino. Estas substancias sdao denominadas de
disruptores endocrinos (EDCs) e possuem a capacidade de prejudicar a homeostasia hormonal.
De entre estes quimicos com propriedades de EDC esta o tributilestanho (TBT) que devido a
sua ampla utilizacdo em tintas antivegetativas, biocidas e catalisadores de plastico, esta
associado a bioacumulacdo em cadeias alimentares de varias espécies, incluindo o ser
humano. Consequentemente, muitos estudos associam-no a problemas reprodutivos e sexuais
(por exemplo, imposexo), a obesidade, ao cancro e recentemente foi considerado um fator de
risco para doencas cardiovasculares. Os estudos a nivel vascular sugerem que o TBT pode
afetar os mecanismos intracelulares relacionados ao calcio (Ca*), interferindo com a funcao
cardiaca e diminuindo a reatividade vascular. Outro fato recentemente descoberto indica que
o TBT pode modificar a capacidade contratil do mdsculo liso da artéria umbilical humana

(AUH) pela ativacao dos recetores de serotonina (5-HT) e histamina.

Neste sentido, o objetivo deste estudo consiste em investigar os efeitos do TBT a
longo prazo na atividade contratil do musculo liso arterial das AUH, através da ativacao dos
recetores de 5-HT como 5-HTyg/1p, 5-HT2s, € 5-HT;, assim como os recetores de histamina

como o Hy e H,.

O estudo da atividade contratil do musculo liso da AUH foi realizado utilizando a
técnica de banho de 6rgaos. Os anéis de AUH sem endotélio foram extraidos e incubados por
um periodo de 24h com diferentes concentragdes de TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM) e para
obtencdo de um grupo controlo. Posteriormente, as artérias foram submetidas a diferentes
agentes contrateis como a 5-HT (1pM), a histamina (10uM), o L69 (1uM, agonista do recetor 5-
HT1g/1p), @ AMHT (1M, agonista do recetor 5-HT,), € o BHI (1mM, agonista do recetor Hy).
Também foi analisada a relaxacao da AUH através de dois agentes vasorelaxantes, o AS19

(1uM, agonista do recetor 5-HT7) e o DMP (100uM, agonista do recetor H,).

Para o os recetores de 5-HT, a analise do efeito do TBT a longo prazo demonstrou que
as concentracdes mais altas (0,1pM e 100uM) provocam uma perda significativa da capacidade
contratil dos anéis da AUH induzida pela 5-HT e AMHT, afetando a atividade contratil do
recetor 5-HT,,. No geral, os resultados das contracoes provocadas pelo L69 nao apresentaram
diferencas significativas entre as incubacdées com TBT e a condicao controlo. Segundo os
resultados, aparentemente a concentracao de 1nM de TBT parece ter menos efeito na
contratilidade das AUHs provocada pela a ativacao dos recetores de 5-HT, quando
comparadas com o controlo, e as outras incubacdes. Relativamente a concentracao mais
baixa de TBT (0,1nM), os resultados indicam que existe reducdo da capacidade contratil
provocada pela 5-HT, mas esta reducao ndo se observou com os outros agentes contrateis.
Neste sentido, a analise do efeito vasorelaxante do DMP nas AUHs demonstrou que apenas

para esta concentracao, o relaxamento é superior a condicao controlo. Estes dados permitem
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entdo perceber que a resposta apds ativacao do recetor 5-HT; aparenta estar afetada pela
incubacao de TBT 0,1 nM.

Em relacao aos recetores de histamina pode-se também observar que ha reducéo da
atividade contratil das AUHs induzida pelo BHI, para as concentracées mais altas de TBT
(0,1uM e 100uM). Os dados demonstram que estas duas incubacdes também diminuem a
resposta da funcdo contratil do muasculo liso provocada pela ativacao do recetor H;. Para as
artérias incubadas com TBT 1nM, foi possivel observar que a contracdo induzida pela
histamina foi significativamente maior quando comparada com a condicao controlo. Estes
resultados demonstram que para esta concentracdo, a capacidade contratil provocada pela
histamina é semelhante ao BHI, ndo havendo diferencas significativas entre os dois agentes
contrateis. A analise do efeito vasorelaxante do DMP demonstrou que para esta incubacao
com 1nM de TBT, a percentagem de relaxacao atingida pelos anéis da AUH foi
significativamente menor quando comparada com a situacao controlo e as outras incubacoes.

Sendo assim, os dados indicam que o recetor H, pode ser influenciado a esta concentracao.

Palavras-chave

Tributilestanho; Recetores de serotonina; Recetores de histamina; MuUsculo liso; Artérias

umbilicais humanas; Técnica de banho de 6rgaos
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Abstract

Nowadays, the man is exposed to a variety of chemicals that can be able to interfere
with the endocrine system. These chemicals are called endocrine disrupters (EDCs) and thus,
they can impair hormonal homeostasis. Among these chemicals with endocrine disrupting
proprieties there is the tributyltin (TBT). TBT is widely use as antifouling paints, biocides,
plastic catalyzers and it is associated with bioaccumulation in food chains of several species,
including human being. Consequently, many studies associate it with reproductive and sexual
problems (eg. imposex), obesity, cancer and recently associated as a risk factor for
cardiovascular diseases. Vascular studies suggest that they may affect calcium-related
intracellular mechanisms, interfere with cardiac function, and decrease vascular reactivity.
Another recently discovered fact, show that TBT may play a modifying role in the contractile
capacity of human umbilical artery (HUA) smooth muscle by the activation of the serotonin

(5-HT) and histamine receptors.

The purpose of this study was to investigate the long-term effects of TBT on the
contractile activity of HUA smooth muscle by the activation of 5-HT receptors as 5-HT3 ; 1p, 5-

HT,,, 5-HT7, and histamine receptors as H; and H,.

The study of contractile activity of HUA was performed using the organ bath
technique. Subsequently, HUA rings without endothelium were extracted and incubated for
24h at control condition and for at different TBT concentrations (0,1 nM, 1 nM, 0,1 pM and
100 pM). After that, the arteries were subjected to different contractile agents such as 5-HT
(1uM), histamine (10pM), and their agonists L69 (1uM, 5-HT4g,1p receptor agonist), AMHT (1uM,
5-HT,, receptor agonist), and BHI (1mM, H; receptor agonist). They were also submitted for
two vasorelaxant agents as AS19 (1uM, 5-HT; receptor agonist) and DMP (100 uM, H, receptor

agonist).

For the 5-HT receptors, the long-term effect of TBT demonstrated that higher
concentrations (0,1uM and 100uM) appear to induce significant loss of HUA-ring
responsiveness to 5-HT and AMHT contractile agents, affecting the contractile activity of 5-
HT,, receptor. Overall, the results of L69 contractions did not show significant differences
between the TBT incubations and the control condition. According to the results, it appears
that the concentration of 1nM TBT exerts less effect on the contractility of the HUA caused by
the activation of the 5-HT receptors, when compared to the control and other incubations.
Regarding the lowest incubation of the study (0,1nM), the results indicate that there is a
reduction of contractile activity for 5-HT, except for the other contractile agents. Thus, the
percentage relaxation analysis with DMP showed that for this concentration, the relaxation is
greater than the control condition. These data showed that the 5-HT; receptor appears to be

affected in this incubation.



Concerning to the histamine receptors, it can also be observed that there is a
reduction of the contractile activity induced by the BHI for the two higher concentrations.
These two incubations also show decrease the responsiveness of the H; receptor. For the
arteries incubated with 1nM TBT, it showed that the histamine-induced contraction was
significantly higher when compared to the control condition. These results demonstrate that
for this concentration the contractile capacity of the histamine is apparently similar to BHI,
with no significant differences between both. Therefore, the percent of relaxation with DMP
demonstrated that for this incubation the relaxation was significantly lower when compared
to the control situation and the other incubations. Thus, this may indicate that the H,

receptor may be influenced at this concentration (1nM).

Keywords

Tributyltin; Serotonin receptors; Histamine receptors; Smooth muscle; Human umbilical

artery; Organ bath technique



’
Indice
(0111 {0] (o3 I 1314 oY [F - T B PP PP
1.1.  Conceitos gerais sobre os disruptores endocrinos .........cocevevieveiriiennenennenennennnn. 1
1.1.1. CoNteXtUALIZACAOD «vevueiintiitiieiet et eeeeeieeeneeeneeaneeaneeaneesneesnessneesneesneennees ]
1.1.2. Definicao de Disruptor eNdOCIiNO. . ..ouiueeriertireetiieetiieetireereieereneereneeneneenenens 2
1.1.3. Origem e carateristicas dos EDCS......ccuvriieiriiiiriiiiiiieiiieeneeieneeeneeneneenenann2
1.1.4. Vias de exposica0 @0S EDCS ....ueineiiiiiiiiiiii it eee et e e e eneeeeenens 4
1.1.5. Efeitos associados a exposiCa0 a0S EDCS ...c.vivriiiniiiiiniiiiiiiniiennnienneenneenneenna b
1.2, Tributilestanho.....c.ccoiniiiiii el
1.2.1. Caraterizacao e propriedades fiSiCO-QUIMICAS ....vviveiriiiiiiiiiiiiiiiieiieieneeenans 5
1.2.2.0rigem € Vias d€ €XPOSICAD t..uverrrneerenneerenneerenneeeenneesenneesenesssnesssnnesssnnassed
K T oY [ele T [ =] i ot PPN 7
1.2.4. Mecanismos de acdo do TBT associados a fisiopatologia das doencas..................8

ANOMaAlias rEPrOAUEIVAS. ... ueeirettteeitteriteeertereneeeenneerenneeeanneesenessenneesennessonessd
(6=1¢(a 1 {o] o) ¢ o1 [« I- Ve [T TP PP
10 07=2] o 1=V =3 PPN [ ¢

[ 0T Y0 W0 )4 Lo Ta = [ 10

—_

.2.5.Legislacao para 0 USO de TBT ...uuiiiiiiiiiiiiiiitieiieereneeeenneeeenneeeenneesannesenns 11
1.3.  Cordao umbilical humano ........ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
1.3.1.ESEruUtUra € fUNGAO «euuvintiitieit et e e e et eeteeeeeereeeaneeaneenneaaneanneaanenns 13
1.3. 2. Artéria UMDIlICAl «.euueenii e 14
1.4, Tecido MUSCULAr LSO ...uviuiiniiiiiiiiiiiii e eeeaeaas 16
1.4.1. Mecanismo contratil base das células do muUsculo liSO .......coeuvuieveinenininnnnnnens 17
1.4.2.Patologias da gravidez .....coviiiiiiiiiiiiiiiiiiii i ettt ei e eia e eaaas 19
1.5, SErOtONING «ouuuiiitiii i e 20
1.5.1.Recetores de SerotoniNa ......ocevuivuiiuiiiiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiniiireneeneenaenaenns 21

Recetor 5'HT1B/1D .................................................................................... 21
G o] (o] g T = Y NS 22
RG] (o] o T = 1 2 S 24

L TR o 1) =0 13- U 24



1.6.1.Recetores de Histamina . oooeeeeiiiiiiiiiiiiiii ittt ettt ettt ettt eeeeeeeieeeeenns 25

(=1 (o] gl = PP 26
(=1 (o gl D 27
(o111 (0] (o3 | IR 010 {=] 4 AV - J PPN 29
Capitulo Il - Materiais @ MEtOdOS ......cccieiiieiiieiiiiiiiiiiientereenneenneennsennsennsennsannsans 31
3.1.  Amostra biologica - Corddao umbilical humano .........ccoovviiiiiiiiiiiiiiieieeeeee, 31
3.2. Estudo de contratilidade arterial.......coceeieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieei e eneeanees 31
3.2.1.Preparacéo e extracao das artérias do cordao umbilical .........cccevevriieininnnnnn.. 31
3.2.2 Estudo de contratilidade arterial.......cceeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieeiieeeannaenns 32

K700 FR 1111 01 ol L3P 33
T Y o P L[ SR T - L ] o= W 34
Capitulo IV - ReSUItAdOS ..cceueiieiiiiiiiiiiiitiitenetenetenneennceneenncenncenncennsennsannsannsnns 35

4.1.  Analise do efeito a longo prazo do TBT na atividade contratil da

AUH provocada pela ativacao de recetores de 5-HT ...coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiennnnnnn. 35

4.1.1. Efeito do solvente na atividade contratil da AUH desencadeada

pela ativacao de recetores de 5-HT ...cooiiiiiiiiiiiiiiiiii i ieierenaeeeans 35

4.1.2. Efeito do TBT a longo prazo na atividade contratil desencadeada

pela ativacao de recetores de 5-HT na AUH ..o 36

Efeito da incubacao com TBT na contratilidade da AUH induzida

Efeito da incubacdo com TBT na contratilidade da AUH induzida

pela 5-HT e pelos agonistas dos recetores 5-HTg/1p€ 5-HTopaeeeeeeiiiineininnninnnnnnn. 37

Efeito da incubacao com TBT sobre a vasorelaxagao provocada pela

ativacao do recetor 5-HT7na AUH ....eviniiiiiii e eee e e e neee e 38

4.2.  Analise do efeito a longo prazo do TBT na atividade contratil da AUH

provocada pela ativacao de recetores de histamina .......coeevviiieiriiiiiriieiniineennnnes 39

4.2.1. Efeito do solvente na atividade contratil da AUH desencadeada

pela ativacao de recetores de histamina ........ccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieeaenns 40

4.2.2. Efeito do TBT a longo prazo na atividade contratil desencadeada

pela ativacao de recetores de histaminana AUH ........coociiiiiiiiiiiiiiiiiiiennnne. 40

Efeito da incubacdo com TBT na contratilidade da AUH induzida

pela histamina e pelo agonista do recetor Hy..ovvvueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeneneens 40

Xii



Efeito da incubacao com TBT sobre a vasorelaxacao provocada

pela ativacao do recetor Hyna AUH .. ...oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieiieeieeeeeeeeneeen 41

Capitulo V - DiSCUSSA0..uuieeienerenerenerenetenntenncesneesnsennsennsannsesnsasnsesnsannsannsannsannsannssd3

5.1. Efeito a longo prazo do TBT na contratilidade da AUH provocada

pela ativacao de recetores de 5-HT .o.uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiceiicercereseseeneeeeeee.. 44

5.2. Efeito a longo prazo do TBT na contratilidade da AUH provocada

pela ativacao de recetores de histamina .......ccoveeiieiiiiiiiiiiiiiiieenieenieeeneenneeeneenn.. 46
Capitulo VI - CONCIUSA0 ..euuuiineieieiiieiineeneeenneenaeeeaceanccnnsennsesnccnnscsnsannssnnssanssnnsaness 49
Capitulo VII - Perspetivas futUras ......ccocievieieiiiiieneiesaiosniesniesaiosasosasosssosnsosssosssesase D1

Capitulo VI - Bibliografid....ccceeeeeereiinieniiiiereiererenaeeseeesncesncennsesnsesncesnsesnsanncannse D3

Xiii



Xiv



Lista de Figuras

Figura 1. Via metabolica da biossintese das hormonas esteroides a partir do colesterol...

Figura 2. Imagem representativa da molécula de tributilestanho (TBT) ....cccceevrvvernene

Figura 3. Imagens representativas de aplicacao de tintas antivegetativas nas
incrustacoes dos cascos dos barcos

Figura 4. Via de desalquilacao sucessiva da degradacao do TBT em seus metabolitos ..

Figura 5. Imagem representativa de um cordao umbilical humano com duas artérias
e uma veia envolvida pela geleia de Wharton ...

Figura 6. Imagem descritiva da constituicdo do tecido da artéria umbilical humana ........

Figura 7. Imagens de culturas de células do misculo liso da artéria
umbilical humana

Figura 8. Imagem ilustrativa da regulacao da contracdo do musculo liso através da

fosforilacdo reversivel - desfosforilacao da cadeia leve de miosina (MLCy) ........

Figura 9. Imagem representativa da molécula de serotonina (5-HT)

Figura 10. Classificacdo dos recetores acoplados a proteina G do sistema

serotoninérgico

Figura 11. Regulacdo da contracao do musculo liso pela ativacdo do recetor acoplado a
proteina Gqq ...

.22

.24

Figura 12. Imagem representativa da molécula de histamina

26

Figura 13. Imagem ilustrativa da vasodilatacao indireta desencadeada pelo NO

28

sintetizado no endotélio com acéo no tecido muscular vascular

Figura 14. Efeito do TBT na contracao da AUH induzida pela 5-HT e seus agonistas

L69 € AMHT ... bbb

Figura 15. Efeito relaxante induzido pelo AS19, apds contracao das artérias
COM AMHT ettt seeeeesesessesaessesaesaessesasssessssaeseessesaesaaseenes

Figura 16. Efeito da incubacao dos anéis com TBT na contracao induzida
pela histamina e pelo BHI...

Y

Figura 17. Efeito relaxante induzido pelo DMP, apos a contracao das artérias
COM BHI ettt ettt st s et e s sas e sne et ssassssesasssssssnssnasanns

A2

XV



Xvi



Lista de Tabelas

Tabela 1. Composicao da solucao fisiologica PSS diluido (pH 7,4) e compostos

adjuvantes para evitar a contaminacao e degradacao das amostras ...........ceeeeeeenee 31

Tabela 2. Composicao do meio DMEM-F12 (PH 7,4) cceveeeeeerrreeeeeeerereceensnrannens

Tabela 3. Composicao da solucao fisiologica Krebs (PH 7,4)....cccuvcevrrrereeeneerennesesesenns

------

Tabela 4. Descricao dos materiais e equipamentos utilizados durantes a
realizacao do estudo, com as suas respetivas marcas

---------

33

Tabela 5. Quimicos utilizados na realizacao do procedimento laboratorial

34

Tabela 6. Efeito contratil induzido pela 5-HT nos anéis AUH em percentagem (%)
apos incubacao de 24h com as seguintes concentracoes de TBT 0,1nM,

1nM, 0,1uM e 100pM...

......

Xvii



xviii



Lista de Acronimos

5-HT
17B-E
AC
AMPc
AMHT
AS19
ATP
ATPase
AUH
BHI
Ca2+
Ca%" - CaM
Ca?* - ATPase
[Ca?];
[K*];
CPI-17
DAG
DMP
DCV
EDC
ERK

GMPc
IMO
IP3
JNK
K*

Serotonina ou 5-Hidroxitriptamina

17B8-estradiol

Adenilato ciclase

Adenosina monofosfato ciclico

a- metil-5-hidroxitriptamina
(25)-(+)-5-(1,3,5-Trimethylpyrazol-4-yl)-2- (dimethylamino)tetralin
Adenosina trifosfato

Adenosinatrifosfatase

Artéria umbilical humana

Betahistine

lao calcio

Compplexo Ca?* -calmodulina

Ca?* -adenosinatrifosfatase

Concentracao intracelular do iao calcio

Concentracao intracelular do iao potassio

Proteina inibidora da fosfatase da cadeia leve de miosina
1,2-diacilglicerol

Dimaprit

Doencas cardiovasculares

Disruptor endocrino

Cinase regulada por um sinal extracelular

Recetor acoplado a proteina G do tipo inibitoria

Recetor acoplado a proteina G do tipo estimulante

Recetor acoplado a proteina G do tipo que ativa a fosfolipase C
Guanilato ciclase

Guanosina monofosfato ciclico

International Maritime Organization

Inositol 1,4,5-trifosfato

Cinases Jun N-terminal/proteinas cinases ativadas por stress

lao potassio

Xix



L69 L694,297

MAPK Proteina cinase ativada pelo mitogénio

MLC, Cadeia leve de miosina

MLCK Cinase da cadeia leve de miosina

MLCP Fosfatase da cadeia leve de miosina

NK Linfocitos natural killer

NO Oxido nitrico (oxide nitric)

p44/42 Proteina cinase ativada pelo mitogénio do tipo p44/42
p38 Proteina cinase ativada pelo mitogénio do tipo p38
PI3K Cinase 3-fosfatidilinositol

PIP2 Fosfatidilinositol bifosfato

PKC Proteina cinase C

PKA Proteina cinase A

PLC Fosfolipase C

PPARy Peroxisome proliferator activated receptor-y

Rho Familia das GTPases

RS Reticulo sarcoplasmatico

SERCA Ca?* -ATPase do reticulo sarcoplasmatico

TBT Tributilestanho

oT Organoestanho


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Fosfatidilinositol_bifosfato&action=edit&redlink=1

Capitulo | - Introducao

1.1. Conceitos gerais sobre os disruptores enddcrinos
1.1.1. Contextualizacao

0 sistema endocrino visa o controlo do fluxo de informacdes entre diferentes células e
tecidos do organismo. Biologicamente, o termo endécrino significa secrecao interna de
moléculas ativas, que sdo denominadas de hormonas . Elas circulam no sangue e coordenam
a homeostasia corporal, regulando importantes processos fisioldgicos ao longo da vida. Estes
processos, como por exemplo, o crescimento, a maturacao sexual e a reproducao, permitem
ao organismo adaptar-se as mudancas nutricionais e a outros condicionantes externos, que

possam perturbar o equilibrio do meio @4,

Em geral, as hormonas sao libertadas de diferentes glandulas ou érgaos, circulam na
corrente sanguinea e atingem tecidos e orgdos, nos quais as células constituintes podem
possuir recetores para as mesmas (-3 9, Assim, elas interagem com elevada afinidade com as
células através de recetores especificos presentes nestas (V. Estes recetores podem ser
membranares ou intracelulares, de forma que as hormonas hidrossolUveis, que ndao podem
atravessar a barreira celular lipidica, ligam-se aos recetores membranares ¥, enquanto as
hormonas lipossoliveis conseguem difundir para o interior da célula e ligar aos recetores
intracelulares. As hormonas lipossolUveis tém tendéncia a serem transportadas ligadas a
proteinas plasmaticas ©), o que pode pvocar o aumento do seu tempo de semivida,

comparativamente com as hormonas com carateristicas hidrofilicas ©.

A ativacao dos recetores hormonais desencadeia uma cascata de processos, nos quais
podem estar envolvidos segundos mensageiros, que transmitem a informacdo para o
interior da célula ¢ ®. A ativacdo ou inibicao destes pode desencadear mudancas na
atividade de enzimas, abertura de canais ionicos mudando o potencial da membrana, e de

fatores de transcricao que regulam a expressao genética ©®.

O controlo dos processos de sintese, da libertacao, do transporte e metabolismo das
hormonas, assim como da expressao e da atividade dos recetores destas moléculas é
imprescindivel, existindo diferentes mecanismos de regulacdo do sistema endocrino (3 4,
Estes mecanismos sao influenciados por um conjunto de set-points como o ciclo circadiano,
ciclos sazonais, o sistema nervoso, o ambiente, entre outras influéncias que podem ser

prejudiciais ao organismo. “,

A evolucao das novas tecnologias nas ultimas décadas, tem acontecido de forma
muito rapida e por vezes pouco pensada. Assim sendo, a urbanizacdo progressiva, a

industrializacdo e o consumismo desmedidos, tem conduzido a um grande aumento da



poluicdo do meio ambiente (). Varios estudos demonstram que a poluicdo deve ser
considerada como um fato preocupante. Os poluentes sao diversos em estrutura e tendo em
conta a sua localizacdo na natureza, pois estdo presentes, em plasticos, em produtos
farmacéuticos e cosméticos, em pesticidas e biocidas, em hidrocarbonetos do petroleo e em
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, entre outros > 8, Isto faz com que estes produtos
interajam com os ecossistemas acarretando sérios riscos tanto a vida selvagem como a saude

humana ©- 19,

Deste modo, uma das tematicas atuais envolve a influéncia de determinados agentes
poluentes sobre o sistema enddcrino, nomeadamente aqueles considerados como disruptores
endocrinos. Atualmente existem mais de 85.000 produtos quimicos registados no mercado, e
sabe-se que para a maioria dos produtos, ha poucos estudos sobre os seus efeitos ('), Assim
sendo, as estimativas atuais indicam a existéncia de aproximadamente 1000 produtos

quimicos que podem ser classificados como disruptores endéocrinos (EDC) @),

1.1.2. Definicao de Disruptor endécrino

Nos Ultimos dez anos, foram propostas diferentes definicdes para o termo disruptor

endocrino @,

Na definicdo da Environmental Protection Agency (EPA) é indicado que “os EDCs sao
agentes exogenos que interferem na sintese, secrecdo, transporte, metabolismo, acao
vinculante ou eliminagdo de hormonas naturais que circulam no sistema sanguineo e que sao
responsaveis pela manutencdo da homeostasia e da regulacdo dos processos de

desenvolvimento do organismo” 7> 11,

De acordo com a World Health Organization (WHO) “os EDCs sdo substancias que
alteram uma ou mais funcées do sistema enddcrino, e consequentemente causam efeitos

adversos em um organismo intacto, nos seus descendentes ou em (sub) populacées” (12,

Sendo que em 2012, a Endocrine Society definiu os EDCs como “composto quimico
exogeno, ou mistura de substancias quimicas que imitam, bloqueiam ou que podem interferir

com qualquer aspeto hormonal” @),

1.1.3. Origem e carateristicas dos EDCs

Os EDCs podem ter origem na natureza ou ser sintetizados pela industria quimica .
Incluem pesticidas e herbicidas (difenil-dicloro-tricloroetano; DDT), biocidas, estabilizadores
térmicos, catalisadores quimicos (tributilestanho; TBT), determinados componentes de
plasticos (bisfenol A; BPA ou di-2-etilhexil-ftalato; DEHP), produtos farmacéuticos
(dietilstilbestrol e 17alfa-etinilestradiol), ides (cadmio) e alguns filtros Ultravioleta

(metoxicinamato de octilo; OMC) ©: 13, 14),
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Uma das propriedades de muitos EDCs consiste na capacidade de persisténcia e
bioacumulacdo no ambiente. A maior parte dos EDCs sao lipofilicos ®'"), e podem atravessar
as barreiras fisiologicas. Podendo ser detetados no tecido adiposo e em fluidos biologicos

humanos, tais como soro, urina, leite e liquido amnidtico ).
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Figura 1: Via metabdlica da biossintese das hormonas esteroides a partir do colesterol. O X
indica as hormonas ou enzimas que demonstraram ser afetadas pelos EDCs (in ().

A maioria dos EDCs apresentam semelhancas estruturais com as hormonas esteroides
conferindo-lhes a capacidade de interagir com os seus recetores tanto em animais e seres
humanos, razdo pela qual podem ser denominados de xenoestrogenos > %- Contudo, alguns
EDCs também podem interagir com a sintese destas hormonas. Eles podem estabelecer um
impacto direto sobre os genes envolvidos na regulacdo do metabolismo dos estrogénios e
androgénios. De entre estes genes sao referidos a CYP19A (ou aromatase), o FOXL2, a SOX9, o
DMRT1 e o NrOb1. Assim sendo, os EDCs podem alterar as concentracdes séricas de lipidos ou
de enzimas metabolicas, que sdo necessarias para converter o colesterol em hormonas
esterdides, alterando desta forma a sintese destas hormonas ('® como pode ser observado na

figura 1 (%),

Neste sentido sabe-se também que, no geral a semelhanca entre estes compostos e as
hormonas indicam que as respostas induzidas pela exposicdo aos EDCs podem ser bifasicas ou
curvas em forma de U, ou em forma de U invertido ('), Estes disruptores podem ter efeitos
toxicos maximos tanto a concentracdes baixas como a concentracdes elevadas, tornando
dificil determinar os parametros como LOAEL (nivel de efeito adverso observado mais baixo) e

NOAEL (nenhum nivel de efeito adverso observado) (7.



1.1.4. Vias de exposicao aos EDCs

Os EDCs sao encontrados numa ampla variedade de produtos de consumo, e deste
modo as exposicoes sao frequentemente disseminadas '), Isto facilita a interacao destes com
as hormonas, podendo exercer consequéncias adversas que levem ao aparecimento de

patologias, ou mesmo a morte do organismo @,

A exposicao tipica a estes quimicos deve-se principalmente a contaminacao pela
cadeia alimentar ©. Destacando-se os seres humanos no final desta cadeia, expostos as doses
mais elevadas destes compostos. Contudo, a exposicao diaria ndo é apenas referida ao

consumo de alimentos contaminados, podendo ocorrer também pelo ar e agua poluida .

E de extrema importancia ter em conta varios fatores quando se pretende estimar
toxicidade do xenobidtico, ou o risco de exposicdo humana a determinadas substancias.
Muitos EDCs exibem efeitos bioldgicos a baixas concentracdes, sendo que frequentemente sao
doses inferiores as consideradas como toxicas ) Estes fatores incluem a natureza do quimico,
o tempo de exposicao, assim como a periodicidade, o tipo de interacao com recetores, o
mecanismo de acao, assim como a via de absorcao, distribuicao e a sua metabolizacao
quimica pelo organismo @ '®. Outro aspeto importante refere-se a idade ), assim como
determinados periodos da vida como a puberdade e a gestacdo que podem aumentar a

sensibilidade do aumento dos riscos .

1.1.5. Efeitos associados a exposicao aos EDCs

A existéncia de um forte impacto modulatério no sistema endocrino e a falta de
efeitos toxicos evidentes a curto prazo, podem promover uma fase de atraso entre o
momento da exposicdo (dependente de periodos criticos) e o tempo dos primeiros efeitos
negativos. Esta carateristica € muito comum nos EDCs, o que faz com que o diagnostico seja

tardio. @ 11,

Estudos recentes comprovam que o aumento da prevaléncia dos EDCs sdao associados
nao s6 a anomalias reprodutivas (9, como por exemplo o imposexo, o criptorquismo, a
puberdade precoce, a infertilidade e a diminuicdo da motilidade do esperma, mas também a
certos tipos de cancros como prostata e tiroide, alteracdes neurologicas e cardiovasculares ('
9). Mais recentemente associou-se com o aumento da incidéncia de doencas alérgicas (9 e
com a sindrome metabélica, considerada uma patologia dos tempos modernos que abrange
um conjunto de patologias ou condicées como a obesidade, a diabetes do tipo 2, e distUrbios

lipidicos hepaticos ',

Os EDCs foram inicialmente associados ao imposexo, também conhecido como

dimorfismo sexual % 2" Esta disfuncdo é caraterizada pelo desenvolvimento de 6rgaos



sexuais masculinos (pénis e/ou canal deferente) sobreposto ao trato genital feminino. Assim

sendo, o tributilestanho foi o primeiro composto associado a esta anomalia sexual @2,

1.2. Tributilestanho

1.2.1. Caraterizacao e propriedades fisico-quimicas

O tributilestanho (TBT) € um dos compostos mais toxicos pertencente a familia dos
organoestanhos (OTs) 224, Trata-se de um copolimero organometalico sintético amplamente
utilizado nas décadas de 1950 a 2008 ("2, Apresenta-se como formula geral (CH;CH,CH,CH,)s-
Sn-X (figura 2), onde o X é um anido, normalmente um iao halogénio tal como Cl, ou um
grupo funcional ligado covalentemente @, No entanto, no ambiente espera-se que 0s
compostos de TBT existam principalmente como cloreto de tributilestanho, hidroxido de

tributilestanho, e carbonato de tributilestanho (12,

H3C’\/\ /\/\CHg
\/\/CH:;

Figura 2. Imagem representativa da molécula de tributilestanho (TBT) (adaptado in
Sigma aldrich).

O TBT é considerado um agente oxidante médio. Na presenca de determinadas
condicdes como o oxigénio, a luz ou o calor, pode ocorrer uma quebra lenta da molécula. O
seu coeficiente de particdo octanol/agua (log Kow) varia de acordo com o pH e a salinidade
da agua, alternando entre os valores 3,19 a 3,84 para a agua destilada e é 3,54 para a agua
do mar ("% 29, Em relacao & sua solubilidade em agua varia aproximadamente entre 1 a
100mg/L, dependendo da temperatura e do pH (2. Apresenta elevado caracter lipofilico e as
estimativas de semivida deste tdxico no ambiente variam amplamente desde dias a semanas,

podendo persistir nos sedimentos por varios anos 23 24,

1.2.2.0Origem e vias de exposicao

O TBT é um produto quimico toxico utilizado para diversos fins industriais, tais como
conservantes biocidas, téxteis de algodao, papel e tintas residenciais ('?, fungicidas agricolas,
agentes desinfetantes para arrefecimento de aguas industriais, e foi utilizado principalmente

em pequenos e grandes embarcacdes, como um constituinte de tintas antivegetativas ?3 24,



O TBT comecou a ser usado em 1950, como um constituinte ativo de tintas
antivegetativas, com o objetivo de prevenir o crescimento de organismos incrustantes que
correspondem a deposicao e acumulacdo de material bioldgico como cracas, algas e outros
animais marinhos em navios comerciais e militares. A sua utilizacdao tem como finalidade
reduzir o atrito entre os cascos dos barcos e a agua *- Deste modo, ele é libertado
lentamente da superficie pintada a medida que o polimero é hidrolisado na agua do mar,
proporcionando uma protecdo contra incrustacées até 4 a 5 anos (2. Estas qualidades do
composto permitem entdo uma navegacao mais suave e mais rapida, reduzindo desta forma

os custos de combustivel e permitindo uma maior eficiéncia e durabilidade do produto (2 %5
27)

Figura 3. Imagens representativas de aplicacao de tintas antivegetativas nas incrustacées dos
cascos dos barcos (in 28)),

Devido a sua ampla utilizacdo, o seu elevado caracter lipofilico e baixa solubilidade
em agua, este composto esteve e ainda hoje esta associado a bioacumulacdo nas cadeias
alimentares de varias espécies marinhas 3 29- O TBT apresenta uma grande capacidade de
ser rapidamente adsorvido por seres vivos, tais como bactérias e algas, ou absorvido em
particulas que podem apresentar-se em suspensao na agua. O grau de adsorcao vai depender
da salinidade da agua, natureza, tamanho das particulas e quantidade de matéria em
suspensao, temperatura e presenca de matéria organica dissolvida ("> 27> 2%, Posteriormente,
estes sdo incorporados nos tecidos de zooplancton, alguns invertebrados marinhos,
eventualmente, organismos superiores tais como peixes, caranguejos, aves aquaticas e

mamiferos, atingindo toda a cadeia alimentar ?% 39,



O TBT tornou-se num contaminante comum dos ecossistemas marinhos e da agua
doce. Deste modo, tornou-se num fator preocupante, pelo fato de exceder os niveis ou
limites determinados para a toxicidade aguda e cronica. Associa-se que a ingestdo dietética é
provavelmente a principal via de exposicao aos compostos de TBT para a populacao em geral,

mas nao descartando possiveis efeitos da exposicao dérmica e inalatéria (17> 20- 29,31,

1.2.3. Toxicocinética

A distribuicao do tdéxico no organismo demonstra a presenca de residuos de TBT no
tecido adiposo de mamiferos marinhos e niveis consideravelmente superiores no sangue (% 3%
e outros tecidos, nomeadamente o figado, os rins 7> 29 os musculos, os ovarios, o cérebro (¢
) e a placenta ®. Contudo, diferentes autores sugeriram que a acumulacdo principal é no

figado devido a sua ligacdo a proteinas hepaticas )
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Figura 4. Via de desalquilacao sucessiva da degradacao do TBT em seus metabolitos
(adaptado in @),

O desaparecimento progressivo do TBT adsorvido € devido a degradacdo, nao a
dessorcao. A degradacao envolve a divisdo da ligacdo carbono-estanho 7). Isto pode resultar
de varios processos tanto fisico-quimicos (hidrolise, temperatura, pH), como biologicos
(degradacdo por microorganismos e pelo metabolismo dos organismos superiores) 7> 2 O
metabolismo do TBT no figado ocorre através da desalquilacdo através de microssomas
hepaticos e hidroxilacdo dependente do citocromo P450 (7. O processo de metabolizacao
ocorre sob determinadas condicGes favoraveis através da desalquilacdo sucessiva para

produzir dibutil-estanho (DBT), monobutil-estanho (MBT) e, numa Uultima fase, estanho



inorganico. Este processo metabolico permite de uma forma progressiva a diminuicao do grau

de toxicidade do composto @9,

O TBT e os seus metabolitos sao excretados pelo organismo, principalmente pela urina
e as fezes, mas também pela bilis e pela via pulmonar. Contudo, é dependente do grau de

exposicao visto que grande parte fica acumulado no tecido adiposo e no figado ('),

Um grande nimero de estudos indicam que o TBT e seus metabolitos apresentam
efeitos adversos sobre varios sistemas fisioldgicos ') , podendo causar varias formas de
citoxicidade, incluindo imunotoxicidade ("% 34 genotoxicidade % e cardiotoxicidade ©%.
Contudo, a informacao sobre os mecanismos de acdo do toxico em microrganismos no solo, na
agua doce e em ambientes marinhos e estuarinos, e o papel dos radicais aniénicos no processo

de degradacdo nao se encontra totalmente esclarecida ?.

Assim sendo, o TBT apresenta-se como uma preocupacao atual, que se deve ter em
consideracao o nivel de toxicidade relacionado com diferentes concentracdes, tempo de

exposicao, biodisponibilidade, sensibilidade da biota, e persisténcia no ambiente 23 2429,

1.2.4. Mecanismos de a¢do do TBT associados a fisiopatologia das doencas

Os estudos sobre o TBT tornaram-se muito importantes quando as tintas
antivegetativas foram relacionadas com a poluicdo nas marinhas e com o declinio de moluscos
em areas costeiras 2, Inicialmente foi associado a determinadas condicées patoldgicas como
anormalidades reprodutivas e sexuais, como o imposexo em gastropodes @5 36  Neste
contexto, as gastropodes fémeas foram consideradas um biomarcador especifico e sensitivo
capaz de determinar a presenca e o grau de poluicdo ambiental do meio ¢7. Com o passar do

tempo foram observados outros efeitos do composto em outros sistemas fisiologicos.

Anomalias reprodutivas

Os primeiros estudos sobre o TBT tém inicio nos anos 70, quando o fenomeno de
imposexo foi relatado por Blader et al. em Nucella lapillus no Reino Unido ©®. Neste
contexto, as gastropodes fémeas podem desenvolver pénis e canal deferente que sobrepéem
sobre as carateristicas sexuais femininas. Isto ocorre devido a bioacumulacdo do TBT que
resulta em efeitos de disrupcao enddcrina que provocam niveis elevados de testosterona,
culminando na sobreposicao dos dois géneros sexuais numa fémea normal 2% 30. 36, 39, 40 Q
mecanismo de acao permanece desconhecido, mas parece estar relacionado com a inibicao

direta da enzima aromatase que converte a testosterona em estradiol @3,

Estudos mais recentes, mostraram que a exposicao ao TBT em zebrafish e medaka

diminuiam o sucesso reprodutivo, enquanto que o linguado japonés tendo uma dieta rica em



oxido de TBT acabou por induzir a inversdo de género @4, Por outro lado, sabe-se que o TBT
possui a capacidade de modular o estradiol, provocando alteracdes a nivel do sistema
reprodutor em algumas espécies de gastropodes. De entre estas anomalias destaca-se,
alteracao do ciclo reprodutivo, impedindo o desenvolvimento dos foliculos ovaricos, induzindo
um desequilibrio das hormonas ovaricas que reduz o ndmero de gonocitos e células
germinativas . Outros dados demonstraram que pode provocar alteracées no peso dos
testiculos e dos ovarios, provocando a reducdo dos niveis séricos de progesterona e
consequentemente, a reducao da taxa de gravidez % 3, |sto afeta o desenvolvimento sexual,

que numa fase tardia pode conduzir a infertilidade 2.

Contudo, apesar das hormonas esteroides sexuais controlarem os principais processos
fisiologicos para o desenvolvimento das carateristicas sexuais e reprodutivos de forma
diferente nos dois géneros, elas também exercem um papel importante a nivel cardiovascular

que pode ser afetado também pelo TBT (19,

Cardiotoxicidade

Diversos estudos epidemiologicos e experimentais indicam que as doencas
cardiovasculares (DCV) sao a principal causa de morte nas mulheres. Em média, elas
desenvolvem doencas cardiovasculares 10-15 anos mais tarde do que os homens e o risco de
DCV aumenta mais de duas vezes ap6s a menopausa. ©%. Embora as hormonas sexuais
femininas estejam primariamente envolvidas na regulacdo das funcdes reprodutivas, o 17B-
estradiol (17B-E) também protege contra as DCVs desempenhando um efeito cardioprotetor
23, De fato, alguns autores demonstram que a terapia de substituicdo de estrogénio reduz a
incidéncia de doencas arteriais coronarias . Moysés et al. demostraram que o tratamento
com estrogénio em fémeas de ratos ovarietomizadas provoca a restauracdo da vasodilatacao
coronaria produzida pelo agente contratil serotonina G> 4V, Assim sendo, segundo estes
autores o TBT pode afetar a atividade cardiovascular podendo prejudicar a vasodilatacao
induzida pelo 17B8-E, diminuindo acentuadamente os niveis séricos da hormona V. Como foi
referido anteriormente, associa-se que este esteja relacionado com a inibicdo direta da

enzima aromatase (19,

Outros estudos também indicam que o TBT pode afetar a atividade cardiovascular por
outros mecanismos. Estudos em células musculares cardiacas indicam que este composto é
capaz de inibir significativamente tanto a bomba Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(RS), assim como o transporte de captura de Ca? pelos RS em ratos. O estudo ainda
demonstra niveis baixos de adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico (AMPc) e sugere que os
mecanismos em causa sao resultantes da alteracdo da fosforilacdo de proteinas especificas
“2), Qutro estudo observou que o TBT provoca endurecimento de coracdes de ratos wistar,
isto é, leva ao aumento da deposicao de colagénio no intersticio cardiaco, aumento do

numero de células inflamatoérias (mastocitos), e apresenta uma capacidade de induzir a

9



remocao do endotélio nas artérias coronarias, com acumulacao de plaquetas nesta superficie
(%), E sugerido ainda a capacidade de exacerbar o stresse oxidativo, com formacéo de fibrose,
levando a disfuncao funcional e morfoldgica de anéis adrticos em ratos fémeas ?”. E foi
demonstrado também que anéis aorticos sob efeito do TBT reduziam a reatividade a
fenilefrina, sugerindo mecanismos dependentes da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO),

ou seja, dependente de endotélio, dos canais de K* e do aumento do stress oxidativo @3,

Obesidade

Varias evidéncias indicam que o TBT tem propriedades pro-adipogénicas e esta
envolvido na ativacado da peroxisome proliferator activated receptor-y (PPARy) (1% 43 44 Foj
demonstrado que o composto organoestanho aumenta a expressao do marcador de adipocitos
C/EBPa com co-exposicao para isobutil metilxantina ou insulina na auséncia de outros
estimuladores adipogénicos. A analise de proteinas adipogénicas especificas revelou que TBT
e troglitazone (Trog) afetam diferencialmente a expressao das mesmas, comparativamente
com a estimulacdo de PPARy 3, Qutros estudos mostram que para além do PPARy, o TBT
também apresenta-se como um agonista do recetor nuclear retindide X (RXR) (¢ 4 possuindo
a capacidade de sensibilizar as células estaminais multipotentes humanas e de ratos,
derivadas a partir do estroma de tecido adiposo. Assim sendo, estes fatos contribuem no

processo de adiponogénese ¢4,

As condicdes exigidas para que o TBT possa induzir a formacao de adipocitos e as suas
consequéncias funcionais ndo se encontram totalmente esclarecidas “3). Sabe-se que as
hormonas da tiroide regulam o metabolismo e o gasto de energia do organismo. Assim, &
sugerido também que acdo do TBT na morfofisiologia tiroidea, possa ser um fator
desencadeante do aumento da massa gorda (7). Estudos mais recentes demonstram que o TBT
pode induzir diabetes e resisténcia a insulina 3 %), Apresentando em jejum um aumento
significativo de glucose, insulina, adiponectina, e niveis de glucagon reduzidos em ratinhos
tratados. O estado de hiperglicémia e hiperinsulinémia, conduz ao excesso de peso devido ao
aumento de tecido adiposo. Sugere-se que o mecanismo envolvido resulta da supressao da via
do sinal do recetor de insulina no musculo esquelético e no figado “, ou efeito sobre as
células B do pancreas (aumento [Ca%];) que conduz a intolerdancia a glucose devido a uma

resisténcia a insulina 3,

Imunotoxicidade

O TBT também foi associado a imunussupressao das células do sistema imunolégico,
incluindo aos linfocitos natural killer (NK). Deste modo, este efeito torna os seres vivos,
incluindo o homem suscetiveis a infecdes virais e ao aparecimento de tumores. Alguns estudos

demonstraram que o TBT causa uma diminuicao na capacidade das células NK, apresentando-
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se com uma atividade funcional citotoxica fraca “9). Associa-se que parte da acao ocorre nos
eventos de sinalizacao intracelular, através da alteracdo e aumento da atividade das enzimas
principalmente a p44/42, p38 G como proteinas cinase ativada por mitogénio (MAPK) e JNK
(20). Justifica-se que a ativacao da p44/42 induzida pelo TBT desempenha um importante
papel na ativacdo da proteina quinase C (PKC), contudo a ativacdo do p38 e da JNK, nao
utiliza a mesma via @9, Assim sendo, associa-se ainda que o TBT desempenha uma acao
imunupressora sobre as NK, diminuindo atividade intracelular da proteina cinase A (PKA),
através da inibicdo da adenilato ciclase (AC), consequentemente a diminuicao dos niveis de
AMPc ©1,42),

Nas ultimas décadas, tem havido um aumento significativo da incidéncia de doencas
alérgicas, tendo-se sugerido que alguns fatores ambientais como o TBT poderiam exercer
efeitos adjuvantes pré-alérgicos (% 47, Assim sendo, Takuma Kato et al. mostraram que o TBT
€ um poluente ambiental recalcitrante, com capacidade de induzir de uma forma exacerbada
a imunidade das Th, (linfocitos T auxiliares do tipo 2). Deste modo, os efeitos associados
destacados foram também o aumento da inflamacado das vias aéreas, através de um
mecanismo envolvendo o aumento do stresse oxidativo em o6rgdos linféides secundarios,
induzindo também a apoptose das células Treg (linfocitos T reguladores) preferencialmente,
tornando os individuos vulneraveis a sensibilizacao alérgica "9. Qutros dados apontam, para
que concentracoes de exposicao toxicologicamente de risco, podem suprimir as células T
ativas (linfocitos T), induzindo-as a apoptose através da ativacao das caspases. O que faz com

o TBT seja um componente de risco para sistema imunoldgico “7).

Os OTs podem também induzir alguns tumores como nos testiculos e na pituitaria 3.
Estudos em ratos sujeitos a uma dieta contendo 50 mg/kg TBT associaram este EDC a
incidéncia de tumores benignos da hipofise, feocromocitomas na medula adrenal e adenomas
na paratiredide. Durante o estudo foi possivel observar que os ratos apresentavam anemia,
linfocitopenia e trombocitose, diminuicao da funcao renal e da tiroxina livre. Assim sendo,
sugere-se que o aumento de alguns tumores se deva provavelmente as alteracées hormonais

ou imunologicas caudadas pelo composto. ®

Como forma de evitar todas estas anomalias associadas a exposicao ao TBT, foi
necessario desenvolver regulamentos desde os primeiros sinais de patologias associadas ao
composto. Deste modo, foram criadas legislacdes que impedissem ou que estipulassem limites
a sua utilizacdo nas mais diversas areas, com o objetivo a evitar qualquer possivel contato

com o composto que pudesse colocar em risco a vida selvagem e o ser humano.

1.2.5. Legislacao para o uso de TBT

A producao mundial de compostos OTs incluindo o TBT, chegou a alcancar 40.000

toneladas/ano em 1985 e atingiu um pico maximo de 50.000 toneladas/ano em 1996 23,

11



Deste modo, a ampla distribuicdo, a alta hidrofobicidade e a persisténcia no meio ambiente
aumentaram a preocupacao com sua bioacumulacdo, o seu potencial poder de
biomagnificacdo nas redes alimentares e os seus efeitos adversos para a saiude humana e meio
ambiente. Consequentemente, a necessidade de estabelecer requisitos legais surgiu com o

intuito de proteger os ecossistemas 29,

A Franca foi o primeiro pais a proibir o uso de tintas antivegetativas a base de OT em
barcos com menos de 25 m de comprimento em 1982, seguida posteriormente pelo o Reino
unido em 1986 “®. Nos Estados Unidos da América (1988) decretaram uma acdo de control
odas tintas obtendo estes compostos, onde a taxa de lixiviacao de 4 ug cm2 d' foi introduzida
a nivel federal. Outros regulamentos semelhantes entraram em vigor alguns anos depois, na

Australia, na Nova Zelandia, em Hong Kong e na maioria dos paises europeus apos 1988 @9,

Atualmente na Europa, o Water Framework Directive é a principal comunidade
responsavel pelo controlo das descargas pontuais e difusas de substancias prejudiciais na
agua. O regulamento 2455/2001/EC, de 20 de Novembro de 2001 da Comissao Parlamentar
Europeia, que altera a Diretiva 2000/60/CE relativa a politica da agua, define 33 substancias
prejudicais prioritarias, que incluem o TBT. Este determina a interrupcao da producao, ou
quais queres descargas e perdas para a agua ® %), No mesmo contexto, a Comunidade
Europeia limitou a sua utilizacdo através do Regulamento n°® 782/2003 do Parlamento e do
Conselho de 14 de Abril de 2003. A aplicacdo de tintas antivegetativas a base de OTs foi
proibida a partir de 1 de Julho de 2003 (9,

Mais recentemente, a International Maritime Organization (IMO) promoveu o
estabelecimento de condicdes legais internacionais que proibissem a aplicacao de tintas
baseadas em TBT. A partir de 1 de janeiro de 2008, as tintas previamente aplicadas terao de

ser removidas ou cobertas para evitar a libertacdo destes no meio ambiente (% 57,

Apesar dos estudos realizados e das legislacoes desenvolvidas restringindo o uso
destes compostos, a remocao do TBT de forma imediata ndao € possivel, pois ja foi
bioacumulado, e os seus produtos de degradacao continuam retidos nos sedimentos 2% 36, A
degradacao bidtica e abidtica deste composto em lixiviados de aterro geralmente ndo ocorre
de forma completa. Deste modo, varios estudos focam em processos de adsorcdo e
degradacao deste xenobiotico e dos seus metabolitos 2. O desenvolvimento de técnicas de
limpeza baseadas em tratamento térmico, biodegradacdo, oxidacdo quimica avancada e
adsorcao fisico-quimica, tem sido uma preocupacao atual ao nivel da eficiéncia, viabilidade e

custo das mesmas ¥,

Além disso, embora o uso de tintas antivegetativas e outros produtos derivados
tenham sido banidos em muitos paises, estes continuam a ser produzidos e utilizados por
outros. Isto ocorre principalmente nos paises em desenvolvimento, os que nao aderiram a IMO
e também através do uso ilegal destes produtos ?% 3¢, Em alguns casos a legislacdo existente

mostra-se ineficiente, o que implica a necessidade de fortalecer as acdes legais. *2),
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Consequentemente, ha uma forte necessidade de desenvolvimento de métodos avancados
para a monitorizacdo, que proporcionem maior sensibilidade, seletividade e precisao, de

modo a evitar a disponibilidade do composto aos seres visos 3,

1.3. Cordao umbilical humano

1.3.1. Estrutura e funcao

O corddao umbilical é uma estrutura extremamente flexivel que permite uma
interligacao vital entre o feto e a placenta da gestante. Corresponde ao suporte fisico dos
vasos umbilicais que permite o fluxo de oxigénio e nutrientes pela circulacao feto-placentaria
(3436) Uma vez que os vasos umbilicais ndo sdo inervados, o estado contratil das células do
musculo liso é inteiramente dependente de mediadores locais, permitindo o fluxo de
substancias essenciais a sobrevivéncia e ao desenvolvimento do feto ©%. Apesar de ser
extremamente flexivel, esta estrutura possui uma estabilidade mecanica que protege os vasos

da pressao (forcas de tracdo e compressao), torcao e rutura, gracas as suas carateristicas ¢7,

Numa fase inicial da gestacao, o cordao umbilical apresenta quatro vasos, duas veias
e duas artérias. Numa fase posterior atrofia uma veia, ficando apenas com duas artérias e
uma veia (figura 5). A veia transporta sangue oxigenado para o feto e as duas artérias na

direcédo oposta 7,

Os vasos umbilicais encontram-se envolvidos por um epitélio derivado de amnio ou
bolsa amniotica que permite a formacao de um esqueleto macio continuo designado de geleia
de Wharton. Esta geleia é constituida por um material mucoide com aspeto esbranquicado e
hidrofilico, constituido por tecido conjuntivo mucoso e fibroblastos ©> %), Sendo o
glicosaminoglicano que vai permitir envolver os fibroblastos e as fibrilas de colagénio do
tecido que estdo dispostas concentricamente em torno dos vasos. A pressdo local é assim
amortecida e o perigo de oclusao da estrutura vascular, por exemplo, causado pelo

movimento fetal normal, é significativamente reduzido ©¢7.

O comprimento médio para a estrutura vascular umbilical é aproximadamente de
50cm (30 a 100cm) e tem um diametro de 1,0 a 2,5cm. Os vasos sao usualmente tortuosos e
dispdbem-se em espiral, tendo um comprimento maior que o proprio cordao. Apresentam por
vezes varicosidades que se designam de falsos nos e a anomalia vascular mais frequente
corresponde a presenca de uma Unica artéria. Deste modo, variacdes ou anomalias do

comprimento, podem acarretar sérios problemas entre a gestante e o feto 6%,
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O cordao umbilical humano, para além de permitir a sobrevivéncia do feto durante a
gestacdo, apos o parto é considerado um material residual biolégico de grande importancia
para a realizacao de estudos e terapias de células estaminais ¢ 5%, Esta estrutura também é
rica em células estaminais consideradas células indiferenciadas, capazes de originar células
especializadas especificas. Deste modo, é considerado uma importante fonte promissora de
terapias baseadas em suplementacdo ou substituicao celular. Visto que este contém dois
reservatorios de células estaminais localizados no sangue do cordao umbilical e na geleia de
Wharton ¢, Também pode ser usada como amostra bioldgica para estudos toxicoldgicos e
para realizar metodologias que envolvem culturas de células do musculo liso da artéria

umbilical humana (AUH) que expressam proteinas contrateis, canais ionicos funcionais entre

outros 69,

Cordao umbilical humano

Figura 5. Imagem representativa de um cordao umbilical humano com duas artérias e uma veia
envolvida pela geleia de Wharton (adaptado de ©% 60)),

1.3.2. Artéria umbilical

A AUH esta envolvida na circulacao feto-placentaria. Os mecanismos enddcrinos e
paracrinos que regulam o estado contratil das células do musculo liso sdo muito importantes
para o melhor fluxo de oxigénio e nutrientes entre o feto e a placenta, ja que o cordao nao é

uma estrutura inervada 4.
As AUHs consistem em trés tinicas distintas, indicadas na figura 6 % ¢1);

1) O revestimento interno é denominado de tunica intima e consta de uma camada
Unica de células endoteliais cercada por fibras de colageno ©% 63, Hoje sabe-se que
desempenha uma grande importancia no controle do tonus vascular, pelo fato da acdo de uma

variedade de vasodilatadores e vasoconstritores dependente de um endotélio intato ¢,
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Figura 6. Imagem descritiva da constituicao do tecido arterial umbilical humano (adaptado de ©").

2) A média é formada por células vasculares proprias do musculo liso dispostas
circularmente numa camada mais externa e longitudinalmente mais interna. A disposicao
circular das células musculares lisas diferenciadas nesta tunica, permitem a acomodacao
estrutural e funcional da tensao exercida na parede arterial, aquando uma pressao
relativamente alta. Esta tensao é mantida principalmente pelo tonus ativo da musculatura
circular, porque ha apenas uma pequena quantidade de tecido elastico na AUH que
corresponde a camada disposta longitudinalmente. A camada mais externa é constituida por
uma abundante substancia amorfa pobre em fibras elasticas, mas muito plastica.
Consequentemente, a tensao passiva elastica da parede arterial em comparacdao com a de
outras artérias do mesmo calibre é provavelmente insignificante. A grande diferenca
morfologica entre as duas camadas da tlnica média, deve-se ao fato de que mais externa,

disposta circularmente é muito rica em miofilamentos (62 ¢4,

3) A tlnica externa é composta por tecido conjuntivo mucoso e fibroblastos, chamado

de geleia de Wharton, sendo envolvido por vasos nutricionais e rico em glicosaminoglicano ©”
59)

Assim sendo, as células vasculares musculares lisas especializadas, que residem
dentro da camada média dos vasos sanguineos sdo importantes para a manutencao do
diametro vascular em resposta a pressao intraluminal e a varios estimulos hormonais e
hemodinamicos 3. Deste modo, o uso destas células torna-se essencial para o estudo de
varios processos de sinalizacao envolvidos no seu controle, como mecanismos envolvendo o

calcio (Ca?*) e as diferentes vias envolvidas na modulacdo da reatividade vascular 9,
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1.4. Tecido muscular liso

A vida exige um fluxo e um refluxo constante de nutrientes e residuos que vao
permitir a homeostasia celular. Deste modo, as células vivas requerem um mecanismo pelo
qual podem receber substratos metabdlicos (ex. oxigénio, glicose, aminoacidos) e remover
subprodutos do metabolismo (ex. didxido de carbono, acido latico) % 7). A necessidade de
troca de substratos e metabolitos, fez com que organismos mais complexos desenvolvessem
um sistema sofisticado de vasos sanguineos que transporta substancias metabdlicas entre as

células e o sangue, chamado de sistema cardiovascular ¢,

0O sistema cardiovascular é o primeiro sistema a ser formado durante o
desenvolvimento intrauterino. Constituido por dois componentes primarios, um 6rgao central,
0 coracao, e um conjunto de vasos sanguineos classificados em veias, vénulas, artérias,
arteriolas e capilares 7). Assim sendo, o muUsculo liso € a componente contratil involuntaria
das artérias e veias, regulada por uma série de sinais extracelulares que induzem contracao
ou relaxamento vascular. O equilibrio entre os sinais que induzem contracdo e os que
provocam relaxamento, determinam o tonus vascular intrinseco do musculo liso. Por sua vez

este equilibrio, regula o calibre dinamico do vaso, permitindo a regulacdo do fluxo sanguineo
(68-70)

NN
N4

“

Figura 7. Imagens de culturas de células do musculo liso da artéria umbilical humana
(adaptado de ©9),

O tecido muscular liso tem origem no mesénquima embrionario e é distribuido por
todo o organismo na maioria dos vasos sanguineos e sistema interno dos 6rgaos. Do ponto de
vista morfologico é constituido por células musculares lisas do tipo fusiforme, contendo um

nucleo e citoplasma eosinofilo de forma homogénea. O musculo liso é regulado normalmente
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por fibras que sao estimuladas pelo sistema nervoso auténomo (sistema nervoso simpatico e
parassimpatico) 7' 72, Este musculo partilha um mecanismo contratil semelhante ao que
ocorre no musculo esquelético e cardiaco. De forma geral, as hormonas e os mediadores
locais também desempenham um papel de grande importancia no controlo da atividade
contratil (adrenalina, hormonas da medula supra-renal, ocitocina, serotonina, histamina e as

prostaglandinas) ©.

1.4.1. Mecanismo contratil base das células do musculo liso

As células do musculo liso vascular possuem miofilamentos de actina e miosina numa
rede interlacada no citoplasma, exceto na zona nuclear. Estes filamentos apresentam uma
orientacdo longitudinal ou espiral, sem estarem organizados em sarcémeros. Eles resultam da
mesma origem mesodérmica do musculo cardiaco e esquelético, contudo nao apresentam
qualquer aspeto estriado ©). Os feixes de actina estdo ligados a membrana celular através dos
corpos densos, chamado de desmina que corresponde a uma proteina intermediaria especifica

do musculo liso 72,

O mecanismo fundamental, referido como resposta miogénica " é desencadeado
quando as cadeias leves da miosina (MLC,o) sao fosforiladas pela cinase da cadeia leve de
miosina (MLCK). Esta enzima é ativada pelo complexo CaZ*-calmodulina (Ca%-CaM),
permitindo a fosforilacdo da MLC;, na serina 19 e provocando a sua ligacao a actina, 7 Deste
modo, ocorre a formacao de uma ponte cruzada entre filamentos de MLC,, e actina (65). Este
processo acontece através da ativacdo de canais de Ca?* e a libertacdo do mesmo pelas

reservas intracelulares contidas no RS aumentando o teor da [Ca%]; 7.

Ao contrario dos musculos cardiacos e esqueléticos a manutencdao da tensdo no
musculo liso vascular é um fendmeno gradual. Deste modo, a tensdo de contracdo dos vasos
pode ser gerada e mantida ao longo de todo o seu comprimento com baixo custo de adenosina
trifosfato (ATP), normalmente pela acdo de um agonista . Existe um mecanismo de
sustentacdao chamado “latch bridge” que permite a formag¢ao de pontes cruzadas que
permanecem presas sob tensao, mas sem ser fosforiladas. Estas pontes sao consideradas de
reciclagem lenta e consomem cerca de sete vezes menos ATP ¢% 74, 0 mecanismo envolve um
rapido aumento de consumo de oxigénio como resultado da hidrolise da ATP, numa fase
inicial atinge um pico de contracdo, que retorna a niveis basais durante a fase sustentada de

contracdo 8. A contracdo sustentada e a fosforilacdo MLC,, podem ser dependentes da RhoA

e mediados por dois mensageiros PKC e Rho cinase. Esta cascata de sinalizacdo ¢ mediada
geralmente pelos recetores membranares acoplados a proteina G, do tipo Gqq € Gi/13,
envolvendo a fosforilacao de CPI-17 (treonina 38) pela PKC e com a ajuda da cinase Rho,
permite a fosforilacdo da MYPT1 (treonina 696), inibindo a MLCP, permitindo a contracao
sustentada (ver figura 11) 74, As vias iniciadas pelos recetores acoplados a G;,, envolvem a

ativacdo sequencial de Ggyi, a PI3-K, cinase ligada a integrina, e MLCK dependente e/ou

17



independente de Ca?*. Também ocorre inibicao do AC e posteriormente leva a diminuicao de

AMPc e diminuicao da ativacao da PKA inibindo a via de desfosforilacao da MLC,, ™.

As células do musculo liso vascular apresentam uma maior dependéncia de Ca2+
extracelular do que do RS para haver contracdo & 72, Contudo, a contracao sustentada nao
reflete a sensibilizacdo ao Ca?*, porque a inibicdo da atividade da MLCP na auséncia de Ca?'
induz a contracao sustentada do musculo liso. Deste modo, considera-se que a fosforilacao

sustentada da MLC,, provavelmente ¢ independente de Ca?* (7>
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Figura 8. Imagem ilustrativa da regulacdo da contracdo do musculo liso através da fosforilacao
reversivel - desfosforilacdo da MLCy (adaptado de 7).

Os eventos de sinalizacdo que medeiam o relaxamento podem incluir a remocao de
um agonista contratil (relaxamento passivo) e/ou a ativacdo de caminhos de sinalizacao
dependentes de nucleotideos ciclicos como AMPc e GMPc, que ocorre na presenca de um
agonista vasorelaxante (relaxamento ativo) ©®. Posteriormente, as proteinas cinases A e G
(PKA e PKG) que medeiam relaxamento, devido a atividade do adenilato e guanilato ciclase
(AC e GC) estimulam a atividade das fosfodiesterases PDE3 e PDE4 especificas de AMPc, e
PDE5 especifica do GMPc. Estas cinases também atuam de modo a inibir contracao inicial pela
inibicdo da mobilizacao de Ca?" e da contracado sustentada pela inibicao de RhoA e a sua
restante via. Isso aumenta a atividade da MLCP e induz a desfosforilacao MLC,y, provocando o
relaxamento muscular ™, De acordo com o que ja foi referido, este processo requer uma
diminuicao da concentracdo de Ca?* citosolico por diversos mecanismos que envolvem o Ca?* -
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), o Ca?* -ATPase da membrana plasmatica (PMCA),
o permutador do Na*/Ca?* (NCX) e proteinas citosolicas de ligacao ao Ca?* 7, Além destes

mecanismos, a inibicdo dos canais operados por voltagem e canais operados por recetores
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localizados na membrana plasmatica, ou mesmo a abertura de canais que estimulam a
hiperpolarizacdo celular também podem provocar relaxamento (3. Outros agentes
vasodilatadores envolvem a atividade MLCP que desfosforila a MLC,o, diminuindo a magnitude
de contracao devido ao MLCK, provocando relaxamento. De facto, o equilibrio das atividades
MLCK e MLCP, determinam o nivel de fosforilacdo MLC,x e a forca gerada no estado

estacionario 79,

Problemas relacionados na regulacao destes processos que controlam a atividade
contratil vascular, podem causar ou contribuir para o aparecimento de patologias

cardiovasculares % incluindo a pré-eclampsia desenvolvida durante a gravidez 7).

1.4.2.Patologias da gravidez

No Utero encontra-se presente uma populacao de mastocitos dependente da gravidez
e do ciclo oestrous. Estes possuem a capacidade de libertar mediadores quimicos como a
serotonina (5-HT) e histamina, capazes de regular a contratilidade do mUsculo liso uterino 7&

) e induzir contracdes significativas nas células musculares lisas da AUH 77,

No entanto, diversos autores descrevem que a pré-eclampsia esta associada ao
aumento dos niveis plasmaticos destes agentes contrateis na corrente sanguinea, e também
com o aumento da sensibilidade dos respetivos recetores na AUH. Assim sendo, esta patologia
é designada normalmente por um estado hipertenso durante a gestacdo, apresentando um
aumento da resisténcia cardiovascular, que induz ao aumento da constricdo vascular 77> 7981,
A hipertensao pode ser desencadeada durante a gravidez ou pode apresentar-se como uma
condicédo ja existente que é agravada durante o periodo gestacional. Contudo, é apenas uma

condicdo ou sintoma desta patologia, caracteristica do estado gestacional na espécie humana
(82)

A pré-eclampsia pode ser definida em trés niveis. Numa fase inicial é associado a
presenca de trofoblasto. Associa-se a segunda fase a adaptacao materna a invasao de
trofoblasto endovascular e arterioesclerose aguda (disfuncdo das células endoteliais),
incluindo os sinais de pré-eclampsia, hipertensao e proteinuria 7®. Em certas circunstancias,
pode se iniciar uma terceira fase (fase eclampsia) associada com a expressao de hemorragia
cerebral, insuficiéncia renal e sindrome HELLP (hemolise, enzimas hepaticas elevadas,

plaquetas baixas) @9,

Deste modo, a capacidade da 5-HT e da histamina na regulacao do tonus muscular da
AUH é essencial para o crescimento e desenvolvimento do feto, ja que o cordao ndao é uma
estrutura inervada como referido anteriormente. Isto faz com que estes dois reguladores

desempenham um papel chave na contratilidade da AUH, ja que medeiam a ativacao de
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diferentes tipos de recetores. Assim sendo, situacdes nao fisioldgicas podem interferir com as

concentracbes normais, perturbando a circulacdo umbilical 7.

1.5. Serotonina

A serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) € uma monoamina biogénica ?” encontrada
numa variedade de organismos @), Ela foi descrita inicialmente em 1930 por Ersparmer e
colegas que atribuiram o nome de “enteramine”. Contudo em 1940, foi redescoberta na
circulacao pelo grupo de Irvin Page sendo nomeada de acordo com sua fonte (sero-) e

capacidade de modificar o tonus do musculo liso (-tonina) 4%,

No sistema cardiovascular a 5-HT é conhecida por causar vasoconstricdo no geral,
embora possa também causar vasodilatacao periférica, proliferacdo de células musculares
lisas e agregacdo de plaquetas ©®7. Esta monoamina desempenha um grande papel na
regulacdo do tonus vascular @®, contudo, ela também desempenha funcdes importantes a

nivel do sistema nervoso central e periférico e, também a nivel gastrointestinal €.
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Figura 9. Imagem representativa da molécula de de 5-HT (in Sigma Aldrich).

A 5-HT pode ser obtida através da sintese (células enterocromafins dos intestinos) a
partir do aminoacido essencial triptofano (catalisada pelo triptofano hidroxilase) ou pode ser

absorvida pelo transportador SERT e ser armazenada em granulos no interior das células &> 8
90).

A AUH apresenta uma alta sensibilidade a 5-HT, tendo sido sugerido que a sua
libertacao exacerbada, possa reduzir ou interromper o fornecimento de sangue, levando a um
retardamento do crescimento do feto ou mesmo ao aborto V. Assim sendo, como foi referido

anteriormente, a pré-eclampsia esta associada ao aumento da libertacdo de 5-HT 7).

De um modo geral considera-se que a 5-HT pode estar relacionada com varias
patologias cardiovasculares, como vasoespasmo, trombose, aterosclerose e hipertensao @7,
Por outro lado, é conhecido que a 5-HT desempenha papeis importantes no controle de

muitas funcoes vitais devido a existéncia de uma ampla variedade de recetores 3 8 92)
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1.5.1. Recetores de serotonina

A 5-HT pode ativar uma variedade de recetores classificados de acordo com as suas
caracteristicas estruturais, transducionais e operacionais, em sete classes distintas: 5-HT;, 5-
HT,, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTs, 5-HT, e 0 5-HT; @), Atualmente, sabe-se que existem nos mamiferos
14 subtipos destes recetores. De entre estes, 13 sao acoplados a proteina G da familia do tipo
A, com a excecao do 5-HT; que é o Unico que possui uma combinacdo de canais ionicos da
familia Cys-loop @4 92 %) (representacao dos mecanismos dos subtipos dos recetores acoplados
a proteina G indicado na figura 10) ®9. A importancia fisiologica do sistema de 5-HT é apoiada
pela grande diversidade e complexidade dado o nimero de elementos envolvidos, incluindo a
multiplicidade de recetores (diversidade de subtipos), transportadores e enzimas

metabolizadoras 4.

Nos vasos sanguineos destacam-se 5-HTg,1p, 5-HT24, 5-HT2g, 5-HT4, € 5-HT, ainda que
0 RNA mensageiro (mRNA) dos recetores 5-HT,3 e 5-HT4 terem sido encontrados apenas em
células endoteliais humanas 9. Uma variedade de estudos afirma que a atividade contratil
do musculo liso arterial umbilical é induzida principalmente por 5-HT; e 5-HT,, ®4, sendo que

outros estudos demonstraram evidéncias da expressdo do 5-HTg/1p, 5-HT,a 77> %% e 5-HT; 7,

5-HTy,
5-HT,
S-HT) o
S-HT, SHT)g 2
S-HT SHT B ®
*-HT0> x ® C] - S-H'l'“) PLCP
SHT; G [ac]<— il l ;
HTy

PIP,
J\m AA

cAMP IP; DAG
of \®

l@ Cat PKC
PKA

Figura 10. Classificacao dos recetores acoplados a proteina G do sistema serotoninérgico
(adaptado in @),

Recetor 5- HT1B/1 D

A classe 5-HT, abrange cinco subtipos de recetores 5-HTq,, 5-HTg, 5-HT1p, 5-HT¢¢ € 5-
HTr ©2.0s recetores 5-HTz e 5-HT;p estdo acoplados a proteina Gj,, inibindo a AC e
reduzindo os niveis de AMPc, assim como a restante familia 5-HT,. Estes dois subtipos embora
nao sejam idénticos sdo farmacologicamente semelhantes o que faz com que seja dificil a
distincdo entre eles ™. A principal diferenca que os permite distinguir é que os antagonistas
dos recetores B-adrenérgicos se ligam com elevada afinidade ao recetor 5-HT,z, mas ndo ao 5-

HT;p ©®, embora isto ndo ocorre em todas as espécies (°>. Deste modo, devido as semelhancas
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os recetores sdao geralmente referidos na literatura com uma termologia acoplada ou Unica

designada como 5-HTg,1p.

De forma geral, os recetores 5-HTz,1p foram descritos com a capacidade de mediar
contracées na AUH, artérias coronarias e mamarias ¥ com o mecanismo Gj,,, contudo na
artéria renal de coelho, envolve a interacao de varias vias de sinalizacao intracelular sendo os
intermediarios da via, a cinase fosfatidilinositol-3 (PI3K) e a cinase ativada por mitogénio
(MAPK) ©7,

Alguns estudos demonstraram a ativacao de recetores 5-HTqg,1p pelo sumatriptano
(agonista seletivo) nas artérias humanas coronarias € mamarias provoca contracdes pobres ou
nao provoca contracao, quando aplicado sozinho. No entanto, este agonista consegue reforcar
as contracdes induzidas por outros agentes vasoativos ©4. Este fendmeno tem sido
relacionado ao aumento da mobilizacdo de Ca?* intracelular, como resultado da ativacédo
inicial desencadeada por um outro vasoconstritor & %), Por outro lado, foi descrito que exibe
uma grande variabilidade de expressao genética entre individuos. Na AUH, este fato leva a
existéncia de diferentes tipos de sensibilidade a um agonista especifico L694,297 (L69),
podendo haver artérias com atividade contratil induzida pelo L69 elevada (tensao real
>1000mg), baixa (tensdo real >200 <300mg), e média (aproximadamente 500mg). Assim
sendo, estes dados sugerem que estes recetores podem participar no efeito contratil 5-HT,

mas com uma ampla variacao na resposta nas AUH %),

Por outro lado, o GR 127935 consegue antagonizar as contracoes provocadas pela 5-HT

provando ser um antagonista seletivo do recetor 5-HTg,1p ©7.

Recetor 5-HT;a

A classe dos recetores 5-HT, € constituida por 3 subtipos: 5-HT ;5 5-HT,s € 5-HTsc,
pela qual podem ser encontrados na area mesolimbica do cérebro, no tecido muscular liso e
nas plaquetas. A sua principal funcdo é ativar o turnover de fosfato inositol, através da
ativacao da fosfolipase C (PLC) e sintese de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-diacilglicerol
(DAG) (7. 100 Consequentemente, o IP; desencadeia a libertacdo de Ca?* pelo RS produzindo
um aumento intracelular livre de Ca?* que ativa a MLCK dependente do complexo Ca?*-CAM. A
fosforilacao subsequente da MLC,, ativa uma ATPase que permite a formacao da ligacao
actina-miosina, resultando na fase inicial de contracdo muscular. E sugerido que este
mecanismo possa ser prejudicado pela formacao de AMPc estimulando o efluxo de CaZ,

diminuindo a [Ca?*]; 10V,
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A ativacao deste recetor pela 5-HT e pelos seus agonistas, mediam contracoes
das células do musculo liso da AUH, ©4 estémago proximal do porco (1%, cdo, (19 assim
como de bexiga de coelho, gato, cao e de origem humana, sendo uma excecao para a

bexiga de rato (14,

Agente contratil

Reticulo

@ «— | sarcoplasmatico 1 J'
|

e

Ca*—CAM

N

“u
MLEK H MLCP-P X
Contragdo inicial Contragdo sustentada

Figura 11. Regulacao da contracao do musculo liso pela ativacdo do recetor
acoplado a proteina Gqq (adaptado in (70, 73,101,

O recetor 5-HT,,, desempenha um papel importante na regulacdo do ténus das
células musculares lisas através do mecanismo G4, /) que ativa a MLCK e mantém a
contracdo sustentada do musculo liso com a ajuda da Rho cinase que fosforila a
MYPT1 na treonina 696 e o CPI-17 na treonina 38 (também com a ajuda da PKC)
inibindo a MLCP (ver figura 11) 73 4 Contudo estudos gerais em células musculares
lisas demonstraram que, a ativacao deste recetor provoca proliferacdo e migracao
celular através da via de ativacao de cinase ERK @) podendo também ativar canais
de Ca?*(1%, Um estudo feito pelo Takuji Machida et al. afirmaram que ativacdo de
PKC e MAPK pela 5-HT;,, sao essenciais para a expressao completa da via COX-2,
podendo desempenhar um papel importante na progressao e/ou protecao da lesao
vascular local associada a trombose, aterosclerose e hipertensiao arterial. @
Contudo, outro estudo apontou que o aumento de 5-HT e os inibidores da recaptacao
da serotonina (SSRI) aumentam a resisténcia pulmonar vascular (RPV) em um modelo
de ovino recém-nascido com hipertensao pulmonar. Estes autores também

demonstraram que o bloqueio da 5-HT;, nesta situacao diminui o RPV neste modelo
(82)
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O a-metil-5-Hidroxitriptamina (a-CH;-5-HT; AMHT) é considerado um agonista
contratil com alta afinidade para o recetor de 5-HT, (106) que provoca contracao das
células musculares da AUH ©®4, Por outro lado, a ketanserina é um antagonista seletivo

deste recetor com efeitos vasculares opostos aos dos agonistas 77> %9,

Recetor 5-HT 7

O recetor 5-HT,, medeia a inibicdo da contratilidade no musculo periférico vascular e
nao vascular de varias espécies de mamiferos ("9 particularmente em camadas do musculo
liso circular e no plexo mioentérico (%), Foi indicado a existéncia de uma diversidade de
isoformas deste recetor, contudo dependente das espécies (17, O pre-mRNA do recetor pode
sofrer splicing alternativo em tecido de rato para produzir trés isoformas 5-HT7,, 5-HT7, e 5-
HT,.. Estas isoformas diferem entre si pela sequéncia de aminoacidos nas cadeias terminais

com grupo carboxilo (199,

No geral, o 5-HT; esta envolvido na inibicdo da contratilidade do musculo liso de
intestino de equino ("% ileo de porco ("9, colon humano “' """ estémago proximal de cao
(103) e artérias pulmonares de porco 7). Esta resposta inibitoria € devido ao aumento de AMPc
intracelular através da ativacao de AC, funcionalmente acoplada a proteina Gs, podendo estar

associada a ativacao da ERK 77-78 110 assim como algumas fosfodiesterases (PD3 e PD4) (73

Um dos agonistas seletivos deste recetor é a 5-carboxamidotriptina (5-CT) ', que é
um potente vasodilatador do musculo liso, assim como o AS19 7). Entre os antagonistas, esta
por exemplo o SB-269970, que consegue aumentar a amplitude das contracdes espontaneas

em na maioria do trato gastrointestinal “2 108),

1.6. Histamina

A histamina ou aminoetilimidazol € um mediador quimico que foi detetado pela
primeira vez como estimulante uterino ("¥. Ela é uma amina de baixo peso molecular
podendo ser libertada pelas células enterocromafinss, pela muscosa gastrica, mastocitos,
basofilos e células parietais ("', Deste modo, este mediador participa em varias respostas
desde imunologicas mediadas por mastocitos, tais como alergia e inflamacao, regula a
secrecao de acido gastrico, a neurotransmissao no sistema nervoso central (SNC) e
desempenha uma grande importancia no sistema cardiovascular. E assim, como a 5-HT, ela
também atua como uma potente monoamina vasoativa, derivada da histidina, gracas a acao

da enzima histidina descarboxilase (77> 113, 115, 116)

Alguns autores relatam que a administracdo intravenosa de histamina causa uma
queda na resisténcia vascular periférica e uma diminuicdo da pressao arterial sistémica ("9,

Outros estudos demonstraram que pode apresentar duas acoes diferentes e opostas, podendo
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exercer tantos efeitos contrateis, como vasodilatadores 7 115 117) Além disso, também é
possivel ocorrer uma combinacdo destas duas respostas, considerada uma resposta bifasica
(117, Geralmente, considera-se que ela induz a contracdo de vasos maiores e a dilatacdo de
pequenos vasos. Mas na realidade, existem diferencas consideraveis de respostas dependendo
das espécies. Por outro lado, a resposta vasorelaxante pode ser dependente ou independente

do endotélio (115 116),

NH.

7\
<N
H

Figura 12. Imagem representativa da molécula de histamina (imagem da Sigma Aldrich).

Deste modo, ha um conjunto de fatores que podem condicionar as caracteristicas
funcionais da resposta a histamina no sistema vascular, sendo um destes fatores, dependente

dos tipos de recetores existentes e da sua localizacdo podem condicionar o seu efeito 7 119,

1.6.1. Recetores de Histamina

A resposta fisiologica da histamina é mediada por quatro classes distintas de recetores

histaminicos o Hy, H,, H; e H,4. Sendo os quatro recetores membranares acoplados a proteina
G (77, 114, 115, 119)

Na literatura o recetor H; é acoplado a proteina Gqq, causando a mobilizacdo de Ca?*
intracelular, o que resulta numa vasoconstricao. Enquanto, a H, ativa o mecanismo G,
causando acumulacao de AMPc através da atividade da AC. Para o recetor Hs, ele é descrito
como um modulador da sintese e libertacdo de histamina no SNC, portanto, funciona
principalmente como um modulador da neurotransmissao. Ele pode ser positivamente
acoplado a Gj,, apesar do sinal intracelular da via de transducao iniciada pela ativacao deste
recetor continua em debate. Referente ao recetor H, possui uma expressao limitada, sendo
expressos em células hematopoiéticas e encontram-se envolvidas na resposta imunitaria. E
considerado funcionalmente acoplado a proteina Gj,,, causando quer mobilizacao de Ca*

intracelular ou inibicao da atividade da AC 7 13),

0 efeito vascular deve-se principalmente a participacado diferencial dos recetores H; e

H,, desempenhando um papel importante na atividade contratil dos vasos (', Estudos
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indicam que estes estdo distribuidos pelos vasos de resisténcia na maioria dos leitos
vasculares e que encontram-se mais concentrados no musculo liso do que no endotélio ("3, no
entanto é dependente da espécie (29, Assim sendo, desempenham um papel de grande
importancia no sistema cardiovascular, o que implica dizer que qualquer alteracdo nas
respostas vasculares a histamina pode associar-se a doencas cardiovasculares como a

hipertensao e a pré-eclampsia ('3,

Recetor Hy

O recetor H;, presente em varios tecidos como o cérebro, musculo liso intestinal e
vascular, esta associado com a formacdo de IP; e DAG catalisada pela ativacdo da PLC. A
ativacao funcional deste recetor induz a sintese destas moléculas através da via de ativacao
da proteina Gqq. Normalmente, o mecanismo induz a vasoconstricao por uma agao a nivel das
células do masculo liso 29, Em mamiferos, apds a ativacdo deste recetor em células
musculares lisas, ocorre a hidrolise do fosfolipido de membrana plasmatica (IP2) através da
PLC, produzindo dois segundos mensageiros IP3 e DAG, ocorrendo uma sequéncia de eventos
que iniciam a contracdao e que permitem a sua sustentacao, como referido na figura 11

anteriormente (191,

Outro fato importante, deve-se a sua localizacdo em células endoteliais e sua
estimulacdo leva a formacdo de Oxido Nitrico (NO) que é um mediador de vasodilatacdo
derivado do endotélio. A figura 13 descreve este mecanismo, o NO difunde a partir células
endoteliais em direcdo as células do musculo liso vascular e ativa a enzima GC, o que
aumenta o nivel de GMPc, e de PKG conduzindo ao relaxamento do musculo liso vascular.
Estes eventos resultam na diminuicdo dos niveis de Ca?* e com a abertura de canais de

potassio (K*) induzindo a diminuicao da [K*]; ("3 114,

Deste modo, foi demonstrado que o H; pode participar na producao da resposta
contratil ou vasodilatadora. Por um lado, em muitos estudos in vitro a histamina pode causar
vasoconstricao pela via do recetor H; (constricao direta), enquanto nos estudos in vivo, o
mediador quimico também pode provocar vasodilatacdo em vasos de resisténcia periférica
dependente de endotélio (vasodilatador indireto) ("¢ 118, Contudo, é sugerido também que a
vasoconstricao e a vasodilatacao independente do endotélio podem ser mediadas pelo recetor
H, e indiretamente através dos nervos perivasculares do sistema nervoso simpatico. E sugerido
também a possibilidade de que a histamina atue sobre nervos perivasculares, ou possui a
capacidade de excitar um subgrupo de fibras nao mielinizadas sensiveis a capsaicina, podendo

causar diferentes respostas vasculares (116 119, 122) |
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Figura 13. Imagem ilustrativa da vasodilatacao indireta desencadeada pelo NO sintetizado
no endotélio com acdo no tecido muscular vascular (adaptado de (113, 114),

A betahistine é um dos agonistas do recetor H;, demonstrando a capacidade de
estimular a contratilidade do musculo liso arterial pela ativacdo seletiva deste recetor 7,
Como bloqueador, a diphenhydramine demonstrou antagonizar os efeitos contrateis

vasculares desencadeados pela ativacéo do recetor H, (8,

Recetor H,

O recetor H, é acoplado ao sistema AC do mecanismo G e podendo ser localizado em
varios tipos de tecidos ou o6rgdos como, cérebro, estomago, pulmao, coracdo, artérias
revestidas com células do musculo liso. Os efeitos vasodilatadores produzidos pela sua
ativacao sdao mediados pelo AMPc, e sao independentes do endotélio ('3 114 117, 121) " Estudos in
vivo comprovam que ativacao do recetor H, induzida pela histamina, provoca vasodilatacao
em vasos de resisténcia periférica ('"®, podendo provocar a diminuicao ou queda da
resisténcia vascular e uma diminuicao da pressao sanguinea sistémica (e também pelo recetor

H, dependente de endotélio) (116),

Na maioria dos estudos in vitro foi demonstrado realmente que a vasodilatacdo é
independente do endotélio e pelo mecanismo G, ('"® Embora alguns autores como Chiba et al.
tenham demonstrado que os recetores H, localizados nas artérias cardtidas de rato, indicam
que o este recetor também medeia a vasodilatacdo dependente do endotélio através da
sintese de EDRF (') Contudo outros autores sugerem que este recetor medeia a reversao do
tonus miogénico mediada pela histamina em artérias cerebrais de ratos em condicoes

independentes do endotélio, mas sem o envolvimento de AC, ou seja, sem a acao do AMPc.
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Eles sugerem que na maioria, a ativacao do recetor H, envolve a ativacao de canais de K.
Contudo, ainda os eventos de sinalizacao celular que ativam os canais de K* pela ativacao do

recetor H,, acoplada a proteina G nao estao esclarecidos ("7,

A ranitidina, é considerada um bloqueador dos recetores H,, com a capacidade de
inibir o relaxamento do tonus vascular induzido pela histamina (", Como agonista, o dimaprit
(DMP) demonstra induzir o vasorelaxamento do musculo liso pela ativacdo especifica do

recetor (77, 123),
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Capitulo Il - Objetivos

O tributilestanho (TBT) é um composto organoestanho (OT) com propriedades de
disruptor endocrino (EDC) e prejudicial a homeostasia do sistema hormonal. Este disruptor é
extremamente toxico e possui grande poder de bioacumulacdo e biomagnificacdo em varios
ecossistemas. Deste modo, o TBT esta presente na cadeia alimentar de varias espécies,

destacando o ser humano no topo da cadeia alimentar sujeito a concentracées mais elevadas.

A toxicidade do TBT tem demonstrado como fator de risco cardiovascular.
Recentemente, um estudo realizado pelo grupo analisou os possiveis efeitos deste poluente a
curto e a longo prazo. A curto prazo, os dados referentes a essa investigacao demonstraram
que o TBT possui propriedades vasorelaxantes dependente da sua concentracao, na presenca
de contracoes desencadeadas pela histamina e pelo cloreto de potassio na artéria umbilical
humana (AUH). A analise dos efeitos genomicos do TBT, mostrou que os niveis de expressao

de dois recetores encontram-se reduzidos para o recetor 5-HT,, € H;.

Neste sentido, objetivo principal desta dissertacao consiste no estudo dos efeitos a
longo prazo do TBT na atividade contratil do musculo liso das AUHs, pela ativacdo dos
recetores de 5-HT e de histamina. Para avaliacdo do estudo, utilizou-se a técnica banho de
orgaos de modo analisar a resposta contratil arterial a diferentes agonistas dos recetores,

apos incubacao de 24h com diferentes concentracdes de TBT.
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Capitulo Ill - Materiais e Métodos

3.1. Amostra biolégica - Cordao umbilical humano

0 estudo da contratilidade dos recetores de serotonina (5-HT) e histamina do musculo
liso da AUH baseou-se na recolha de pedacos de 3 a 7cm de corddes umbilicais de origem
humana, por via vaginal, sem patologia. Estas amostras biologicas foram recolhidas pelas
enfermeiras do Bloco de Obstetricia e Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da Beira
(CHCB) Covilha. Os procedimentos efetuados nestas amostras do estudo estao aprovados de
acordo com o comité de ética do Centro Hospitalar da Cova da Beira EPE.

De modo a evitar a degradacao e contaminacao dos pedacos de cordoes, estes foram
recolhidos e conservados na solucdo salina fisiologica estéril PSS, contendo antimicédtico e

antiproteases. Posteriormente, mantidas a temperatura de 4°C por um periodo de 4-24h no

maximo antes da sua utilizacao.

Tabela 1. Composicdo da solucao fisioldgica PSS diluido (pH 7,4) e compostos adjuvantes para evitar
a contaminacao e degradacao do cordao umbilical humano.

PSS Antibiéticos e antimicoticos Antiproteases
NaCl 110Mm
CaCl, 0,15mM
KCl 5mM
HNE%SSZ fg"nqAM Penicilina (5U/mL), Leupeptina 0,45 mg/L
Estreptomicina (5 pg/mL) Benzamidina 26 mg/L

NaHCO; 10mM

KH,PO4 0,5mM
NaH,PO, 0,5mM
Glucose 10mM
EDTA 0,49Mm

Anfotericina B (12,5 ng/mL) | Inibidor de tripsina 10 mg/L

3.2. Estudo de contratilidade arterial

3.2.1. Preparacao e extracao das artérias do cordao umbilical

0 cordao foi inicialmente limpo na solucdo fisiolégica salina PSS. As artérias foram
isoladas do resto dos componentes do cordao umbilical, removendo a geleia de Wharton e a
veia, numa placa de petri contendo PSS. Posteriormente, deixou-se por um periodo de 3 a
12h num tubo de falcon contendo 10 ml de PSS a uma temperatura de 4°C. Com o intuito de
promover o vasorelaxamento das mesmas apos o isolamento. Consequentemente, utilizou-se
uma placa de petri com PSS para proceder a extracdo do endotélio, a partir de uma agulha e

um fio de linha de algodao, deixando exposto a tUnica média, correspondente ao musculo
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liso. Com a recolha de pequenos anéis de artéria do cordao umbilical sem endotélio fez-se
incubacdes por um periodo de 24h, para a obtencao de dois grupos controlo, um controlo e
outro com 0,01% de solvente etanol (EtOH). O estudo do efeito do TBT a longo prazo baseou
se na obtencao de incubacdes com diferentes concentracées de TBT 0,1nM, 1nM, 0,1uM e
100pM em 10mL de DMEM-F12 (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), a temperatura de 0-

4°C, apos 24h. Posteriormente, procedeu-se ao estudo contratil das mesmas.

Tabela 2. Composicao do meio DMEM-F12 (pH 7,4).

Solucao Composicao
DMEM-F12 liofilizado
5 , DMEM-FEZ , ' NaHCO3 (1,2 g/L)
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) Acido L-ascorbico (20 mg/L)

3.2.2 Estudo de contratilidade arterial

Apos as 24h de incubacao, foi analisado a capacidade contratil dos anéis de AUH para
os diferentes grupos do estudo. Estes foram montados na camara de banho de 6rgaos
(LEO1.004, Letica) através de pequenos ganchos de aco inoxidavel que permite o suporte dos
anéis e consequentemente com outros auxilios complementares, permitiram detetar as
diferencas de tensdao que poderao ser sujeitas. Foram submergidos na solucao fisiologica
Krebs a temperatura de 37°C, continuamente em contato com carbogénio (95% O, e 5% CO,).
Inicialmente foram estimuladas a terem uma tensao entre 1,5 - 2g através de periodos de
lavagem da solucao fisiologica de 15 - 15mn durante 45mn, de modo definirem uma tensao

basal.

Para avaliar a contratilidade dos anéis de AUH foram utilizados diferentes agentes
contrateis, iniciando-se com 1uM de 5-HT para o estudo da viabilidade das artérias, de
seguida por 1uM de L694,297 (L69; agonista do recetor 5-HTg,1p), por 1uM de a-metil-5-HT
(AMHT; agonista do recetor 5-HT,,), por 10uM histamina, e por 1TmM de betahistine (BHI;
agonista do recetor H;). Durante o estudo também foram utilizados dois agentes
vasorelaxantes como o AS19 (1uM; agonista do recetor 5-HT;) e o dimaprit (100pM de DMP;
agonista do recetor H,).

Para cada agente vasoativo utilizado, ha a necessidade de repetir os periodos de
lavagem com a solucao fisiologica Krebs de 15 - 15mn durante 45mn. Este passo permite as
artérias voltarem a relaxar e sevestabilizarem a uma tensdo basal, de modo a nao haver

interferéncias para o proximo agente contratil e/ou vasorelaxante.
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Tabela 3. Composicao da solucao fisiologica Krebs (pH 7,4).

Componente Concentracao
NaCl 119Mm

KClL 5.0mM
NaHCO; 25mM

KH,PO, 1.2mM

caCl, 0.5mM

MgSO, 1.2mM

EDTA 0.03mM
Glucose 11Mm

Os dados da tensao, real em gramas (g) foram obtidos a partir dos materiais e

equipamentos descritos na tabela:

Tabela 4. Descricao dos materiais e equipamentos utilizados durantes a realizacao do estudo, com
as suas respetivas marcas.

Material cirdrgico

Tekno; FST; Dumostar; Stainless Material
especifico de laboratorio

Material especifico de laboratorio

Camara de banho de 6rgaos

Letica

Transdutor de forca isométrica

TRI201, Panlab SA, Spain

Amplificador

musculo liso118/D Quad Bridge,
ADInstruments

Interface PowerLab/4SP

ML750, ADInstruments

Software especifico do banho de o6rgaos

Chart5PowerlLab, ADInstruments

3.3. Quimicos

Para a realizacao deste projeto laboratorial utilizou-se o cloreto de tributilestanho

(TBTCL; 96%) e os seguintes agentes contrateis indicados na tabela 5.
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Tabela 5. Quimicos utilizados na realizacao do procedimento laboratorial.

Agentes contrateis Marca

TBTCL (96%)

Serotonina

Histamina

Sigma-Aldrich
L694,297

a-metyl-5-HT

Betahistine

AS19

Tocris
Dimaprit

3.4. Analise estatistica

Os resultados obtidos durante o estudo foram expressos em forma de médias + erro
padrdo, para cada condicdo 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 duas situacdes diferentes na
mesma condicao de amostra foi analisada usando o Stundent’s t-test. Enquanto, a
significancia estatistica referente a diferentes condicées de concentracao de TBT mais o
controlo, utilizou-se uma One-Way ANOVA. As diferencas entre os diferentes grupos foram

consideradas significativas quando (P <0,05).
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Capitulo IV - Resultados

Para a realizacao desta dissertacao utilizaram-se 25 corddes umbilicais humanos,
procedentes de gestantes sem patologias ou condicdes que poderiam colocar em causa a
fidelidade do estudo.

4.1. Andlise do efeito a longo prazo do TBT na atividade
contratil da AUH provocada pela ativacdao de recetores de
5-HT

Inicialmente, os anéis da AUH foram sujeitos a remocao do endotélio e incubados
durante 24 horas para obtencao de trés grupos distintos, um grupo controlo, um grupo com o
solvente etanol (0,01% de EtOH) e outro constituido por diferentes concentracoes de TBT
(0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM). Posteriormente, foi analisada a atividade contratil dos anéis
pela ativacdo dos recetores de 5-HT, por diferentes agentes contrateis: 5-HT, L69 (agonista
do recetor 5-HTig,1p)) € AMHT (agonista do recetor 5-HT,4). Sendo que, os anéis contraidos
com AMHT foram posteriormente submetidos ao agente vasorelaxante AS19, agonista do
recetor 5-HT;. A analise da contratilidade dos recetores 5-HT baseou-se na utilizacdo da

técnica banho de orgaos

Em todos os casos, os anéis de AUH foram primeiramente contraidos pela 5-HT (1uM)
com o intuito de testar a viabilidade dos anéis. Deste modo, as artérias submetidas a 5-HT

cuja contratilidade ndo superasse 900 mg foram excluidos do estudo.

4.1.1. Efeito do solvente na atividade contratil da AUH desencadeada pela
ativacao de recetores de 5-HT

Para cada artéria, foi analisado se a incubacdo com o solvente (EtOH) tinha influéncia
sobre a contratilidade arterial. Assim, mediram-se as tensdes provocadas pelos diferentes
agonistas, 5-HT (1pM), L69 (1pM), AMHT (1uM) e AS19 (1uM) em anéis incubados com EtOH e
em anéis controlo. Desta forma, analisou-se a possibilidade de alguma interferéncia deste

solvente (124, 125),

Os resultados obtidos demonstraram nao existir qualquer diferenca estatisticamente
significativa entre a contratilidade obtida em ambos os grupos controlo e solvente EtOH,
independentemente do agonista utilizado. Também nao houve diferencas significativas no
efeito relaxante do AS19 (dados nao apresentados). Assim, do mesmo modo como ja tinha

sido demonstrado por estudos prévios, o EtOH a 0,01% ndo exerce nenhum tipo de efeito (126
127)
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4.1.2. Efeito do TBT a longo prazo na atividade contratil desencadeada
pela ativacao de recetores de 5-HT na AUH

Para cada artéria, foi analisado se a incubacdo com diferentes concentracdes de TBT
tinha influéncia sobre a resposta contratil dos anéis, apds ativacao de recetores de 5-HT.
Assim, analisaram-se as tensdes provocadas pelos diferentes agonistas, 5-HT (1uM), L69
(1pM), e AMHT (1pM) e analisaram a percentagem de relaxacao provocada pela a AS19 (1uM),
em anéis incubados com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM) e em anéis controlo. Desta forma,
analisou-se as possiveis alteracoes deste xenobiotico na funcdo contratil do musculo liso da

AUH, desencadeada pela ativacao dos recetores 5-HT.

Efeito da incubacao com TBT na contratilidade da AUH induzida pela 5-HT

As artérias contraidas com 5-HT apos incubacao de 24h com 0,1nM de TBT, possuiram
uma atividade contratil diminuida quando comparadas com a condicdo controlo. Neste
sentido, 39,2% das artérias contrairam entre os 500 e 900mg e 15,7% abaixo de 500mg,

enquanto que 45,1% contrairam acima dos 900mg.

Tabela 6. Efeito contratil induzido pela 5-HT nos anéis de AUH em percentagem (%) apds incubacao
de 24h com as seguintes concentracdes de TBT 0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM.

Controlo 0% (0) 6,7% (4) 93,3% (56) 60
TBT 0,1nM 15,7% (8) 39,2% (20) 45,1% (23) 51
TBT 1nM 15,8% (3) 15,8% (3) 68,4% (13) 19
TBT 0,1pM 23,1% (6) 53,8% (14) 23,1% (6) 26
TBT 100uM 32,6% (14) 41,8% (18) 25,6% (1) 43

Em relacao as artérias incubadas com TBT 1nM, como podemos observar na tabela 6,
68,4% dos anéis contrairam acima de 900mg. Os dados obtidos com estas artérias incubadas
com 1nM TBT demonstram uma atividade funcional menos diferente da obtida com as artérias
controlo, apesar de que 31,6% de artérias contrairam abaixo de 900mg, quando no controlo ha

apenas 6,7% que contrairam abaixo deste valor.

Para a incubacdao com 0,1uM de TBT, apenas 23,1% dos anéis contrairam acima de
900mg e 23,1% contrairam por valores inferiores a 500mg. Ou seja, 76,9% das artérias
incubadas com esta concentracao apresentaram atividade contratil reduzida abaixo de
900mg.
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Relativamente ao TBT 100uM, 25,6% das artérias contrairam acima de 900mg. A maior
parte dos anéis incubados apresentaram 41,8% da atividade contratil atingida entre 500mg e
900mg, enquanto 32,6% apresentaram uma capacidade contratil inferior a 500mg. Deste
modo, estes dois valores mostram que 74,4% dos anéis apresentaram uma atividade contratil

menor a 900mg de tensao.

Em suma, os resultados demonstram que incubacao de 1nM nao € consistente com as
outras incubacdes, pelo fato de ser a concentracdo com resultados mais semelhantes
comparativamente ao grupo controlo. Contudo, de um modo geral o aumento da
concentracao de TBT provocou um aumento de artérias que diminuiram a sua atividade

contratil.

Efeito da incubacao com TBT na contratilidade da AUH induzida pela 5-HT e pelos agonistas

dos recetores 5-HTg/1p € 5-HT34

Em relacdo a analise da capacidade contratil nas artérias controlo, podemos observar
no grafico referente a figura 14, que a contracdao média induzida pela 5-HT é semelhante a
obtida pelo AMHT.
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Figura 14. Efeito do TBT na contracao da AUH induzida pela 5-HT e seus agonistas L69 e AMHT. O efeito
contratil (mg) induzido pela 5-HT (1pM), L69 (agonista do recetor 5-HT+g/1p; 14M) € AMHT (agonista do
recetor 5-HTs; 1uM), apos 24h de incubacao com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100pM) e controlo (CT). As
barras representam as médias + erro padrao, associado ao nimero de experiéncias indicado proximo as
barras. *versus contracao obtida pela 5-HT e pela AMTH (P <0.05, One-way ANOVA com teste post hoc

Dunn) # versus controlo (P <0.05, One-way ANOVA com teste post hoc Dunn).
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Relativamente as artérias incubadas com TBT, verifica-se uma diminuicao significativa
da capacidade contratil provocada pela 5-HT para as duas concentracdoes mais elevadas de

TBT (0,1uM e 100pM) e para a concentracao mais baixa (TBT 0,1nM).

As contragdes induzidas pelo L69 (agonista do recetor 5-HTqg,1p) Nas artérias controlo
sao significativamente menores que as induzidas pela 5-HT e pela AMHT. Esta diferenca
mantém-se para as artérias incubadas com TBT 0,1uM. Enquanto, em relacao as contracoes
induzidas pelo L69 nas artérias controlo nao sao significativamente diferentes as obtidas nas
artérias incubadas com TBT (0,1nM, 1nM e 100uM).

Relativamente ao agonista do recetor 5-HT,;,, AMHT, a contracao provocada em
artérias controlo foi significativamente maior que a obtida em artérias incubadas com as
concentracoes de TBT mais elevadas (0,1uM e 100uM). Contudo, os dados nao foram
significativamente diferentes das obtidas em artérias incubadas com as concentracdes de TBT

mais baixas (0,1nM e 1nM).

Efeito da incubacdo com TBT sobre a vasorelaxacao provocada pela ativacdo do recetor 5-HT;
na AUH

Analisou-se a percentagem (%) de relaxacdo dos anéis, induzida pela ativacdo do
recetor 5-HT; em artérias previamente incubadas (durante 24h) com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM

e 100 pM) ou em meio controlo (CT). Os anéis foram contraidos por AMHT (1pM) e apos a

estabilizacao da contracao, estes foram submetidos ao AS19 (agonista do recetor 5-HT7; 1uM).
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Figura 15. Efeito relaxante induzido pelo AS19, apos contracdo das artérias com AMHT. Estudo do efeito
da ativacao do recetor 5-HT7 com AS19 (1uM), apos os anéis da AUH terem sido contraidas com AMHT
(1UM). As artérias foram previamente incubadas (durante 24h) com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM) ou
em meio controlo (CT). As barras representam a média + erro padrao associado ao niumero de
experiéncias indicado préximo as barras. * versus controlo (P <0,05, One-Way ANOVA com teste post hoc
Dunnett).

Os resultados demonstraram a existéncia de diferencas significativas entre a condicao
controlo e a incubacao TBT 0,1nM, sendo que esta diferenca corresponde a um aumento da
percentagem de relaxacao relativamente ao controlo. Nao houve diferencas significativas

entre o controlo e as artérias incubadas com outras concentracoes de TBT.

4.2. Anadlise do efeito a longo prazo do TBT na atividade
contratil da AUH provocada pela ativacdao de recetores de
histamina

A determinacao da atividade funcional dos recetores de histamina na AUH também se

baseou na analise da contratilidade arterial realizada pela técnica de banho de 6rgaos.

As artérias sem endotélio foram incubadas com ou sem TBT, da mesma forma que
referido na secdo anterior, com a utilizacdo de trés condicbes de estudo, o controlo, com
solvente EtOH (0,01%) e com diferentes concentracdes de TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100pM).
Os agentes contrateis utilizados foram histamina e BHI (agonista do recetor H;). Alguns dos
anéis contraidos com BHI foram posteriormente submetidos ao agente vasorelaxante DMP

(agonista do recetor H,).
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4.2.1. Efeito do solvente na atividade contratil da AUH desencadeada pela
ativacao de recetores de histamina

Foi analisada a influéncia do solvente EtOH na funcdo contratil de AUH,
desempenhada pela ativacdo dos recetores histaminicos. Assim, mediram-se as tensdes
atingidas pela utilizacdo de dois agentes contrateis e agonistas destes recetores, histamina
(10uM) e de BHI (1mM), em anéis incubados com etanol e em anéis controlo. Também foi
analisado o efeito relaxante do DMP (100uM) sob contracdes induzidas pelo BHI (1mM). Desta
forma analisou-se a possibilidade de alguma interferéncia deste solvente (24 125 em artérias
incubadas na presenca de 0,01% de EtOH. Os resultados obtidos demonstraram que o efeito
contratil é semelhante entre os grupos analisados, controlo e com EtOH (0,01%)). Também
nao ha diferencas significativas no efeito relaxante provocado pelo DMP (dados nao
apresentados). Como referido anteriormente a percentagem de 0,01% de EtOH nao exerce

nenhuma influéncia significativa na contratilidade arterial (126 127),

4.2.2. Efeito do TBT a longo prazo na atividade contratil desencadeada
pela ativacao de recetores de histamina na AUH

Os anéis de AUH sem endotélio foram incubados por um periodo de 24h em presenca
de concentracoes diferentes de TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM). Apds o periodo de
incubacao dos anéis, determinaram-se as tensdes provocadas pela acao da histamina (10uM) e
do BHI (1mM), e analisaram a percentagem de relaxacao induzida pelo DMP (100pM). Assim
sendo, analisaram-se as possiveis interferéncias do xenobidtico na funcdo contratil do

musculo liso da AUH, desencadeada pela ativacao dos recetores histaminicos.

Efeito da incubacao com TBT na contratilidade da AUH induzida pela histamina e pelo

agonista do recetor H;

O grafico da figura 16 mostra que a contracdo induzida pela histamina é
significativamente inferior a induzida pelo agonista BHI do recetor H; em anéis controlo.
Também se observou esta diferenca em anéis incubados com TBT 0,1nM, deixando de existir
esta diferenca significativa em anéis incubados com concentracdes superiores de TBT (1nM,
0,1uM e 100pM).
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Figura 16. Efeito do TBT na contracdo da AUH induzida pela histamina e pelo BHI. O efeito contratil
(mg) induzido pela histamina (10uM) e pelo BHI (agonista do recetor Hq; 1mM) apds 24h de incubacao
com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100puM) e em anéis controlo (CT). As barras representam as médias + erro
padrao, associado ao numero de experiéncias indicado préximo as barras. *versus agente contratil (teste

de Student), # versus controlo (P <0.05, One-way ANOVA com teste post hoc Dunnett).

Deste modo, verifica-se que em anéis incubados com as concentracdes mais altas de
TBT (0,1uM e 100pM) as tensdes provocadas por histamina e BHI sao semelhantes. Estes dados
também demonstram que a capacidade contratil do BHI é reduzida significativamente pela
incubacao dos anéis com TBT (0,1uM e 100uM). Por outro lado, a contratilidade maxima
provocada pela histamina ndo é significativamente alterada pela incubacdo dos anéis com
TBT.

Efeito da incubacdo com TBT sobre a vasorelaxacdo provocada pela ativacao do recetor H,
na AUH

Analisou-se a percentagem (%) de relaxacao induzida pela ativacao do recetor H, em
artérias previamente incubadas (durante 24h) com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100pM) ou em

meio controlo (CT). Os anéis foram contraidos por BHI (1mM) e apos a estabilizacao da

contracao, estes foram submetidos ao DMP (agonista do recetor H,, 100pM).
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Figura 17. Efeito relaxante induzido pelo DMP, apds a contracdo das artérias com BHI. Estudo do efeito
da ativacdo do recetor H, com DMP (100uM), apds as artérias terem sido contraidas com BHI (1mM) e
incubadas por 24h com TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100 pM) ou em meio controlo (CT). As barras
representam a média + erro padrao, associado ao nimero de experiéncias indicado proximo as barras. *
versus controlo (P <0,05, One-Way ANOVA com teste post hoc Dunnett).

Os resultados do grafico da figura 17 mostram uma diminuicao significativa do efeito
relaxante do DMP em com anéis incubados com TBT 1nM em relacdo aos anéis controlo. E
referente as outras concentracoes, nao foi observado diferenca significativas com o grupo
controlo.
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Capitulo V - Discussao

O Tributilestanho (TBT) € um poluente ambiental que se bioacumula em diferentes
ecossistemas (1% ', Deste modo, diferentes estudos tém demonstrado a sua capacidade de
influenciar o comportamento de varios sistemas fisioldgicos dos seres vivos, inclusive o
homem. Estes estudos comprovam a sua citoxicidade, incluindo a imunotoxicidade,
neurotoxicidade (1% 34 genotoxicidade anormalidades sexuais e reprodutivas, e recentemente

alguns autores sugerem-no como um fator de risco cardiovascular 3% 128),

Estudos prévios realizados por investigadores do grupo foram os primeiros a analisar o
efeito do TBT a nivel vascular em humanos, e abriram caminhos para novos projetos de

investigacao cientifica. Este estudo demonstrou trés fatos (129:

1)A exposicao ao TBT a curto prazo, provocava um efeito relaxante nas AUH

contraidas sendo dependente da concentracao;

2)Uma exposicao prolongada das AUH ao TBT (100pM) provoca um efeito duplo,

demonstrando a sub-expressao do recetor 5-HT,4 e do recetor Hy;

3)Testes de viabilidade celular demonstraram que a toxicidade do TBT sobre as

células do musculo liso da AUH ocorre a partir da concentracao de 1uM.

Este trabalho pretende analisar os efeitos a longo prazo do TBT na fungao contratil da
AUH provocada pela ativacdo dos recetores de 5-HT e de histamina localizados no mdsculo
liso destas artérias. Esta avaliacdo foi feita através da incubacdo (24h) dos anéis de AUH em
meio DMEM-F12 com diferentes concentracées de TBT. De seguida analisou-se a atividade
contratil dos anéis desencadeada pela ativacao dos recetores de 5-HT e de histamina, com a

utilizacao de diferentes agonistas destes recetores.

Para realizar o estudo inicialmente foram utilizados dois grupos, um controlo e um
com solvente EtOH. Assim alguns anéis de AUH foram incubados por 24h com meio base
(DMEM-F12) e outros com meio base com EtOH 0,01%. Os resultados obtidos nestes dois grupos
demonstraram nao existir diferencas significativas nos efeitos contrateis provocados pela 5-
HT, pelos outros agonistas dos recetores 5-HT (L69 e AMHT), assim como pela histamina e
BHI. Referente aos agentes vasorelaxantes, AS19 e DMP, os dados demonstraram também
nenhuma diferenca estatistica. Assim podemos concluir que o EtOH 0,01% nao altera
significativamente os efeitos contrateis dos agonistas referidos na AUH. Esta auséncia de

efeito do EtOH ja tinha sido referida anteriormente em outros tipos de estudo com AUH (126
127)
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5.1. Efeito a longo prazo do TBT na contratilidade da AUH
provocada pela ativacao de recetores de 5-HT

0 estudo do efeito do TBT a longo prazo foi realizado, fazendo incubacées de anéis de
AUH com diferentes concentracdes de TBT (0,1nM, 1nM, 0,1uM e 100uM).

Avaliou-se a resposta dos anéis de AUH a 5-HT e os resultados mostraram que, nas
artérias incubadas com TBT 100uM, apenas uma percentagem de 25,6% dos anéis contrairam
acima de 900 mg. Contudo, 32,6% destes anéis tiveram uma atividade contratil inferior a
500mg e 74,4% inferior a 900mg. Pode-se concluir que esta concentracao de TBT provoca uma
grande perda da atividade contratil funcional provocada pela 5-HT. Em relacdo a incubacao
com 0,1uM de TBT, s6 23,1% destes contrairam acima de 900mg pelo efeito da 5-HT, havendo
53,8% que contrairam entre 500 e 900mg e 23,1% abaixo de 500mg. Esta concentracao
também mostrou reduzir a atividade contratil dos anéis para a 5-HT. Assim sendo, a analise
estatistica dos resultados obtidos ao longo da experiéncia, mostrou haver diferencas
significativas entre o grupo controlo e a incubacdo 0,1 uM, apresentando atividade contratil
reduzida semelhante a concentracdo 100 pM para o agente contratil 5-HT e AMHT. Neste
caso, sugere-se que os recetores de 5-HT ativados pelo agente contratil 5-HT e o agonista do
recetor 5-HT,,, AMHT estao afetados nestas duas concentracdes. Estes valores mostram uma
grande perda funcional de atividade contratil dos recetores 5-HT,, para as estas duas
incubacoes, nao havendo diferencas relativamente significativas entre elas. Sugere-se que a
sua capacidade de mediar contragdes por um mecanismo Gq, por estimulacao direta através

de células do musculo liso de AUH ©4, esteja afetada.

Estudos recentes do grupo demonstraram concordancia com estes resultados, uma vez
que o gene deste recetor encontra-se sub-regulado na presenca de TBT 0,1nM, 10nM e 0,1 pM
(128) Qutros estudos também parecem corroborar com os dados obtidos, sendo que estudos in
vitro demonstram que o TBT pode afetar canais de Ca?*(1%% 2% 130) sendo um composto capaz
de inibir significativamente tanto as bombas de Ca%*-ATPase no RS (SERCA), assim como a
recaptacao do Ca?* pelas bombas. Estes estudos demonstram a existéncia de niveis baixos de
AMPc, associando que o mecanismo do efeito do TBT deve-se a alteracdo da fosforilagdo de
proteinas especificas e dependente da concentracdo do toxico 7. De fato o TBT foi
identificado como um inibidor potente da ATPase mitocondrial na regido F;F, em mamiferos,
moluscos, bactérias. Garcia-carrilo et al. demonstraram que o TBT se liga a enzima induzindo
a transicdo do estado de ligacdo ao Ca’'de alta para baixa afinidade (transicdo E1 para E2)
(139, Qutros autores sugerem que o TBT induz o aumento da [Ca?*]; libertado pelo RS, levando
a deplecdo de Ca* no organelo, prejudicando as suas funcdes e permitindo a acumulacdo de
proteinas unfolding no limen, o que induz ao stress do RS (132, E sugerido ainda a capacidade
de exacerbar o stress oxidativo com a formacao de espécies reativas de oxigénio (0%) e com
formacao de fibrose, levando a disfuncao funcional e morfoldgica de anéis adrticos em ratos
fémeas @), Também ja foi referido a capacidade do TBT de desencadear apoptose através do

aumento do efluxo de Ca?* intracelular do RS podendo ativar endonucleases, que resultam na
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fragmentacdo do DNA. Isto pode resultar da ativacdo de proteases tipo calpaina que sub-
regulam ou degradam o PKC, ou caspases. Deste modo, estes eventos podem modificar o

estado de fosforilacdo de proteinas apoptoticas, levando a apoptose celular pela acao do TBT
(47, 130)

Em relacdo as artérias incubadas com 1nM de TBT, apresentaram uma percentagem
de 68,4% de anéis que contrairam acima de 900mg. No geral, estes anéis mostraram uma
atividade contratil reduzida em relacdo aos anéis controlo, pois 31,6% dos anéis contrairam
abaixo de 900mg. No entanto, os resultados obtidos com artérias incubadas com 1nM de TBT
sdao semelhantes aos obtidos com artérias controlo, o que ndo ocorre com os resultados
obtidos para as outras incubacées de TBT. Contudo, apesar de nao existir diferenca
estatistica significativa entre o L69 e os outros agentes contrateis, considera-se que anéis
incubados a esta concentracao apresentam resultados semelhantes a uma condicao padrao
fisiologica. Contudo, o fato de o nimero de ensaios ser inferior as outras incubacoes, pode ter

induzido a alguma influéncia.

Para a concentracao TBT de 0,1nM, os resultados demonstraram uma atividade
contratil diminuida ap6s os anéis terem sido submetidos a 5-HT. Neste sentido, 45,1% dos
anéis contrairam acima de 900mg, enquanto 39,2% delas contrairam entre os 500 e 900mg. Os
dados demonstraram uma diminuicdo significativa da atividade contratil dos anéis AUH,
mostrando alteracao funcional dos recetores 5-HT a esta incubacao. Pode-se dizer que a
capacidade de contracao delas foi dividida aproximadamente, podendo afirmar que quase
metade dos anéis contrairam e as outras diminuiram a sua atividade funcional a esta
concentragao. Assim sendo, a analise do recetor 5-HT; para a mesma concentracao foi
possivel observar um aumento da percentagem de relaxacdo apo6s os anéis terem sido
submetidos ao agente vasorelaxante AS19 (ap6s contracao com AMHT) comparativamente com
o grupo controlo. Em referéncia as incubacées com outras concentracées de TBT, os
resultados nao demonstram ser significativamente diferentes quando compradas com o
controlo. Deste modo, sugere-se que o recetor 5-HT; encontra-se afetado pela incubacao em
0,1nM de TBT. O que se pode afirmar que concentracao mais baixa consegue reduzir a
resposta contratil para a 5-HT, desempenhando um efeito sobre o recetor 5-HT;. Este recetor
é responsavel pela inibicao da contratilidade do musculo liso “'> 77,198, 111 ng AUH %) associado

a ativacao de AC e a sua restante via de sinalizacao acoplada positivamente a proteina G %
110)

Os resultados demonstram a existéncia de um efeito na concentracdo mais baixa,
sendo muito comum na maioria dos EDCs. Deste modo, o estudo indica que o TBT tem efeitos
toxicos tanto em niveis de exposicao muito baixos como em niveis muito altos (7).
Consideramos estas respostas como nao monotonicas, frequentemente referidas como
respostas bifasicas ou curvas em forma de U, ou U invertido 'Y, Os dados concordam com
outros estudos em que os efeitos do TBT possuem a capacidade de diminuir a lise das células

tumorais desempenhando uma acado imunossupressora nas células NK, assim como a
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diminuicdo dos niveis de AMPc intracelular. Deste modo, demonstrou-se que a inibicao de AC,
consequentemente a diminuicdo da atividade da PKA e dos niveis de AMPc, e aumento da
ativacao de p44/42 e p38 (mudancas no estado de fosforilacao) G' 42 e JNK 29 causa
alteracoes a nivel das MAPK e em outras cinases como a JNK 2031, 42- Contudo os resultados
sao controversos em relacao ao observado por Solomon et al. que afirmam que o que o TBT
inibe a vasorelaxacdo induzida pelo péptido natriurético (ANP)e a estimulacdo de GMPc em
anéis aodrticos de ratos, mas ndao tem nenhum efeito sobre a vasorelaxacdo induzida por
nitroprussiato de sodio (SNP) e a sintese de GMPc. Estes dados sustentam a ideia de que a
interacao inibitdria entre TBT é mais sensitiva ao ANP, ao seu recetor e principalmente a
atividade de ciclase ("33, Contudo, outro estudo mais recente mostra que é possivel o TBT

provocar diminuicao da vasorelaxacdo do SNP 27,

Em referéncia ao recetor 5-HTg/1p, @ sua funcdo pode estar comprometida, apesar de
os resultados ndo aparentarem nenhuma alteracao na sua funcionalidade apos as diferentes
incubacoes com TBT. No entanto, ja foi descrita uma alteracdo da sua expressao dependente
da variabilidade genética individual do recetor 5-HTg;1p Nna HUA??), Ha uma necessidade que
ele seja ativo primeiramente por um agente contratil, e sé posteriormente desencadear a sua
resposta com o seu agonista ®4.A resposta contratil dos agonistas pode apresentar um efeito
duplo, podendo ser representada por uma atividade contratil elevada (>1000mg), baixa (>200
- <300mg) ou um efeito total médio (+500mg) 7> %), Deste modo, a analise deve ser

complementada com estudos de expressao do recetor 5-HTg,1p.

Apesar dos resultados da incubacdao de 1nM, nao serem relativamente consistentes
com os outros resultados das outras incubagdes. Esta concentracdo aparentemente nao
apresenta diferencas significativas com a situacdo controlo. Contudo, estes dados, o nimero
de ensaios realizados é relativamente menor que o nimero realizado para as outras
incubacdes de TBT. De um modo geral, em relacdo as artérias contraidas com 5-HT, o
aumento da concentracdo de TBT provocou um aumento da proporcao de artérias que
contrairam menos de 500mg, e também provocou um decréscimo da proporcao de anéis que
contrairam por valores superiores a 900mg, comparativamente com o grupo controlo. De
acordo com o estudo, aparentemente os recetores afetados sao o 5-HT,, (TBT 0,1puM e 100uM)
e o recetor 5-HT; (TBT 0,1nM).

5.2. Efeito a longo prazo do TBT na contratilidade da AUH
provocada pela ativacao de recetores de histamina

A analise do efeito a longo prazo do TBT na resposta contratil da AUH induzida pela
histamina e seus agonistas demonstrou também que existem diferencas significativas entre as

incubag6es com TBT e o controlo.
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A analise dos resultados também demonstrou diferencas significativas com a situacao
controlo e as concentracoes mais altas do estudo (TBT 0,1uM e 100pM). Assim sendo, os dados
demonstram que para as artérias incubadas com 0,1pM e 100uM de TBT, elas apresentam
tensdes maximas menores comparativamente com o controlo, apds os anéis terem sido
submetidos a histamina e BHI. Para além disso, a tensdo maxima atingida pelos anéis de AUH
mediados pela ativacdo dos recetores por ambos os agentes contrateis, é semelhante e
reduzida a estas duas concentracdes, ja que no grupo controlo a tensao atingida pelo BHI é
superior a histamina. De acordo com Santos et al. (2009) a histamina ativa ambos os recetores
H, e H,, o que implica haver contracdo elevada através de H; e posteriormente, relaxacao
através de H,, diminuindo a tens&o para o agente contratil numa situacédo controlo 7). Deste
modo, a contracdo mediada pelo BHI ¢ maior quando comparada com a contracao provocada
pela histamina, ja que o BHI ativa exclusivamente o H; acoplado a proteina Gqq, permitindo o
aumento dos niveis intracelular de IP3 e DAG ("%, Os resultados sugerem que a atividade
contratil das artérias desencadeada pela ativacdo do recetor H; encontra-se alterada para
ambas as incubaces mais elevadas. Assim sendo, as artérias incubadas a estas concentracoes
apresentam uma atividade contratil reduzida, semelhante a contracdo padrao da histamina.
Neste sentido, o TBT aparenta induzir um efeito inibitério referente a este recetor acoplado a
proteina Gqq. Do mesmo modo, como referido anteriormente nos recetores de 5-HT,
pressupde-se a possibilidade das bombas de Ca’ou mesmos canais estejam a ser de

influenciados pelo toxico, interferindo com o estado de fosforilacdo de proteinas no limen
celular (67, 105, 129, 130)

Os resultados obtidos pelo grupo coincidem com os apresentados no estudo, ja que a
analise genomica realizada por Gléria et al. indica que a exposicdo ao toxico induz a
diminuicdo dos niveis de expressdo do mRNA do gene H;, estando o gene sub-regulado para as
concentracées 0,1nM, 1nM, 10nM, e 0,1uM (28 O que pode indicar que a baixa expressdao do
recetor, possa implicar a diminuicdo da atividade contratil dos anéis incubados com as

concentracoes mais altas do estudo.

Em relacdo a incubacdo 1nM, a analise dos resultados demonstrou nao haver
diferencas significativas entre a tensao atingida pela histamina e pelo BHI, quando
comparadas com o controlo. Os dados mostram uma similaridade na resposta contratil entre
os dois agentes vasoativos, ja que a contracdo da histamina aumentou consideravelmente
atingindo uma capacidade contratil semelhante a contracdo mediada pelo BHI em artérias
incubadas com esta concentracdo de TBT. Verifica-se pela analise do efeito vasorelaxante do
DMP (agonista do recetor H,), apos os anéis terem sido contraidos com o agente contratil BHI,
que as Unicas diferencas significativas referentes ao grupo controlo é referido a concentracao
TBT 1nM. De fato, apds os anéis terem sido incubados (TBT 1nM) e submetidos ao DMP, a
percentagem de relaxacao atingida foi menor em relacdao a todas outras incubacdes e ao
controlo. Sugere-se que a atividade do recetor H, pode estar alterada nas artérias incubadas

com TBT 1nM, verificando-se uma menor capacidade de resposta ao seu efeito relaxante.
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Deste modo, os dados apontam para a existéncia de efeitos do TBT relacionados com
o recetor H, para a concentracdo 1nM, sendo esta resposta ndao monotonica V. Acredita-se
também que os dados estejam relacionados com um efeito semelhante do TBT na
imunossupressao das células NK, onde inibe a AC, como foi referido também na avaliacdo da
atividade contratil da 5-HT @% 3% 42 Tornam-se necessarios mais estudos relativamente a
avaliacao da expressdo génomica do recetor, através da incubacao de células do misculo liso

expostas a diferentes concentracoes de TBT.

Relativamente, as artérias incubadas com a concentracdo mais baixa de 0,1nM, os
dados obtidos ndo apresentaram diferencas significativas com os obtidos em artérias controlo,
mantendo o mesmo padrdao de contracdo para ambos os agentes contrateis. Assim, esta
incubacao nao afeta a contratilidade dos anéis apos terem sido contraidos com histamina e
BHI.

De um modo geral, existe um efeito causado pelo TBT na contratilidade das AUHs
provocada pela ativacdo dos recetores histaminicos, apos incubacdo com 1nM, 0,1uM e 100uM
de TBT. O aumento da concentracdo de TBT provoca uma diminuicdo da atividade contratil
das artérias provocada pela histamina e pelo BHI. Quando as artérias foram incubadas com as
concentracées mais altas de TBT (0,1uM e 100uM), os resultados mostraram uma perda de
capacidade contratil do musculo liso ap6s a ativacdo dos recetores H;. Em relacdo a
incubacdo com TBT 1nM, as artérias aumentaram a sua atividade contratil deixando de haver
diferencas significativas na contracao entre histamina e BHI. Sugere-se para esta
concentracao (TBT 1nM) perda da atividade vasorelaxante do recetor H,. Contudo, o nimero
de ensaios para TBT 1nM pode implicar uma influéncia no estudo, podendo nao ser conclusivo

e necessitar de mais ensaios.
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Capitulo VI - Concluséao

A realizacao deste trabalho baseou-se no efeito a longo prazo do TBT na
contratilidade provocada pela ativacao de recetores de 5-HT e de histamina na AUH. Os
resultados foram obtidos podendo concluir que o TBT exerce efeitos que diminuem a
atividade contratil do musculo liso da AUH provocada pela ativacao destes recetores. Neste

sentido os dados indicam que:

1) A incubacao com as concentragées mais altas de TBT 0,1uM e 100pM provocaram
uma grande perda da atividade contratil induzida pela ativacdao de recetores 5-HT e de
histamina, nomeadamente os recetores 5-HT,, e Hy, 0 que concorda com a observacao de

Gloria et al. que indicam que a expressao dos genes se encontra sub-regulada;

2) Referente as artérias incubadas com 1nM de TBT, os dados indicam um aumento da
atividade contratil das artérias submetidas a histamina. Os resultados demonstram que esta
concentracao afeta a ativacao do recetor H, que apresenta uma atividade vasorelaxante baixa
quando comparada com a condicao controlo. Para os recetores de 5-HT aparenta ser a

incubacao com menos efeitos na AUH.

3) Para os anéis incubados com 0,1nM de TBT, a analise dos dados permitiu constatar
efeitos do TBT apenas relacionados com a ativacao dos recetores 5-HT. Esta concentracao
consegue reduzir a resposta contratil da AUH induzida pela 5-HT Outro fato importante
observado referente a esta incubacao, corresponde ao aumento da atividade vasorelaxante

apos a ativacao do recetor 5-HT5;

4) Relativamente ao recetor 5-HTig,1p, este estudo nao conseguiu concluir se a
atividade contratil induzida pela ativacdo do recetor se encontra afetada apoés incubacao com

as diferentes concentracées de TBT.
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Capitulo VII - Perspetivas futuras

Referente as perspetivas futuras, sugere-se avaliar a influéncia do TBT sobre a
expressao génica dos recetores 5-HTig,1p, 5-HT; € H, e a andlise da influéncia do TBT na
quantificacao dos segundos mensageiros das vias de sinalizacao envolvidas na ativacao dos

recetores de 5-HT e histamina.
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