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Resumo

O di(2-etilhexil) ftalato (DEHP) é um agente plastificante bastante utilizado no cloreto
polivinilico (PVC) para aumentar a sua flexibilidade, elasticidade e maleabilidade. As maiores
fontes de exposicdo ao DEHP incluem produtos de uso doméstico, como os brinquedos, tintas,
papéis de parede, mobilia, adesivos e luvas; também esta presente no pd, em embalagens de
alimentos e dispositivos médicos. Uma das caracteristicas mais importantes dos ftalatos
prende-se com o facto de estes nao se ligarem covalentemente aos plasticos, tornando-os
altamente suscetiveis de se libertarem na atmosfera, nos alimentos ou diretamente nos fluidos
corporais. Os ftalatos sao conhecidos pelas suas caracteristicas de disruptor endocrino,
associadas a obesidade, diabetes e infertilidade. No entanto os seus efeitos a nivel vascular

ainda nao sao bem conhecidos.

0 efeito do DEHP na contratilidade da artéria umbilical humana (AUH) foi avaliado pela técnica
de banho de 4rgaos. Anéis de AUH sem endotélio foram incubados com DEHP (1 nM, 10 e 100
UM) durante 24h, posteriormente contraidos com serotonina (5-HT) (1 pM), histamina (10 pM)
e KCl (60 mM), e o efeito de concentracdes crescentes de DEHP (1 nM - 100 pM) foi avaliado.
Ja o efeito da exposicao ao DEHP (1 nM, 10 nM, 100 nM, 1 pM, 10 uM e 100 pM) na expressao de
mRNA dos recetores 5-HT,, € HR-H; em células do musculo liso da artéria umbilical humana
(HUASMC) foi avaliado por gPCR.

Com base nos resultados obtidos concluiu-se que o DEHP pode agir como vasorelaxante direto
da AUH, mas também provoca efeitos gendmicos que podem alterar significativamente o efeito
direto. Os resultados sugerem que os efeitos genomicos alteram o metabolismo do calcio

intracelular, mudando a resposta contractil e vasorelaxante da AUH.

Palavras-chave

DEHP, Artéria Umbilical Humana (AUH), Banho de Orgaos, Células do Musculo Liso da Artéria
Umbilical Humana (HUASMC), PCR quantitativo (qPCR)
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Abstract

Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) is a plasticizer widely used in polyvinyl chloride (PVC) to
increase flexibility, elasticity and pliability. In addition to medical devices as blood bags,
catheters, tubes and gloves, humans are exposed to DEHP through ingestion of house dust, food
that has been storage in plastic packs, dermal uptake from cosmetics and inhalation of covering
materials and paints. Phthalates are highly susceptible to leach from the polymer matrix once
they are not covalently bound to it. Phthalates are known for their endocrine disrupting
properties which are related to obesity, diabetes and fertility problems. However, the effects

of phthalates at vascular level are not well described yet.

The effect of DEHP in human umbilical artery (HUA) contractility was studied using organ bath
techniques. Rings of HUA without endothelium were incubated with different concentrations
of DEHP (1 nM, 10 uM and 100 uM) for 24h, then contracted by serotonin (1 pM), histamine (10
pM) and KCL (60 mM) and the effect of crescent concentrations of DEHP (1nM - 100uM) was
analysed. Also, mRNA expression of serotonin receptor 5-HT,, and histamine receptor HR-H1 in
human umbilical artery smooth muscle cells (HUASMC) exposed to different concentrations of
DEHP (1nM, 10 nM, 100 nM, 1uM, 10 upM and 100uM) was evaluated by gPCR.

Consistent with the obtained data it was concluded that DEHP may act as a HUA direct
vasorelaxant, though genomic effects may arise unbalancing the direct effects. These results
suggest that the genomic effects distort intracellular calcium metabolism, modifying the

contractile and vasorelaxant response of the HUA.

Keywords

DEHP, Human Umbilical Artery (HUA), Organ Bath, Human Umbilical Artery Smooth Muscle Cells
(HUASMC), Quantitative PCR (gqPCR)



Folha em branco



indi
ndaice
DT<Ta | [or=Y o - W PP ||
FiYed - Vo [=Ta [ 111 1) o - PP PP v
2SS U 3T T PP 2 ||
PalaVvras-ChaVe ..c ittt i it e e e et e et e e et e e eaae e vii
1Y 01 o - Tt PO PP ix
KEYWOIAS . . et teeteet et eeit et eeteeteeeneeeneeeneeeneeaneeeneeeneeensesnseenseeneesnsenneeannennslX
R & We [l R U] - T PP PP XV
Lista de Tabelas «oveueiriieiiriitiiiiieiiteieeneereeneeeeeneereeneesennnesesnnesesnnasannsesesssXVil
LiSta d@ ACTONIMOS . .euueenteiteit ettt e e et e e eeeeensensensesesensensensensenenn Xix
L0F o1 1 (U] (o T B [ 4o e [V oF- Lo R SRR |
(P Y (3 7T P Ve [ ol T o T PR
L P R & o T 1 1o 3 - T PP 1
IO R 0 T (U o) o = Ve [o T [ o L3 YA
L I o - | - | o 1 PP PP PP 3
1.2.2.  Di(2-Etilexil) Ftalato....ccovveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiierieereeeeenneene. 4
1.3, Cordao Umbilical ....eeieneiiiiiiiiiiiiiiieiiieir i eeineeeeeeenneeeanneenanneans 6
1.3.1 Artéria Umbilical HUMANA .....ooviiriiiiiiiiiieiei e 8
LI T T YoV (o T I 1Y T P 9
1.4.1.  Proteinas ContrateiS....cuuuiiriiriiiieiiiiiei e ee it eieeereereereaseanennns 11
1.5.  Contracao do MUSCULO LiSO ...vveueirineineneeneneeeieeeieeeneeeneeeneenenaenenens 13
1.5.1. Regulacao do Potencial de Membrana.........ccceeviuiiiiiiiiiiinnnennnene. 13
1.5.2.  Funcao do Calcio na Contracao do Musculo Liso Vascular ................. 14
1.6.  Relaxac@o do MUSCULO LiSO VASCULAr .....viuininiirieiiienineeeneeeeeenenenenenans 16
1.6.1.  NUCleotidos CICliCOS ..ivviiriiriiiiieei e eeeeeeeereeteereereenennes 16
1.7. Canais 10nicos da AUH ......coiiiiiiiiiiii i e e eeaeeneans 17
1.7.1. Canais de CALCIO ..uvinririitii i eee et et e eneeaeanenas 17
1.7.2. Canais de POTASSIO. . ueitiiriitiitietieeeiee et eeeeiteneeneensensenseeseaseanennss 19
1.8. Mensageiros QUIMIcos da AUH .......ceiiiiiiiiiiiiii i eeeaeees 20

R T Y = (o] o] 111 1 = U 20

Xi



IR B A o 1 5 =11 11 [ - S 21

(010 1A0| o T TR 0] o} =Y o 1Y - 22
Capitulo lll - Materiais € METOAOS .....evueiiiieiitiitii e eiee e eeee e eeeaeeaaeaans 25
3.1. Materiais € SOIUCOES ...venuirtietieiiertereieeeeeeeeeaneeaneeaneeaneeaneeaneeenens 25

K T O o] (0 oo = PP 25
312  DEHP et e 26
3.1.3. Materiais € EQUIPAMENTOS. ...uuiiiittieiitiiiieieiieeeeiieeeeiieeeenneeeenneeeanns 26

3.2, MELOAOS . ..ttt 27
3.2.1. Recolha do Cordao Umbilical.........ccceveiuiiiiiiniiiiniiiiniiiiiiiiiniiinnnn, 27
3.2.2. Contractilidade - Banho de Organs ........cevveeiiiiieieniieiieieeieeieeeeennennn. 27
3.2.3. Cultura de HUASMC ....uinniniiiiiiiiiiiii et 28
3.2.4 Tratamento das HUASMC COM DEHP ......coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeens 28
3.2.5. Ensaio de Viabilidade Celular - MTT ....ocoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 29
3.2.6. Extrac@o do RNA £0tal ueernueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiriiiriieeeenneeeenneeeannes 29
3.2.7. RETIOIIANSCIICAD .t euut ettt eenteenteenteeeeeneeaneeaneeeneeaneeaneeenneennsennenns 30
3.2.8. PCRem Tempo Real (QPCR) «eiinuiiiiiitiiiiiiiiieiiirineeeenneeeenneenannes 30

3.3, ANAliSe EStatiStiCa. eueeeriieetirietiieetiiieiieieeteieeeieeteneereneereneerenaanenans 31
Capitulo IV - RESUILAAOS .. v uenteteeiteit et ettt e et eeeeeneaeeneaeeneaeenenans 33
4.1. Contractilidade - Banho de Orgaos..........c.uuvevueiuniernneiineeiieeineeineeennnes 33
4.1.1. Efeito vasorelaxante do DEHP.......cccuiiiiriiiiiiiiieiiriieiieeieeeeanens 33

4.1.2. Efeito da pré-incubagcdo com DEHP sobre contracées induzidas por 5-HT . 34

4.1.3. Efeito da pré-incubacdo com DEHP em contragbes induzidas por

RISEAMING. cueiiit i 36
4.1.4. Efeito da pré-incubacao com DEHP em contracdes induzidas por KCl...... 38

4.2, CitotoXicidade . vvvviiniiiiiiiiiiiiii i 39
4.2.1. Efeito da exposicao ao DEHP na viabilidade celular - MTT ................... 40

4.3. Analise da Expressdao de MRNA ... ..ottt e eeeeeeneaas 40
4.3.1. Efeito da exposicao ao DEHP na expressao do 5-HTop «ceveeeveneiiennnnnnnen. 40
4.3.2. Efeito da exposicao ao DEHP na expressao do HR-H1............ccceeenennnen. 41

(0F- 1] 1 40| (oI A b ) [l Y- Lo S 42
(0T ] 1 40| (oI B 0] ol LU Y- o FO P 47

Xii



xiii



Folha em branco

Xiv



Lista de Figuras

Figura 1 - Estrutura quimica geral dos ftalatos. .......coevriiiiriiiiiiiiiiiiii i eeeeeenenaes 3
Figura 2 - Estrutura quimica do Di(2-etilhexil) ftalato .......cceieiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeens 5
Figura 3 - Representacao ilustrativa da constituicao do cordao umbilical humano............... 7

Figura 4 - Representacao de um corte histoldgico transversal do cordao umbilical humano....8
Figura 5 - Ilustracao das diferentes camadas que constituem a artéria..........cccoeevevnivennenens 8
Figura 6 - Imagem ilustrativa de uma célula muscular lisa. .....coovvevriieniiieiiineniiieeenennnns 10
Figura 7 - Representacao das possiveis transicdes entre os fendtipos sintético e contratil das
CELULAS MUSCULAIES LISAS . euvnrnrrineneneniieteteteeeneneeneeteteseneneneneneneesesenenenenenensesesenensn 10
Figura 8 - Imagem representativa da organizacao funcional dos filamentos finos e grossos .. 13
Figura 9 - Imagem representativa do mecanismo de contracao dependente de calcio nas células
MUSCULAIES LISAS. « e tuuttnteit ettt ettt ettt ettt ettaettaeeaeeaaeeaaseaaesaasssasesnssnnsss 15

Figura 10 - Imagem representativa da estrutura de um canal de calcio dependente de voltagem

.................................................................................................................. 18
Figura 11 - Efeito vasorelaxante de concentracdes crescentes de DEHP em AUH nao incubadas.
.................................................................................................................. 34
Figura 12 - Efeito da exposicao das AUH ao DEHP em contracoes induzidas por 5-HT ......... 35

Figura 13 - Efeito vasorelaxante de concentracdes crescentes de DEHP em contracdes
induzidas por 5-HT em AUH incubadas........coooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceeie e 36
Figura 14 - Efeito da exposicao das AUH ao DEHP em contracoes induzidas por histamina ... 36
Figura 15 - Efeito vasorelaxante de concentracdes crescentes de DEHP em contracdes induzidas
por histamina em AUH iNCUDAAAS .....oiinriiiiiiiiiiiiiii i eii e ei e eeeeeeiaeeeanaaens 37
Figura 16 - Efeito da exposicao das AUH ao DEHP em contracdes induzidas por KCl ........... 38
Figura 17 - Efeito vasorelaxante de concentracoes crescentes de DEHP em contracdes
induzidas por KCl em AUH inCubadas.......cccviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 39
Figura 18 - Efeito do DEHP na viabilidade celular de células musculares lisas de artéria umbilical
210733 T- o - L N 40
Figura 19 - Efeito da exposicdo ao DEHP na expressao de 5-HT,, em células musculares lisas da
artéria umbilical hUMANA. ... .ot e e e e e e e e e e e e e e e 41
Figura 20 - Efeito da exposicdo ao DEHP na expressdo de HR-H1 em células musculares lisas da

Arteria UMbDILICAl HUMANGA . c. vttt ettt ettt ettt ettt eaeeeenaeeeenneeeanneeeannes 41

XV



Folha em branco

XVi



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Tipos, vias de exposicédo e fontes de disruptores enddcrinos comuns. ................. 2
Tabela 2 - Ftalatos de baixo e alto peso molecular .......oeeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeenens 4
Tabela 3 - Lista de metabolitos do DEHP ........cciiviiiiiiiii i eeeeaeaes 5
Tabela 4 - Solucoes utilizadas na realizacao do trabalho. .......c.ccoveiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnenne, 25
Tabela 5 - Materiais, equipamentos e softwares utilizados na realizacao do trabalho. ........ 26
Tabela 6 - Primers utilizados para PCR em tempo real. ....cccvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniieeennnns 31

Xvii



Folha em branco

xviii



Lista de Acronimos

5-HT
AMPc
ATP
ATPase
AUH
BKca
BSA

Ca2+
CaCl,
CaCl,.2H,0
CaM
cDNA
cl

Clea
CML
Cco2
DEHP
DEPC
DMEM-F12
DMSO
DNA
dNTPs
EDC
EDTA
EGF
F-actina
FBS

FGF
G-actina
GC
GMPc
GTP
HEPES
HVA
HUASMC
IKca

IP;

5-hidroxitriptamina; Serotonina

Adenosina Monofosfato Ciclica

Adenosina Trifosfato

Adenosina Trifosfatase

Artéria Umbilical Humana

Canais de Potassio Ativados por Calcio de Elevada Condutancia
Albumina do Soro Bovino

lao Calcio

Cloreto de Calcio

Cloreto de Calcio Dihidratado

Calmodulina

Acido Desoxirribonucleico Complementar

lao Cloro

Canais de Cloro Ativados por Calcio

Células Musculares Lisas

Dioxido de Carbono

Di(2-etilhexil) Ftalato

Dietilpirocarbonato

Solucao de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / F12
Dimetilsufoxido

Acido Desoxirribonucleico

Desoxirribonucleétidos Fosfatados

Disruptores Endocrinos

Acido Etilenodiamino tetra-acético

Fator de Crescimento Epidérmico

Actina Filamentosa

Soro Fetal Bovino

Fator de Crescimento Fibroblastico

Actina Globular

Guanilil Ciclase

Guanosina Monofosfato Ciclica

Guanosina Trifosfato

Acido 2[4-(-2-hidroxietil)piperazin-1-il] etanossulfénico
Canais de Calcio Ativados por Alta Voltagem

Células Musculares Lisas da Artéria Umbilical Humana
Canais de Potassio Ativados por Calcio de Condutancia Intermédia

Inositol 1,4,5- Trifosfato

Xix



K+
KATP

Kea

KCl
KH,PO,
KIR

Kv
LTCC
LVA
MgCl,
MgSQ,4-7H,0
MLCy
MLCK
MLCP
MTT
mRNA
Na*
NaCl
NaHCO;
NaH2,P0,
NO

PBS
PCR
pGC
PKA
PKC
PKG
PSS
PvC
gPCR
ROC
ROCK
RNA
RNases
SAA
SAC
sGC
SKea
socC
TTCC

XX

lao Potassio

Canais de Potdssio Sensiveis ao ATP

Canais de Potassio Ativados pelo Calcio
Cloreto de Potassio

Dihidrogenofosfato de Potassio

Canais de Potassio Inward-rectifier

Canais de Potassio Dependentes de Voltagem
Canais de Calcio do Tipo L

Canais de Calcio Ativados por Baixa Voltagem
Cloreto de Magnésio

Sulfato de Magnésio Heptahidratado

Cadeia Leve Reguladora de Miosina

Cinase das Cadeias Leves de Miosina
Fosfatase da Cadeia Leve de Miosina
Brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio]
Acido Ribonucleico Mensageiro

lao Sodio

Cloreto de Sodio

Bicarbonato de Sédio

Hidrogenofosfato Dissodico

Oxido Nitrico

Solugdo Fosfato-salino Diluido

Polymerase Chain Reaction

Guanilil Ciclase Particulada

Proteina Cinase Dependente do AMPc
Proteina Cinase C

Proteina Cinase Dependente do GMPc
Solucao Salina Fisiologica

Policloreto de Vinilo

PCR quantitativo; PCR em Tempo Real
Canais de Calcio Operados por Recetores

Rho Cinase

Acido Ribonucleico

Ribonucleases

Solucdo Antibidtico-antimicético

Canais de Calcio Ativados por Stress

Guanilil Ciclase Soluvel

Canais de Potassio Ativados por Calcio de Baixa Condutancia
Canais de Calcio Operados por Depositos Intracelulares

Canais de Calcio do Tipo T



VOCC Canais de Calcio Dependentes de Voltagem

xXi



Folha em branco

xxii



Capitulo | - Introducao

1.1. Sistema Endocrino

0 sistema endodcrino é um dos principais sistemas de regulacao das funcdes do corpo humano.
E constituido por glandulas endocrinas e por células secretoras de hormonas localizadas em
varios 6rgaos como o coracao, o figado, os rins e o tecido adiposo. Devido a auséncia de ductos,
os produtos de secrecao das glandulas enddcrinas, as hormonas, sdo libertadas no fluido
intersticial e entram na corrente sanguinea para serem transportados ao longo do corpo,

influenciando apenas as células efetoras que possuem recetores especificos [1-3].

1.1.1. Hormonas

As hormonas sao mensageiros quimicos que regulam fungdes corporais como o crescimento,
desenvolvimento, metabolismo, funcdes sexuais e reprodutoras, funcdes cognitivas e a
termorregulacdo. Com base na sua composicao quimica, as hormonas podem ser classificadas
como proteinas, péptidos, monoaminas, derivados de aminoacidos, esteroides e lipidos [2].
Dependendo da estrutura quimica existem diferentes tipos de recetores. Assim, por exemplo,
as hormonas proteicas interagem com recetores membranares e desencadeiam respostas
rapidas, e as hormonas esteroides tanto podem ligar-se a recetores nucleares como a recetores

membranares.

Reduzidas concentracdes hormonais causam efeitos consideraveis nos processos metabolicos
[3, 4]. De forma a manter a homeostase, a secrecao hormonal é regulada por trés mecanismos
distintos. A secrecao de algumas hormonas € regulada pela concentracao de outra substancia
gue nao € uma hormona ou um neurotransmissor. A secrecdo de outras hormonas é regulada
por estimulos nervosos. Por fim, algumas glandulas endocrinas secretam hormonas em resposta

a estimulos hormonais produzidos por outras glandulas [3].

Devido a importancia do sistema enddcrino na regulacdo das funcdes bioldgicas e fisiologicas,
as disfuncées no mesmo podem originar doencas ou mesmo causar a morte. A secrecao
excessiva ou deficiente de hormonas pode provocar distUrbios metabolicos, infertilidade,

perturbacdes do sono, bem como outras doencas agudas e crénicas [3, 4].



1.2. Disruptores Endécrinos

Em 2015, no “Endocrine Society’s Second Scientific Statement on Endocrine-Disrupting
Chemicals”, definiram-se os disruptores endocrinos (EDC; “endocrine-disrupting chemicals”)
como “substancias quimicas, ou mistura de substancias quimicas, exdgenas que interferem com
qualquer vertente da acao hormonal” [4]. Muitos EDC, quando absorvidos, afetam o normal
funcionamento do corpo porque se ligam a recetores hormonais atuando como agonistas ou
antagonistas dos mesmos, mimetizando ou bloqueando a acdo hormonal. Também podem
interferir nos mecanismos de transducdo do sinal hormonal ou alterar o nimero de recetores

nos diferentes tipos de células e as concentracdes das hormonas em circulagao [4-6].

Os EDCs incluem uma vasta gama de substancias, tanto naturais como sintéticas [6], na sua
maioria, persistentes e bioacumulativas, incluindo dioxinas, pesticidas e plastificantes, que
podem ser encontradas em produtos de uso diario, como garrafas de plastico, latas de comida,
detergentes, retardadores de chamas, brinquedos e cosméticos [6, 7]. Na Tabela 1 estao

descritos alguns tipos de EDC, bem como as suas fontes e vias de exposicao.

Tabela 1 - Tipos, vias de exposicdo e fontes de disruptores endocrinos comuns. Adaptado de [4, 6].

Tipo EDC Via de Exposicao Fontes
Herbicida Atrazina (ATR) Ingestao e Pesticidas/herbicidas;
clorotriazina inalacao agua e solos

contaminados
Bisfenol Bisfenol A (BPA) Ingestao, Brinquedos e garrafas
inalacdo e de plastico;

absorcdo cutanea | revestimento de latas

de comida
Herbicidas Diclorodifeniltricloroetano Ingestao, Agua contaminada;
organoclorados (DDT) inalacao e peixe e horticolas
absorcao cutanea
Bifenilos policlorados Ingestao, Agua e alimentos
(PBC) inalacao e contaminados;
absorcao cutanea material elétrico
antigo
Estrogénios Dietilestilbestrol (DES) Ingestao e Farmacos
sintéticos ndo injecao
esteroides



Derivados Etinilestradiol (EE2) Ingestao Farmacos

sintéticos do 178- (contracetivos orais);
estradiol agua contaminada
Plastificantes Ftalatos Ingestao, Alimentos
inalacao e contaminados;
absorcao cutanea cosméticos;

equipamentos

médicos em PVC
Fluorosurfactantes | Compostos perfluorados Ingestao e Agua e alimentos
(PFC) inalacao contaminados; po;

cabos elétricos;

revestimentos

alimentares

Varios estudos sugerem que a exposicao a diferentes EDC afeta a salde humana, originando
malformacdées no sistema reprodutor, problemas de desenvolvimento, e doencas
cardiovasculares, como a doenca da artéria coronaria, hipertensao, aterosclerose e enfarte do

miocardio [8-14].

1.2.1.  Ftalatos

Os ftalatos, ou diésteres de acido ftalico (Figura 1), sdo plastificantes amplamente utilizados
para aumentar a flexibilidade, elasticidade e maleabilidade de polimeros rigidos, como o
policloreto de vinilo (PVC), chegando a representar 40% do produto final. Brinquedos, tintas,

cosmeéticos e equipamentos médicos sao alguns exemplos das varias aplicacdes dos ftalatos [6,
7, 15].

OR
OR’

Figura 1 - Estrutura quimica geral dos ftalatos. Adaptado de [4].



Estes compostos podem ser classificados como sendo ftalatos de baixo ou alto peso molecular
(Tabela 2). Contrariamente aos ftalatos de baixo peso molecular, os ftalatos de alto peso
molecular caracterizam-se por terem uma baixa taxa de bioacumulacado. Os primeiros, tém sido
amplamente aplicados em cosméticos e embalagens de alimentos e farmacos. Os segundos, sdo
aplicados como plastificantes do PVC em brinquedos, materiais de construcao, embalagens de

alimentos e dispositivos médicos [16-19].

Tabela 2 - Ftalatos de baixo e alto peso molecular [20].

Ftalatos de Baixo Peso Molecular Ftalatos de Alto Peso Molecular
Dibutil ftalato (DBP) Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP)
Dimetil ftalato (DMP) Butilbenzil ftalato (BBzP)

Dietil ftalato (DEP) Di-isononil ftalato (DiNP)
Di-isobutil ftalato (DiBP) Di-n-octil ftalato (DnOP)

Di-isodecil ftalato (DiDP)

Uma das caracteristicas mais importantes dos ftalatos prende-se com o facto de estes nao se
ligarem covalentemente aos plasticos, sendo altamente provavel a sua libertacao na atmosfera,
nos alimentos ou diretamente nos fluidos corporais [21, 22]. Assim, as principais vias de
exposicao aos ftalatos incluem o consumo de agua e alimentos contaminados, absorcao cutanea
a partir de cosméticos, po e a difusdo direta para os fluidos quando é administrada medicacao

por via parentérica [18].

Apds a exposicao, o metabolismo dos ftalatos ocorre rapidamente e em duas fases distintas:
fase | - hidrolise, e fase Il - conjugacéo [22, 23]. Apos a primeira fase a maioria dos monoésteres
de ftalatos de baixo peso molecular sdao excretados na urina e fezes. JA os metabolitos dos
ftalatos de elevado peso molecular sao oxidados ou hidroxilados, originando metabolitos
oxidativos [18]. Estes metabolitos oxidativos entram na segunda fase, onde formam conjugados

glucoronicos hidrofilicos, facilmente excretados na urina em 24h [18, 22].

1.2.2. Di(2-Etilexil) Ftalato

O Di(2-Etilexil) ftalato (DEHP) é um liquido oleoso e de baixa volatilidade utilizado como
plastificante do PVC [24]. Este ftalato é produzido através da reacao do 2-etilhexiletanol com

o acido ftalico. Na Figura 2 esta representada a sua estrutura quimica. As maiores fontes de



exposicao ao DEHP incluem produtos de uso doméstico, como os brinquedos, tintas, papéis de
parede, mobilia, adesivos e luvas; também esta presente no pd, em embalagens de alimentos,
dispositivos médicos, alcool isopropilico, fluidos hidraulicos e dielétricos, detergentes liquidos,

lubrificantes industriais e na indUstria do papel [20, 24].

CHy

HiC

HAC

Figura 2 - Estrutura quimica do Di(2-etilhexil) ftalato. Adaptado de http://www.plasticisers.org, acedido
em 05/10/2016.

O DEHP é altamente hidrofébico e, tal como é caracteristica dos ftalatos, ndao se liga
covalentemente ao PVC, libertando-se para o ambiente, alimentos, sangue ou outros fluidos
com que entre em contacto [25]. A taxa de migracao do DEHP depende das condicbes de

armazenamento e da lipofilicidade dos fluidos com que esta em contacto [12].

Apds a exposicao, o DEHP é metabolizado em mono-(2-etilhexil) ftalato (MEHP), que é
posteriormente oxidado noutros metabolitos (Tabela 3) que sao eliminados na urina [22]. O
nivel de exposicdo ao DEHP, e aos seus metabolitos, varia com o género, idade, estilo de vida

e a utilizacao de dispositivos médicos [12].

Tabela 3 - Lista de metabolitos do DEHP. Adaptada de [20].

Ftalato Metabolitos

Mono(2-etilhexil) Ftalato (MEHP)

Mono(2-etil-5-hidroxihexil) Ftalato (MEHHP)

Mono(2-etil-5-oxohexil) Ftalato (MEOHP)
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Di(2-etilhexil) Ftalato Mono(2-etil-5-carboxipentil) Ftalato
(MECCP)

Mono-[2-(carboximetil)hexil] Ftalato
(MCMHP)

Efeitos do DEHP a Nivel Vascular

Devido as toneladas de produtos de PVC produzidos e utilizados anualmente, o DEHP é um dos
ftalatos que mais preocupacado causa. Sabe-se que este composto é toxico e carcinogénico,
afeta o sistema reprodutor, o desenvolvimento e funcdo dos cardiomidcitos em modelos animais
[20]. Em humanos sabe-se muito pouco sobre os efeitos do DEHP a nivel cardiovascular. O MEHP
(metabolito maioritario do DEHP) foi associado com a doenca da artéria coronaria e a
arterioesclerose [10, 26]; ja elevadas concentracdes de DEHP na urina foram associadas com o

aumento da pressao arterial [14].

1.3. Cordao Umbilical

0 cordao umbilical é um importante orgdo da circulacao feto-placentaria, sendo responsavel
pela ligacao entre a mae e o feto. Este 6rgao tem como principal funcao o transporte de sangue

e nutrientes, sendo fulcral ao bom desenvolvimento e bem-estar do feto [27].

As dimensodes do cordao umbilical variam entre os 50 e os 60 cm de comprimento e 1 a2 cm de
diametro [27, 28]. No entanto, podem ocorrer variacdes nestas dimensdes que influenciam a
vida intrauterina: corddes excessivamente curtos (<30cm) podem originar malformagoes fetais
e deslocamento prematuro da placenta; cordoes longos (>65cm) estao associados a disfuncoes
na circulacdo sanguinea e no fornecimento de nutrientes, abortos espontaneos, e morte fetal
por hipoxia ou anoxia, provocadas por enrolamento ou torcao do mesmo [28]. As alteracoes
morfolégicas e constitutivas do cordao umbilical podem influenciar todo o periodo de gestacao
e o nascimento, podendo estar associadas a patologias gestacionais, nomeadamente a diabetes,

a pré-eclampsia e a hipertensao arterial [28].

0 cordao umbilical trata-se de um oérgao flexivel, gelatinoso, esbranquicado e brilhante,
coberto por um epitélio simples, derivado do amnio [29]. Este aspeto caracteristico deve-se a
Geleia de Wharton que é um tecido conjuntivo, e forma uma camada protetora em torno dos
vasos sanguineos. A GW é constituida por células suportadas por uma fina matriz extracelular
composta, predominantemente, por agua, glicosaminoglicanos, proteoglicanos (acido

hialuronico e sulfato de condroitina) e varios tipos de colagénio [28, 29].



Para além da Geleia de Wharton o cordao umbilical é constituido por uma veia e duas artérias,
enroladas em hélice no sentido anti-horario (Figura 3). As duas artérias distinguem-se da veia
através do seu calibre e consisténcia, uma vez que apresentam uma camada de células
endoteliais e duas camadas de células musculares lisas, uma disposta circularmente e outra
longitudinalmente. As artérias tém em média 3 mm de diametro, enquanto que a veia possui 6
mm. Além do maior espaco luminal, a veia umbilical é constituida por paredes finas,
contrariamente as paredes espessas das artérias [28] (Figura 4). O transporte de sangue
oxigenado proveniente da placenta é feito através da veia, as artérias transportam o sangue

pouco oxigenado no sentido inverso [28-30].

Veia umbilical

Artéria Umbilical

Geleia de Wharton

Figura 3 - Representacéo ilustrativa da constituicdo do corddo umbilical humano e da sua estrutura
helicoidal anti-hordria. As artérias umbilicais, transportadoras de sangue ndo oxigenado e a veia,
responsdvel pela circulac@o de sangue oxigenado, envolvidas pela Geleia de Wharton que é constituida
na sua maioria por tecido conjuntivo. Adaptado de https://umbilicalstemcellsbanking.wordpress.com,
acedido em 02/10/2016.
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Geleia de Wharton

Ducto
Alantéico @
3 _\ Veia
— Umbilical
Artéria \Artéria
Umbilical Umbilical

Figura 4 - Representac@o de um corte histoldgico transversal do corddo umbilical humano, no qual se
observam as duas artérias umbilicais e a veia umbilical envolvidas pela Geleia de Wharton. Neste corte
facilmente conseguimos observar as diferencas significativas relativamente aos calibres das artérias
umbilicais em comparacdo ao da veia umbilical. E ainda possivel observar o ducto alantéico. Adaptado
de https://www.best.edu.au, acedido em 02/10/2016.

1.3.1 Artéria Umbilical Humana

No geral a parede das artérias humanas é constituida por trés tinicas concéntricas: a tlUnica
interna ou intima, a tUnica média e a tlnica externa ou adventicia, partindo do limen para a

parede exterior do vaso [3] (Figura 5).

A - ’
/ Jo —
’
Tunica Tunica
Adventicia Média Tunica

Interna

Figura 5 - Ilustracdo das diferentes camadas que constituem a artéria. Da camada mais interna para a
periferia podem observar-se a tunica interna, constituida por células endoteliais, seguida pela tunica
média, composta por células musculares lisas e por fim tunica adventicia, constituida por fibroblastos,
fibras eldsticas e colagénio. Adaptado de http://www.auladeanatomia.com, acedido em 04/10/2016.
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A tunica interna ou intima é constituida por células endoteliais e controla a permeabilidade e
a regulacao do tonus vascular. Esta camada deteta alteracées hemodinamicas e é suscetivel a
sinais ou estimulos quimicos provenientes da corrente sanguinea, que sao posteriormente

transmitidos as células do musculo liso [31, 32].

A tunica média é formada por células musculares lisas (CML) e constituintes da matriz
extracelular, sendo a principal responsavel pela atividade contratil da artéria. As CML tém uma

forma alongada, com um Unico nicleo central, responsavel pela sua forma convexa [3, 33].

A tlnica média da artéria umbilical humana (AUH) é constituida por duas camadas de CML, uma
interna e outra externa aos feixes musculares, designadas por membranas interna elastica e
externa elastica, respetivamente. A primeira separa a tUnica média da intima e as CML que a
constituem estdo dispostas longitudinalmente na camada mais interna, ja na camada mais

externa estao dispostas de forma circular [30, 34].

A tunica adventicia é composta por fibroblastos e fibras elasticas e de colagénio. Esta camada
contém ainda pequenos vasos que nutrem os tecidos constituintes das varias tunicas, vasa

vasorum, e terminais nervosos, nervi vasorum [3, 35].

No caso da AUH as funcdes da camada adventicia e dos vasa vasorum sao desempenhadas pela
Geleia de Wharton, uma vez que esta nao possui tunica adventicia diferenciada [36]. A geleia
suporta estruturalmente os vasos sanguineos do cordao e previne a sua hiperdistensao,
enquanto que a tunica média muscular bem desenvolvida permite que as AUH variem de calibre

consoante as necessidades metabdlicas da regiao irrigada [30].

Uma vez que os vasos sanguineos umbilicais ndo possuem fibras nervosas, o controlo do fluxo
sanguineo umbilical depende exclusivamente da acdo de substancias vasoativas libertadas
localmente ou em circulacao. As prostaglandinas, a serotonina, a histamina e alguns i6es como

o calcio (Ca?*) e o potassio (K*) sdo exemplos dessas substancias [36].

1.4. Muasculo Liso

0 musculo liso esta presente nos vasos sanguineos, paredes do tubo digestivo, vias respiratorias,
ureteres, Utero e olhos, e executa um grande nimero de fungdes. A atividade contractil deste

tipo de tecido é involuntaria e ocorre muito lentamente [31, 37].

O musculo liso é composto por CML (Figura 6) que, através das suas propriedades contrateis,
conseguem alterar o diametro luminal dos vasos sanguineos, regulando a pressao arterial, como
resposta a estimulos hormonais e hemodinamicos [38, 39]. As CML encontram-se dispostas em
feixes fusiformes alongados e sdo revestidas por uma lamina basal que lhes confere suporte e

resisténcia. O tamanho destas células varia de 15 a 200 ym de comprimento e 5 a 10 ym de



diametro, consoante os diferentes tipos de 6rgaos em que se localizam [31]. A monitorizacao
da variacédo do tonus destas células permite estudar varios processos de sinalizacao envolvidos

no controlo e modulacao da reatividade vascular [38].

Figura 6 - Imagem ilustrativa de uma célula muscular lisa. Neste tipo celular é possivel observar a forma
alongada carateristica e o nucleo central. Adaptado de http://molecularbiologynews.org, acedido em
05/10/2016.

A semelhanca de outras células, também as CML conseguem modificar reversivelmente o seu
fendtipo como resposta a estimulos locais [38]. Assim, estas células podem ser diferenciadas
entre contrateis e sintéticas. As CML de fenétipo sintético sdo menos alongadas e tém uma
morfologia romboide, enquanto que as células com fenotipo contratil se caraterizam por uma
baixa taxa de proliferacao e atividade sintética (Figura 7). E comum no fenétipo sintético
ocorrer uma elevada taxa de sintese proteica, como consequéncia da presenca do elevado
numero de organelos que a potenciam. Quando ocorre uma lesao vascular, as CML modificam o
seu estado contractil para o sintético e os filamentos contrateis sao substituidos por proteinas
que conferem as células elevadas taxas de crescimento e atividade migratoria, contribuindo

para o restabelecimento da homeostase [40, 41].

Figura 7 - Representacdo das possiveis transicées entre os fendtipos sintético (A) e contrdtil (B) das
células musculares lisas e das suas carateristicas ultraestruturais. Em (A) podemos observar a sua forma
romboide, assim como a diversidade de organelos celulares, contrariamente ao fendtipo (B), caraterizado
pela presenca de filamentos contrdteis. Adaptado de [42].
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Recorrendo a cultura celular é possivel identificar ambos os fenétipos que, além das diferentes
morfologias e taxas de proliferacdo, expressam diferentes proteinas [41]. A a-actina do musculo
liso, SM22-a, SM-calponina, h-caldesmona, smoothlina, telokina, metavinculina e desmina sao
caracteristicas do fenotipo contratil; ja as proteinas predominantemente presentes no fendtipo
sintético sdao a proteina de ligacdo ao retinol celular e a isoforma B8 ndo muscular da cadeia
pesada da miosina [40, 41]. A multiplicidade fenotipica dificulta a cultura celular isolada.
Porém, como ja foi demonstrado, apos serem incubadas durante 24 horas em meio sem soro

estas culturas favorecem maioritariamente o fenétipo contratil [43].

A grande capacidade de adaptacdo das CML a estimulos ambientais torna-se desvantajosa
quando estas sofrem mudancas fenotipicas adversas que contribuem para o desenvolvimento

e/ou avanco de doencas vasculares, como a aterosclerose, cancro e hipertensao [38].

1.4.1. Proteinas Contrateis

As CML sao compostas por trés diferentes tipos de filamentos contrateis, os filamentos grossos
constituidos por miosina, os filamentos finos compostos por actina e tropomiosina, e os
filamentos intermédios constituidos por vimentina. Os filamentos de actina agrupam-se nos
corpos densos celulares, dispostos irregularmente no citoplasma e na membrana plasmatica.
Os filamentos de miosina encontram-se em menor nimero e estdo entrelacados nos filamentos
de actina, sem estarem em contacto com os corpos densos. Os filamentos de vimentina
encontram-se ligados ao esqueleto celular, ndo estando associados a quaisquer proteinas
contrateis [34, 44-46].

Filamentos Finos

Os filamentos finos possuem um calibre compreendido entre 6 e 8nm e sao compostos
predominantemente por actina filamentosa (F-actina). A F-actina é constituida por uma cadeia
linear de subunidades de actina globular (G-actina), associada a trés proteinas, nomeadamente,

tropomiosina, caldesmona e calponina [47] (Figura 8).

No musculo liso estao presentes quatro isoformas de actina, sendo a a-actina expressa no
musculo esquelético, cardiaco e liso e as isoformas B-actina e y-actina em células musculares
e ndo-musculares. A a e y-actinas sdo também designadas isoformas contrateis, enquanto que
as isoformas do citoesqueleto, denominadas por isoformas citoplasmaticas, sdo as beta e gama
actina [48]. A a-actina e a y-actina ligam-se a miosina e a caldesmona durante a contracao

muscular, ja a B-actina desempenha funcdes estruturais nas CML [49].

A tropomiosina € constituida por duas cadeias polipeptidicas entrelacadas sob a forma de

hélices a, originando filamentos que correm ao longo do microfilamento de F-actina (Figura 8).
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Esta proteina desempenha uma funcdo determinante na interacdo actina-miosina, pois quando
a tropomiosina se encontra ligada a actina, bloqueia o local de ligacdo da actina a miosina. A
troponina é um complexo constituido por trés subunidades que permite a ligacao dos ides CaZ*
a actina [49] (Figura 8).

A caldesmona € uma proteina com capacidade de ligacao a actina, tropomiosina, miosina e
calmodulina (CaM). Até a data, foram identificadas duas isoformas da caldesmona, sendo elas
a h-caldesmona e a l-caldesmona. Porém, somente a isoforma h-7 caldesmona é expressa nas

CML vasculares diferenciadas [49].

A calponina interage com a F-actina, miosina, tropomiosina e proteinas de ligacdo ao Ca%,
inibindo a atividade da adenosina trifosfatase (ATPase) da miosina, bem como o movimento dos

filamentos de actina sobre a miosina in vitro [50, 51].

Filamentos Grossos

Os filamentos grossos tém entre 15 e 18 nm de diametro e sdo compostos por miosina (Figura
8). A miosina é uma ATPase dependente do ATP, que se movimenta ao longo das cadeias de

actina e é a responsavel pela contracdao muscular [52].

A miosina é composta por duas cadeias pesadas, duas cadeias leves alcalinas ndo fosforilaveis
e por duas cadeias leves reguladoras (a sua forma assemelha-se a de um bastao). O dimero de
cadeias pesadas, possui uma longa “cauda” formada por duas hélices alfa e na extremidade N-
terminal duas “cabecas globulares” (Figura 8). Cada uma destas “cabecas” contém
propriedades ATPase, sendo ativadas pela actina. Por conseguinte, a miosina converte a energia
quimica armazenada em forma de ATP, refletindo-se num trabalho mecanico associado a
contracdo muscular. Por esse motivo, a miosina € avaliada como uma proteina motora. O
"pescoco” da miosina regula a atividade da “cabeca”, através da ligacdo a CaM e contém ainda
sitios de ligacao que determinam se a molécula se vai ligar a membrana plasmatica ou a outras

caudas para formar um novo filamento grosso [52] (Figura 8).
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Figura 8 - Imagem representativa da organizagdo funcional dos filamentos finos (actina) e grossos
(miosina). E possivel observar as restantes proteinas envolvidas no mecanismo contratil (tropomiosina
entrelacada nos filamentos de actina; troponina associada a tropomiosina). Adaptado de [53].

1.5. Contra¢ao do Musculo Liso

A ativacao das proteinas contrateis actina e miosina, assim como as alteracdes do potencial de
membrana levam a ativacdo do mecanismo contratil. O mecanismo contratil das CML é
controlado pelo sistema hormonal, nervoso auténomo e por mediadores locais. A regulacdo da
contracdo € feita recorrendo a alteracdes na concentracdo de CaZ', isto €, os niveis
intracelulares deste iao aumentam na presenca de substancias vasoconstritoras e diminuem

com substancias vasodilatadoras [54].

1.5.1.  Regulacao do Potencial de Membrana

As CML tém um potencial de membrana que varia entre os -40 mV e os -60 mV e uma pequena
variacdo nesse potencial pode causar alteracdes significativas no diametro vascular [55-57].
Este potencial regula a contractilidade muscular mediante a abertura ou encerramento de
canais de calcio dependentes de voltagem (VOCC) [56, 58]. O potencial de membrana é também
conhecido como um regulador da concentracao de Ca?* citosdlico através do permutador
Na*/Ca? e da libertacao de Ca?* dos depositos intracelulares [56].0utros canais que participam

na regulacdo do potencial de membrana sdo os de potassio (K*), nomeadamente os canais de
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potassio dependentes de voltagem (K,), os canais de K* ativados pelo Ca* (Kc.), 0s canais de K*

inward-rectifier (Kir) € os canais de K* sensiveis ao ATP (Kxrp) [55, 57].

Também os canais de cloro (Cl') tém sido descritos como tendo um papel essencial na regulacao
do tonus muscular. O gradiente eletroguimico do Cl- promove a abertura dos canais, resultando
na difusdo deste ido para o espaco extracelular, apés a despolarizacdo da membrana e a
abertura dos VOCC, o que leva a contracao do musculo liso [59, 60]. Apesar de existirem
diferentes tipos de canais de Cl° (dependentes de voltagem, ativados pela adenosina
monofosfato ciclica (AMPc), anidnicos regulados por volume e dependentes de Ca?*) nas CML

vasculares apenas atuam os canais de Cl" ativados por Ca?* (Clc,) [60].

1.5.2. Funcao do Calcio na Contragcado do Musculo Liso Vascular

Geralmente os fendmenos de contracao e relaxamento do musculo liso estao dependentes do
equilibrio dos mecanismos que controlam o aumento ou decréscimo da concentracao
intracelular de Ca%*. O controlo da entrada e saida deste iao do citosol é realizado pelos ciclos
extracelular, onde o ido Ca?* entra e sai do citosol através da membrana plasmatica; e

intracelular, no qual o ido circula entre os organelos intracelulares que o armazenam [54].

O ciclo das pontes cruzadas de actomiosina é o mecanismo fundamental para o desenvolvimento
de tencao que leva a contracao das CML, através da conversao da energia quimica em energia
mecanica [45]. No musculo-esquelético o ciclo das pontes cruzadas € controlado pela troponina
e pela proteina cinase das cadeias leves da miosina (MLCK). A troponina regula a interacdo
entre a actina e a miosina na presenca de tropomiosina e CaZ* [61]. Contudo, a troponina nao
€ expressa no tecido muscular liso, sendo a sua funcao desempenhada pela CaM, uma proteina
com estrutura semelhante, que se liga ao iao Ca?*, modificando a interacao deste com outras

proteinas [62].

0 Ca?* citosolico liga-se a CaM, alterando a sua conformacao e formando o complexo CaZ*/CaM,
que por sua vez se liga a MLCK (Ca?*/CaM/MLCK). O complexo Ca%*/CaM/MLCK ativa a MLCy,
permitindo que a miosina adenosina trifosfatase seja ativada pela actina, ocorrendo contracao
do mdsculo liso vascular, como resultado da interacdo entre a actina e a miosina. A
desfosforilacdo da MLC,, desativa o mecanismo contractil e estd a cargo da fosfatase de
serina/treonina do tipo | ou fosfatase da cadeia leve de miosina (MLCP) [50] (Figura 9). Pode
concluir-se que a fosforilacao ou desfosforilacao da MLC, conduz a contracdo ou relaxamento

do musculo liso, um processo mediado pela acao das enzimas MLCK e MLCP [63, 64].
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Figura 9 - Imagem representativa do mecanismo de contracdo dependente de cdlcio nas células
musculares lisas, apés aumento da concentracdo de Ca** intracelular. Como primeiro passo temos a
ligacdo do Ca?** a CaM, apds o aumento intracelular de Ca?*. O complexo Ca?*/CaM associa-se a MLCK e
forma um novo complexo, Ca**/CaM/MLCK. Este complexo vai fosforilar a MLCz0. Deste modo, a ATPase
da miosina associa-se a actina, sendo ativa, e esta associa¢do conduz ao fenémeno da contragdo muscular.
Ca%: Cdlcio; CaM: Calmodulina; MLCK: Cinase das Cadeias Leves de Miosina; MLCy: Cadeia Leve
Reguladora da Miosina; ATPase: Adenosina Trifosfatase. Adaptado de http://www.austincc.edu, acedido
em 06/10/2016.

Existe ainda uma outra via que regula a contratilidade do musculo liso devido a alteragdes na
sensibilidade ao Ca?*, sendo que esta ¢ ativada por dois mecanismos que recorrem a agonistas
vasculares [65, 66]. Um desses mecanismos é conhecido como “sensibilizacao ao calcio”, onde

ocorre fosforilacdo da MLC, e 0 outro mecanismo envolve a familia da MAPK [67].

Alguns agonistas de recetores membranares podem promover a ativacao de recetores acoplados
a proteina G que ativam a Rho. A proteina Rho, pertencente a familia das Ras GTPases
monomeéricas, encontra-se envolvida em processos de motilidade celular e contracdo do
musculo liso [68]. A via de sinalizacdo da Rho envolve a Rho cinase (ROCK) que participa na
contracao do musculo liso e regula a atividade da MLCP [64, 69, 70]. A ROCK encontra-se
envolvida na fosforilacdo da subunidade de ligacdo a MLCP, inibindo-a. Também fosforila ainda

a MLCy ativando-a e induzindo a contragao do musculo liso [71].

A MLCP pode ser inativada pela ativacdo da CPI-17, uma proteina endogena expressa nos tecidos
do musculo liso que potencia o efeito inibidor da proteina cinase C (PKC) sobre a MLCP [72].
Existe ainda, um terceiro mecanismo que descreve a inibicao da MLCP através da dissociacao

induzida pelo acido araquidénico [73].
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1.6. Relaxa¢ao do Musculo Liso Vascular

A relaxacao do musculo liso inicia-se quando ocorre uma diminuicao da concentracao de CaZ*
intracelular, ou através da dessensibilizacdo do aparelho contratil ao Ca%, e consequente
aumento da atividade da MLCP [74]. O relaxamento do musculo liso vascular pode ocorrer de
forma passiva, induzido pela remocao do agente contractil, ou de forma ativa, pela ativacao
de uma via dependente de nucledtidos ciclicos [75]. A concentracao de Ca?* retorna aos valores
basais através de varios mecanismos, que envolvem o reticulo sarcoplasmatico e a membrana
plasmatica. Perante determinadas condicdes, a atividade da MLCP aumenta e esta desfosforila

a MLC,q, induzindo o relaxamento das CML vasculares [54, 76].

O tonus do masculo liso pode diminuir como resposta a estimulos induzidos por compostos
endogenos e exogenos. Sao exemplos deste mecanismo a ativacdo ou bloqueio de recetores
especificos, inibicdo da sintese de agonistas contrateis, ou o bloqueio de recetores que

medeiam a contracao, abertura e encerramento de canais ionicos [54, 69].

1.6.1. Nucleétidos Ciclicos

Nucleotidos ciclicos como o AMPc e a guanosina monofosfato ciclica (GMPc), sao os principais
mensageiros intracelulares que se encontram envolvidos na relaxacdo do musculo liso,
principalmente através da ativacao de proteinas cinases dependente do AMPc (PKA) e do GMPc
(PKG) [77, 78].

AMP Ciclico

0 AMPc é sintetizado pela enzima adenilil cilase, que se encontra na membrana plasmatica [79]
e tem a capacidade de ativar a PKA. Quando a PKA é ativada, esta fosforila as proteinas-alvo
nos residuos de serina e treonina alterando a sua atividade. A PKA é constituida por uma

subunidade catalitica a e duas subunidades regulatoérias B e y [80, 81].

0 aumento do AMPc reduz a sensibilidade ao Ca?*. A ativacdo da PKA é um dos mecanismos que
pode provocar relaxamento [79], quer seja por inibicao da fosfolipase C e dos canais de Ca?*,
ou reducéo da fosforilacdo da MLC,y, diminuindo a afinidade para o complexo Ca?*/CaM [82-
84].

Por outro lado, o AMPc também pode ativar a PKG, num processo denominado cross ativation,
quando a concentracao deste é dez vezes superior a concentracdo de GMPc necessaria para

ativar a cinase [85].
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GMP Ciclico

Apds a ativacdo da guanilil ciclase (GC) quer na forma transmembranar ou particulada (pGC)
quer na forma citosolica ou sollvel (sGC), a guanosina trifosfato (GTP) é convertida em GMPc.
Contudo a regulacao das duas formas da GC é realizada de maneira diferente, pois esta é
ativada pelo dxido nitrico (NO) e a pGC ¢é ativada por péptidos natriuréticos [86-88]. O GMPc
encontra-se descrito como um segundo mensageiro que tem efeitos em diferentes tipos de

alvos, como os canais ionicos e as fosfodiesterases [74].

A PKG é um homodimero, onde cada subunidade se carateriza por ter dois dominios funcionais,
um regulador e outro catalitico, o primeiro possui dois locais de ligacao para o GMPc. De forma
a explicar a importancia da PKG na reducdo da concentracdo do Ca?*, tém sido propostos
diversos mecanismos, como por exemplo: aumento da entrada de Ca?* por estimulacdo da Ca?*
ATPase da membrana plasmatica [89, 90]; processos de fosforilacao e ativacao da Ca** ATPase
do reticulo sarcoplasmatico que ativam a entrada de Ca?* para os depdsitos intracelulares [91];
inibicdo da libertacdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico devido a processos de fosforilacdo
mediados por PKG; inibicao direta dos VOCC apos fosforilacao da proteina fosfatase 2A [86, 92];
ou pela reducao da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?* devido a diminuicao da fosforilacao
da MLC,, através da ativacao da MLCP [93].

1.7. Canais lonicos da AUH

1.7.1. Canais de Calcio

0 Ca?* é um catiao fundamental em varios processos celulares, tais como a transcricao genética,
a contracao muscular e a proliferacdo celular. A concentracdo de Ca?* no interior das CML é
regulada pela interacdo de diversos processos que aumentam ou diminuem a concentracao do
mesmo [94]. Os mecanismos responsaveis pelo aumento da concentracdo de Ca?* intracelular
envolvem varios tipos de canais de Ca?* localizados na membrana plasmatica, sendo estes
classificados de acordo com a dependéncia de voltagem. Neste sentido, podem ser identificados
nao so canais dependentes de voltagem, mas também canais independentes de voltagem, os
quais incluem os canais de Ca?* operados por recetores (ROC), os canais de Ca** operados por

depodsitos intracelulares (SOC) e os canais de Ca?* ativados por stress fisico (SAC) [95].

Canais de cdlcio dependentes de voltagem (VOCC)

Os VOCC sao proteinas multiméricas compostas por quatro subunidades distintas: a subunidade

principal a;, e as subunidades auxiliares B, a,0 e y [96]. A subunidade a; integra o poro
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condutor, o sensor de voltagem e a zona de ligacao de segundos mensageiros, farmacos e
toxinas. Esta subunidade é formada por 4 dominios homologos (I-IV), com seis segmentos
transmembranares (51-S6) cada um. O loop presente entre os segmentos S5-S6 determina a

seletividade dos ides e a sua condutancia (Figura 10) [97].

Meio Extracelular

(

g nnnanne
ssssssss

Meio Intracelular
C

Figura 10 - Imagem representativa da estrutura de um canal de cdlcio dependente de voltagem localizado
na membrana celular, estando evidenciadas as diferentes subunidades que o constituem, assim como a
localizagdo intra ou extracelular dos seus terminais. A azul: dominios homologos I-1V associados aos seis
segmentos (S1 a S6); a laranja: subunidade B intracelular; a amarelo: subunidade y, transmembranar
com C e N terminais intracelulares; a roxo e rosa: subunidade a;0 com N terminal extracelular e C
intracelular. Adaptado de [98]

No musculo liso vascular foram identificados dois tipos de VOCCs, que inicialmente foram
classificados de acordo com o potencial de membrana a que seriam ativados. Assim, os VOCC
foram divididos em canais de Ca?* ativados por alta voltagem (HVA) (-40 mv a -10 mv) e canais
de Ca?* ativados por baixa voltagem (LVA) (-60 mv a -70 mv). Relativamente aos canais HVA
existe uma subdivisdo em canais de calcio do tipo L, tipo N, tipo P/Q e R, enquanto que os LVA
sao apenas do tipo T [99]. Nas CML da artéria umbilical humana apenas sdo expressos

funcionalmente os canais dependentes de voltagem do tipo L (LTCC) e do tipo T (TTCC) [43].

Canais de cdlcio do tipo L (LTCC)

Os LTCC sao considerados os principais responsaveis pelo aporte do CaZ* necessario a contracao

célular [100]. Nas CML é necessaria uma forte e rapida despolarizacédo (de -40 mv a 10 mv) para
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que ocorra a ativacao destes canais [101]. Apos a despolarizacao das CML vasculares, os LTCC
modificam-se para a sua conformacdo aberta, e induzem o aumento dos niveis de Ca%
intracelular, estimulando a contracdo das células e, consequentemente, a vasoconstricao.
Atualmente, sao conhecidas quatro isoformas dos LTCC, denominadas por Ca,1.1, Ca,1.2, Ca,1.3

e Ca,1.4, sendo os Ca,1.2 sdo os mais abundantes no musculo liso [56, 102-104].

Canais de cadlcio do tipo T (TTCC)

Os TTCC das células musculares lisas sao ativados por potenciais de membrana baixos (de -50
mV a -40/-10 mV) e apresentam uma menor condutividade, comparativamente aos canais LTCC
[96, 102]. Dado que nestes canais o fluxo de corrente é baixo e transitorio, ainda nao foi possivel
determinar a sua funcao, uma vez que os perfis de ativacao se encontram desenquadrados dos

potenciais presentes em vasos fisiologicamente ativos [105].

Canais de cdlcio independentes de voltagem

Os canais de Ca** independentes de voltagem incluem os ROC que sdo regulados pela interacao
agonista/recetor, os SOC ativados pela libertacdo do Ca?* das reservas intracelulares, e os SAC
que sao ativados pelo stress fisico exercido sobre a membrana. Todos estes canais estado
presentes na membrana plasmatica e contribuem para a regulacao do tonus vascular [57, 102,
106, 107]. Apesar dos estudos que ja foram efetuados neste sentido, ainda nao foi determinada

qualquer significancia destes complexos nas células do musculo liso [108].

1.7.2. Canais de Potassio

Os canais de K* sdao os canais mais abundantes nas CML e sao responsaveis pela difusdo rapida
dos ides K* através da membrana, intervindo na repolarizacdo da membrana, de forma a
contrariar acdes vasoconstritoras [109, 110]. Na literatura, encontram-se descritas 3 familias

diferentes de canais de K*: Ky, Kca € Kir, dentro dos quais estao incluidos os Kap [56, 111].

Canais de potdssio operados por voltagem (Ky)

Os canais de potassio operados por voltagem sao ativados quando se atingem potenciais entre
os -35 e os -55 mV. Os mecanismos vasodilatadores ativam os K,, enquanto que os

vasoconstritores levam ao seu encerramento [57, 112].

Os canais Ky sdo constituidos por quatro subunidades a e uma subunidade auxiliar B. As
subunidades a tém seis regides ou segmentos transmembranares (51-S6) em hélice alfa com
uma ansa associada a membrana entre os segmentos transmembranares S5 e S6, que formam o

dominio do poro do canal (“P-loop”) [110].
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Canais de potdssio retificadores internos (Kir)

Os canais Kz encontram-se presentes em varios tipos de células, incluindo as CML. Estes canais
sdo responsaveis pelo influxo de K* a potenciais de membrana mais negativos do que o potencial
de equilibrio, e provocam o efluxo do ido a potenciais de membrana mais positivos. Foram
descritas até a atualidade 7 familias destes canais, constituidas por dois dominios
transmembranares, com um longo poro citoplasmatico de elevada carga negativa nas suas

paredes [113].

Canais de potdssio ativados por cdlcio (Kca)

Os canais de K* ativados por CaZ* estdo presentes em grande nimero no musculo liso vascular e
sao ativados por alteracbes na concentracdo de Ca?* intracelular e pela despolarizacdo da
membrana, contribuindo para a manutencao do potencial de membrana [56, 57, 112]. Os Kc,
dividem-se em trés grandes grupos, sendo eles os canais de elevada condutancia (BKc,), os de
condutancia intermédia (IK¢,) e de baixa condutancia (SKc,). Os IK¢, e SK¢, caracterizam-se por
serem sensiveis a voltagem e sdo geralmente ativados por baixas concentracées de Ca*

intracelular, sendo relevantes em processos dependentes da sinalizacao do Ca?* [114].

A subunidade a que origina o poro é fundamental para o funcionamento dos canais BKc,. Estes
canais expressam também a subunidade B1 encontrada nas CML vasculares, nas quais estdo
largamente presentes. Os canais BK¢, possuem 11 segmentos transmembranares (50-S10), dos
quais os segmentos S0-S6 constituem a parte central do canal e os segmentos $7-510 sao os
responsaveis pela sensibilidade do canal ao Ca?". Existem quatro tipos de subunidade B, sendo

a B1, a Unica presente nas CML [114, 115].

1.8. Mensageiros Quimicos da AUH

1.8.1. Serotonina

A serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), é uma substancia vasoconstritora que atua como
neurotransmissor e como hormona. A biossintese da 5-HT endogena consiste na conversao de
triptofano em 5-hidroxitriptofano pela acao da triptofano-hidroxilase, posteriormente este é
descarboxilado a 5-HT. Este processo ocorre em neuronios e células cromafins. As plaquetas
possuem um mecanismo de captacao de elevada afinidade para a 5-HT, acumulando-a quando
passam no intestino. Os principais locais de acao da 5-HT sdo o trato gastrointestinal, as

plaquetas, as terminacdes nervosas, o sistema nervoso central e os vasos sanguineos [116].

0 efeito da 5-HT nos vasos sanguineos varia com o tipo, o didmetro e a atividade simpatica

prevalecente nos mesmos. Vasos de maior calibre, como é o caso das artérias e veias, sao
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contraidos pela 5-HT. Em vasos de menor calibre (arteriolas e capilares) a 5-HT atua nas células
endoteliais promovendo a libertacao de NO, e inibe a libertacdo da noradrenalina pelos

terminais nervosos simpaticos, levando a vasodilatacao [116].

Recetores de 5-HT

A acdo da 5-HT é mediada por recetores (5-HT;.;) na sua maioria acoplados a proteina G,
excetuando os 5-HT; que sao recetores ionotropicos [116]. Os recetores 5-HT4g, 5-HTyp, 5-HTa,
5-HT,, 5-HT,4, e 5-HT; sdo expressos nos vasos sanguineos [117]. Dentro destes, os 5-HTg, 5-
HT,p, 5-HT,4 e 5-HT; regulam a contratilidade da AUH [118-121].

A ativacdo dos recetores 5-HTz e 5-HTyp leva a inibicao da adenilil ciclase e consequentemente
a contracdo da AUH. Quando os recetores 5-HT,, sdo ativados, os niveis de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP;) aumentam levando também a contracao da AUH [116, 119, 120]. Ja os recetores
5-HT; estao ligados ao aumento da adenilil ciclase causando um efeito vasorelaxante na AUH
[116, 121].

1.8.2. Histamina

A histamina, ou 2-(imidazol-4-il) etilamina, é sintetizado no complexo de Golgi de mastocitos
e basofilos por descarboxilacdo enzimatica da histidina. Esta conversao é catalisada pela L-
histidina descarboxilase com fosfato piridoxal como cofactor [122, 123]. Atua como hormona
na regulacdo da contracdo do musculo liso, na vasodilatacdo e permeabilizacdo de redes
vasculares, e na regulacao da producdo de acido estomacal. Também desempenha fungoes
como neurotransmissor no sistema nervoso central [124]. Tal como a 5-HT, a histamina induz

contracao em vasos de maior calibre e relaxacao em vasos de menor calibre [125].

Recetores de Histamina

Esta substancia ativa diferentes recetores (H; até H,) [125, 126], todos expressos na AUH [121].
O H; provoca mobilizagdo do Ca?" intracelular e aumento da concentracao de IP;, levando a
contracao [127]. O H, causa acumulacéao de AMPc e, consequentemente, vasorelaxacao [125].
Embora ja se tenha demonstrado que a ativacdo do recetor H; causa um efeito vasodilatador
em algumas artérias [121, 128, 129], os mecanismos de acao dos recetores H; e Hyainda néo se

encontram bem descritos [125, 130, 131].
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Capitulo Il - Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo central avaliar os efeitos gendmicos e nao gendémicos
do DEHP a nivel vascular. Diferentes objetivos e tarefas especificas foram definidos para atingir

a correta resolucao do objetivo central:

1. Estudo do efeito rapido do DEHP na contractilidade da artéria umbilical humana, recorrendo

a técnica de banho de o6rgaos.

2. Estudo dos efeitos genomicos de DEHP sobre o efeito rapido do DEHP na contractilidade da

artéria umbilical humana, recorrendo a técnica de banho de 6rgaos.

4. Estudo do efeito do DEHP na expressao do mRNA do recetor de serotonina 5-HT,, e de

histamina HR-H1 em células do musculo liso da artéria umbilical humana.
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Capitulo Ill - Materiais e Métodos

3.1. Materiais e Solucées

3.1.1. Solucbes

Na tabela que se segue sao apresentadas as solucoes utilizadas na realizacao do trabalho,

bem como as respetivas composicdes e concentracoes.

Tabela 4 - Solucées utilizadas na realizacéo do trabalho.

Solucdes

Composicao

Solucao Salina Fisiologica (PSS)

Solucao de antibiotico-antimicético
(SAA)

Solucao de antiproteases
Solucao de Dulbecco’s modified Eagle’s

medium/F12 (DMEM-F12)

Krebs Basico Modificado

Krebs Despolarizante KCl

Meio de Cultura HUASMC

Meio de cultura sem soro

NaCl 110 mM; CaCl; 0,15 mM; KCL 5 mM;
MgCl, 2 mM; HEPES 10 mM; NaHCO; 10 mM;
KH,PO,4 0,5 mM; Na,HPO, 0,5 mM; glicose 10

mM e EDTA 49 mM.

Penicilina 5U/mL; estreptomicina 5pug/mL e
anfotericina 12,5 ng/mL.

Leupeptina 0,45 mg/L; benzamidina 26
mg/L e inibidor da tripsina 10 mg/L.

DMEM-F12 Liofilizado, NaHCOs 1,2 g/L e
acido L-ascorbico 20 mg/L; pH 7,4.

NaCl 119 mM; KCl 5mM; CaCl,.2H,0 0,5 mM;
MgS04-7H20 1,2 mM; KH,PO,4 1,2 mM;
NaHCO; 25 mM; EDTA-Na; 0,03 mM; acido L-
ascorbico 0,6 mM e glucose 11mM; pH 7,4.

NaCl 119 mM; KCl 5mM; CaCl,.2H,0 0,5 mM;
MgS04.7H,0 1,2 Mm; KH,PO, 1,2 mM;
NaHCO; 25 mM; EDTA-Na2 0,03 mM; acido L-
ascorbico 0,6 mM e glucose 11 mM; KCL 60
mM; pH 7,4.

DMEM-F12 suplementado com FBS; BSA 0,5%;
EGF, 5ug/ml; FGF 0,5ng/ml; heparina
2pg/ml e insulina 5ug/ml; pH 7,4.

DMEM-F12; BSA - 0,5%; pH 7,4.
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Solucao de MTT

Solucao fosfato-salino diluido (PBS)

3.1.2. DEHP

0,5 mg/mL de MTT diluido em PBS 1%.

NaCl 110 mM; CaCl; 0,15 mM; KCL 5 mM;
MgCl, 2 mM; HEPES 10 mM; NaHCO; 10 mM;
KH,PO,4 0,5 mM; NaH,PO, 0,5 mM; glicose 10

mM e EDTA 0.49 mM NaCl; KCl; Na,HPO, e
KH,PO,; pH 7,4.

O Di(2-Etilhexil) Ftalato (DEHP) foi adquirido a ACROS Organics (Thermo Fisher Scientific).

Preparou-se um stock de 1M em etanol absoluto, e todas as diluicdes necessarias para o trabalho

foram realizadas nos meios de cultura a uso.

3.1.3. Materiais e Equipamentos

Na tabela que se segue estao descritos os materiais, equipamentos e softwares mais relevantes

para a realizacao do trabalho, bem como as respetivas marcas.

Tabela 5 - Materiais, equipamentos e softwares utilizados na realizacéo do trabalho.

Material/Equipamento

Marca
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Material cirurgico

Frascos e placas de cultura

Camara de banho de 6rgaos LE01.004
Termostato LE 13206

Transdutores isométricos TRI201

Amplificador ML118/D Quad Bridge
Interface PowerLab/4SP ML750
Software Chart5 PowerLab

Microplate Reader EZ Read 400
Galapagos Software

Balanca Digital

Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Orange scientific

Letica®, LSi Scientific Instruments

PanLab, SA Espanha

ADInstruments

Biochrom

Sartorius



Balanca de Precisdao ABT 100-5M KERN

Medidor de pH Orion Star A211 Thermo Scientific
Microcentrifuga Mikro 200R Hettich zentrifugen
Block Heater SBH130D Stuart
NanoPhotometer™ IMPLEN
T100TM Thermal Cycler BIO-RAD
iQTM5 Multicolor Real-Time PCR Detection
System

3.2. Métodos

3.2.1. Recolha do Cordao Umbilical

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

Declaracao de Helsinquia.

Os cordoes umbilicais recolhidos em intervalos de tempo nao superiores a 15 minutos apos o
parto, foram imediatamente colocados em PSS. Como forma de evitar contaminacdes e
degradacao dos tecidos, uma mistura de antibioticos e antiproteases foi adicionada ao PSS. As
amostras foram mantidas a 4°C por periodos maximos de 48h até a sua utilizacdo. Cordoes
umbilicais provenientes de partos cujas maes apresentavam patologias durante a gravidez

foram excluidos.

3.2.2. Contractilidade - Banho de 6rgaos

O cordao umbilical foi lavado com PSS e colocado numa placa de Petri, com o mesmo meio de
lavagem, onde as artérias foram isoladas por dissecacao da Geleia de Wharton envolvente,
sendo posteriormente armazenadas em PSS, a 4°C durante 12 horas. Apos este periodo o
endotélio vascular foi mecanicamente removido, fazendo-se passar uma linha de algodao pelo

lumen arterial. As artérias foram seccionadas em pequenos anéis de 3-5 mm e mantidas durante
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24h a 4 °C em DMEM-F12, juntamente com as diferentes concentracées de DEHP (1 nM, 10 pM

e 100 pM), bem como o seu solvente, o etanol, em concentracoes nunca superiores a 0,1%.

Os anéis de AUH foram colocados na camara de banho de 6rgaos, suspensos por dois fios de aco
inoxidavel paralelos, numa solucdo de Krebs Basico Modificado continuamente oxigenada (95%
0, e 5% CO;) e mantida a 37°C. A medicao e registo da tensao foram realizados pelos
equipamentos descritos na Tabela 5. Os anéis foram equilibrados durante 45 minutos, com
substituicdo do Krebs a cada 15 minutos, até se obter uma tensdo isométrica entre 1500 e 2000
mg. Nas seccoes de artéria viaveis (que apresentaram contracées minimas de 1000 mg quando
induzidas com 5-HT 1 pM) foram induzidas contragées com 5-HT (1 pM), histamina (10 pM) e KCl
(60 mM) e posteriormente foram submetidas a concentracées crescentes de DEHP (1 nM, 10 nM,
100 nM, 1puM, 10 uM e 100 pM) de forma a avaliar o seu efeito na contractilidade. Paralelamente
testes controlo foram realizados adicionando apenas etanol em percentagens nunca superiores
a0,1%.

3.2.3. Cultura de HUASMC

Para a obtencao de culturas de células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC;
human umbilical artery smooth muscle cells) os procedimentos foram realizados numa camara
de fluxo laminar, sob condicdes de esterilidade e refrigeracdao com gelo, como descrito por
Cairrao et al [43]. O cordao umbilical foi lavado com PSS ao qual foi adicionado uma mistura
de antibioticos para evitar contaminacdes. Posteriormente foi colocado numa placa de Petri
com o mesmo meio de lavagem onde as artérias foram isoladas por dissecacao da geleia de
Warthon. Apos o isolamento, os segmentos da artéria foram cortados em retangulos, e a tlnica
intima foi mecanicamente removida com a leve passagem de um cotonete estéril sobre a

mesma.

A camada de musculo liso vascular foi extraida da parte interior da artéria, utilizando para o
efeito pincas estéreis apropriadas. As camadas da tUnica média foram cortadas em pequenos
fragmentos e posteriormente lavadas em PSS num tubo de Falcon, repetindo-se este passo
quatro vezes. Por fim as camadas de musculo liso foram colocadas em frascos de cultura,
previamente revestidos com colagénio (5 pg/cm?), foi-lhes adicionado 2 ml de meio HUASMC e
colocadas a 37°C numa atmosfera de 95% ar e 5% CO,. Subculturas destas células foram obtidas

até a quinta passagem.

3.2.4 Tratamento das HUASMC com DEHP

Placas de 6 ou 96 pocos, consoante a aplicacao, com células musculares lisas em confluéncia
foram colocadas em meio sem soro durante 24 horas. Findo este periodo, o meio sem soro foi
renovado e realizou-se uma exposicao prolongada com diferentes concentracdes de DEHP em
(1nM, 10nM, 100 nM, 1uM, 10 pM e 100 pM) durante 24 horas. A solucdo stock de DEHP foi
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preparada com etanol absoluto e foi posteriormente diluida até se obterem as concentracoes
desejadas. Sendo o etanol o solvente, foi utilizado como controlo, nas mesmas condicdes que

o DEHP, em concentracdes nunca superiores a 0,1%.

As células expostas ao DEHP, ao etanol ou ndao expostas forma utilizadas para realizar as

experiencias de citotoxicidade e de analise da expressao

3.2.5. Ensaio de Viabilidade Celular - MTT

Placas de 96 pocos com células HUASMC confluentes em monocamada foram expostas ao DEHP
como anteriormente descrito. Apds o periodo de exposicao, o meio de cultura foi aspirado e,
na auséncia de luz, adicionaram-se 200 uL da solucao de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio] (MTT) (0,5 mg/mL) a cada poco. Incubaram-se as placas durante 3 horas
numa atmosfera hiimida, a 37°C e 5% de CO,. Decorrido o periodo de incubacao, a solucédo de
MTT foi aspirada e adicionaram-se 200 yL de DMSO em cada poco para solubilizar os cristais de
formazano. O conteldo dos pocos foi transferido para uma placa de leitura e a absorvancia a

570 nm foi determinada num espetrofotometro com leitor de microplacas.

3.2.6. Extracao do RNA total

Para assegurar a pureza do RNA total, reduzindo ao maximo a atividade das ribonucleases
(RNases) em todos os passos da extracao foi utilizado material estéril, todas as solucdes foram
preparadas com agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e todo o procedimento foi

realizado em gelo devido a sensibilidade do RNA.

Para a extracao do RNA total utilizou-se o TRIzol® Reagent (Ambion) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Placas de 6 pocos com células HUASMC confluentes foram
tratadas com DEHP como anteriormente descrito, e lavadas com 200 pL de PBS por poco antes
de iniciar a extracdo. Para extrair o RNA total das células adicionaram-se 200 pL de reagente
TRIzol em cada poco (1 ml TRIzol/100 mg de tecido) e soltaram-se as células da superficie da
placa com um cell scrapper. Transferiu-se o contetdo de cada poco para eppendorfs de 1,5 mL
e incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Adicionaram-se 80 pL de cloroformio (200 pL
de cloroféormio/ 1 mL de TRIzol®) e homogeneizaram-se as amostras por inversao. Incubaram-
se a temperatura ambiente durante 2-3 minutos e centrifugaram-se a 4 °C durante 15 minutos
a 12000g. Apds este passo de centrifugacdo formaram-se trés fases: no fundo do eppendorf a
fase organica (rosa) que contém as proteinas e residuos de fenol e cloroférmio, a interfase
(branca) onde esta presente o DNA e a superficie a fase aquosa (transparente), onde esta
contido o RNA. A fase aquosa foi transferida para um novo eppendorf de 1,5 mL, ao qual se
adicionaram 200 pL de isopropanol (500 pL de isopropanol/1 mL de TRIzol), agitou-se por

inversdao e incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos. Centrifugaram-se as
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amostras a 4 °C, 12000g durante 10 min. Descartou-se o sobrenadante, lavaram-se os pellets
de RNA com 400 pL de etanol a 75% em agua DEPC e centrifugaram-se a 4 °C durante 5 minutos
a 7500g. Apos a repeticao da lavagem e passos subsequentes, fez-se um quick spin para remover
o excesso de etanol. Depois de incubar a temperatura ambiente, durante 5 minutos,
hidrataram-se os pellets com 20uL de agua DEPC e incubaram-se a 57°C durante 5 minutos.

Armazenou-se o RNA a -80°C.

Efetuaram-se leituras espetrofotométricas a 260 e 280 nm, utilizando o nanoespetrofotémetro.
Este equipamento fornece diretamente a concentracao de RNA total em pg/uL e o racio entre
a A260/A280. Para determinar uma boa qualidade e pureza de RNA total, o racio em causa
devera estar no intervalo de 1,8 a 2,1. Os racios inferiores a 1,8 indicam contaminacao com

proteinas ou fenol e os racios superiores a 2,1 indicam contaminacdo com DNA.

3.2.7. Retrotranscricao

O DNA complementar (cDNA) é obtido através da transcricdo reversa do RNA mensageiro pela
acao da enzima transcriptase reversa. Para a sintese de cDNA utilizou-se o kit NZY M-MuLV
Reverse Transcriptase (NzyTech, Portugal), seguindo o protocolo do fabricante. Prepararam-se
duas misturas para n+1 reaccoes e um volume total de 20 pL por reacao. Para a MIX 1
adicionaram-se Random hexamer mix (0.5 pg/pL) (NZYset, Portugal) e dNTPs (10 mM) (NZYset,
NzyTech, Portugal), na proporcao de 2 para 1. Na Mix 2 adicionaram-se, também na proporcao

de 2 para 2, 10x reaction buffer (nzytech, Portugal), e M-MuLV.

Para cada reacao adicionaram-se nos tubos de PCR 3pL da MIX 1, o volume adequado para 1pg
perfez-se com agua estéril até ao volume de 17pL. Os tubos de PCR foram colocados no
termociclador a 65°C durante 5 minutos. As amostras foram arrefecidas em gelo e adicionaram-
se 3uL da MIX 2 a cada tudo de PCR. Novamente no termociclador seguiram-se uma série de
incubacdes: 25°C durante 10 minutos, 37°C durante 50 minutos e a 70°C durante 15 minutos.

No final da reacao o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.2.8. PCR em Tempo Real (qPCR)

A quantificacao da expressao dos genes 5-HT,, e HR-H1 (Tabela 6) foi efetuada por PCR em
tempo real, utilizando o NZY gPCR Green Master MIX (NZYtech), segundo as instrucdes do
fabricante. O gene endodgeno utilizado para normalizar os niveis de expressao foi a B-2-
microglobulina (B2M) (Tabela 6). A eficiéncia do qPCR foi determinada para todos os primers
usando diluicdes de cDNA (1:1, 1:3, 1:9). As reacdes de amplificacdo dos genes foram
preparadas para um volume final de 20 pL, adicionaram-se 10 pl de NZY qPCR Green Master MIX
(NZYtech), 0,4 pl de Primer Fw e de Primer Rv, 1 pl de cDNA e por fim perfez-se o volume com

agua estéril. As amostras foram expostas as seguintes condicées de amplificacao: 95°C durante
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5 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 10 segundos, temperatura de annealing durante 30
segundos, e 72°C durante 10 segundos. A formacao de dimeros de primers e a pureza do produto
amplificado foram avaliadas através da analise das curvas melting. As diferencas entre
experiéncias foram calculadas recorrendo o modelo matematico de Pfaffl utilizando a formula:
2-AACt.[132]

Tabela 6 - Primers utilizados para PCR em tempo real.

Nome do Gene Sequéncia do Primer Fragmento | Numero do
Primer (bp) GeneBank
Fw 5’-ATG AGT ATG CCT GCC GTG TG-3’
B-2- B2M 92 NM_004048.2
Rv 5’-CAA ACC TCC ATG ATG CTG CTT AC-
microglobulina P

Fw 5°-TCT TTC AGC TTC CTC CCT CA -3’

3-HTas >HT2a | Ry 5:-76C AGG ACT CTT TGC AGA TG-3" 223 NM_000621

Fw 5’-CAC ACT GAA CCC CCT CAT CT -3’

HR-H1 HR-H1 151 NM000861
Rv 5’-GGC CTT CGT CCT CTATTT CC-3’

3.3. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média das experiéncias + erro padrao para cada condicao
experimental. A analise estatistica dos dados foi realizada usando o programa estatistico
SigmaStat Statistical Analysis System versao 3.5 (Systat Software, London. UK). A significancia
estatistica entre as diferentes concentracdes foi analisada por One-way ANOVA seguida do teste
de Turkey ou do teste de Dunnet. A significancia estatistica entre dois tipos de amostra foi
analisada recorrendo ao teste t de Student. A diferenca entre os grupos foi considerada

significativa para probabilidades inferiores a 5% (P <0,05).
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Capitulo IV - Resultados

4.1. Contractilidade - Banho de Orgdos

Os anéis de AUH sem endotélio foram colocados no banho de o6rgaos e realizaram-se
experiéncias de contratilidade recorrendo a agentes contrateis, como a 5-HT (1 pM), histamina
(10 pM) ou KCL (60 mM). Posteriormente foi analisado o efeito vasorelaxante de concentracoes
crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 puM, 10 uM e 100 pM). O etanol, solvente do DEHP,

foi utilizado como controlo sempre em concentracoes inferiores a 0,1%.

Para analisar os efeitos genomicos do DEHP, alguns anéis de AUH foram pré-incubados com
diferentes concentracoes de DEHP (1nM, 10pM e 100 pM) ou com etanol (solvente do DEHP,

controlo) durante 24h.
4.1.1. Efeito vasorelaxante do DEHP

As AUH contraidas com 5-HT sofreram efeito vasorelaxante significativo pela acao do DEHP
(P<0,05 One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc), na ordem dos 15% aquando da adicao
da concentracao mais elevada de DEHP (100 pM) (Figura 11-A).

Quando a histamina foi usada como agente contratil foi mais evidente o efeito vasorelaxante
do DEHP. Este efeito é dependente da concentracdo de DEHP adicionada. Comegando nos 9%
para a concentracao mais baixa (1 nM), chegando quase a 30% na concentracao mais elevada (1
pM) (Figura 11-B).

Quando as AUH foram contraidas com KCl, o DEHP relaxou significativamente as contracdes,
sendo o efeito vasorelaxante menor que com histamina. Este efeito também é dependente da
concentracao de DEHP adicionada, sendo no maximo de 11% de relaxacao para a concentracao
de 100 pM (Figura 11-C).
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Figura 11 - Efeito vasorelaxante de concentracées crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 uM, 10uM
e 100uM) em contracées induzidas por (A) 5-HT (1 uM), (B) histamina (10 uM) e (C) KCl (60 mM) em AUH
ndo incubadas. Os simbolos representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de n>13
experiéncias. *(P<0,05 versus controlo, One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc). #(P<0,05 versus
[DEHP], One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc)

4.1.2. Efeito da pré-incubacdo com DEHP sobre contracées induzidas por
5-HT

Efeito da pré-incubacdo com DEHP sobre as contracées por 5-HT

Quando contraidas com 5-HT as artérias controlo (nao pré-incubadas com DEHP) apresentaram
uma tensdo média de 1367,58 + 101,62 mg. As AUH pré-incubadas com DEHP 1nM mostraram
uma reducao significativa na tensao induzida com 5-HT para 952,96 + 130,40 mg (Figura 12-A).
No entanto, podemos distinguir dois tipos de resposta nestas artérias, pois em 69,6% das artérias
a 5- HT induziu uma contracao média semelhante ao controlo (1270,63 + 115,47 mg), enquanto
que as restantes 30,4% apresentaram contracdo média significativamente inferior na ordem das
226,86 + 48,66 mg (17,8% do controlo) (Figura 12-B). Nos anéis pré-incubados com DEHP 10uM
é visivel uma reducdo na tensdo média induzida para 386,88 + 54,44 mg. Finalmente, as AUH

expostas durante 24h a concentracao mais elevada de DEHP (100 pM) apresentaram um aumento
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significativo na contracao induzida pela 5-HT, sendo esta na ordem das 2396,545 + 298,423 mg
(Figura 12-A).
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Figura 12 - (A) Efeito da exposicdo das AUH ao DEHP (1nM, 10uM e 100uM) em contracées induzidas por
5-HT (1 uM). (B) Efeito duplo da exposicdo das AUH ao DEHP (1nM) em contragbes induzidas por 5-HT (1
UM). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo do numero de experiéncias
representado sobre as barras. *(P<0,05 versus controlo, One-way ANOVA com teste de Dunnett post hoc).

Efeito da pré-incubacdo com DEHP no seu proprio efeito relaxante em contracées por
5-HT

Na Figura 13 é possivel visualizar a diferenca entre o efeito da adicdo de concentracdes
crescentes de DEHP em artérias controlo e pré-incubadas com DEHP 1nM (Figura 13-A) e 100 pM

(Figura 13-B), apos contracdo com 5-HT.

No que diz respeito as artérias pré-incubadas com DEHP 1nM, estas apresentam um
comportamento semelhante as artérias ndo pré-incubadas para as concentracées mais baixas
(1 e 10 nM) de DEHP. A partir da concentracao de 100 nM as artérias experimentaram um efeito
contratil, atingindo um valor de 16% de contracao para a concentracao de 10 uM de DEHP (Figura
13-A).

As AUH pré-incubadas com DEHP 100 yM comportam-se de forma semelhante as nao incubadas,
sendo que o efeito vasorelaxante que apresentam nao é significativo (P<0,05 One-way ANOVA

com teste de Turkey post hoc) (Figura 13-B).
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Figura 13 - Efeito vasorelaxante de concentracées crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 uM, 10uM
e 100uM) em contracées induzidas por 5-HT (1 uM) em AUH incubadas com (A) DEHP 1nM e (B) DEHP 100
UM. Os simbolos representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de n>7 experiéncias. *(P<0,05
versus Etanol, One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc). #(P<0,05 versus Sem Incubacdo, One-way
ANOVA com teste de Turkey post hoc).

4.1.3. Efeito da pré-incubacao com DEHP em contracées induzidas por

histamina

Efeito da pré-incubacdo com DEHP sobre as contracées por histamina

As AUH nao incubadas apresentam uma tensao média induzida pela histamina de 1148,85 +
101,86 mg. Quando comparadas com os controlos, as artérias pré-incubadas com DEHP (1 nM,
10 pM e 100 pM) nao apresentam diferencas estatisticamente significativas (P>0,05 versus
controlo, One-way ANOVA com teste de Dunnett post hoc), sendo os valores de tensdo apods
inducao com histamina os que se seguem: 955,53 + 82,51 mg, 1105,00 + 99,69 mg e 1181,19 =
192,57 mg, respetivamente (Figura 14).
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Figura 14 - Efeito da exposicGo das AUH ao DEHP (1nM, 10uM e 100uM) em contracées induzidas por
histamina (10 uM). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo do numero de
experiéncias representado sobre as barras.
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Efeito da pré-incubacdo com DEHP no seu proéprio efeito relaxante em contracées por

histamina

Na Figura 15 € possivel visualizar a diferenca entre o efeito da adicao de concentracdes
crescentes de DEHP em artérias controlo e pré-incubadas com DEHP 1nM (Figura 15-A), 10 pM

(Figura 15-B) e 100 puM (Figura 15-C), apos contracdo com histamina.

No que diz respeito as artérias previamente pré-incubadas com DEHP 1nM, estas apresentam
um comportamento diferente das artérias ndo pré-incubadas. Para as concentracoes mais
baixas (1 nM a 1 uM) de DEHP nao se observou efeito vasorelaxante. Para as concentracdes de
DEHP de 10 e 100 pM as artérias contrairam até 8% (Figura 15-A).

Quando pré-incubadas com DEHP 10 pM as artérias, contrariamente as nao pré-incubadas, nao

apresentam efeito vasorelaxante significativo (Figura 15-B).

As AUH pré-incubadas com DEHP 100 pM comportam-se de forma semelhante as ndo pré-
incubadas, apresentando um efeito vasorelaxante significativo e dependente da concentracao

de ftalato adicionada. (Figura 15-C).
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Figura 15 - Efeito vasorelaxante de concentracées crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 uM, 10uM
e 100uM) em contracgbes induzidas por histamina (10 uM) em AUH incubadas com (A) DEHP 1nM, (B) DEHP
10 uM e (C) DEHP 100 uM. Os simbolos representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo de nx
experiéncias. *(P<0,05 versus Etanol, One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc). #(P<0,05 versus
Sem Incubacdo, One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc).
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4.1.4. Efeito da pré-incubacdao com DEHP em contracées induzidas por KCl

Efeito da pré-incubacdo com DEHP sobre as contracdes por KCl

Quando induzidas com KCl (60 mM) as artérias controlo apresentaram uma tensao média na
ordem dos 1889,77 + 115,01 mg. Comparativamente, as artérias pré-incubadas com DEHP (1nM,
10 e 100 pM) nao apresentam diferencas significativas (P>0,05 versus controlo, One-way ANOVA
com teste de Dunnett post hoc). Os valores sao, respetivamente, os que se seguem: 2037,40 +
153,62 mg, 1559,85 + 166,99 mg e 1811,25 + 150,82 mg (Figura 16).
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Figura 16 - Efeito da exposicdo das AUH ao DEHP (1nM, 10uM e 100uM) em contracées induzidas por KCl
(60 mM). As barras representam as médias e as linhas verticais o erro padrdo do nimero de experiéncias
representado sobre as barras.

Efeito da pré-incubacdo com DEHP no seu proprio efeito relaxante em contracoes por
KCl

Na Figura 17 é possivel visualizar a diferenca entre o efeito da adicdo de concentragdes
crescentes de DEHP em artérias controlo e pré-incubadas com DEHP 1nM (Figura 17-A), 10 pM

(Figura 17-B) e 100 pM (Figura 17-C), apos contracdo com KCL.

No que diz respeito as artérias pré-incubadas com DEHP 1nM, estas apresentam um
comportamento semelhante ao das artérias nao pré-incubadas para as concentracdes mais
baixas (1 nM a 100 nM) de DEHP, sendo visivel um efeito vasorelaxante significativo. Para as

concentracdes de DEHP de 1 a 100 pM as artérias nao relaxam (Figura 17-A).
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Quando pré-incubadas com DEHP 10 pM, as artérias, similarmente as nao pré-incubadas,
apresentam efeito vasorelaxante significativo e dependente da concentracao de DEHP
adicionada (Figura 17-B).

As AUH pré-incubadas com DEHP 100 yM comportam-se, também, de forma semelhante as nao
pré-incubadas, apresentando um efeito vasorelaxante significativo e dependente da
concentracao de ftalato adicionada. (Figura 17-C).
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Figura 17 - Efeito vasorelaxante de concentracées crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 uM, 10uM
e 100uM) em contracbes induzidas por KCl (60 mM) em AUH incubadas com (A) DEHP 1nM, (B) DEHP 10
UM e (C) DEHP 100 uM. Os simbolos representam as médias e as linhas verticais o erro padrédo de nx
experiéncias. *(P<0,05 versus Etanol, One-way ANOVA com teste de Turkey post hoc).

4.2. Citotoxicidade

As HUASMC foram expostas a diferentes concentracoes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 pM, 10
UM e 100 uM) e 0,1% de etanol durante 24h e o seu efeito na viabilidade celular foi avaliado

por MTT. Células ndo incubadas foram utilizadas como controlo.
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4.2.1. Efeito da exposicao ao DEHP na viabilidade celular - MTT

As HUASMC expostas ao etanol, as concentracdes mais baixas (1 e 10 nM) e mais alta (100 pM)
de DEHP apresentam uma reducao da viabilidade celular para os 86%. Para o DEHP 100 nM e 1
MM a viabilidade reduziu para os 78%. A concentracao de 10 pM foi a que apresentou maior
reducdo da viabilidade para os 70%. Apos avaliacdo estatistica ndao foram encontradas
diferencas estatisticas, p>0.05 One-way ANOVA, entre as diferentes exposicdes e o controlo, o
que leva a crer que o DEHP nas concentracdes testadas nao apresenta citotoxicidade (Figura
18).
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Figura 18 - Efeito do DEHP na viabilidade celular de células musculares lisas de artéria umbilical humana
(HUASMC) expostas a DEHP (1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10 uM e 100 uM) e ao solvente Etanol 0,1% durante
24h. A viabilidade celular estd expressa em percentagem do controlo. As barras representam as médias
e as linhas verticais o erro padrdo do numero de experiéncias representado sobre as barras.

4.3. Andlise da Expressao de mRNA

As HUASMC foram incubadas com diferentes concentracdes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1
UM, 10 pM e 100 pM) durante 24h e o nivel de expressao do mRNA do 5-HT,, e do HR-H1 foi

avaliado por gPCR. Células nao incubadas foram utilizadas como controlo.
4.3.1. Efeito da exposicao ao DEHP na expressao do 5-HT2a

Embora a andlise estatistica ndao tenha revelado nenhuma diferenca estatisticamente

significativa (P>0,05 One-way ANOVA com teste de Dunnett post hoc) entre as varias
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concentracdes de DEHP e o controlo, os resultados sugerem a existéncia de um aumento da

expressao de 5-HT,, para todas as incubacdes (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito da exposi¢cdo ao DEHP (1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10 uM e 100 uM) na expressdo de 5-
HTz4em células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC). As barras representam as médias
e as linhas verticais o erro padrdo do niumero de experiéncias representado sobre as barras.

4.3.2. Efeito da exposicdao ao DEHP na expressao do HR-H1

Relativamente ao HR-H1 parece haver uma diminuicdo da expressao nas células incubadas com
as concentracdes de 1 nM, 100 nM e 1 pM de DEHP. Ja as células incubadas com 10 e 100 pM
aparentam um aumento na expressao. Apos a analise estatistica, ndao foram detetadas
diferencas significativas para nenhuma das incubacdes relativamente ao controlo, P>0,05 One-

way ANOVA com teste de Dunnett post hoc (Figura 20).

ao controlo

Expressao de HR-H1 relativamente

Figura 20 - Efeito da exposicdo ao DEHP (1nM, 10nM, 100nM, 1uM, 10 uM e 100 uM) na expressdo de HR-
H1em células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC). As barras representam as médias
e as linhas verticais o erro padrdo do nimero de experiéncias representado sobre as barras.
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Capitulo V - Discussao

0 mecanismo que regula o estado contratil das CML na AUH é extremamente importante para
garantir que a troca de gases e nutrientes entre o feto e a placenta é eficiente. Uma vez que
0s vasos sanguineos umbilicais ndao possuem fibras nervosas, o controlo do fluxo sanguineo
umbilical depende exclusivamente da acdo de substancias vasoativas libertadas localmente ou

em circulacao.

Devido a ubiquidade dos plasticos, as pessoas sao diariamente expostas ao DEHP que, por ser
um ftalato, se comporta como um EDC, afetando o normal funcionamento das glandulas

enddcrinas, o nivel das hormonas em circulacao e alterando os seus recetores.

Uma vez que se sabe muito pouco sobre os efeitos cardiovasculares do DEHP em humanos,
torna-se pertinente avaliar os efeitos da exposicao a este ftalato na contratilidade da AUH,
bem como na expressao de mRNA de recetores envolvidos nos mesmos processos contrateis. O
estudo do efeito do DEHP na contratilidade da AUH decorreu em 3 fases distintas: a) analise do
efeito direto do DEHP (relaxacdo arterial); b) analise do efeito genomico do DEHP sobre as
contracdes de 5-HT, histamina e KCl; c) analise conjunta de efeitos genémicos e diretos do
DEHP.

Em relacéo ao efeito rapido de concentracdes crescentes de DEHP (1nM, 10 nM, 100nM, 1 UM,
10 pM e 100 pM) em artérias previamente contraidas com 5-HT, histamina ou KCl, observou-se
que, em alguns casos, o DEHP causa um efeito vasorelaxante e dependente da concentracao,
principalmente quando as artérias foram contraidas por histamina e por KCl. Isto sugere que o
DEHP relaxa melhor as contracdes induzidas pela ativacao do recetor HR-H1, o principal
responsavel pelas contracoes por histamina na AUH. O HR-H1 esta acoplado a uma Gq e provoca
aumento de Ca?* intracelular [121]. Também as contracdes obtidas pela despolarizacdo da
membrana foram relaxadas pelo DEHP, embora de forma menos significativa que as de
histamina. A despolarizacao provoca abertura dos VOCC que aumenta o Ca?* intracelular.
Finalmente as contracoes induzidas por 5-HT nao sao muito afetadas pelo DEHP. As contracoes
por 5-HT envolvem os recetores 5-HTg, 5-HTp € 5-HT;,, recetores acoplados principalmente a
proteinas Gi (5-HT4g, 5-HT;p), ainda que o 5-HT,,, presente em menor quantidade que os outros
recetores na AUH, também esta acoplado a Gq [121]. Estes dados sugerem que o mecanismo
relaxante do DEHP provoca um maior efeito quando esta envolvida a libertacdo de Ca?

intracelular e também, de forma menos intensa, quando o Ca?* entra desde fora das células.

Posteriormente avaliou-se o efeito da exposicdo prolongada (24h) das AUH a varias
concentracoes de DEHP (1nM, 10 pM e 100 pM) sobre os efeitos contracteis da 5-HT, histamina
e KCL.
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No que diz respeito a 5-HT, artérias expostas a concentracao mais baixa de DEHP apresentaram
um comportamento dual, em que apenas 69,6% das artérias contrairam. Esta dualidade pode
corresponder a presenca de diferentes populacdes de recetores responsaveis pelo efeito
contractil da 5-HT na AUH, o 5-HTyz, 5-HTp € 5-HT,, [121]. Provavelmente o DEHP altera a
expressao de todos de forma diferente em diferentes populacdes celulares. Ja no caso das
artérias expostas ao DEHP 10 pM, a contratilidade induzida com 5-HT foi menor, mas este efeito
nao é devido a uma diminuicdo de expressao dos recetores, ndo havendo dados que sugiram
esta diminuicdo. Por fim, as artérias incubadas com a concentracao mais elevada de DEHP
mostraram uma resposta contratil aumentada a 5-HT, este resultado concorda com os
resultados obtidos para expressao de mRNA, em que esta concentracao de DEHP parece

aumentar a expressao do recetor 5-HT,;, em HUASMC.

Em relacdo aos outros agentes contrateis, nao se verificaram alteracdes nas contracoes
induzidas por histamina entre artérias previamente expostas ao DEHP e AUH nao expostas ao
DEHP. Este dado sugere que o DEHP nao provoca mudancas genomicas significativas que alterem

as contracoes induzidas pela histamina.

Nas experiencias de contractilidade vascular, por uUltimo, avaliou-se o efeito da exposicao
prolongada ao DEHP (1nM, 10 pM e 100 pM) no efeito relaxante rapido do mesmo (sobre

contraccoes induzidas por 5-HT, histamina e KCl).

Como referido anteriormente, nas contracées por 5-HT, o DEHP nao provoca um grande efeito
relaxante em AUH n&o condicionadas (s6 para a concentracdo de 100 uM de DEHP ha um efeito
significativo). Em AUH pré-incubadas com DEHP, o efeito relaxante é menor, ou passa a
apresentar o efeito contrario (contracao em vez de relaxacdo). Assim, o efeito gendémico do
DEHP prejudica o seu efeito relaxante, que era fraco, quando as artérias sao contraidas pela 5-
HT.

Nas contracdes por histamina, o DEHP provoca um efeito relaxante significativo em AUH nao
condicionadas (efeito maximo de quase 30%). Em artérias pré-incubadas com DEHP 1 pM ou 10
MM, o efeito relaxante direto do DEHP sobre as contracdes por histamina é anulado, deixa de
existir o comportamento vasodilatador. No entanto, quando a pré-incubacdo das AUH foi
realizada com DEHP 100 pM, o efeito relaxante direto do DEHP mantem-se semelhante ao
observado em AUH nao condicionadas. Estes resultados parecem indicar que os efeitos
genomicos do DEHP variam grandemente com a concentracao, o que € normal, mas parte desta
variacao € qualitativa, provavelmente existem padroes de variacao da expressao de proteinas
muito diferentes qualitativamente a 100 yM que a 1 ou 10 pM. Os resultados de expressao
realizados ja mostram levemente isto, pois para os dois recetores analisados existe variacao da
expressao a diferentes concentracdes, e o sentido da variacao dos dois é diferente, aumento

num caso (HR-H1) e aumento inicial e diminuicao final no outro (5-HT,4). No entanto serao
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necessarios novos e mais abrangentes estudos de expressao para entender os efeitos gendmicos

do DEHP que estao envolvidos neste tipo de comportamento.

Nas contracdes por KCl, o DEHP provoca um efeito relaxante significativo em AUH nao
condicionadas (efeito maximo de quase 10%), embora este efeito seja menor que o observado
nas contracdes por histamina. Em AUH pré-incubadas com DEHP, o efeito relaxante é
semelhante, independentemente da concentracao de DEHP usada na pré-incubacdo. Assim, nao
ha influéncia significativa do efeito gendmico do DEHP sobre o seu efeito relaxante direto das
AUH contraidas pelo KCL.

Como foi referido anteriormente, a expressao de mRNA do recetor 5-HT,, parece aumentar
quando aumenta a concentracao de DEHP. No caso do RH-H1, os niveis de expressao parecem
aumentar inicialmente (até 10 yM) para diminuir posteriormente a concentracées de DEHP mais
elevadas. Como também ja foi referido, ambos os efeitos genéomicos, relacionados com o HR-
H1 e com o recetor 5-HT,4, variam de forma diferente com a concentracao de DEHP, o que
indicia a existéncia de uma diferenca quantitativa e qualitativa na expressao genética
dependente da concentracao do ftalato. Estudos mais abrangentes devem ser realizados para

compreender a influéncia dos efeitos genomicos na funcao vascular.

E importante referir que o DEHP parece nao afetar grandemente a viabilidade das HUASMC,
pois, embora exista uma leve diminuicdo da viabilidade celular com o aumento da

concentracao, esta nado é significativa.

Estes resultados sugerem que o DEHP provoca efeitos diretos e genomicos na AUH que afetam
a sua funcao e estes efeitos sao qualitativa e quantitativamente diferentes dependendo da
concentracao de DEHP. Sao necessarios mais testes para aprofundar os efeitos gendmicos do
DEHP, em particular na expressdo de proteinas e na analise da influéncia das mudancas

provocadas pelo DEHP.
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Capitulo VI - Conclusao

Com o término deste trabalho foi possivel concluir que o DEHP pode agir como vasorelaxante
direto da AUH, mas também provoca efeitos gendmicos que podem alterar significativamente
o efeito direto. O mecanismo de acao do DEHP na contratilidade da AUH aparenta estar
relacionado com o metabolismo do Ca?* intracelular, embora também podera haver influéncia
das mudancas na expressao dos recetores de 5-HT e histamina. Nao obstante, mais testes sao
necessarios para determinar o mecanismo de acdo do DEHP na contratilidade da AUH, os seus
efeitos na expressao de proteinas envolvidas na regulacdo da funcao contratil das HUASMC,

permitindo posteriormente deslindar o seu papel na toxicidade cardiovascular.

Futuramente sugere-se a avaliacao do efeito de agonistas e antagonistas dos recetores de 5-HT
e histamina na contratilidade de AUH previamente expostas ao DEHP, de forma a clarificar o
mecanismo de acao deste composto. A avaliacao da expressao dos restantes recetores de 5-HT
(5-HT4g, 5-HT4p e 5-HT;) e de histamina (H, e H3) presentes na AUH, bem como de outras

proteinas implicadas na regulacao da contratilidade vascular.

Os resultados obtidos neste trabalho foram divulgados sob a forma de poster no Xl Annual CICS-

UBI Symposium 2016, na Covilha (Anexo I).
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Introduction

Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) is a plasticizer widely used in
polyvinyl chloride (PVC) medical devices to increase flexibility,
elasticity and facilitate processing. In addition to medical devices as
blood bags, catheters, tubes and gloves, humans are exposed to
DEHP through ingestion of house dust, food that has been stored in
plastic packs, dermal uptake from cosmetics and inhalation of

Methods
The effect of DEHP in human umbilical artery (HUA) contractility
was studied using organ bath technique. Rings of HUA without
endothelium were incubated with different concentrations of DEHP
(1 nM, 10 pM and 100 pM) for 24h, then contracted by serotonin (1
HUM), histamine (10 pM) and KCI (60mM) and the effect of crescent

concentrations of DEHP (1nM - 100uM) was also analyzed.

covering materials and paints. Phthalates are highly susceptible to
leach from the polymer matrix once they are not covalently bound
to it. Phthalates are known for their endocrine disrupting properties
which are related to obesity, diabetes and fertility problems.
However, the effects of phthalates at vascular level are not well
described yet.

Image 1 - Organ Bath

Results

Effect of DEHP exposure (1nM, 10pM and 100puM) for 24h in HUA contractions induced by 5-HT (1pM), His (10pM) or KCI (60mM).
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Figure 1 - Effects of 24h exposure to DEHP (1nM, 10pM and 100pM) on contractions induced by (A) 5-HT (1pM), (B) His (10puM) and (C) KCI (60mM). The bars represent
the mean value and the vertical lines indicate the SEM of the number of experiments represented near the bars. *(P<0.05 versus Control, one-way ANOVA with Dunn’s post

hoc test).
Vasor effect ind d by DEHP (1nM to 100uM) in the presence of three different contractile agents in HUA exposed for 24h to
DEHP (1nM, 10uM and 100uM).
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Figure 2 - Vasorelaxant effect of DEHP after contractions induced by (A) 5-HT (1pM), (B) His (10pM) and (C) KCI (60mM). Each point represent the mean value and the
vertical lines indicate the SEM of at least 7 experiments. *(P<0.05 versus Control, one-way ANOVA with Dunn’s post hoc test).

Conclusions
+ DEHP influences the contractile effect of serotonin and histamine. Serotonin elicited lower contractile effect in HUA exposed

to DEHP, and histamine induced higher contractile effect in HUA under the same conditions.
« DEHP to ind

a vasor

effect. The same effects were not observed in HUA exposed to DEHP 1nM for 24h.
« Further experiments will be needed to determine the cardiovascular effects of DEHP.
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