UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR

Ciéncias

Efeitos gendmicos do octilmetoxicinamato (OMC)
a nivel vascular

Margarida Ferreira Lorigo

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Bioquimica
(2° ciclo de estudos)

Orientador: Prof?. Doutora Maria Elisa Cairrao Rodrigues Oliveira
Coorientador: Prof. Doutor José Ignacio Verde Lusquifios

Covilha, 2017



Dedicatoria

Esta dissertacdo é dedicada a todos as pessoas que, das mais variadas formas, contribuiram

para a sua concretizacao. Dedico-a, ainda, a todos os que podem vir a beneficiar do seu

conteldo.



Agradecimentos

Em 1° lugar, e como nao poderia deixar de o fazer, o meu primeiro agradecimento vai para uma
pessoa muito especial: a Prof®. Doutora Elisa Cairrao, a minha orientadora. Foi sem dlvida para
mim um enorme privilégio poder trabalhar com alguém que esteve sempre presente para mim,
desde o 1° até ao Ultimo dia. Quem sempre me apoiou em todos os momentos, me ouviu, me
deu forca, e acreditou sempre em mim mesmo quando eu nao acreditei. Obrigada. Obrigada
por todas as horas passadas comigo no laboratorio, por todas as horas investidas em mim, e
comigo, neste trabalho. Por tanto ter exigido de mim, por ter lutado a meu lado, e por me ter
feito acreditar que no fim, tudo ia valer a pena. Porque valeu! Se hoje sou a investigadora que
sou, a si o devo. E hoje as palavras sao poucas para lhe conseguir expressar o meu sincero e,

de coracao: obrigada, por tudo*®

Ao meu coorientador, o Prof. Doutor Ignacio Verde, quero agradecer por me ter dado a
oportunidade de fazer parte deste grupo de investigacao. Pela forma como me recebeu quando
aqui cheguei, pela confianca que sempre depositou em mim, e por toda a atencao e

disponibilidade prestadas. A si, 0 meu muito obrigada.

Ao prof° Doutor Claudio Maia, a quem agradeco profundamente toda a atencao, paciéncia e
disponibilidade para comigo, para me ensinar genética. Por tudo aquilo que me transmitiu, e

pela forma com que sempre me recebeu e ajudou, o meu muito obrigada.

N&o posso deixar de expressar o meu sincero agradecimento, também, ao prof°® Doutor Luis
Passarinha, por ter aceite o nosso pedido de ajuda na elaborac@o do protocolo de HPLC. Pela

partilha de conhecimentos, por toda a atencao e disponibilidade prestadas, obrigada.

A Prof* Doutora Luiza Granadeiro, por toda a amizade incondicional que demonstrou para
comigo, ao longo desta caminhada. Por todos os sorrisos e brincadeiras, por todas as palavras

de incentivo, e por todo o apoio, 0 meu sincero obrigada!

A prof Doutora Adriana Santos, por toda a amizade e por todos os momentos compartilhados,
ao longo deste ultimo ano. Obrigada também por todos os conselhos que me deu, por toda a

ajuda, e pelas incansaveis palavras de apoio.

Quero agradecer também a Prof® Doutora Candida Tomaz, por toda a amizade e por todos os
momentos “extra”. Obrigada por todas as conversas, por toda a preocupacao e por todo o apoio

incondicional que sempre tem demonstrado para comigo.

E finalmente, queria agradecer também a prof® Doutora Graca Baltazar, pela sua constante boa
disposicao, por toda a simpatia e preocupacdo demonstradas para comigo, o0 meu sincero

obrigada*



Ao Nelson, também gostaria de agradecer toda a ajuda para o estudo dos protetores. Por toda
a atencao, simpatia e boa disposicao com que sempre me abordou. O meu obrigada. Gostaria
de manifestar o meu agradecimento também a pequena Ana, por todas as brincadeiras e
momentos que passamos juntas, que tanta forca me deram nos momentos mais dificeis.

Obrigada pequenina*

De uma forma muito especial, gostaria de agradecer também a Mestre Joana Feiteiro. Tu, que
foste a 1* que me recebeu, ha 3 anos atras quando nem imaginava o que o futuro me reservava.
Hoje tenho a certeza que esta foi a melhor escolha que fiz, e em parte essa escolha deveu-se
a ti. Obrigada. Obrigada, por tudo o que me transmitiste ao longo de todos estes anos, por teres
estado sempre comigo em todos os momentos. Por toda a confianca que sempre depositaste
em mim, por toda a ajuda constante, por tudo o que me ensinaste, e acima de tudo, por toda

a amizade. Nao tenho palavras suficientes para te agradecer por tudo. Muito Obrigada Joana*

A Mestre Melissa Mariana - onde ao teu lado posso dizer que passei os momentos mais divertidos
ao longo deste ano, mas também, aqueles que foram os mais sérios e mais importantes. Em
todos eles, tu estiveste sempre la para mim! Obrigada por tanto teres contribuido para que eu
fosse, como tu dizias “uma de nos”. Por tudo o que me ensinaste, por toda a amizade e por

todas as conversas, por tudo mesmo, o meu sincero e de coracao, obrigada*

A Lara Leite, de uma forma muito carinhosa também - porque és a (nica que me acompanha,
ao longo desta caminhada, desde o 1° ano que aqui entrei. Obrigada por me “aturares” ha tanto
tempo. Por tanto me teres ajudado. Por me teres dado a oportunidade de tanto aprender

contigo. Por todos os momentos que ja passamos juntas, que ndo esquecerei. Obrigada*

Quero agradecer ainda as minhas restantes colegas de laboratério, mas em especial a Patricia,
por todos os momentos compartilhados ao longo deste ano, por todos os dias bons € menos

bons, mas acima de tudo por toda a partilha de conhecimentos.

Aos meus “aprendizes”: a Bruna Melo e ao Pedro Seco, por todos os momentos e aventuras
compartilhados. Por toda a forca que me deram nos momentos mais criticos. Por todos os
sorrisos e brincadeiras, mas acima de tudo pela oportunidade de poder ensinar-vos. Por todas

as perguntas dificeis e por toda a partilha de conhecimento. Por tudo, Obrigada*

A toda a equipa do CICS, o meu profundo agradecimento por todo o apoio técnico e cientifico,
e por toda a partilha de emocgdes e convivéncias. Um obrigada especial aos meus colegas de
camara(s), com quem tantos momentos partilhei. E a Sofia, por toda a paciéncia e ensinamentos

que me transmitiu.

A minha melhor amiga, a Marisa Pereira - por teres sido o mais que tudo. Por todas as palavras
incondicionais de apoio, por todas as conversas, por todos os conselhos e por toda a forca que

sempre me transmitiste para que eu chegasse ao fim desta caminhada, o meu sincero obrigada*



A minha grande amiga Alexandra Coimbra - por teres sido o meu braco direito ao longo desta
grande caminhada. Tu, mais que ninguém, sabes o que esta dissertacao é e o que significa, pois
foste tu quem sempre esteve ao meu lado. Obrigada por isso. Nao ha palavras suficientes

capazes de te agradecer tudo aquilo que fizeste por mim. Obrigada mesmo*

A todos os meus verdadeiros amigos, pela constante amizade, por todo o apoio incansavel e por

todas as palavras de incentivo nos momentos mais criticos desta fase. O meu sincero obrigada.

A todos os extraordinarios funcionarios desta casa, mas em especial ao seguranca Z¢é, a D®
Ermelinda, e as equipas da cantina, bar e lavandaria de St° Antonio, da cantina e bar da FCS,
e a equipa do fim de semana da biblioteca, o meu sincero agradecimento por toda a ajuda, por
toda a simpatia, boa disposicao e alegria com que sempre me receberam. Por toda a

preocupacao, e carinho com que sempre me trataram. A todos o meu muito obrigada!

Quase a terminar gostaria de agradecer a minha familia, por todo o Grande, grande apoio que
me deu nesta importante etapa da minha vida. Mas em especial, a minha mae, por tudo aquilo
que sou e por tudo o que me transmitiste, que permitiu que eu chegasse onde cheguei. Sem ti
nada disto seria possivel. Obrigada, mesmo, por todo o esforco que fizeste, que tornou tudo
isto possivel! Aos meus outros dois grandes apoios, a minha tia e a minha irma. Obrigada pelas
palavras de apoio incondicionais, por toda a preocupacao, por terem acreditado sempre em
mim, mesmo quando eu nao acreditei. E por tanto terem contribuido, das mais variadas formas,
para me dar forca para eu continuar. E por fim, a minha tia-avo por todo o apoio incondicional
que sempre me deu. A todos, o meu muito, muito obrigada, por todo o amor e por terem
tornado isto uma realidade*

0 meu obrigada muito sincero também a todas as maes doadoras, sem as quais a concretizacdo
deste trabalho nunca teria sido possivel. Um obrigada também, a toda a equipa do Bloco de
Obstetricia e Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da Beira, por toda a atencéo e simpatia
com que sempre me receberam, e pela sua colaboracao para este trabalho. A todos, o meu

sincero agradecimento.

Por fim, queria agradecer a todas as “estrelinhas” que iluminaram esta, que foi uma das minhas
melhores caminhadas da minha vida. A minha irma, aos meus avés, a minha “Zuzu”, ao S° Vasco
e ao S° César. Para além da minha luz, vocés foram a forca que em tantos dias precisei. A vossa

“pirosa” nao podia estar mais agradecida. Obrigada*

E porque este trabalho, nao é s6 meu, é de todos aqueles que ao meu lado caminharam. Quero
deixar um beijinho, e um sincero obrigada, a todos aqueles que direta ou indiretamente,

contribuiram para que este sonho, fosse hoje uma realidade. Obrigada***



Resumo

A aplicacdo topica de protetores solares contra os efeitos nocivos da radiacao ultravioleta é a
protecao preferida a nivel mundial. Atualmente, o octilmetoxicinamato (OMC) € um dos filtros
ultravioleta-B mais utilizado na composicao dos protetores solares. Estudos recentes
demostraram que o OMC pode comportar-se como um disruptor enddcrino, mas a nivel vascular

apenas um estudo inicou a avaliacao dos seus efeitos.

Neste sentido, o objetivo geral do presente trabalho consistiu no estudo do efeito do OMC no
tonus arterial e na analise dos possiveis mecanismos envolvidos neste efeito. Para atingir este
objetivo foram delineados os seguintes objetivos especificos: 1) Realizar com sucesso o
isolamento e cultura de células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC); 2)
Analisar o efeito do OMC em artérias umbilicais humanas (HUA) sem endotélio, e em HUASMC;
3) Analisar possiveis mecanismos envolvidos no efeito do OMC em HUA, principalmente o

envolvimento dos nucleotidos ciclicos e dos canais de calcio.

Os resultados demonstraram que o OMC exerce um efeito relaxante arterial rapido (ndo
gendmico) e independente de endotélio. Também provoca relaxamento a nivel das HUASMC. O
mecanismo de acdo do OMC pode ser, em parte, semelhante ao dos estrogénios, envolvendo a
ativacdo da guanil ciclase solivel, com aumento dos niveis de cGMP. Para além disso, este
mecanismo ndo envolve a ativacdo dos canais de calcio do tipo L. Estudos adicionais sao

necessarios para compreender melhor o mecanismo de acdo do OMC a nivel vascular.

Palavras-chave

Octilmetoxicinamato, disruptor endocrino, artéria umbilical humana, células musculares lisas,

relaxacao.



Abstract

The topical application of sunscreens against the harmful effects of ultraviolet radiation is the
preferred protection worldwide. Octylmethoxycinnamate (OMC) is one the most widely used
ultraviolet-B filter in the composition of sunscreens. Recent studies have shown that the OMC
behaves like an endocrine disruptor, but at vascular level only one study initiated the evaluation
of its effects.

In this sense, the aim of the present study was to investigate the effect of the OMC on the
arterial tonus and the analysis of the possible mechanisms involved in this effect. To achieve
this prupose, specific objectives were outlined: 1) To perform the isolation and culture of the
human umbilical artery smooth muscle cells (HUASMC); 2) To analyse the effect of the OMC in
human umbilical arteries (HUA) without endothelium, and in HUASMC; 3) To analyse the
mechanism involved in the OMC effect on HUA, mainly the involvement of cyclic nucleotides

and calcium channels.

Our results demonstrated that the OMC exerts a rapid (non-genomic) relaxing arterial effect
and independent of endothelium. It also causes a relaxation at HUASMC level. The mechanism
of action of the OMC can be, in part, similar to that of oestrogens, involving the activation of
soluble guanyl cyclase, with increase of the cGMP levels. In addition, it does not go through an
activation of the L-type calcium channels. Further studies are needed to better understand the

mechanism of action of the OMC at vascular level.

Keywords

Octylmethoxycinnamate, endocrine disruptor, human umbilical artery, smooth muscle cells,

relaxation.
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Efeitos genomicos do octilmetoxicinamato (OMC) a nivel vascular

1. Introducao

1.1 Radiacao ultravioleta (UV)

A luz solar € um espectro continuo de radiacdo eletromagnética composta por radiacao
ultravioleta (UV) (200-400 nm), luz visivel (400-700 nm) e infravermelho (>700 nm). Dentro do
espectro de radiacao UV, os efeitos biologicos variam com o comprimento de onda, resultando
numa classificacado em trés regides distintas. () Entre os fotobiologistas ambientais e
dermatolodgicos, essas regides sao definidas como UV-C (200-290nm), UV-B (290-320 nm) e UV-

A (320-400 nm), do menor para o maior nivel energético, respetivamente. (-2

A radiacao UV-C nao consegue atravessar a atmosfera terrestre devido ao facto de ser
completamente absorvida pelo oxigénio molecular da camada de ozono, ¥ no entanto, os
humanos continuam expostos a este tipo de radiacao, por fontes artificias, como € o caso das
ldmpadas germicidas. ¥ A radiacdo UV-C é considerada a radiacdo mais perigosa por possuir
fortes propriedades mutagénicas e causadoras de eritema, bem como acdes bacteriostaticas e

bactericidas. ®

A radiacao UV-B, por outro lado, ja consegue atingir a superficie terrestre, mas a quantidade
que atravessa a superficie é apenas parcial, e determinada pela quantidade de ozono
estratosférico, uma vez que este € um forte absorvente da radiacdo nestes comprimentos de
onda. @ Contudo, a radiacao UV-B representa cerca de 5-10% de toda a radiacao UV capaz de
atingir a superficie terrestre, ® e é considerada a principal responsavel pelos efeitos biologicos
mais importantes nos seres vivos, como queimaduras solares, problemas na pigmentacao,
inductor da sintese de vitamina D; (colecalciferol), imunossupressdo e carcinogénese. 25 6 A
medida que a radiacdo UV-B é absorvida pela epiderme, © mais especificamente no estrato
corneo, por cromoforos, ® o acido desoxirribonucleico (DNA) pode sofrer danos diretos que se
refletem na criacdo de ligacdes covalentes entre as bases de pirimidina (formacao de dimeros)
que, pelo seu elevado potencial mutagénico, tém posteriormente que ser corrigidas por
mecanismos de reparacdao do DNA. & 5 7.8 Podem ainda ocorrer danos indiretos como a
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos oxidativos no DNA e também ativacao
de mediadores inflamatorios, ¥ como histamina, serotonina e prostaglandinas, que conduzem

a dilatacéo dos capilares e ao desenvolvimento de eritema e edema, de forma imediata. ©

A radiacdo UV-A consegue atingir quase totalmente a superficie terrestre, sem perdas
significativas na passagem pela atmosfera terreste, ) uma vez que nao é absorvida pela camada
de ozono. ) Deste modo consegue penetrar profundamente na pele, © e atinge a derme, ©
onde os melandcitos que residem na camada basal se responsabilizam pelo envelhecimento

prematuro da pele, também denominado de fotoenvelhecimento (Figura 1). ¢ 7 Tal como a
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radiacdo UV-B, também a radiacao UV-A lesa direta ® e indiretamente o DNA e outras estruturas

celulares. 3:6:8)

UVA UVB UVC

Camada
Ozono

Estrato corneo
Epiderme .
Camada escamosa

(TR

Camada Basal
(Células basais, melandcitos, células de Merkel)

Derme
.

Melandcitos

Melanina

Figura 1 - Radiacao UV e a sua penetracao na pele humana. Adaptado de @

Os eventos biologicos que ocorrem apds a exposicdo a radiacao UV (Tabela 1) podem ser
classificados em efeitos agudos (imediatos), com inicio rapido e de curta duracéo, ou efeitos

cronicos (longo prazo) com inicio gradual e de longa duracao. ("

Tabela 1 - Efeitos bioldgicos da exposicdo a radiagao UV. Adaptado de

Efeitos crénicos da exposicao a
radiacdo UV

- Sintese de vitamina D3 - Inflamagao Cronica
- Eritema - Supressao imune
- Escurecimento pigmentar - Fotoenvelhecimento

- Hiperplasia da epiderme

- Mutacoes no DNA nao reparadas, que
predispéem o desenvolvimento de
neoplasias cutaneas como: cancros nao-
melanoma (carcinoma basocelular e
carcinoma espinocelular) e melanoma.

- Danos no DNA
- Formacgao de espécies reativas de oxigénio

- Inducao de genes supressores de tumores (p53) - sobre
regulacao de genes pro-apoptoticos e proteinas
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1.1.1 Efeitos biolégicos da radiacao UV

Em quantidades moderadas, a radiacdo UV tem efeitos benéficos para o ser humano, como a
promocao do bem-estar por reducao do stress, o aumento da atividade mental e a ativacao da
sintese de vitamina Ds - essencial para a homeostase do calcio. Além disso, também é benéfica

no tratamento de varias doencas dermatologicas, nomeadamente dermatite atopica e psoriase.
©)

Contudo, e como referido anteriormente, a radiacao UV produz efeitos nocivos sobre a pele e
tem um papel preponderante no desenvolvimento de neoplasias cutaneas. © Inclusive, foi ja
classificada como sendo “cancerigena completa”, pela sua capacidade de causar cancro de pele
sem qualquer iniciador ou promotor adicional. ¥ Estudos recentes indicaram que a exposicao
a radiacao UV é a causa primaria de cerca 90% e 65% de casos de cancro de pele nao melanoma

e melanoma, respetivamente. 9

Embora seja atualmente impossivel prevenir ou reverter os processos genéticos responsaveis
pelo envelhecimento cutaneo intrinseco e pelas neoplasias cutaneas, as alteracdes cutaneas
associadas ao envelhecimento extrinseco e a fotocarcinogénese sao em grande parte evitaveis,

©) através de uma correta fotoprotecao. ©

1.1.2 Fotoprotecao

A pele humana possui mecanismos de defesa contra os efeitos imunossupressores e mutagénicos
da radiacdo. @ ¥ Sao exemplo desses mecanismos endogenos a hiperplasia da epiderme, os
mecanismos de reparacao de DNA, a apoptose, as enzimas antioxidantes e a pigmentacao.

No entanto, essa fotoprotecao € apenas parcial e por isso, insuficiente. @

As autoridades de salde tém por isso feito um maior esforco na promocao de atitudes e
comportamentos saudaveis relacionados com o sol. ) A fotoprotecdo aconselhada inclui evitar
a exposicao solar reduzindo o tempo de exposicao ao sol, especialmente durante as 10 horas
da manha e as 2 horas da tarde. ® Também se pode minimizar essa exposicao através do uso
de roupa adequada, a procura de sombra e aplicacao regular de protetores solares. © E
recomendada uma aplicacéo topica de 2 mg/cm? de protetor solar, cerca de 30 minutos antes
da exposicdo e cada 2-3horas durante a exposicao solar, e ainda ap6s contacto com a agua. &
> 8) Entre as medidas apresentadas, o uso de protetores solares contendo filtros UV é o método

de protecao preferido pelo publico em geral. 39
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1.2 Filtros UV solares

Os filtros UV solares sao uma classe de quimicos que absorvem a radiacao ultravioleta e que se
encontram numa grande variedade de produtos: desde adesivos, plasticos ou produtos de

cosmética, incluindo protetores solares. (1% )

Podem ser classificados em filtros UV organicos (também designados fisicos) ou inorganicos
(também designados quimicos) de acordo com a sua composicao quimica e o seu mecanismo de
acao (Figura 2). @12 Qs filtros UV organicos sdo compostos aromaticos que exercem os seus
efeitos protetores ao absorver fotdes de alta energia da radiacdao UV. A energia absorvida é
transmitida aos eletrées, que passam para um estado excitado, e ao retornarem ao estado
fundamental, libertam a sua energia sob a forma de calor ou radiacao, num comprimento de
onda maior. E essa transicdo de regresso ao estado fundamental que tem o potencial de causar
modificacées quimicas, resultando em filtros que sdo menos eficazes a filtrar a radiacdo. ® Os
filtros UV inorganicos, por outro lado, sdo minerais que podem absorver, refletir ou dispersar a
radiacdo UV e que em comparacao com os filtros organicos, sao mais estaveis a degradacao da

exposicao aos raios UV. @)

7= \\@/@

Q or X OR P @ @ @ @
@-» Energia @
. ® & © @ .
Filtros UV orgéanicos Filtros UV inorganicos
Absorgéo da radiagdo UV Absorcéo, dispersao e reflexdo da radiacéo UV
Modificado pel
5 Filtro UV organico 5 ?a‘;ilac(;ooup\? : @D Filtro UV inorganico ——
i - e Energia dissipada
5 Estado excitado Inativadopela "\ Radiagso UV
radiagdo UV

Figura 2 - Mecanismo de acéo dos filtros UV. Adaptado de @

Durante a Ultima década, tem-se verificado um aumento do uso de filtro UV em protetores
solares, como resultado das crescentes preocupacdes publicas sobre os efeitos da radiacdo UV
na pele humana. (* ' Hoje, os filtros UV solares constituem os ingredientes ativos dos
protetores solares, sendo os responsaveis por exercer a protecao temporaria conferida por estes

cosméticos. 3
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1.3 Protetores Solares

Os protetores solares sao produtos de cosmética que tém vindo a ser desenvolvidos e
comercializados, com o fim de proteger o ser humano contra a radiacao UV e os efeitos adversos

a ela associados. @

Aplicados dermicamente de forma topica, os protetores solares sdao capazes de proteger
temporariamente, contra as radiacées UV-A e UV-B, ou apenas contra a radiacao UV-B, de
acordo com os filtros ultravioleta que possuem. * 3 Dependendo da sua formulacdo, podem
assim ser classificados em 3 grupos distintos: o primeiro que diz respeito aos protetores cujos
filtros UV que possuem sao absorventes quimicos organicos; o segundo grupo que representa a
classe de protetores que possuem na sua constituicao filtros UV inorganicos e o terceiro grupo,

que inclui as formulacdes que combinam ambos os filtros. ?)

De forma a tornar os protetores solares mais seguros e eficazes para os consumidores, 0s
fabricantes estao constantemente a modificar os seus ingredientes ativos e inativos, através do
aumento do seu fator de protecéao solar (SPF). O SPF é um valor numérico que indica o nivel de
protecao contra queimaduras solares. Na sua maioria, os protetores solares cujo SPF é superior
sao os mais recomendados. No entanto, a seguranca dos mesmos continua a ser relativa e
questionavel. Em parte, deve-se ao facto de ao aumentar o SPF, a complexidade da formulacao
aumenta, e assim consequentemente a possibilidade de efeitos combinados vem aumentada

também. @

Hoje, a aplicacdo topica de protetores solares, contendo filtros ultravioleta, é a protecao
preferida a nivel mundial contra os efeitos nocivos da radiacdo ultravioleta, © e esta
documentado que essa protecao é capaz de diminuir o fotoenvelhecimento e reduzir os riscos
de desenvolvimento de doencas de pele relacionadas a idade. ¢ ® Evidentemente, o uso de
protetores solares é eficaz na prevencao de diversas queimaduras, no entanto, a evidéncia para
os seus efeitos protetores contra o cancro de pele melanoma é menos conclusiva. Sabe-se, por
um lado, que a utilizacdo de protetores solares com filtros UV é vasta e esta a aumentar em
todo o mundo, mas por outro lado, também a incidéncia de melanoma maligno, para o qual os

filtros solares deveriam proteger, tem aumentado rapidamente.

Para além disso, € de elevada preocupacdo que uma série de estudos experimentais in vivo e
in vitro tenham indicado para os filtros UV o papel de disruptores endocrinos (52 pela sua
capacidade de produzir numerosos potenciais efeitos adversos.  Isto levanta a possibilidade

de os protetores solares constituirem hoje uma ameaca nao identificada. @

1.4 Disruptores enddcrinos (ED)

Os disruptores endocrinos (ED) sdo substancias quimicas capazes de imitar, bloquear ou alterar

a atividade de substancias endégenas que sao sintetizadas pelo sistema enddcrino. 2
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A exposicdo humana aos ED comeca desde muito cedo: inicia-se no Utero e acompanha o ser
humano ao longo de toda a sua vida. @ Isto porque, este grupo de compostos ¢ altamente
heterogéneo e encontra-se numa grande variedade de produtos de uso diario que incluem,
entre outros, os protetores solares. 23 Alguns estudos tém revelado, que certos ingredientes
dos protetores solares exercem disturbios endocrinos e contém propriedades nefastas para a
salde humana. (> 20:2Y) S50 essas propriedades e o destino dos ED no nosso organismo, bem
como a sua capacidade de produzir efeitos combinados, que sao as responsaveis por determinar

o impacto final destas substancias no ser humano. @

Os mecanismos pelos quais os ED desempenham a sua desordem endocrina sdo varios, 2324
podendo alterar diretamente a producao, libertacao, metabolismo, eliminacdao e/ou o
mecanismo de acdo das hormonas. 4 Responsaveis pela manutencdo da homeostase corporal,
as hormonas desempenham a sua funcao interagindo com recetores membranares, que
respondem essencialmente a hormonas peptidicas e hidrofilicas, como a insulina, ou
interagindo com recetores nucleares, que sao ativados principalmente por hormonas lipofilicas

pequenas, como as hormonas esteroides. @4

Uma vez que muitos dos ED sdao pequenos compostos lipofilicos (esteroides), uma via
privilegiada para eles atuarem é através da interacdo direta com um determinado recetor
nuclear, que consequentemente ira perturbar/modular a expressdao de um determinado gene.
Esta classe de recetores hormonais classicos, reconhecem apenas uma ou mais moléculas de
alta afinidade e incluem os recetores de estrogénios (ER), de androgénios (AR), de progesterona
(PR), e da tiroide (TR). ¥ Para além destes recetores, os ED podem também interagir com
moléculas alvo no citosol, culminando na ativacdo da via de sinalizacdo Src/Ras/Erk ou na
activacao ou inibicdo do oxido nitrico (NO). @?¥ Podem ocorrer também mudancas no
metabolismo das proprias hormonas endogenas, “cross-talking” entre vias gendmicas e nao
genomicas, “cross-talking” entre os ER apods ligacdo e outros recetores, interferéncia com a
regulacao de feedback e com as células neuro endocrinas, ou até mudancas na metilacdo do
DNA ou modificacdes nas histonas que tém como consequéncia uma instabilidade genémica, %
ainda pouco explorada. ?® Foi sugerido que os ED com acao estrogénica, por exemplo, podem
causar danos no DNA, promovendo uma diferenciacdo maligna das células afetadas, mas outros

aspetos importantes como o impacto epigenético, continuam ainda por esclarecer. 3

Dados epidemiologicos tém indicado que, nos ultimos anos, a incidéncia e/ou prevaléncia de
problemas de saude associados a perturbacdo endocrina tem aumentado. * Estudos recentes
tém sugerido que os ED contribuem para uma série de problemas de salde, que envolvem nao
s0, doencas como o cancro da prostata ou da mama, mas também incluem doencas
metabdlicas, como a obesidade. Efeitos a nivel do desenvolvimento e reproducdo humana,
assim como a nivel da tiroide, sistema cardiovascular e sistema neuro-endocrino foram

adicionalmente reportados. % 2324 29)
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1.5 Octilmetoxicinamato (OMC)

O octilmetoxicinamato (OMC) é um dos filtros ultravioleta mais utilizados a nivel mundial em
produtos de cuidados pessoais (PCPs), nomeadamente protetores solares. ('® 27 Atualmente, o
OMC constitui, em varios paises, uma das substancias mais utilizadas e discutidas em PCPs. 28
29 Comercializado sob 0 nome de Uvinul® MC 80, 3% o OMC faz parte da lista dos 27 filtros UV
aprovados para uso em formulacdes de cosméticos, na Unido Europeia (EU) e nos Estados Unidos
da América (USA) UM, onde a concentracdo maxima autorizada esta estabelecida para 10% e
7,5%, respetivamente. ¥ Além disso, 0 OMC integra ainda a lista prioritaria de compostos ativos
de ED na base de dados da Comissao Europeia de 2014 e o banco de dados SIN de 2014,
http://sinlist.chemsec.org/, no EDC DataBank. ")

Atualmente, o OMC é considerado pela base de dados da Unido Europeia como um disruptor
endocrino, mas cujo conhecimento acerca dos seus efeitos na salde humana é desconhecido e
pouco claro. @ Na verdade, alguns estudos demonstraram que o OMC pode agir como um
disruptor enddcrino, > 29 mas até a data, poucos foram os estudos desenvolvidos de modo a
avaliar as suas atividades hormonais. Ja foi demonstrado que o OMC possui uma atividade
estrogénica, anti-androgénica, anti-progestagénica e anti-tiredideia. Mas a grande maioria dos
estudos foram em animais, e apenas alguns estudos avaliaram os efeitos de dirupcao enddcrina

do OMC em seres humanos.

1.6 Propriedades quimicas do octilmetoxicinamato

0 octilmetoxicinamato (OMC), também conhecido pelo seu nome comercial, octinoxato 2 e
denominado etilhexilmetoxicinamato (EHMC) pela nomenclatura internacional de produtos de
cosmética 33 é, a temperatura ambiente, um liquido incolor ou ligeiramente amarelo, muito
solivel em solventes organicos e o6leos, mas insolUvel em agua. Representa-se quimicamente

por CqgH,403 e tem um peso molecular de 290 g/mol. 9

O OMC exerce os seus efeitos protetores ao absorver fotées de alta energia da radiacao UV-B
comportando-se, deste modo, como um filtro ultravioleta organico. 3 ® Este filtro UV, que
pertence ao grupo dos derivados do acido p-metoxicinamico, € um composto aromatico que se
caracteriza por ter uma estrutura molecular com uma ligacao insaturada entre o anel aromatico
e o grupo carboxilo, "V (Figura 3) que lhe permite ter o seu pico de absorcdo maximo ao
comprimento de onda de 311 nm. ® O seu coeficiente de absortividade molar (g) é bastante

elevado, aproximadamente 22 000 - 24 000 M' cm’", 34
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2-ethylhexyl (2E)-3-(4-methoxyphenyl)prop-2-enoate
0O

B o CH,

H,C
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Figura 3 - Estrutura quimica do trans-OMC desenhada no ChemSketch.

O OMC apresenta dois isomeros (cis e trans), sendo que nos protetores solares apenas se
encontra o isomero trans, enquanto noutros produtos de protecéo solar € possivel encontrar
um ou ambos os isomeros. 33 Alguns estudos tém demonstrado, que quando exposto a luz solar,
0 OMC sofre uma fotoisomerizacdo do isdbmero trans (E) para o seu isomero cis (Z). (1% 34 36)
Apesar dos dois isomeros terem comprimentos de onda maximos semelhantes, o isomero cis
tem um coeficiente de absortividade molar substancialmente menor (12 000 M' cm™), (1234 o
que diminui a eficiéncia do OMC como filtro UV-B. (1236 Ambos os isomeros também formam
produtos de degradacdao, como o 4-metoxibenzaldeido (4-MBA) e o 2-etilhexanol (2-EH), e
podem ainda dimerizar para formar varios ciclodimeros. @7 Alguns desses fotoprodutos ja foram
isolados e caracterizados. @7 Por exemplo, a mistura apos fotolise do OMC mostrou ser mais
toxica para células de mamiferos do que o OMC sozinho. ©® Contudo, esse estudo nao foi capaz
de avaliar a toxicidade dos componentes individuais do fotolisato do OMC. Stein e os seus
colaboradores conseguiram, pela primeira vez, em 2017, isolar, caracterizar e avaliar a
citotoxicidade dos fotoprodutos do OMC, incluindo os ciclodimeros. Os resultados obtidos
sugerem que diferentes componentes do fotolisato do OMC contribuem de forma diferente para

a sua toxicidade celular. 32

Considerados em conjunto, estes dados sugerem que a toxicidade do OMC pode aumentar
devido a sua fotoisomerizacdo, apos exposicdo a radiacdo UV @& 3% através, por exemplo, de
uma interferéncia com processos celulares ou uma inducao de danos oxidativos na pele humana.
(38) Até porque atualmente sabe-se que a radiacao UV pode levar a formacado de espécies
reativas de oxigénio (ROS), pelos cromoforos epidérmicos, mas a formacao de ROS é ainda mais
estimulada quando ha uma prévia absorcao de protetores/filtros solares. ¢ 3% 40 Neste sentido,
estudos tém proposto a nano-encapsulacao polimérica como uma estratégia para a estabilidade
quimica. No caso do OMC, um estudo ja demonstrou que a nano-encapsulacdao do polimero
biodegradavel poli(p -lactideo) (PLA) consegue estabilizar este filtro UV, sem que ele perca a
sua eficiéncia como absorvedor de radiacdes. O objetivo é reduzir o contacto entre o filtro UV
e a superficie da pele. Mais especificamente, com a ajuda das nanoparticulas, consegue-se
regular a libertacdo do OMC pela alta hidrofobicidade e cristalinidade do polimero, e pela
lipofilicidade do farmaco, reduzindo desse modo a ocorréncia da fotoisomerizacado, e a

ocorréncia de possiveis foto-alergias. “" Curiosamente, apesar da conhecida fotoisomerizacao
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do OMC, os estudos realizados inicialmente demonstraram que a sua aplicacao tépica (isolado
ou numa mistura de filtros UV) é bem tolerada, e com pouca ou insignificante irritacdo para a

pele, reacoes adversas (eritema, edema, etc), efeitos fototoxicos ou fotoalergénicos. % 38 42
43)

No entanto, atualmente, observa-se que a foto-instabilidade dos filtros UV constitui uma
preocupacdo a nivel ambiental, “4 enquanto, por outro lado, constitui um fator de grande
interesse para os formuladores de cosméticos. “Y No caso do OMC, estudos relativos ao fator
de protecao solar (SPF) realizados por Huong e os seus colaboradores, demonstraram que o OMC
consegue reduzir mais de 30% o SPF de uma formulacao, que contenha o OMC na sua forma
livre. Esses autores demonstraram também que os veiculos dos cosméticos podem apresentar
uma forte influéncia na eficacia e estabilidade dos filtros UV. “3 No caso do OMC, por exemplo,
foi reportado que a sua fotoisomerizacao ocorre em stocks de E-OMC em etanol “® tendo-se
verificado (nestes casos com solventes) que ocorre também uma diminuicao da sua eficiéncia

como filtro UV. (6

Maioritariamente, o OMC é encontrado em produtos de protecao solar, mas é possivel entrar
em contacto com ele através de outras fontes de exposicdo como produtos para o cabelo, )
batons, maquiagem, perfumes “® e outros produtos de cuidados da pele. ?% “®) Deste modo, a
exposicao a este filtro UV pode acontecer de uma forma agregada. ®® Hanson e os seus
colaboradores demonstraram, que nestas condicées, o OMC pode formar fotoprodutos que
podem sensibilizar o singleto de oxigénio ('0,), e assim levar a formacao de espécies reativas

de oxigénio, por um mecanismo que ainda nao é conhecido. % 40

Os seres humanos encontram-se amplamente expostos aos filtros UV, e ja diversos estudos tém
sugerido que os mesmos parecem ter efeitos nefastos sobre o sistema endocrino humano. Filtros
UV solares, como o OMC, sao por isso atualmente considerados uma fonte de preocupacao para
os seres humanos principalmente,  mas também para os organismos aquaticos e selvagens.
Estes potenciais riscos associados aos possiveis efeitos da desregulacdo endocrina, exercidos
pelo OMC, tém recebido especial atencdo nao sé dentro da comunidade cientifica como do
publico em geral - através dos media e de organizacdes ndo governamentais. No entanto, este

assunto continua a ser debatido. 8

1.7 Vias de exposicao ao OMC

Na nossa vida quotidiana, encontramo-nos expostos ao OMC de diversas formas (Figura 4). A
principal via de exposicao a este filtro ultravioleta é dérmica, '3 uma vez que a aplicacao de
protetores solares, contendo filtros ultravioleta, é feita na pele de forma topica. ) Este facto,
€ de extrema importancia pois, deste modo, os filtros UV sao capazes de entrar na circulagcao
sistémica diretamente, sem serem primeiro metabolizados pelo figado, e assim atingir mais

rapidamente todos os tecidos do corpo na sua forma inalterada.
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E ainda importante notar que a pele, apesar de ser o maior 6rgéo do corpo humano e de possuir
0s seus proprios mecanismos de defesa, possui uma eficacia contra substancias quimicas,
agentes bioldgicos e radiacao que em muito depende de fatores como o local de aplicacao, a
duracéo e frequéncia de exposicao ao produto, a idade e o estado de salde da pessoa, e até a
possivel presenca de substancias quimicas que podem aumentar a penetracao de outras. % 47)
Alguns estudos ja demonstraram, por exemplo, que a absorcao e a retencao de protetores
solares no estrato corneo da face € mais elevada que na parte de tras do corpo e nos bracos )
e que ingredientes ativos, como o OMC, podem atuar como intensificadores da penetracao

dérmica do acido 2,4-diclorofenoxiacético, um herbicida com actividade de ED conhecida. @

Além do uso pessoal e a subsequente exposicao a esses agentes por contato com a pele, a
exposicao ao OMC também pode ocorrer por inalacdo e ingestao. @ Uma inalacao deste filtro
UV é verificada muitas vezes, porque alguns protetores solares se encontram comercializados
sob a forma de sprays, e contém fragancias com ED. ) Para além disso, o OMC ja foi encontrado
em amostras de po de apartamentos privados, edificios publicos e veiculos, na ordem dos pg/g,
9 levantando a hipotese de se poder inalar o OMC através do contacto com estas fontes. Por
outro lado, é muito comum ocorrer uma ingestao destes agentes pelo uso de batons solares,
principalmente em criancas pelo seu habito de levar tudo a boca, atitude que constitui um
importante fator de risco. @ Evidéncias crescentes tém classificado as criancas, até aos 7/10
anos de idade, como alvos mais suscetiveis de disrupcao endocrina. 2 Além de possuirem uma
barreira mais acessivel no estrato corneo, ©9 tém fracamente desenvolvidos os mecanismos de
eliminacdo de farmacos, pois tém niveis mais baixos da enzima citocromo P450 (CYP) e uma
glucoronidacao deficiente, quando comparados com os adultos. ?% ") Para além disso, possuem
uma maior area superficial por peso corporal, o que leva a uma absorcao mais elevada e a uma
maior bioacumulacdo. ?2 50 5) Deste modo, é importante ter um especial cuidado com a
exposicao das criancas, porque embora as mudancas causadas pela exposicao a este tipo de
produtos quimicos numa fase mais jovem do desenvolvimento possam nao ser imediatamente

aparentes, elas podem levar a consequéncias numa fase da vida posterior.

Uma exposicao ao OMC por inalacao ou ingestao é também bastante comum acontecer durante
atividades como a natacdo. Em areas de natacdo lotada, como a piscina ou a praia, grandes
quantidades de quimicos solares acabam na agua e a exposicao torna-se ainda mais complexa.
2) Uma série de estudos tem demonstrado que devido a sua elevada lipofilicidade, filtros
ultravioleta como o OMC, tendem a acumular-se no ambiente, principalmente no meio
aquatico. 3 1 J4 foram detetadas quantidades de OMC, na ordem dos pg/L, em aguas de
piscinas, ©®? e reportado que este filtro consegue reagir com o processo de cloracdo das
mesmas, 3% podendo levar a producdo de substancias mutagénicas. ©» Para além das
piscinas, ja foi detetada a sua presenca em amostras de agua da torneira e agua potavel, ¢ 57
confirmando que os processos convencionais de tratamento de aguas parecem nao eficientes
na remocao de residuos deste filtro UV. Esta substancia foi também detectada na agua do mar

de quatro praias na Italia *® e em aguas de rios e lagos da Suica, ©°%3 na ordem dos ng/L. Foi
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possivel encontrar o OMC também em estacdes de tratamento de aguas residuais (ETARs), ¢
em lamas das ETARs % 64 e até em aguas residuais ndo tratadas. ¢V E importante notar que o
OMC também ja foi encontrado em diferentes espécies de peixes comestiveis, (10 61, 6 o que
levanta a hipotese de que, através da cadeia alimentar, o consumo de peixes contaminados

possa constituir uma via de exposicao para os seres humanos. %)

Por ultimo, estudos epidemioldgicos tém indicado que é possivel encontrar o OMC no leite
materno humano, % ) colocando a hipotese de esta ser uma via de exposicao neonatal.
Estudos adicionais sao necessarios para investigar também uma possivel exposicdo perinatal ao
OMC via liquido amnidtico, bem como elucidar quais os possiveis efeitos perturbadores
exercidos pelo OMC no feto humano. ©

Inalacdo

a@)

Ingestdo

Produtos ||/ ’

Cuidado E! i

Pessoais o1 | &
1%
=

ulacdo aqudtica

Figura 4 - Diagrama ilustrativo das diferentes vias de exposicao ao OMC.

1.8 Estudos realizados em animais

Varios autores reportaram, tanto in vitro como in vivo, que o OMC tem uma atividade
semelhante a dos estrogénios, (1313 17,21, 50, 66-72) & demonstraram que este composto consegue
interferir, também, com o eixo hipotalamo-pituitaria-tiroide (eixo HPT) a diferentes niveis. (1¢
18,73, 74 Qutros estudos tém avaliado a atividade androgénica do OMC in vitro 2% 7579 e in vivo,
(74,77 e demonstraram que este filtro UV consegue provocar também alteracdes a nivel do
recetor de progesterona. ©% 74 76 Alteracbes a nivel da toxicidade reprodutiva, no

desenvolvimento, e a nivel do sistema nervoso central, foram adicionalmente reportadas. %
30, 74, 78, 79)
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1.8.1 Atividade estrogénica

No que diz respeito a atividade estrogénica, sabe-se que muitos dos filtros UV exibem atividade
estrogénica in vitro, embora em estudos in vivo o mesmo nem sempre se verifica. Estudos
recentes in vivo tém reportado que o OMC possui uma atividade estrogénica. (14 15 17,21, 50, 69)
Ao contrario, Schreurs e os seus colaboradores nao observaram esta actividade do OMC em
ensaios realizados com zebrafish (3. Relativamente aos estudos in vitro, Morohoshi e os seus
colaboradores nao detetaram qualquer atividade estrogénica para o OMC, quando avaliaram a
sua ligacdo competitiva ao recetor de estrogénio (ER) pelo método de ELISA (do inglés, Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) ®. No entanto, Kunz e Fent detetaram uma atividade de
antagonista estrogénico do OMC em leveduras que expressam recetor de estrogénios alfa

humano (hERa), pois observaram uma inibicao completa da atividade do estradiol (E2) 7).

Alguns estudos in vivo demonstraram que o OMC apresenta um efeito similar ao do E2. Em
estudos realizados com ratos Long Evans imaturos (% 2V e ratos fémea Sprangue-Dawley
ovariectomizadas, (' 30 ) foi demonstrado que o OMC consegue aumentar o peso uterino, a
espessura endometrial e miometrial, e a espessura epitelial uterina e vaginal. Foram
observados, também, aumentos nos niveis de expressao do recetor de progesterona (PR) e do
fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 1 (IGF-1) no Utero e vagina, ©® de proteina
do complemento 3 (C3) no Utero e de TERP1 na pituitaria. *® Uma diminuicao significativa do
peso corporal, dos depositos de tecido adiposo, (') e dos niveis de expressao de IGF-1 no figado,
(0 também foram referidos. Esta atividade estrogénica também foi demonstrada em peixes

medaka. (14

Curiosamente, foram encontradas alteragbes contrarias as observadas para o E2, como a nivel
0sseo, 9 a nivel dos triglicéridos, do ERB 5% e na hormona luteinizante (LH). ) No que diz
respeito a densidade Ossea, nao se verificaram alteracdes provocadas pelo OMC, mas, em
contrapartida, a concentracbes elevadas, o OMC ja conseguiu diminuir os niveis de
osteocalcina. © Foi possivel observar-se também uma diminuicdo dos niveis de triglicéridos,
(17,50 assim como um aumento da expressao do ERB % e das concentragdes de LH no soro, em

ratos. (69

No que diz respeito ao perfil lipidico, os resultados nao sao totalmente consensuais em relacdo
aos niveis séricos de colesterol, leptina, lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina
de alta densidade (HDL). Enquanto um estudo, em 2005, revelou que o OMC consegue diminuir
os niveis séricos de colesterol e LDL, sem provocar alteracoes nos niveis séricos de leptina e
HDL, 59 em 2006, foi demonstrado que o OMC consegue reduzir os niveis de todos estes

parametros, de forma semelhante ao E2. (7

Um estudo realizado em peixes medaka expostos a diferentes concentracoes de OMC (0,034 a
34 nM) durante cerca de sete dias, demonstrou que o OMC é capaz de aumentar no figado a
concentracao plasmatica de vitelogenina (VTG) e os niveis de expressao de mRNA de

vitelogenina e de coriogenina (dois genes responsivos aos estrogénios), assim como de ERa. (!4
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Todos estes dados analisados conjuntamente sugerem, que o OMC possuiu uma atividade
estrogénica, como sugerido inicialmente. Contudo, alguns estudos tém comparado os efeitos
exercidos pelo OMC e pelo E2, e tem-se verificado que nem sempre os efeitos exercidos por
ambas as moléculas sao totalmente idénticos. (7> 39 9 Por este motivo, colocou-se a hipotese
do OMC poder estar a atuar por um mecanismo diferente dos recetores classicos de estrogénios
- ERa e ERB - o0 que ainda néo foi explorado. (7> %% Estudos adicionais sdo assim necessarios, de

modo a elucidar o mecanismo pelo qual o OMC exerce a sua atividade estrogénica.

1.8.2 Atividade anti-androgénica

A fim de avaliar a atividade androgénica do OMC foram realizados alguns estudos in vitro @9 e
in vivo. 747" Kunz e Fent observaram, usando leveduras que expressavam ERa humano (hERa),
uma atividade de agonista parcial do OMC. 2 O mesmo estudo revelou que o OMC inibe a
atividade da di-hidrotestosterona (DHT). 0

Em 2011, um estudo realizado com ratos imaturos, o OMC revelou ainda, conseguir diminuir os
niveis de testosterona (Tes) no soro de ratos filhos, ¥ resultados que estdao de acordo com os

obtidos anteriormente por Kunz e os seus colaboradores. 29

Mais recentemente, em 2014, Isling e os seus colaboradores demonstraram, usando ratos em
desenvolvimento, que o OMC induz efeitos duradouros, capazes de se manifestar numa fase
mais tardia da vida. Na descendéncia feminina, observou-se mais cedo uma senescéncia
reprodutiva, e na descendéncia masculina foi possivel observar uma reducdo de esperma
epididimal, bem como uma maior hiperplasia atitica prostatica. Em ambos os sexos, foi ainda
observada uma maior incidéncia de tumores da pituitaria. Os autores atribuiram esses

resultados a uma atividade anti-androgénica do OMC. @

Em suma, ainda poucos estudos foram realizados a fim de avaliar a atividade anti-androgénica
do OMC. No entanto, todos eles ?% 7% 7) parecem ser consensuais, sugerindo uma acao anti-
androgénica exercida pelo OMC. Contudo, é necessaria a realizacdo de novos estudos pois o
numero de estudos realizados até ao momento é reduzido, sendo necessarios para a compressao
dos mecanismos pelos quais o OMC actua. Para além disso, uma vez que estamos perante uma
atividade que esta relacionada com a puberdade/hormonas sexuais € importante a realizacdo
de mais estudos in vivo que permitam uma comparacao dos efeitos pré-puberdade/em

desenvolvimento, com os os efeitos numa fase do desenvolvimento maduro.

1.8.3 Atividade anti-progestagénica

De modo a perceber de que forma o OMC consegue provocar alteracoes no recetor de
progesterona, PR, foram realizados alguns estudos in vivo. %74 Os primeiros autores a analisar

esta atividade foram Seidlovd-Wuttke e os seus colaboradores, em 2006, que demonstraram um
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aumento da transcricdo do PR no (tero e vagina de ratos fémea Sprangre-Dawley
ovariectomizadas, apos exposicao oral ao OMC durante 3 meses. ©” Mais tarde, em 2011,
Axelstad e os seus colaboradores, reportaram uma diminuicdao na concentracao plasmatica de
progesterona em ratos Wistar em desenvolvimento. 7 Todos estes resultados sugerem que o

OMC pode estar a desempenhar uma acao anti-progestagénica. (6% 74 76

Analogamente, ao que acontece para a atividade androgénica, também poucos sao ainda os
estudos realizados, que avaliem a atividade progestagénica do OMC. Curiosamente, também
aqui, parece existir uma correlacao entre todos os estudos realizados. Sabe-se que uma
diminuicao da atividade de um recetor vem muitas vezes acompanhada de um aumento da
expressao do mesmo, devido aos seus mecanismos de feedback. Essa resposta compensatoria
exercida pelo recetor, vem também associada a outros mecanismos de feedback, onde um
aumento da expressao (transcricao) do recetor, se reflete muitas vezes numa diminuicao da
concentracao da sua hormona-ligando. ®" Nos estudos realizados, para avaliar a atividade
progestagénica do OMC, parece existir esta correlacdo entre eles: in vivo, o OMC aumenta a
transcricdo do PR, e diminui a concentracdo plasmatica de progesterona, sugerindo uma
anterior diminuicao da atividade do recetor de progesterona. Por esclarecer continuam ainda,
os mecanismos pelos quais o OMC realiza essa atividade anti-progestagénica, pelo que, mais
estudos sdo necessarios. Para além disso, também aqui, sdo necessarios estudos adicionais in
vivo que permitam comparar os efeitos pré-puberdade/em desenvolvimento, com os efeitos
numa fase de desenvolvimento maduro, assim como os efeitos com e sem os 6rgaos sexuais

envolvidos.

1.8.4 Atividade anti-tiroidea

Em relacao a atividade tiroidea, uma série de estudos in vivo (1618 73,74 e in vitro "3 revelaram

que o OMC interfere com o eixo hipotalamo-pituitaria-tiroide (HPT) a diferentes niveis.

Estudos realizados em 2004, 2006, (7 e 2007 "3 com ratos fémea Sprangue-Dawley
ovarietomizadas expostos ao OMC durante 3 meses, revelaram resultados contraditorios
relativamente as hormonas triiodotironina total (T3) e hormona estimuladora da tiréide (TSH).
(16,17, 73) Em 2004, foi sugerida uma alteracdo nos niveis de T3 e TSH - nao consistente com os
conhecidos mecanismos de regulacao, por feedback ') - enquanto em dois estudos posteriores
nao foram detetados quaisquer alteracdes a nivel destas hormonas. ("> 73 Alteracoes a nivel da
histologia da glandula da tiroide também nao foram encontradas. 3 Em contrapartida, nos trés
estudos referidos observou-se uma diminuicao dos niveis de tiroxina total (T4) no sangue apds

exposicao ao OMC. (16,17, 73)

Ainda em 2007, Klammer e os seus colaboradores, documentaram que o OMC nao consegue
provocar alteracoes a nivel da expressao da proTRH, mas curiosamente, consegue diminuir os

niveis de T3, T4 e TSH de forma dose-dependente. ('® Seria de esperar, que pelos mecanismos
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de regulacao por feedback do eixo HPT, uma diminuicao dos niveis de T3, T4 e TSH provocados

pelo OMC potenciasse um aumento da proTRH no hipotalamo; contudo, isso ndo se verificou.
(18)

Até agora, a expressao inalterada da hormona libertadora de tireotrofinas (TRH) permanece
desconcertante, mas pode especular-se que o grau de alteracdes nas concentragées hormonais
e/ou o periodo de niveis hormonais baixos era pequeno e/ou demasiado curto para ser capaz
de estimular significativamente a expressao de proTRH no hipotalamo. (®® Do mesmo modo,
pode ser possivel que a expressdao de mRNA nao reflita a producao de péptidos, o processamento
pos-traducao ou a secrecao da hormona. A sintese de TRH ¢é regulada tanto pela transcricdo do
gene como pelo processamento de proTRH, mas também por pro-hormonas convertases PC1/3
que sdo sobre-reguladas quando os niveis das hormonas tiroideas diminuem. Uma vez que o
OMC n&o provocou alteracoes a nivel da expressao de proTRH, os autores colocaram a hipotese
do OMC poder estar a atuar sob uma forma mais ou menos direta nas pro-hormonas convertases
capaz de neutralizar, dessa forma, os efeitos que as hormonas tiroideias iriam exercer, por
feedback no hipotalamo. ('® Contudo, os efeitos exercidos por ED na TRH ou nas pro-hormonas
convertases, no hipotalamo, ainda ndo foram descritos pelo que a hipotese de que o OMC possa

atuar diretamente a nivel do hipotalamo continua em aberto.

De forma analoga, uma diminuicdo dos niveis de T3 e T4 levaria a uma diminuicdo dos niveis de
TSH, exercidos pelos mecanismos de regulacao por feedback, do eixo HPT. Contudo, verificou-
se que o OMC foi capaz de reduzir os niveis das trés hormonas: T3, T4 e TSH. (® [sto levanta a
hipotese de que o OMC pode também atuar diretamente na glandula pituitaria e levar a

diminuicao dos niveis de TSH de forma direta, e ndo apenas por mecanismos de feedback. ('®

Para descobrir uma possivel explicacao para a diminuicao dos niveis de T3 e T4, exercidos pelo
OMC, alguns autores avaliaram outros parametros essenciais a sintese, metabolismo e acao das
hormonas tiroideas, como os niveis de expressao de co-transportador de sodio/iodo (NIS), (1®
das enzimas peroxidase tiredidea (TPO) ('®, da enzima malica (ME) 3, do recetor da TSH (TSHR)
(18 assim como os niveis de atividade da enzima 5’deiodinase tipo 1 (ID1). (161873 O tratamento
com OMC em nada alterou os niveis de expressdao de NIS e de TPO, pelo que esta nao é a
justificacdo para a diminuicao dos niveis de T3 e T4 observada. ® Em contraste, observou-se
um aumento dos niveis de expressao de TSHR. ('® Contudo, foi sugerido que o aumento de
expressao do TSHR seja uma resposta compensatoria, exercida pelo proprio recetor para ajudar
a sua sensibilidade a diminuicdo de TSH. ("® No que diz respeito aos estudos realizados para
avaliar a atividade da ID1, verificou-se uma diminuicao da atividade da enzima quer no figado
(16,18,73) quer no rim, " de roedores. Essa diminuicao pode estar relacionada com a diminuicao
das hormonas tiroideas, uma vez que a expressao da ID1 é estimulada pelas referidas hormonas,
mais especificamente pela T4. (® Estes resultados sdao consensuais com dados publicados
anteriormente, onde o OMC administrado, durante 12 semanas em ratos fémea Sprangue-

Dawley ovariectomizadas provocou a diminucao dos niveis de T4 no soro. (173
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Mais tarde, em 2011, Axelstad e os seus colaboradores, num estudo com ratos Wistar em
desenvolvimento, demonstraram que o OMC foi capaz de diminuir os niveis de tiroxina total
(T4) em ratos fémea gravidas e na descendéncia jovem masculina, bem como aumentar o peso
da tiroide em ratos jovens de ambos os sexos. Curiosamente, a descendéncia feminina
apresentou-se menos sensivel a exposicao ao OMC, nao tendo manifestado qualquer efeito nos
niveis de T4. Uma possivel explicacao baseia-se na hipdtese dos efeitos do OMC, a
concentracdes muito baixas, poderem ser observados na descendéncia feminina, que por algum
motivo, apenas tenham afetado ligeiramente os niveis de T4. Alternativamente a descendéncia
feminina, por algum outro motivo, podia ser menos sensivel aos efeitos da diminuicao da T4,

pelo OMC, que as progenitoras. ¥

In vitro, o OMC numa concentracao de 0,1 ymol/L, revelou ser capaz de diminuir a entrada de
iodo em células da linha celular da tiroide de rato Fisher (FRTL-5), ndo se tendo, contudo,

verificado alteracdes a nivel da TPO. 3,

Considerados em conjunto, os estudos referidos indicam que o OMC possui propriedades
perturbadoras da homeostase das hormonas da tiroide, e mais especificamente, reduz os niveis
de T4. (16:18,73,74) 0 OMC demonstra exercer efeitos no eixo HPT que nao refletem os mecanismos
classicos de regulacao dependentes das hormonas e dos fendmenos de feedback, pelo que pode
ocorrer que interfira com a sintese, metabolismo, distribuicdo e acdo das hormonas tiroideas,
através de multiplos alvos e de mecanismos diferentes. (' 73) Além da sua acao ser diferente
para os varios orgaos, pode acontecer que o OMC afete mais do que um alvo no eixo HPT, ou
mesmo mais que um eixo enddcrino, de forma sinérgica. Adicionalmente, a sua acao

estrogénica como ED pode aumentar ou mascarar a sua acao anti-tiroidea. "3

Uma vez que nao foi verificada uma correlagdo obvia entre as alteragdes nos niveis de TSH e
T3/T4, no estudo realizado em 2004, (1® poderia pensar-se num efeito estrogénico exercido
pelo proprio ED. Contudo, estudos realizados de modo a investigar a acdo estrogénica exercida
pelo OMC, no eixo HPT, descartaram essa hipdtese. A interferéncia do OMC com a funcao do
eixo HPT foi clara, mas alteracdes provocadas pelo E2 ndo foram encontradas. (7 ® E possivel
pensar-se, deste modo, que o OMC seja capaz de exercer os seus efeitos a nivel da tiroide, de
uma forma ndo estrogénica. (7 Esta hipotese foi corroborada por Klammer e os seus
colaboradores, que demonstraram que o OMC foi capaz de exercer os seus efeitos, no eixo HPT,

de forma ndo-gendmica (rapida) e dependente da dose. ('8

Por esclarecer esta ainda, se os efeitos que o OMC pode exercer no eixo HPT de uma forma
gendmica, também estao sob influéncia de acdes ndo-estrogénicas exercidas por este ED. Deste
modo, estudos genéticos posteriores sao requeridos, para avaliar os efeitos genomicos

exercidos pelo OMC, a nivel da tiroide, que continuam ainda por esclarecer.
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1.8.5 Atividade nao relacionada com ER, AR, PR e TR

Alguns estudos experimentais in vivo, tém avaliado a toxicidade reprodutiva e de
desenvolvimento % 74 exercida pelo OMC, e dado especial foco aos efeitos deste ED a nivel do
sistema nervoso central (CNS). 27478, 79 Mais especificamente, neste Gltimo caso, tém sido
avaliados os efeitos do OMC sobre a libertacdao hipotalamica da hormona libertadora de
gonadotrofinas (GnRH) em ratos imaturos ?» e em ratos normais, castrados e castrados com

terapia substitutiva, ™® assim como sobre o sistema de aminoacidos neurotransmissores (NT).
(22, 78)

O primeiro estudo a observar os efeitos do OMC nao relacionados com ER, foi realizado por
Schneider e os seus colaboradores, em 2005, onde avaliaram alguns parametros de fertilidade
e reproducao para a toxicidade sistémica parental e de desenvolvimento, num estudo de duas
geracoOes de ratos Wistar. Os animais foram expostos ao OMC em doses de 0, 150, 450 ou 1000
mg/kg de peso corporal/dia, na alimentacao, durante os periodos de prematuracao, gestacao,
lactacdo e maturacao sexual. 39 Os resultados demonstraram que o OMC, apenas na dose mais
elevada, conseguiu provocar uma diminuicao no ganho do peso corporal, assim como no peso
corporal adulto, da descendéncia de ambos os sexos. Foi possivel observar-se também,
curiosamente, um aumento do peso do figado na descendéncia feminina. Dado que estes
resultados apenas se verificaram na maior dosagem de OMC, os autores sugerem que este nao

esteja a exercer um efeito estrogénico, nos animais parentais nem nos seus descendentes. 0

Um estudo do mesmo género, foi realizado mais tarde, em 2011, por Axelstad e os seus
colaboradores, novamente com ratos Wistar, mas apenas huma geracao em desenvolvimento.
7% Qs resultados demonstraram que o OMC conseguiu provocar, na descendéncia masculina,
uma diminuicao dependente da dose nos niveis de testosterona; uma diminuicao do peso e uma
alteracao histoldgica da prostata, e uma diminuicdo do peso dos testiculos e do nimero de
espermatozoides. A diminuicdo dependente da dose observada nos niveis de testosterona esta
de acordo com as reducdes dos pesos dos testiculos e prostata, assim como com as alteracoes
histopatoldgicas observadas nestes orgaos. Os dados de expressdao genética indicam que os
baixos pesos prostaticos nao estdo relacionados com um antagonismo do recetor de
androgénios, AR. Pode chegar-se a esta conclusdo, uma vez que tanto o gene PBP C3 como o
TRPM-2, que sao regulados por vias mediadas pelo AR, nao tiveram alteraces na sua expressao
apos exposicao ao OMC. A reducao dos niveis de testosterona também néo se deveu a efeitos
sobre a expressao das enzimas esteroide-génicas, uma vez que estas também ndo foram
alteradas pelo OMC. No que diz respeito a diminuicdo do nimero de espermatozoides apos
exposicao ao OMC, pode inferir-se que uma vez que nenhum parametro de motilidade
espermatica foi alterado, o OMC consegue afetar o nUmero, mas nao a funcdo dos
espermatozoides. ¥ No geral, parece que o aumento da exposicdo ao OMC pode estar
relacionado com o aumento da infertilidade. Mas mais estudos sdo necessarios para elucidar o

modo como isso podera acontecer.
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No que diz respeito a toxicidade de desenvolvimento provocada pelo OMC a nivel do CNS,
Axelstad e os seus colaboradores, reportaram ainda niveis de atividade motora diminuidos na
descendéncia feminina, enquanto na descendéncia masculina, em oposicao, foi possivel
observar melhorias nas capacidades de memoria e aprendizagem espacial. Poderia ser colocada
a hipotese destas alteracdes comportamentais serem devidas aos baixos niveis de T4, também
observados, uma vez que esta anteriormente descrito que baixos niveis das hormonas da tiroide
estdo associados a anomalias estruturais no cérebro. Contudo, este ndo é o caso, uma vez
estudos anteriores realizados nas mesmas condicoes, nao demonstraram os mesmos efeitos. Os
niveis de atividade motora diminuidos na descendéncia feminina também n&do estao
relacionados com as reducdes observadas com o estradiol, e as melhorias na capacidade de
aprendizagem e memaria na descendéncia masculina também sao dificeis de explicar com base

nas propriedades anti-tiréideas do OMC. ¥

Relativamente ao efeito do OMC sobre o eixo hipotalamo-hipofise-gonadas (eixo HPG),
Szwarcfarb e os seus colaboradores demonstraram, em dois estudos também com ratos Wistar,
que o OMC consegue diminuir significativamente a libertacao de GnRH nos respetivos animais.
(22, 78) Nenhum efeito foi observado nos niveis de GnRH de ratos castrados sem terapia
substitutiva. 7® Verificou-se que, em ratos macho, o OMC foi capaz de aumentar a libertacao
do acido y-aminobutirico (GABA), enquanto em ratos fémea diminuiu os niveis de glutamato,
nao se tendo, contudo, observado alteracdes a nivel da libertacao hipotalamica de GABA. 22 78)
Apenas num dos estudos foi possivel observar-se também uma diminuicdo na producao de
glutamato (Glu) e aspartato (Asp), em ratos macho e ratos fémea, respetivamente. "® Estes
resultados sugerem que durante a maturacao sexual, o efeito inibitorio do OMC na libertacao
de GnRH parece estar relacionado com sua a acao nos aminoacidos NT inibitorios e excitatorios,

(22) e que ao atuar como ED, o OMC pode conseguir alterar o eixo HPG, em ratos adultos. ®

Mais tarde, Lichtensteiger e os seus colaboradores, utilizando cérebros de rato em
desenvolvimento durante um periodo critico (sensivel a hormonas sexuais) demonstraram que
as misturas que contém o OMC apresentavam padrdes de expressao genética especificos de sexo
e regiao, como resultado das interacoes com as hormonas sexuais, hormonas da tiroide, ou
outros sistema de sinalizagao. ® Contudo, os autores sugeriram que as mudancas de expressao
genética nao se encaixavam consistentemente com os efeitos transcripcionais conhecidos para
os recetores nucleares ER ou AR, podendo os mesmos resultar em parte de outros processos de
desenvolvimento mais complexos. Além disso, a interacdo com as hormonas da tiroide foi

também dificil de explicar. 7

Assim, os efeitos exercidos pelo OMC a todos estes niveis parecem nao estar relacionados com
nenhuma das suas atividades com ER, AR, PR ou TR, mas sim com um mecanismo de acao que
envolve a interferéncia com a regulacdo hormonal por feedback e com as células neuro
enddcrinas. O OMC parece estar a exercer estes efeitos - a nivel da reproducdo e no
desenvolvimento - ao atuar por um dos possiveis mecanismos de acdo dos ED. ®3 Mais

especificamente, ao interferir na libertacdo de GnRH - através de uma alteracao nos niveis de
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el L e

NT inibitérios e excitatorios - o OMC pode conseguir, assim, afetar as hormonas sexuais LH e
FSH (isto porque, estas hormonas estdo sob o controlo da hormona hipotalamica GnRH). Ora,
deste modo, ocorrem consequentemente alteracdes a nivel desenvolvimental e reprodutivo,
exercido por essas hormonas. Essas alteracoes, podem devem-se ao OMC ter conseguido,
também, interferir com a regulacao das mesmas, por feedback, a nivel neuro-endécrino. Esta
hipotese € apoiada pelos estudos acima mencionados, 2 307478, 79) cyjos autores sugerem que
os diferentes efeitos observados nao sao devido a nenhuma das atividades com o ER, AR ou TR
exercidas pelo OMC. De um modo geral, parece que este ED pode provocar todos estes efeitos,
de uma forma “indireta”, e os resultados sao sugestivos que, desse modo, o OMC pode mesmo

ser capaz de provocar uma diminuicao no sucesso reprodutivo, na idade adulta.

1.9 Estudos realizados em humanos

Actualmente, existem ja varios estudos que analisam os efeitos de disrupcao enddcrina
induzidos pelo OMC em humanos. (13 15,19, 27, 32, 38, 40, 48, 51, 66, 67, 73, 75, 76, 82-90) De forma a avaliar
esses efeitos, foram realizados diferentes estudos: estudos in vitro, estudos in vivo com

humanos e estudos epidemioldgicos.

1.9.1 Estudos in vitro

= Atividade estrogénica

Varios estudos in vitro sugerem que o OMC possui uma atividade estrogénica. Usando uma linha
celular de rim embrionario humano 293 (HEK293), Schreurs e os seus colaboradores
demonstraram que o OMC foi capaz de ativar o receptor de estrogénios alfa (ERa) a
concentracbes superiores a 100 pM, (¥ e os mesmos resultados foram obtidos em linhas
celulares modificadas HELN, HELN ERa e HELN ERB com concentracdes entre 0,1 e 10 pM de
OMC. ©7) No entanto, os autores nao verificaram nenhuma alteracdo nos niveis do receptor de

estrogénios beta (ERB). (1367

Outros investigadores realizaram estudos similares usando células da linha celular do
adenocarcinoma da mama humano (MCF-7). (> %9 Foi possivel observar-se que o OMC conseguiu
aumentar a proliferacao celular com uma EC50 de 2,37uM, exercendo cerca de 77,18% do efeito
provocado pelo estradiol. ("> Para além disso, foi demonstrado que o OMC, numa concentracao
de 1 uM €9 e 10 M, (' consegue aumentar a expressao do gene pS2 9 e a secrecéo da proteina
por ele codificada - proteina pS2. ® Uma vez que a expressao deste gene é considerada uma

medida de estrogenicidade, estes resultados corroboram o potencial efeito estrogénico do OMC.
(15, 66)
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Tomados em conjunto, os dados acima referidos sugerem que o OMC possui uma atividade
estrogénica, e estdo em concordancia com os resultados obtidos nos estudos em animais.
Inicialmente, foi colocada a hipétese do OMC possuir uma atividade semelhante a observada
com o estradiol (E2). Contudo, devido ao facto de varios estudos ndo terem reportado uma
atividade estrogénica do OMC em relacao ao ErB, ('* %7 ou terem reportado uma atividade anti
estrogénica face ao mesmo recetor, 9 tem que se considerar que o OMC desempenha uma
atividade do tipo agonista parcial/antagonista (" Assim, sabendo que o E2 atua
preferencialmente pelo ERa, e uma vez que o OMC nao compartilha dos seus efeitos com o
estradiol para os dois tipos de ER, poderia pensar-se, por isso, que exercia os seus efeitos
estrogénios unicamente pelo recetor de ERa, semelhantemente ao que acontece para o E2. 9
Por esse motivo, alguns estudos compararam os efeitos exercidos pelo OMC e pelo E2, e o que
se tem verificado é que nem sempre os efeitos exercidos por ambas as moléculas sao totalmente
compartilhados. (17> 3% 69 Foi entdo colocada Por essa razao, foi colocada a hipotese do OMC
poder estar a atuar por um mecanismo diferente dos recetores classicos de estrogénios - ERa e
ERB - que ainda nao foi explorado. ('7- %% Estudos posteriores sao assim necessarios, de modo a
elucidar o mecanismo pelo qual o OMC exerce a sua atividade estrogénica. Sugere-se a
utilizacdo de bloqueadores especificos de diversos recetores ou canais idnicos, nos efeitos
similares e diferentes do E2, de modo a conhecer os mecanismos celulares envolvidos neste

processo.

= Atividade anti-androgénica

No que diz respeito aos estudos realizados de modo a avaliar a atividade androgénica do OMC
em seres humanos, dois estudos sugerem que o OMC nao apresenta nenhuma atividade como
agonista ™ nem como antagonista ¢ do recetor de androgénios (AR). Estes estudos usaram
linhas celulares do carcinoma da mama humano (MDA-kb2) " e linhas celulares do

osteossarcoma humano (U-2 SO). 79

Fazendo uma comparacgao com os resultados obtidos nos estudos em animais, % 74 7)) verifica-
se que os estudos em humanos > 7 apresentam dados dissimilares, uma vez que nao sugerem
para o OMC uma atividade anti-androgénica. Neste sentido, estudos adicionais sao necessarios
para esclarecer o efeito do OMC a este nivel, devido, ndo s6, ao reduzido nimero de estudos
realizados até ao momento, mas também a falta de conexado dos dados obtidos. Os estudos
realizados até agora, nao permitem estabelecer uma relacao 6bvia do que acontece in vitro/in
vivo, nem perceber os mecanismos pelos quais o OMC atua. Para além disso, e como ja
mencionado, uma vez que estamos perante uma atividade que esta relacionada com a
puberdade/hormonas sexuais € importante a realizacao de mais estudos in vivo que permitam
uma comparacao dos efeitos pré-puberdade/em desenvolvimento, dos efeitos numa fase do

desenvolvimento maduro.
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= Atividade anti-progestagénica

De forma a perceber de que forma o OMC consegue provocar alteracées no recetor de
progesterona (PR), um estudo in vitro foi realizado. ® Schreurs e os seus colaboradores, em
2005, avaliaram a atividade progestagénica do OMC usando bioensaios CALUX para o recetor de
progesterona. Os resultados revelaram que o OMC (0,5 pM) exibe uma acao antagonista potente
do recetor de progesterona (ORG2058) em células U-2 0S. ™ Os resultados deste estudo
concordam com os obtidos nos estudos em animais, ©% 74 sugerindo que o OMC pode

desempenhar uma acédo anti-progestagénica.

Analogamente, ao que acontece para a atividade androgénica, também poucos sao ainda os
estudos realizados, que avaliem a atividade progestagénica do OMC. Curiosamente, aqui, é
possivel fazer uma relacao do que acontece em animais com o que acontece em humanos. Como
referido anteriormente, uma diminuicao da atividade de um recetor vem muitas vezes
acompanhada de um aumento da expressao do mesmo, devido aos seus mecanismos de
feedback. Essa resposta compensatoria exercida pelo recetor, vem também associada a outros
mecanismos de feedback, onde um aumento da expressao (transcricao) do recetor, se reflete
muitas vezes numa diminuicdo da concentracdo da sua hormona-ligando. ©®" Nos estudos
realizados para avaliar a atividade progestagénica do OMC, parece existir uma correlacdo entre
eles: neste estudo in vitro, o OMC ao exercer uma acao antagonista potente do PR, conseguiu
desse modo, diminuir a atividade do recetor; e in vitro, o OMC aumentou a transcricao do PR,
e diminuiu a concentracao plasmatica de progesterona. ©% 74 Por esclarecer continuam ainda,
os mecanismos pelos quais 0 OMC realiza essa atividade anti-progestagénica, pelo que, mais
estudos posteriores sdo necessarios. Para além disso, também aqui, sdo necessarios estudos in
vivo que permitam comparar os efeitos pré-puberdade/em desenvolvimento, dos efeitos numa
fase do desenvolvimento maduro, assim como os efeitos com e sem os 0rgdos sexuais

envolvidos.

= Atividade anti-tiroideia

No que diz respeito a interferéncia do OMC a nivel da tiréide, em linhas celulares do
hepatocarninoma humano (HepG2) foi demonstrado que este ED tem uma acao agonista do
recetor da tiroide (TR). 73 Contudo, é de referir que o ligando natural - a hormona T3 - atua
neste recetor a concentracées na ordem dos pico ou nano molar, ou seja, concentracées mais
elevadas as utilizadas no estudo em questao. Deste modo, estudos posteriores in vivo tornam-
se necessarios nao so, para entender se de facto o OMC a uma concentracao na ordem dos
micro-molar tem alguma relevancia fisiologica ou fisiopatoldgica 73 mas também, para
confirmar ou refutar a atividade anti-tiroidea anteriormente demonstrada nos estudos em

animais.

Mais recentemente foi ainda demonstrado, na linha celular de neuroblastoma humano (SH-
SY5Y), que os niveis de expressao de 10 genes (ID2, ID3, CCL2, TBX3, TGOLN2, C1orf71, ZNF676,
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GULP1, KLF9 e ITGB5) foram alterados por varios disruptores quimicos de deiodinases, incluindo
0 OMC. Estes dados sao sugestivos que estes genes podem ser potenciais biomarcadores para a
detecao de uma deficiéncia de deiodinases e, consequentemente podem ajudar na previsao

acerca dos seus efeitos ao nivel da producao de hormonas da tiredide. 9

= Atividade nao relacionada com ER, AR, PR e TR

Estudos recentes tém reportado para o OMC uma série de efeitos que parecem nao estar
directamente co-relacionados com a sua actividade ao nivel dos recetores de estrogénios (ER),

de androgénios (AR), da progesterona (PR) ou da tiroide (TR), em humanos.

Comecando pelo sistema nervoso central, um outro estudo também usando a linha celular de
neuroblastoma humano (células SH-SY5Y) foi realizado de modo a compreender os efeitos do
OMC ao nivel da viabilidade celular e processo apoptotico. @3 Os resultados demostraram que
o0 OMC afetou a viabilidade das células nervosas, possivelmente através do aumento do processo
de apoptose (atividade da caspase-3). Este processo apoptético pode ser um dos fatores
envolvidos na patogénese de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson ou de
Alzheimer, @) pelo que estes resultados sdo sugestivos que o OMC possa ser um promotor de

doencas neurodegenerativas.

Em relacdo ao sistema imunitario humano, um estudo com células imunes humanas realizado
por O'Keefe e os seus colaboradores demonstrou que o OMC nao apresenta citotoxicidade em
mondcitos, nem mesmo na maior concentragao utilizada no estudo (ECso =200 pg/mL). Também
em mondcitos, o OMC nao foi capaz de alterar os niveis de IL-8, mas pelo contrario, em
macrofagos, os niveis de IL-8 aumentaram ligeiramente quando estas células foram expostas ao
OMC. No entanto, este aumento ndo foi considerado estatisticamente significativo. @® Pelo
contrario, ainda este ano, Sharma e os seus colaboradores demonstraram que ambos os
isomeros do OMC apresentam genotoxicidade em células estaminais humanas do figado (HL1-

hT1) e em células lifoblastoides humanas (TK-6). ?7

Por Gltimo, este ano também foi ainda reportado que o OMC pode influenciar diretamente o
sistema endocrino. Strajhar e os seus colaboradores demonstraram usando a linha de células
corticais adrenais humanas H295R que o OMC aumenta a producao de corticosteroides, através
da inducdo da expressao de CYP11B2 (a enzima que converte os glucocorticoides em

aldosterona) e de 3B-HSD2 (a enzima que converte a pregnenolona em progesterona). &

Apesar das multiplas actividades hormonais (acima mencionadas) ja reportadas para o OMC,
estudos recentes demonstraram, curiosamente, que este filtro UV é bem tolerado com menor
irritacao de pele ou dermatite atopica, sendo os efeitos colaterais observados mais frequentes
numa fase mais tardia, apos aplicacao topica. 3% 3% 4243 No entanto, foi verificado que o OMC
consegue reduzir a taxa de sobrevivéncia de células humanas, o que indica que o OMC é toxico

para as células de mamiferos. % 83 Foi também reportado que o OMC pode gerar espécies
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reativas de oxigénio na epiderme, levando ao aparecimento de danos oxidativos na pele e
células subjacentes. “9 Estudos in vitro ja reportaram que o OMC causa genotoxocidade. ©2:8)
Para além da pele, uma outra matriz biodlogica foi utilizada para estudar os efeitos do OMC -
o cabelo humano. Estudos realizados por Li e os seus colaboradores demonstraram que o
tratamento com OMC reduziu significativamente a peroxidacao lipidica e a degradacao protéica
dos cabelos. Estes resultados sugerem que o OMC é capaz de bloquear a radiacao UV-B no cabelo

e protege as fibras, mantendo-as intactas. ©¢

Em suma, o OMC parece ter multiplos alvos no corpo humano, com alteracdes a nivel dos
sistemas nervoso, imune e endocrino ja reportadas. A nivel dermatologico, alguns estudos
foram também realizados. Uma vez que ja foi demonstrado que o OMC é um disruptor endocrino
com evidéncias crescentes que sugerem multiplas alteracdes no corpo humano, € importante
considerar que este € um assunto de grande interesse publico. Neste sentido, mais estudos sao
necessarios nao s6 para aumentar a informacdo disponivel (que ainda € escassa) mas para

esclarecer também quais as reais as implicacoes que este filtro UV tem para a salide humana.

1.9.2 Estudos in vivo

Até ao momento, apenas trés estudos experimentais in vivo analisaram os efeitos da

desregulacao enddcrina exercida pelo OMC em humanos. ©'> & &)

Janjua e os seus colaboradores, avaliaram os efeitos de uma mistura de trés filtros UV, entre
eles o0 OMC, nas hormonas reprodutivas ®) e da tiroide, ®4 apos aplicacdo topica de 2 mg/cm?
de protetor solar, por todo o corpo. ¥4 8) QOs resultados revelaram uma diminuicdo, pequena
mas significativa, de testosterona, estradiol e inibina B, ®5 e nenhuma alteracao nos niveis de
triiodotironina livre (FT3), tiroxina livre (FT4), triiodotironina total (T3), tiroxina total (T4) e
globulina de ligacao a tiroxina (TBG). @4 Estes ultimos resultados levantam a hipotese de que
0 OMC nao é capaz de perturbar a homeostase das hormonas da tiroide em humanos adultos.
@) Os niveis da hormona foliculo-estimulante (FSH), da hormona luteinizante (LH) e da
globulina de ligacdo as hormonas sexuais (SHBG), também avaliados, ndao demonstraram
qualquer alteracgao, levando a crer que as concentragoes sistémicas do OMC também parecem
nao interferir com o eixo hipotalamo-pituitaria-gonadas (eixo HPG). & No entanto, todos estes
resultados foram considerados ser devido a uma variacao biologica, e nao a aplicacao da mistura
dos filtros. @4 8 Note-se que, uma vez que a duracdo desses estudos foi demasiado curta - 2
@) e 12 ® semanas e a concentracdo utilizada foi apenas uma - os mesmos nao podem ser

tomados como conclusivos.

Mais tarde, em 2008, um outro estudo experimental realizado novamente por Janjua e 0s seus
colaboradores demonstrou que o OMC é rapidamente permeado pela pele de forma intacta, e
pode ser detetado no plasma 1-2h apos a sua aplicacao. O mesmo estudo, com a duracao de 4

dias, demonstrou ainda que o OMC é excretado na urina, na ordem dos ng/ml. Curiosamente,
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as concentracdes de OMC foram mais elevadas a nivel plasmatico e urinario para homens, do
que para mulheres. " Estes resultados sdo sugestivos de uma diferenca entre homens e
mulheres quanto a farmacocinética do OMC, bem como da existéncia de um possivel efeito
cronico. Contudo, é de referir que o destino metabolico, bem como a farmacocinética do OMC

continuam, até agora, por desvendar.

1.9.3 Estudos epidemiolégicos

Estudos epidemiologicos indicaram que é possivel encontrar o OMC no leite materno humano.
(19, 48) Resumidamente, foram recolhidas amostras de leite de maes, e realizados questionarios
as progenitoras acerca da sua utilizacdo de produtos de cosmética, contendo filtros
ultravioleta. " %) Qs resultados permitiram demonstrar a presenca de filtros UV no leite
materno em 76,5% das amostras (' e correlaciona-los com o uso de protetores solares em
54,72% dos casos. “® O OMC estava presente numa percentagem de cerca de 60% das amostras.
(19, 48 Curiosamente, a maioria das mulheres que mencionaram o uso de produtos cosméticos,
contendo filtros ultravioleta, ndo usaram protetores solares. (" 48 Estes dados levantam a
hipétese de uma possivel via de exposicao neonatal a este filtro. Mais estudos sao necessarios

para confirmar isso.

1.10 OMC e o seu efeito a nivel vascular

Até a data, nado existem dados publicados relativamente aos efeitos do octilmetoxicinamato
(OMC) a nivel vascular, nem sobre o seu papel como disruptor endocrino (ED) no possivel

envolvimento em doencas cardiovasculares (CVDs).

Atualmente, as CVDs constituem uma das principais causas de morte a nivel mundial e, de
acordo com um relatorio da Organizagao Mundial de Salide (OMS), afetam dezenas de milhdes
de seres humanos a cada ano. Portanto, é emergente e importante, encontrar uma forma de

melhorar o seu diagnostico, tratamento e prevencao. ©

Um estudo realizado pelo nosso grupo de investigacao, e nao publicado ainda, foi pioneiro em
avaliar a acao do OMC no sistema cardiovascular. ®» Tendo em conta o potencial estrogénico
como ED do OMC, ja descrito em estudos anteriores, os autores colocaram a hipotese inicial do
OMC poder estar a apresentar efeitos a nivel vascular, semelhantes aos dos estrogénios. Neste
sentido, artérias umbilicais humanas (HUA) sem endotélio foram utilizadas para estudos de
contractilidade arterial, usando a técnica de banho de 6rgaos. Os resultados demonstraram que
0 OMC foi capaz de induzir um rapido relaxamento nas artérias contraidas tanto com serotonina
(5-HT; 1pM) como cloreto de potassio (KCl; 60mM). Os efeitos vasorelaxantes foram
semelhantes independentemente do agente contractil usado e o relaxamento maximo foi

conseguido para uma concentracao de 50uM de OMC. Foi sugerido que o OMC, a curto prazo,
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poderia estar a desencadear um vasorelaxamento - de forma semelhante ao E2 - por um

mecanismo nao gendmico e independente de endotélio. 2

,/I“’.-)--7
£ ( Qﬁ O que se sabe sobre o OMC a nivel vascular? A

Né&o existem dados publicados

Doencas Cardiovasculares

/ k Principais causasde morte a nivel mundial

“Estudos Contractilidade Arterial

(Banho Orgdos)

Vasorelaxacdo

Estudos Posteriores SMJ /".
y

Figura 5 - Esquema-resumo do efeito do OMC a nivel vascular

Estudos adicionais sao necessarios para elucidar os mecanismos de acao do OMC a nivel vascular,
pois os dados relativos aos seus efeitos ou sobre o seu possivel envolvimento em patologias
cardiovasculares continuam a ser minimos. Uma vez que se sabe hoje que a proliferacao
anormal de células musculares lisas (SMC) vasculares é uma das principais causas de CVDs, ")

a utilizacdo deste tipo de células podera ser util para estudos com o OMC.

1.11 Células musculares lisas (SMC)

As células musculares lisas (SMC) vasculares sao as células responsaveis pelo tonus vascular, 3
respondendo a varios estimulos hormonais e hemodinamicos. ©®¥ Constituindo a maior parte da
parede de um vaso sanguineo, as SMC estao hoje identificadas com um papel importante na
patogénese de doencas cardiovasculares. °" Sabe-se que quando um vaso sanguineo é exposto
a uma alta pressao, como o estiramento mecanico, essas forcas prejudiciais levam a expressao
diferencial de genes que, de seguida, induzem hipertrofia e hiperplasia das SMC, bem como
alteracdes ao nivel das proteinas da matriz e a nivel fenotipico: as SMC passam de um fenoétipo

contractil a um fendtipo sintético. ©"

A este tipo de transicao entre fenotipos diferentes da-se o nome de "modulacéo fenotipica” ou
"remodelacdo vascular’. Neste caso, 0 que acontece € que as SMC, que no seu fenotipo
contractil se apresentam como células alongadas e fusiformes, mudam para um fendtipo

sintético apresentando-se como menos alongadas e com uma morfologia de paralelepipedos,
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1 assemelhando-se a células endoteliais. > %) Muitos estudos sugerem que a lesao vascular
desencadeia este fenomeno nas SMC, no entanto, os mecanismos moleculares subjacentes nao
sao ainda claros. ©Y A utilizacao das SMC é por isso essencial para o estudo dos varios processos
de sinalizacao envolvidos no controlo do tonus vascular, tais como o metabolismo do calcio

(Ca*) e diferentes vias envolvidas na modulacao da reatividade vascular. 4 97,99

Contudo, a obtencao deste tipo de células é limitada pela dificuldade de obtencédo de um tecido
humano, para isolamento e cultura das mesmas. E neste sentido, que o corddo umbilical
humano se apresenta como uma solucao muito importante. Rico em SMC humanas, e
frequentemente descartado, € uma amostra que facilmente é obtida apos o nascimento, e por
ndo acarretar quaisquer perigos para a mae, ou para a salde do recém-nascido, constitui por

isso uma boa amostra a ser usada para este tipo de estudos.

1.11.1 Cordao Umbilical Humano (HUC)

0 cordao umbilical humano é um canal desenvolvido a partir do saco vitelino e alantoide, que
assume a funcao de permitir a comunicacao entre o embridao em desenvolvimento (feto) e a
placenta. ® Provavelmente é o Unico 6rgao que morre quando a vida comeca, mas & uma das
partes mais importantes na unidade feto-placentaria, pois desempenha o papel fundamental

de determinar a forma como comecara a vida extrauterina. (1%

No término da gestacao, este anexo embrionario possui aproximadamente 1 a 2 cm de diametro
e 30 a 90 cm de comprimento, mas pode acontecer, muito raramente, que seja mais comprido
ou mais curto. Sabe-se, por um lado, que corddes muito longos tém tendéncia ao prolapso, a
enrolarem-se em torno do feto e a formarem nds; e por outro, que corddes curtos podem levar
a separacao prematura da placenta da parede do Utero durante o parto, por isso é importante,
e necessario, fazer um controlo rigoroso para que nao hajam consequéncias para o feto, como

uma possivel hipoxia fetal ou anoxia. (10103

0 cordao umbilical caracteriza-se por ser bastante flexivel e apresentar geralmente um aspeto
esbranquicado e brilhante, uma vez que esta revestido por um epitélio simples, derivado do
amnio. (104 195 Apresenta também uma forma helicoidal, devido ao tipico enrolamento em
espiral dos vasos sanguineos que o constituem. (194 1%) E de acrescentar que, os vasos umbilicais
diferem em estrutura e funcdo comparativamente aos principais vasos do corpo humano (%) e,

como sao mais compridos do que o proprio cordao, pode acontecer a sua torcao ou flexao. (1"
102)

Este 6rgao fetal € composto por um tecido conjuntivo mucoso - designado de geleia de Wharton
- sendo esta o seu componente maioritario e, a responsavel pelo seu aspeto gelatinoso. ©% 1%
197) Esta geleia é constituida por células do tecido conjuntivo dispersas numa matriz de
superficie amorfa de glicosaminoglicanos (como acido hialuronico e sulfato de condroitina) e

diferentes tipos de colagénio; e apresenta a particularidade de nao possuir vasa vasorum. E
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esta substancia gelatinosa que rodeia os vasos umbilicais, e assume a funcao de os proteger da
aglomeracao e conferir-lhes flexibilidade. E tem ainda a responsabilidade de dar ao cordao uma
certa firmeza (de modo a deixa-lo intacto), gracas ao seu contetdo fibroso e poroso feito de

fibras de colagénio e elastina. % 106, 107)

Habitualmente, o corddo umbilical (Figura 6) é constituido por duas artérias e uma Unica veia
que estao, como referido em cima, rodeadas pela geleia de Wharton, e uma Unica camada
celular externa de amnio. (%% 104, 106-108) pode acontecer, em 1% dos casos, que o corddo apenas
contenha uma Unica artéria, mas com muita frequéncia essa anomalia vem associada a
complicacdes vasculares para o recém-nascido. ("% Na circulacdo feto-placentaria, a veia
umbilical é o grande vaso responsavel pelo transporte de sangue rico em oxigénio para o feto,
enquanto as artérias umbilicais sdao as responsaveis pelo transporte de sangue pobre em
oxigénio do feto para a placenta. Normalmente, ndo ocorre mistura do sangue fetal com o
sangue materno, mas pode acontecer que quantidades infimas de sangue fetal penetrem na
circulacdo materna através de minusculas falhas que, algumas vezes, se formam na membrana
placentaria. A veia umbilical (Figura 7) tem em comum com as artérias, o facto de ambas
possuirem uma estrutura similar, contudo, as suas paredes sao um pouco mais finas do que as
arteriais. A acrescentar, esta ainda que as artérias umbilicais sdo mais facilmente
identificaveis, uma vez que tém um calibre mais pequeno (3 mm), comparativamente as veias

(6 mm). (101-105)

w5l
ik

e

i

1000 pm

Figura 6 -Seccéo transversal de um cordao umbilical humano, onde se pode observar as duas artérias
umbilicais humanas (na parte superior) e a veia umbilical (no centro).
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IME

Figura 7 -Seccao transversal de uma veia umbilical humana

1.11.2 Artéria Umbilical Humana (HUA)

A artéria umbilical humana (HUA) é um dos vasos presentes no cordao umbilical, e esta
envolvida na circulacéo feto-placentaria. ("% Para além do seu facil acesso, através do cordao
umbilical, esta artéria é considerada de elevada importancia, pois constitui hoje uma fonte

Unica e muito Gtil para diversos estudos. (199111

Do ponto de vista fisiologico, a HUA apresenta-se como sendo uma artéria muscular de calibre
médio (1 e 10mm), e cujas paredes sdo predominantemente constituidas por fibras musculares.
No geral, esta artéria é constituida por trés tlnicas concéntricas, que diferem entre si ao nivel
da morfologia. ("2 13 Do interior, para o exterior essas tinicas sdo: a intima, a média e a

adventicia.

A tunica interna ou intima (endotélio), formada por uma Unica camada de células endoteliais,
apresenta-se como sendo uma camada simples de endotélio que ndo apresenta nenhuma
camada sub-endotelial ou lamina elastica interna adjacente. Deste modo, o endotélio fica assim
em contacto direto com a camada muscular. ('*1®) Devido a ndo possuirem essa tal membrana
elastica interna, as HUA tém muito menos elasticidade relativamente as outras artérias. (1%)
Esta camada tem como principais funcdes, o controlo da permeabilidade vascular e a regulacao
do tonus vascular. O endotélio funciona como um sensor de alteracoes hemodinamicas e de
sinais ou estimulos quimicos da corrente sanguinea, transmitindo-os posteriormente as células

do musculo liso (SMC) vasculares. (114 116, 117)

Ja no que diz respeito a tlnica média ou proépria, as artérias umbilicais voltam novamente a
destacar-se comparativamente as restantes. Desta vez, e ao contrario das demais, as artérias

umbilicais humanas possuem uma camada muscular média formada nao por uma, mas por duas
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diferentes camadas de SMC (Figura 8): uma por dentro dos feixes musculares (interna) e outra

por fora dos mesmos (externa). (198 113)

A camada média mais externa € menos definida que a interna, e apresenta um aspeto estrutural
tipico caracterizado por uma disposicao circular. Mais especificamente, as células musculares
lisas desta camada estao dispostas circularmente, conferindo a mesma, esta caracteristica tao
particular. Esta camada é ainda de extrema importancia, pois é nela que tém origem as
contracoes que levam ao fecho fisioldgico das artérias umbilicais. (1% 13 Em contraste,
encontra-se a camada média mais interna, cujo aspeto é mais enrugado. A grande maioria das
células musculares lisas nesta camada encontram-se dispostas linear ou longitudinalmente (em
relacdo ao eixo da artéria) e de uma forma desordenada/dispersa numa substancia fundamental
amorfa que é pobre em fibras elasticas, mas muito plasticas. Esta plasticidade parece ser o
modo de cooperacao entre ambas as camadas, onde o processo de encerramento das artérias
umbilicais consegue ficar completo: a contracdo das células musculares, dispostas
circularmente, empurra a substancia amorfa para dentro do limen da artéria, ocluindo-a. Deste
modo essa plasticidade da camada muscular mais interna parece ser a responsavel pela oclusao

fisiologica da HUA no pos-parto. (198)

1200 pm |

Figura 8 -Seccéo transversal de uma HUA com endotélio, onde se pode observar a disposicao das duas
camadas de células musculares lisas vasculares, sendo a longitudinal mais interna e a outra circular.

Finalmente, encontra-se a tUnica mais externa ou adventicia. Tal como ja mencionado, as HUA
nao possuem vasa vasorum, e de igual modo, sdo também desprovidas de uma tdnica externa.

A funcao desta tunica é exercida pela geleia de Wharton. (195 106)

Uma vez que 0s vasos sanguineos nao sao assim inervados, (19 108, 118,119 o controlo do fluxo
sanguineo umbilical depende inteiramente de substancias vasoativas libertadas localmente ou

existentes na circulacdo, como a serotonina (5-HT), a histamina (His) ("' e o tromboxano, e de
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alguns i6es como o calcio (Ca?*) e o potassio (K*). (2% 121 De igual modo, o tonus da HUA -
essencial ao crescimento e desenvolvimento fetal ('?2) - é modulado por mecanismos endocrinos
e paracrinos que regulam o fenotipo contratil das SMC na artéria umbilical humana, sendo essa
regulacdo extremamente importante para a troca 6tima de gas e nutrientes entre o feto e a

placenta. (123124

As células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC) parecem, deste modo,
desempenhar um papel importante no controlo do fluxo sanguineo feto placentario, ©4 1% pelo
que é importante realizar culturas das mesmas, a fim de investigar questoes moleculares e
genéticas relacionadas com a sua contratilidade e saber também quais os fatores que regulam
o fluxo sanguineo na circulacdo umbilical. Deste modo, consegue-se mais facilmente
caracterizar os mecanismos celulares que regulam o tonus dos vasos umbilicais, constituindo a
compreensao de tais mecanismos uma ferramenta Gtil na terapéutica de algumas patologias

cardiovasculares.

1.11.3 Cultura de células musculares lisas (SMC)

As células musculares lisas (SMC) vasculares podem ser isoladas da artéria umbilical humana, a
partir do cordao umbilical humano conforme descrito por varios autores. Uma das primeiras
dificuldades, aquando da realizacao de culturas de SMC é a obtencéo de culturas puras, isto &,
sem contaminacdes por células endoteliais, provenientes da tunica intima, e/ou fibroblastos,
da tunica adventicia. A eliminacao da tlnica intima nao foi realizada por alguns autores em
artérias umbilicais humanas, (%> artérias omentais humanas (?® ou artérias placentarias
humanas, ('?”) aumentado assim a possibilidade de contaminacao das culturas de SMC vasculares
com células endoteliais. Neste sentido, para evitar a contaminagdo com este tipo de células,
alguns autores procedem a remocao mecanica do endotélio. 4 128 129 A remocao da camada
adventicia € pratica corrente no isolamento de artérias, (2132 contudo nao garante a remogao
total dos fibroblastos, uma vez que a tlnica média apresenta algumas porcoes estritamente
associadas a adventicia. Para resolver este problema, alguns autores removem a porcao da
camada média mais interna, evitando a utilizacdo das partes que estdo em contacto com a

adventicia. (% 129)

Na literatura encontram-se descritos diferentes métodos para obter culturas primarias de SMC
vasculares. (128 130, 130 Alguns destes autores realizaram dissociacées enzimaticas para isolar
estas células, como por exemplo Cairrdo e os seus colaboradores que utilizaram a dissociacao
enzimatica com uma mistura de proteases, de forma a isolar HUASMC da camada média. 4
Outros autores também utilizaram este método na HUA, no entanto tempo de digestao utilizado
foi superior, de 25 minutos (33 ou 150 minutos (>, uma vez que nao removeram a adventicia
e/ou endotélio. Varias misturas de enzimas foram utilizadas por diferentes investigadores para
quebrar o tecido conectivo e libertar as SMC vasculares de distintas artérias. (& 130-132) A maioria

destes autores utilizaram uma combinacao de colagenase e elastase, no entanto alguns também
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utilizaram papaina. Outros autores utilizaram explantes da artéria umbilical para a obtencao
de culturas, assim colocaram pedacos intactos do musculo liso vascular em placas com meio de

cultura, onde as células migram do tecido para a superficie da placa de cultura. (12 134

Uma outra dificuldade para a obtencéo de culturas de SMC é a multiplicidade de fenotipos que
pode ser encontrada numa cultura celular de SMC, que é bastante grande pois podem encontrar-
se SMC no fendtipo contractil, no fenotipo sintético ou num fenétipo intermédio entre ambos.
Sendo que cada um esta associado e caracterizado por alteracdes na morfologia, proliferacao
e expressao de diferentes proteinas, o que auxilia na identificacao e definicdo dos mesmos. As
células com fenotipo sintético sdo caracterizadas por apresentarem uma grande capacidade
proliferativa e migratdria e uma grande atividade de sintese de componentes da matriz
extracelular. ©3 % 135 Mas pelo contrario, as células com fendtipo contractil, quando atingem
o seu fenotipo completamente diferenciado e maduro, exibem uma baixa taxa de proliferacao
e pouca atividade sintética e proliferativa; apresentam-se como sendo células altamente
especializadas que expressam um repertdrio especifico de proteinas contracteis, assim como
diferentes tipos de canais i6nicos, enzimas, e recetores de membrana, que regulam a funcao
contratil. (39 Acontece que, em cultura, as SMC podem diferenciar-se num padrao fenotipico
sintético, devido a presenca de fatores de crescimento nos meios de cultura, o que constitui
um problema, pois o padrao fenotipico sintético representa o espectro oposto das SMC
contracteis - as responsaveis pelo ténus dos vasos sanguineos. 3 % 13 Deste modo, é
extremamente importante ter a certeza que se esta perante SMC que se encontram num

fenotipo contractil.

Neste sentido, a morfologia celular constitui um parametro importante a ter em conta. O seu
estudo pode ser feito através da analise de marcadores de expressao, do seu potencial
proliferativo ou das suas propriedades migratorias. Sendo, que entre essas estas estratégias, a
analise de marcadores de expressao é a mais utilizada e aceite. ('*”) Trés dos marcadores de
expressdo mais utilizados sao a a-actina do musculo liso (a-SMA, do inglés a-smooth muscle
actin); as cadeias pesadas de miosina do musculo liso (SM-MHC, do inglés smooth muscle -
myosin heavy chain) e os canais de calcio operados por voltagem do tipo L (LTCC) ©3 135, 137, 138)
uma vez que ja foi demonstrado o seu envolvimento na contracdo destas células, como

componentes estruturais do aparelho contractil ou como reguladoras da contragao.

Varios autores tentaram encontrar um marcador especifico do fenétipo contractil das células,
uma vez que € este fendtipo que esta envolvido na regulacdo do tonus vascular, contudo este
marcador ainda ndo existe. ®” Mazza e os seus colaboradores conseguiram obter culturas
primarias de HUASMC e sugeriram a analise de marcadores endoteliais e do marcador
mesenquimal CD10 para a caraterizacao das HUASMC. (32 Qutros autores conseguiram obter
com sucesso culturas puras de SMC, sem contaminacdes por células endoteliais e/ou
fibroblastos (Figura 9), e demonstraram que a cultura era pura através da analise de alguns
marcadores de expressao, por real-time PCR e imunofluorescéncia. ®4 12 139 Para além disso,

estudos de eletrofisiologia usando a técnica de Patch-Clamp na configuracao Whole-Cell,
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permitiram demonstrar que estas células podiam também ser utilizadas em estudos de
eletrofisiologia, uma vez que apresentavam canais de calcio e de potassio funcionais. ®¥ Por
Ultimo, nesse estudo e num estudo realizado por Rensen e os seus colaboradores foi
demonstrado que depois de atingirem a confluéncia plena, as células foram deixadas durante
24 horas em meio sem soro e apresentavam o fenotipo contractil. ®4 3 Mais recentemente foi

apontado o transforming growth factor (TGF)-B8 como fator diferenciador deste tipo de células.
(96)

Deste modo, culturas primarias de células musculares lisas (SMC) podem ser realizadas,
conforme descrito por estes autores, para diversos estudos posteriores, nomeadamente, para
estudar aspetos celulares e moleculares sobre a regulacao da funcao vascular exercidos pelo
OMC.

Figura 9 - Cultura de células do musculo liso da artéria umbilical humana (HUASMC), onde A: ilustra o
crescimento celular apds 10 dias e B: ilustra o crescimento celular apés 17 dias. Adaptado de ©4,

1.12 Regulacao da funcao vascular da HUA

A compreensao dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na regulacdo da circulacdo feto-
placentaria, é fundamental para o esclarecimento de processos patoldgicos de algumas doencas

cardiovasculares, como é o caso da pré-eclampsia ou da hipertenséao.

As artérias umbilicais humanas sdo excelentes fontes de células musculares lisas (SMC)
vasculares. A contracdo das SMC é controlada geralmente pelo sistema nervoso auténomo, pelo
sistema hormonal e por mediadores locais de acdo paracrina. O fendtipo contractil das SMC
vasculares é influenciado por numerosas substancias vasoativas, que podem ser vasodilatadoras
ou vasoconstritoras, ou por estimulos fisicos. Geralmente, a regulacao da contractilidade das
células musculares lisas vasculares depende da modificacdo da concentracao intracelular do
ido Ca? e, normalmente, as moléculas vasoconstritoras atuam aumentando os niveis

intracelulares de Ca?* citosolico, enquanto que, as vasodilatadoras diminuem estes niveis.
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Contudo, algumas moléculas vasoativas também podem atuar através da sensibilizacdo ou
dessensibilizacao do aparelho contractil das SMC vasculares. Os niveis da concentracao de Ca*
citosolico sao regulados através do controle das entradas e saidas de Ca?* da célula e também
através da sua libertacdo e captacao pelo reticulo endoplasmatico, estando estas duas

componentes estreitamente relacionadas.

Os aspetos celulares e moleculares sobre a regulacao da funcao vascular exercidos pelo OMC,
podem ser estudados em maior detalhe a partir de estudos de contractilidade arterial e celular,
com as artérias umbilicais humanas (HUA) e com as células musculares lisas da artéria umbilical
humana (HUASMC), respetivamente. Neste capitulo irdao ser abordados os mecanismos

atualmente descritos para a regulacao fisiolégica da artéria umbilical humana.

1.12.1 Contracao das células musculares lisas na HUA

Tal como ja mencionado, a HUA nao possui terminacdes nervosas, pelo que a regulacao do seu
tonus ndao depende do sistema nervoso auténomo e depende inteiramente de substancias
vasoativas libertadas localmente ou existentes na circulacao, como as prostaglandinas, a
serotonina e a histamina, ("% 40 e de alguns ibes como o calcio (Ca%*) e o potassio (K*). (120, 121)
Estudos ja demonstraram que varios sao os agentes capazes de induzir vasoconstricdo na HUA,
dos quais sao exemplo a serotonina (5-HT), (18 141145 3 histamina, (His) (' '45>-147) o tromboxano,
(124,145 3 bradicinina, (4% 148 149 3 endotelina 1, (15 130, 151) 3 prostaglandina F2a (PGF2a) (0 e
o cloreto de potassio (KCl). (18 120, 142, 145) por outro lado, agentes como a noradrenalina e a
angiotensina Il nao provocam vasoconstricdo nestas artérias. (14 E de notar que o efeito de
alguns dos agentes vasoativos na HUA é dependente do endotélio, como € o caso da endotelina,
que pode provocar uma vasodilatacdo via recetores endoteliais de endotelina (ETg), ou uma
vasoconstricdo via recetores de endotelina (ET,) do musculo liso. (139152 A ativacao do recetor
ETB e o ETA nas células musculares lisas parece estar acoplado a proteina Gq, que ativa a
fosfolipase C (PLC), resultando num aumento dos niveis de inositol 1,4,5-trifosfato (IPs;) e na
contracdo do musculo liso vascular, (5 contudo estes mecanismos nunca foram demonstrados
na HUA, apenas se sabe que os canais de calcio dependentes de voltagem estao envolvidos na
HUA. (3% No referente ao outro agente vasoativo também relacionado com o endotélio, a
bradicinina, este também induz contracao nas HUA, sendo este efeito dependente da ativacao
do recetor B2, () que parece estar relacionado com a ativacdo de canais de calcio

dependentes de voltagem e da Na*/K*-ATPase, assim como da inativacao de canais de potassio.
(148)

De entre estes mediadores vasoativos referidos, a serotonina é considerada o agente
vasoconstritor mais potente da HUA, sendo a responsavel pelo encerramento fisioldgico da

artéria umbilical ap6s o parto. ()
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Relativamente a 5-HT, foi demonstrado que em HUA sem endotélio, os seus efeitos contracteis
sdo devidos a ativacao dos recetores 5-HT,, e parcialmente devidos a ativacao dos recetores 5-
HT.s/5-HTp, presentes no musculo liso desta artéria. (22 O recetor 5-HT,, esta acoplado a
proteina Gq e ativa a fosfolipase C (PLC), resultando num aumento dos niveis de inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3). (122 135158 por outro lado, os recetores 5-HTz e 5-HT;p estdo acoplados a
proteina Gj, e inibem a adenil ciclase. A ativacdo de todos estes recetores leva a uma

consequente contracao. (1% 139

No caso da His, a contracdo € conseguida pela ativacao dos recetores H; presentes no musculo
liso da HUA. Este recetor que esta interligado a uma proteina Gq ativa a cascata de sinalizacao

PLC/IP3, levando a um aumento intracelular de calcio, e consequente contracao. (% 122,159

Curiosamente, foi demonstrado que o musculo liso da HUA também exprime um outro recetor
de serotonina (5-HT7) que esta associado a uma proteina Gs e, dois outros recetores de His (H,
e Hs). A ativacao destes recetores estimula a adenil ciclase, e leva, consequente a uma
vasorelaxacao. (18 119, 122) Embora o mecanismo de vasodilatacao induzido pelo recetor H; ainda
necessite de ser estudado em maior detalhe, é notoério que os efeitos contracteis da 5-HT e da
His sao o resultado da ativacao de diferentes tipos de recetores e vias, que medeiam uma

contracao ou até, um relaxamento.

Em relacdo a vasoconstricao provocada pelo tromboxano e pela prostaglandina F2a (PGF2a),
sabe-se apenas que podera ser provocada pelos recetores TPa e TPB e pelos recetores FPA e
FPB, respetivamente. (9 Foi demonstrado que estes recetores estdo acoplados a uma proteina
Gq, que ao ativar a cascata de sinalizagdo PLC/IP3, leva a um aumento intracelular de calcio,

e consequente contracao. Contudo, o seu exato mecanismo na HUA nunca foi analisado.

Nas SMC, o aumento da concentracao de calcio intracelular é o passo fundamental no inicio da
contracao. A entrada deste ido no citosol envolve uma diversidade de canais que podem ser
divididos em dois grupos: canais de Ca?* dependentes de voltagem (VOCCs) (que incluem os
canais de Ca?* do tipo L, T e do tipo P/Q) e canais de Ca?* independentes de voltagem (que
incluem canais operados por recetores (ROCC), canais operados por depositos intracelulares
(SOCC) e canais ativados pelo stress fisico (SACC)). (1> 1) A presenca de todos estes canais ja
foi detetada em SMC, mas atualmente sé os VOCC do tipo L e do tipo T apresentam informacao
coerente e esclarecedora. Foi demonstrado que os canais de calcio do tipo L (LTCC) sao
determinantes para o tonus arterial, enquanto os canais de calcio do tipo T parecem
desempenhar um papel importante na proliferacao celular das SMC. (162 163) A inexisténcia de
uma variedade de estudos, que elucidem o papel dos restantes canais na contractilidade do
musculo liso, faz com que este tema ainda permaneca em debate, pelo que estudos posteriores

sao requeridos de modo a colmatar as lacunas de informacao ainda existentes.

No que diz respeito ao KCl, foi demonstrado que a contracao induzida por este agente deve-se

principalmente ao influxo de calcio extracelular, por via dos VOCC. (1?29 A contracdo induzida
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por este agente contractil, demonstrou ser inibida por antagonistas especificos dos canais de

calcio do tipo L (LTCC), nomeadamente pela nifedipina (Nif). (164

A Figura 10 mostra uma representacdo esquematica de como todos os agentes vasoativos
mencionados acima atuam sobre o musculo liso vascular da HUA, causando uma
vasoconstriccao. Ao longo deste trabalho apenas vao ser usados a serotonina (5-HT), a histamina

(His) e o cloreto de potassio (KCl).

Bradicinina

t[Ca®];

Contracédo 29
Ve e3se

Figura 10 - Representacao esquematica dos principais mecanismos envolvidos na contracao das células
musculares lisas da artéria umbilical humana. [Ca?*); - Concentracao intracelular do ido Ca?*; 5-HT -
Serotonina; CaZ* - Calcio; cAMP - Monofosfafato ciclico 3’5’-Adenosina; His - Histamina; IPs - Inositol 1,4,5-

trifosfato; K* - Potassio; KCl - Cloreto de Potassio; PGF2a - Prostaglandina F2a; PLC - Fosfolipase C; VOCC
- Canais de Ca?* operados por voltagem; @ - Recetor acoplado a proteina G; "/ /Setas verdes - Ativacao;
®/Setas vermelhas - Inibicao.

1.12.2 Relaxacao das células musculares lisas na HUA

No geral, a relaxacdo do musculo é o resultado da diminuicdo da concentracdo de Ca?* livre
intracelular, seguida de um decréscimo ou perda do estimulo contractil. Contudo, a relaxacdo
muscular pode também dever-se a remocao de calcio do citosol e a reducao da sensibilidade
do sistema contractil ao calcio. ®> Normalmente, a diminuicao do Ca?* livre intracelular deve-
se a remocao deste ido do meio intracelular, para os depositos intracelulares, através da SERCA,
e/ou para o meio extracelular, através da PMCA e do NCX, (1169 e na HUA o NCX parece
funcionar de modo reverso. (79 Estes mecanismos operam normalmente para manter a
concentracao de Ca?*intracelular na célula em repouso e para restabelecer os niveis ap6s um
processo de contracao/excitacdo. A reversao do processo contractil segue o caminho inverso
do ocorrido para a contracéo e termina com o retorno da concentracao de Ca?* a valores basais.
Atualmente sabe-se que as proteinas STIM localizadas predominantemente no reticulo

endoplasmatico (ER) e os canais Orai localizados na membrana plasmatica sao extremamente
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importante neste processo de relaxamento vascular, 1% 171 e também ja foram identificadas
na HUA. (72 A relaxacao do musculo liso pode também ser provocada por uma multiplicidade
de compostos enddgenos e exogenos. Geralmente, os exogenos reduzem o téonus do musculo
liso por diversas vias, incluindo o bloqueio de recetores que, quando ativados, provocam a
contracao do musculo liso e a inibicdo ou ativacao de enzimas ou canais que participam na
contractilidade. Os endogenos sao, geralmente, agonistas que ativam recetores e geram
mensageiros intracelulares, como os nucleotidos ciclicos que, através de cascatas de eventos

moleculares, provocam a relaxacao arterial. (16%

Assim, na HUA a regulacdo precisa dos niveis intracelulares dos nucledtidos ciclicos,
monofosfato ciclico 3’5’-Adenosina (CAMP) e monofosfato ciclico 3’5’-Guanosina (cGMP),
desempenha um papel importante no relaxamento do musculo liso vascular. ("% 73 O aumento
de cAMP é conseguido por ativacdo de um recetor acoplado a uma proteina G; ou por inibicao
de um recetor acoplado a uma proteina G;,,, enquanto o aumento dos niveis de cGMP, por outro
lado, é conseguido por acédo de vasodilatadores endogenos, como é o caso do dxido nitrico (NO).
0 aumento dos niveis de cAMP e cGMP provoca uma ativacdo das proteinas cinases A (PKA) e G
(PKG) respetivamente, o que por sua vez, reduz a concentracdao de Ca?* intracelular e a
sensibilizacdo dos miofilamentos ao Ca?* nas SMC, culminando numa relaxacao. (7 A nivel da
HUA, ja foi demonstrado que o aumento dos niveis de cAMP e cGMP nas HUASMC provoca
vasorelaxacao, (74 e um estudo realizado pelo nosso grupo de investigacdo, demonstrou ainda

que essa vasorelaxacao ocorre também em HUA desprovidas de endotélio. ("9

Neste sentido, no que diz respeito ao endotélio vascular, alguns estudos tém sugerido que
também ele parece ter um papel importante na relaxacdo da HUA. Foi demostrado que o
endotélio da HUA expressa a sintase do oxido nitrico endotelial (eNOS) e pode libertar NO, que
por sua vez ira atuar sobre as SMC ativando a guanil ciclase solivel (sGC), e deste modo,
aumentar a producao de cGMP. (") Atualmente o papel relevante do NO na regulacdo do tonus
vascular da HUA encontra-se bem descrito e alguns estudos, inclusive, demonstraram o seu
efeito vasodilatador nesta artéria. ("% 152 175 Contudo, apesar da sua relevancia para a
regulacao do tonus vascular, o presente estudo foi realizado com HUA desprovidas de endotélio.
So assim foi possivel determinar com maior clareza e exatidao os mecanismos que regulam a
contractilidade nesta artéria, exercidos pelo OMC. Esta escolha em nada condicionou o estudo
da funcao vascular exercida pelo OMC, pois a mesma pode ser analisada através de dadores de
NO, como é o caso do nitroprussiato de sddio (SNP), cuja relaxacdo foi também demonstrada

em estudos anteriores realizados com artérias umbilicais humanas. (1% 179

Ambos os nucleotidos ciclicos podem ainda ter os seus niveis aumentados, por inibicdo das
fosfodiesterases (PDE) - as enzimas que hidrolisam os referidos nucleétidos. ('3 176 Santos Silva
e os seus colaboradores demonstraram que nas HUASMC encontram-se expressas isoformas de
quatro familias de fosfodiesterases (PDE): PDE1, PDE3, PDE4 e PDE5. Mais especificamente, foi
demonstrado que as PDE4 e PDE5 sao as principais enzimas envolvidas na regulacao do

relaxamento associado ao cAMP e cGMP, respetivamente. (1" Alguns estudos tém sugerido que
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as PDE parecem também desempenhar um papel importante na compartimentacao celular,
tendo sido proposto, inclusive, que sao cruciais para a existéncia de diferentes concentracoes
de cAMP e/ou cGMP em locais distintos da célula. ('73) Neste sentido, e dando continuidade de
certo modo, as investigacoes anteriormente desenvolvidas pelo nosso grupo de investigacao,
Feiteiro e os seus colaboradores analisaram o papel de dois diferentes subtipos vasculares de
fosfodiesterases (PDE3 e PDE5) na compartimentacdao do cGMP, em células do musculo liso
humano. 7" Os resultados obtidos permitiram que estes autores fossem os primeiros a
demonstrar, diretamente, que as SMC sdo compartimentadas e que essa compartimentacao é
controlada pelas PDE3 e PDE5. (17

Numa outra perspetiva, € de salientar a relevancia dos canais de potassio para a regulacao do
tonus da HUA. Falamos de canais, cuja importancia é elevada uma vez que constituem um dos
mecanismos fisiologicos capazes de controlar o tonus do musculo liso arterial. ("9 Para além
de serem os mais abundantes nas SMC, os canais de potassio possuem ainda o papel central na
regulacao do potencial de membrana - pois conseguem controlar diretamente a concentracao
de K* e indiretamente a concentracdo de Ca?*.'"”® Mais especificamente, a abertura dos canais
de K* nas SMC vasculares causa uma hiperpolarizacao da membrana celular, um encerramento
dos VOCC e uma diminuicdo da entrada de i6es de Ca* para o interior da célula, provocando
assim uma vasodilatacao. ("7*'8) Por outro lado, a atividade dos varios tipos de canais de K*
pode ser alterada também por uma série de fatores fisiologicos, que incluem o Ca?* intracelular,
os nucleotidos ciclicos e diversos mecanismos de transducdo de sinal. Pelo que neste sentido,
apresentam-se como um alvo promissor de atuacado de substancias vasodilatadoras, como o NO,

os péptidos natriuréticos (NP) e as prostaciclinas.(182)

Ao nivel da HUA, ja foi demonstrado a presenca de varios canais de potassio nas SMC, como os
canais SKCa, Kz e KIR. Enquanto, por outro lado, a presenca de canais IKc, ou Karp ndo foi
observada até a data neste vaso. Ja se encontra descrito que os canais de potassio operados
por voltagem (K,) sdo capazes de regular o potencial de membrana em resposta a
despolarizacdo da membrana; enquanto os canais de potassio ativados por calcio de alta
condutancia (BKc,), por outro lado, respondem a alteracées dos niveis de Ca?* intracelular a fim
de regular esse potencial. No geral, a ativagao dos canais de potassio parece ser a responsavel
pela vasodilatacédo verificada nas SMC da HUA. (110, 118,121, 178) Deste modo, é assim notorio que
mais estudos sdo necessarios de forma a chegar a conclusdes definitivas a cerca do papel
funcional e expressao dos varios tipos de canais de potassio na HUA, pois a informacao existente
até a data é escassa e inconclusiva. Note-se também que a expressao e funcionalidade destes
canais pode sofrer alteracdes em patologias vasculares ou patologias relacionadas com a
gravidez, pelo que o estudo mais aprofundado destes canais pode constituir um importante alvo
de estudo farmacolégico no desenvolvimento de novos tratamentos, que visam a modificacdo

da atividade dos canais em questao. ("9

A Figura 11 apresenta um esquema resumo de como ocorre a relaxacao do musculo liso da HUA.
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Figura 11 - Representacao esquematica dos principais mecanismos envolvidos no relaxamento das células
musculares lisas da artéria umbilical humana. [CaZ*]; - Concentracao intracelular do ido Ca?*; BKc, - Canais
de K* ativados por Ca?* de alta condutancia; Ca%* - Calcio; cAMP - Monofosfafato ciclico 3’5’-Adenosina;
cGMP - Monofosfafato ciclico 3’5’-Guanosina; eNOS - Sintase do Oxido Nitrico endotelial; K* - Potassio; Kv
- Canais de K* operados por voltagem; NO - Oxido nitrico; PDE - Fosfodiesterases; PKA - Proteina cinase

© Pl

A; PKG - Proteina cinase G; VOCC - Canais de Ca%* operados por voltagem; @ - Recetor acoplado a

proteina G; - Recetor peptidico; "¥//Setas verdes - Ativacao; @/Setas vermelhas - Inibicao

1.13 Influéncia de algumas hormonas com a funcgao

vascular

Tal como referido anteriormente, estudos recentes reportaram para o OMC uma atividade
estrogénica, anti-androgénica, anti-progestagénica e anti-tiroideia. No entanto, apenas os
estudos referentes as atividades estrogénica e anti-tiroideia, apresentam um maior nimero de
estudos realizados, e demonstraram dados similares nos estudos realizados com animais e
humanos. Por este motivo, apenas estas duas atividades foram as escolhidas para abordar ao

longo desta investigacao.

Ja foi demonstrado que os estrogénios e as hormonas da tiroide podem ter influéncia a nivel
vascular, pelo que este capitulo abordara esses efeitos, e a relevancia destas duas classes de

hormonas, a nivel vascular.

1.13.1 Efeito dos estrogénios na funcao vascular

Os estrogénios sdo uma classe de hormonas sexuais esteroides. (1) Diversos estudos tém
sugerido que as hormonas sexuais femininas e masculinas sao capazes de modular a funcao

vascular. (18 18 Contudo, os mecanismos subjacentes aos efeitos dessas hormonas continuam
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ainda por esclarecer, devido ndao sé a dados controversos, como a um reduzido nimero de

estudos realizados até ao momento.

De acordo com a teoria classica para explicar os efeitos das hormonas esteroides, estas
moléculas de sinalizacdo apresentam-se como moduladoras da transcricao génica por serem
capazes de interagir com os recetores intracelulares. Para além desses efeitos genomicos, estas
hormonas conseguem induzir também efeitos ndo-genémicos (rapidos), na ordem dos segundos
a minutos, que sao reversiveis e insensiveis a transcricdo e aos inibidores de sintese proteica.
(184-186) De entre os seus efeitos nao-gendmicos encontra-se a vasodilatacdo - uma das acoes

mais relevantes e promissoras das hormonas esteroides.

Diferentes vias foram ja propostas para explicar a vasodilatacao induzida por estas hormonas.
Alguns dos mecanismos propostos sugerem a ativacdo de vias dependentes de endotélio,
enquanto outros sugerem, pelo contrario, vias independentes de endotélio. ('* Foram também
sugeridos mecanismos que envolvem a ativacao ou inativacao de canais i6nicos, de forma direta

ou indireta. (187

Estudos demonstraram que o estradiol (E2) pode ativar vias vasorelaxantes dependentes de
endotélio, através da via do NO, prostaciclinas e fatores hiperpolarizantes (8 18) enquanto por
outro lado, é também capaz de provocar uma relaxa¢do no musculo liso, por modulacdo do

fluxo i6nico membranar através de um mecanismo que é independente do endotélio. (18)

No que diz respeito ao envolvimento dos canais ionicos na vasorelaxacdo induzida por estas
hormonas, estudos tém sugerido que a inibicao dos canais de calcio (Ca?*) e que a ativacéo dos
canais de potassio (K*) pode estar relacionada com a vasodilatacdo observada, de uma forma
direta. ('®) O calcio extracelular pode estrar nas SMC por diferentes tipos de canais de calcio,
como os VOCCs (que incluem os canais do tipo L e do tipo T) cuja inibicdo ja foi associada a
vasodilatacdo mediada por hormonas sexuais. (8 187.18) por gutro lado, foi demonstrado que
os canais de K* no musculo liso vascular pode induzir uma repolarizacdo da membrana
plasmatica, o que culmina no fecho dos VOCCs e consequente, relaxamento vascular. (184 1%0)
Numa outra vertente, de forma indireta foi demonstrado que esse efeito vasorelaxante também

pode ser exercido devido a aumentos nos niveis de cAMP e cGMP. (191, 192)

Especificamente, a nivel da HUA alguns estudos ja demonstraram que os estrogénios conseguem
induzir uma vasodilatacao. ("9 %4 Tal como ja referido, diversos estudos reportaram uma acao
estrogénica para o OMC. Deste modo, é plausivel colocar a hipotese de que, atuando pelo
mesmo mecanismo de acdo que os estrogénios, 0 OMC consiga induzir os mesmos efeitos - isto
€, uma vasorelaxacdo da HUA. Um estudo realizado pelo nosso grupo de investigacao
demonstrou que, de facto, o OMC consegue induzir uma vasorelaxacao em HUA desprovidas de
endotélio, ®? pelo que o seu mecanismo de acdo passa, portanto, por um mecanismo que é
independente do endotélio. Por outro lado, a hipotese do seu mecanismo de acao ser similar
ao mecanismo de acado dos estrogénios continua em aberto, pois 0 mesmo ainda ndo se encontra

estudado. O envolvimento dos canais i6nicos e dos nucledtidos ciclicos continua por esclarecer
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pelo que, neste sentido, sera necessario proceder a estudos mecanisticos capazes de esclarecer

os mecanismos pelos quais 0 OMC exerce os seus efeitos vasorelaxantes a nivel vascular.

1.13.2 Efeito das hormonas da tiroide na funcao vascular

As hormonas da tiroide incluem a triiodotironina (T3) e a tetraiodotironina ou tiroxina (T4). A
libertacao destas hormonas é estimulada por uma outra hormona, a TSH (do inglés, thyroid-
stimulating hormone). A T3 é a hormona metabolicamente ativa, e cuja conversao a partir da

T4, esta ao encargo da enzima deiodinase do tipo Il (ID2). (193

Diversos estudos tém reportado que as hormonas da tiroide tém efeitos na funcao vascular. No
entanto, pouco ainda se sabe sobre os seus efeitos exatos. Os mecanismos subjacentes aos
efeitos das hormonas da tiroide a nivel vascular ndo se encontram ainda totalmente

esclarecidos, e a informacao atualmente disponivel é escassa e incoerente.

As células musculares lisas (SMC) tém um papel fundamental na modulacdo do tonus vascular,
e por isso sao consideradas um alvo de acao das hormonas da tiroide. (%) Em 2014, foi sugerido
que a TSH pode exercer um efeito vascular direto sobre as SMC, (97 e recentemente, foi
demonstrado também que as SMC expressam predominantemente o recetor da tiroide alfa
(TRa), desempenhando este um papel fundamental na regulacdo do tonus vascular. (%) Por
outro lado, também a enzima ID2 ja foi detetada em SMC da artéria coronaria humana, fazendo

destas células um local de producao intracelular de T3. (1%)

Estudos apontam para um efeito direto das hormonas da tiroide nas SMC, que culmina num
relaxamento. (1200 Especificamente, ja foi reportado que esse relaxamento vascular ocorre
dentro de 10 min, apds a ligacao da T3 a locais especificos de ligacao nas SMC. 29" Devido ao
facto de os autores nao terem conseguido detetar aumentos nos niveis de cGMP nas células
endoteliais apos estimulacao pela T3, foi sugerido que o NO nao era produzido nessas células.
Estes dados levantam a hipotese de que a T3 estaria a atuar por um mecanismo nao-genoémico,
e independente de endotélio. %Y Essa hipotese foi mais tarde corroborada por Carrillo-
Sepulveda e os seus colaboradores, em 2010, onde foi possivel demonstrar que T3 em SMC é
capaz de ativar a via de sinalizacao PI3K/Akt aumentando a producao de NO. Deste modo, da

assim origem a um relaxamento vascular rapido e independente de endotélio. 202

Embora alguns estudos indiquem que o relaxamento vascular induzido pelas hormonas da tiroide
é independente do endotélio, a vasodilatacdo dependente do endotélio também ja foi
demonstrada. %% 29 Foi sugerido que a vasodilatacao dependente de endotélio era também o
resultado dos efeitos da T3 na via PI3K/Akt que eram mediados para além de agdes nao
gendmicas, também por aces gendmicas. 2% 2%) Curiosamente, um estudo realizado por Napoli
e os seus colaboradores demonstrou que a TSH (a hormona responsavel pela libertacao das
hormonas da tiroide) conseguiu promover um relaxamento vascular no endotélio, que se

mostrou ser independente das concentracdes das proprias hormonas tiroideas. 29 A
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acrescentar a discussdao sobre qual o real papel das SMC no relaxamento induzido pelas
hormonas da tiroide, esta outro estudo realizado por Zwaveling e os seus colaboradores. 2%
Dados obtidos por estes Ultimos autores levantam a hipotese do relaxamento induzido pelas
hormonas da tiroide poder ser o resultado de um efeito combinado entre as células endoteliais
e as células musculares lisas: ao atuar nas SMC as hormonas da tiroide exercem os seus efeitos
diretamente, mas estas células podem também ser alvo de efeitos indiretos pelas células
endoteliais (que, entretanto, também elas ja foram previamente “influenciadas” pelas
hormonas da tiroide). 2% Esta hipotese foi corroborada recentemente, num estudo com
artérias de rato, onde foi possivel comprovar que, de facto, o mecanismo subjacente aos efeitos
relaxantes exercidos pelas hormonas da tiroide € uma combinacdo de efeitos exercidos em

células endoteliais e células musculares lisas. 299

Considerados em conjunto, estes dados indicam que as hormonas da tiroide exercem efeitos
vasorelaxantes a nivel vascular, e mais especificamente, a T3 parece ser a hormona cujos
efeitos sdo mais significativos. Estudos tém demonstrado que patologias tiroideas podem ser
promotoras de anomalias cardiacas e cardiovasculares. E mais especificamente, pensa-se que
a insuficiéncia da T3 pode estar relacionada com o aparecimento de doencas cardiovasculares,
em pacientes com hipotiroidismo. (97> 210 Mizuma e os seus colaboradores demonstraram que
nestes pacientes, as SMC apresentam niveis elevados da enzima ID2 @'V, pelo que a utilizacdo
deste tipo de células e desta enzima podera constituir um relevante alvo de estudo de

patologias tiroideas, como o hipotiroidismo.

No caso do octilmetoxicinamato (OMC), e tal como ja referido, diversos estudos reportaram
para ele uma acdo anti-tiroidea. Foi possivel verificar que o OMC consegue perturbar a
homeostase das hormonas da tiroide por mecanismos que nao, os mecanismos classicos de
regulacdo dependentes de hormonas e feedbacks. Tendo, inclusive, sido colocada a hipotese
de 0 OMC poder estar a interferir com a sintese, metabolismo, distribuicdo e acao das hormonas
tiroideas, por multiplos alvos e de formas diferentes. (1® 73 Inicialmente foi colocada a hipotese
dos efeitos do OMC a nivel tiroideo poderem estar sob influéncia da sua acao estrogénica, mas
essa hipotese acabou por ser descartada. (7> '® Atualmente pensa-se que o OMC seja capaz de
exercer os seus efeitos a nivel da tiroide, de uma forma nao gendmica. ('® Esta hipotese foi
corroborada por um estudo realizado recentemente, onde foi possivel verificar que o OMC
exerce os seus efeitos a nivel vascular de forma rapida, e independente de endotélio ©?.
Contudo, os seus efeitos a nivel gendmico ainda nao se encontram avaliados. De igual modo,
nao existe informacdo na literatura que descreva os efeitos - quer genomicos quer nao-
genomicos - exercidos pelo OMC em pacientes portadores de patologias tiroideas, nem sobre o
seu envolvimento na progressao das mesmas ou de patologias cardiovasculares. Uma vez que ja
foi reportado para o OMC uma acao anti-tiroidea e, por outro lado, foi demonstrado também
que as hormonas da tiroide exercem uma vasorelaxacao a nivel vascular, € plausivel colocar a
hipotese de que o OMC consiga exercer os seus efeitos a nivel tiroideo, por mecanismos que

envolvam uma contracao vascular. Neste sentido, seria interessante proceder a estudos de
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contractilidade capazes de esclarecer quais sao, de facto, os efeitos deste disruptor endocrino
a nivel da tiroide, e elucidar sobre o seu possivel envolvimento em patologias tiroideas e
cardiovasculares. Sugere-se a utilizacdo de artérias umbilicais humanas provenientes de
gravidas desprovidas de patologias e de gravidas com hipotiroidismo para estudos de
contractilidade arterial e também, para cultura de SMC para a realizacao posterior de estudos
de contractilidade celular. Para além disso, é revelante ainda a realizacdo de estudos
genéticos. Neste caso, sugere-se a avaliacdo da enzima ID2 para o estudo especifico de
patologias como o hipotiroidismo, mas também a avaliacdo de canais idnicos, como o canal de
potassio BKc, ou o canal de calcio LTCC, cuja ativacdo esta associada a um relaxamento, ou
contracao, respetivamente. Deste modo, sera possivel ndo s6 avaliar os efeitos do OMC a nivel
genomico e correlaciona-los com uma contracdo ou relaxamento, mas também fazer uma
comparacao dos efeitos gendmicos e ndo-genomicos exercidos pelo OMC em pacientes saudaveis

e pacientes portadores de hipotiroidismo.
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2. Enquadramento e objetivo da

investigacao

O octilmetoxicinamato (OMC) é um dos filtros ultravioleta-B mais comummente usados na
constituicao dos protetores solares. Diferentes estudos demonstraram que o OMC se comporta
como ED, alterando o normal funcionamento dos organismos. No entanto, poucos estudos
avaliaram os possiveis efeitos hormonais. Alguns estudos in vitro e in vivo sugerem que o OMC
exerce uma atividade estrogénica, anti-androgénica, anti-progestagénica e anti-tireoidea. Mas,
0s mecanismos ainda nao foram esclarecidos. Uma questao central, permanece por esclarecer:
Estardo os seres humanos “livres” de disrupcao endocrina quando usam protetores solares que

contém o OMC?

A nivel vascular, ndo existem dados publicados relativamente aos efeitos do OMC, nem sobre o

seu possivel papel no desenvolvimento de doencas cardiovasculares e/ou tiroideas.

Neste sentido, o objetivo central deste trabalho foi o de estudar os efeitos do OMC a nivel da
contractilidade celular e arterial e analisar os possiveis mecanismos envolvidos nesses efeitos,
de forma a elucidar se o efeito do OMC pode ou nao estar associado ao desenvolvimento de

patologias cardiovasculares e/ou tiroideas.

Diferentes objetivos especificos foram definidos para atingir a correta resolucao do objetivo

central:

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

2. Analise do efeito directo do OMC em artérias umbilicais humanas (HUA) sem endotélio,
e em HUASMC;

3. Analise dos possiveis mecanismos envolvidos no efeito do OMC na HUA, principalmente

o envolvimento dos nucleotidos ciclicos e dos canais de calcio;
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3. Metodologias e Materiais

3.1 Metodologias Nao-Laboratoriais

Antes de dar inicio a componente laboratorial, realizou-se uma pesquisa de campo que permitiu
avaliar a presenca do OMC no nosso quotidiano. Para tal, foi realizado um estudo exploratorio
para diversos protetores solares. A recolha dos dados foi feita a partir da técnica - a observacao,

onde uma observacao do tipo ndo estruturada (ou assistematica) foi realizada.

3.1.1 Estudo exploratério de protetores solares

0 estudo exploratério realizado teve a duracdao de um més - correspondente ao periodo de
tempo de 15 de julho de 2016 a 15 de agosto de 2016 - e consistiu na pesquisa de 32 protetores
solares. A data de realizacao do estudo foi escolhida tendo em conta que existe uma maior
exposicao ao OMC, nos meses de verao, devido ao aumento do uso de protetores solares como

protecao individual. ¢%

Para o estudo, foram recolhidos protetores solares de varias marcas que se encontraram - neste
periodo de tempo - comercializados em hipermercados e farmacias portuguesas, de Almeirim.
De modo a perceber-se se existiriam diferencas entre os protetores para adultos e para
criancas, foram efetuadas pesquisas mais aprofundadas a protetores destinados a criancas, e
seguidamente comparados os protetores correspondentes, ou parcialmente semelhantes, da
mesma marca, para adultos. Essa comparacao foi realizada apenas para algumas marcas. Foram
ainda avaliados parametros como, quantidade e forma pela qual o protetor é vendido, fator de
protecao solar (SPF), ingrediente presente em maior quantidade, e claro, presenca/auséncia

do OMC bem como a ordem pela qual aparece na lista de ingredientes.

Todos os protetores foram escolhidos de acordo com a sua presenca nos estabelecimentos
comerciais visitados, neste periodo de tempo, sendo que toda a informacao recolhida foi
conseguida com o auxilio da Internet, mas também de folhetos publicitarios e das proprias
embalagens, presentes nos Hipermercados Pingo Doce, Continente, Parafarmacia Wells e
Farmacia Local. A informacao recolhida pela Internet, foi conseguida recorrendo aos sites das
proprias marcas dos protetores, sempre que possivel, e aos sites da Deco Proteste, Skin

Database e Farmacias Portuguesas.

Os dados obtidos encontram-se representados sob a forma de uma tabela (Tabela 4), na seccao

4.1 do capitulo “4. Resultados”.
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3.2 Metodologias Laboratoriais

O presente estudo experimental foi realizado nas instalacdes laboratoriais do Centro de
Investigacdo em Ciéncias da Salde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI). Estes
laboratérios possuem todo o equipamento necessario ao desenvolvimento das metodologias que
a seguir se encontram descritas. Para a realizacdo do projeto foram utilizados corddes
umbilicais humanos provenientes de partos que ocorreram no Centro Hospitalar da Cova da
Beira (CHCB).

3.2.1 Recolha de Cordées Umbilicais Humanos (HUC)

As amostras de corddao umbilical - necessarios a realizacdo deste estudo - apresentavam um
tamanho de 3-7 cm e provinham de partos efetuados via vaginal, de gravidas desprovidas de
patologias ou de gravidas com hipotiroidismo. Gravidas que fizessem medicacdes para além do
acido félico durante as primeiras 21 semanas de gestacdo e de suplementos de ferro durante
todo o periodo gestativo, foram excluidas deste estudo. Os corddes umbilicais foram cortados
a partir da metade proximal ao recém-nascido (20 cm) e recolhidos no intervalo de tempo
inferior a 10 minutos, apods a realizacdo do parto. Todos as amostras de cordao foram obtidas
de partos que ocorreram entre as 37 e as 42 semanas (partos termo), com o consentimento

informado das maes doadoras.

As amostras de cordao foram colocadas numa solucéo salina fisiologica estéril (PSS; composicao,
mM: NaCl 110; CaCl, 0.15; KCl 5; MgCl, 2; HEPES 10; NaHCO; 10; KH,PO, 0.5; NaH,PO, 0.5;
Glucose 10; EDTA 0.49) e mantidas por 4-24h, a temperatura de 4°C. A solucdo de PSS foram
adicionados alguns antibidticos (penicilina (5 U/ml), estreptomicina (5 yg/ml) e anfotericina B
(12.5 ng/ml)), e algumas antiproteases (leupeptina 0.45 mg/l, benzamidina 26 mg/l, e inibidor
de tripsina 10 mg/l), de forma a evitar possiveis contaminacdes e degradacdo tecidual,

respetivamente.

Os pedacos de cordao utilizados para o estudo foram recolhidos no bloco de Obstetricia e
Ginecologia do Centro Hospitalar da Cova da Beira (CHCB). No total foram recolhidas e
utilizadas para este estudo, 20 amostras normais e 2 amostras com hipotiroidismo. Todos os
procedimentos realizados com os cordées umbilicais foram aprovados pelo Comité de ética do
"Centro Hospitalar da Cova da Beira E.P.E."” (Covilha, Portugal) e estao em conformidade com

os principios da Declaracao de Helsinquia.

3.2.2 Isolamento das Artérias Umbilicais Humanas (HUA)

Para a obtencao de culturas de células musculares lisas (SMC), o primeiro passo consiste no
isolamento das artérias umbilicais humanas (HUA). Por ser um procedimento que necessita de

uma série de condicdes de esterilidade, o mesmo foi realizado na sala das culturas primarias
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humanas, dentro de uma camara de fluxo laminar. Todo o procedimento foi realizado utilizando

materiais, solucoes e instrumentos estéreis.

Resumidamente, o cordao umbilical foi colocado numa caixa de Petri, contendo cerca de 35
mL de PSS e 350 pL de antibioticos, a 4°C, e a geleia de Wharton, que envolve as artérias e a
veia umbilical, foi cuidadosamente removida por corte com uma tesoura e auxilio de uma pinca.
A parede mais espessa das artérias ao facilitar a remocao do tecido conjuntivo circundante,

permitiu um melhor e correto isolamento das mesmas.

3.2.3 Cultura de Células Musculares Lisas da Artéria
Umbilical Humana (HUASMC)

Apos o isolamento das HUA procedeu-se a extracdo de camadas vasculares de musculo liso, da
parte interior da tUnica média, conforme descrito anteriormente por Cairrdo e os seus

colaboradores, 4 para subsequente dissociacao celular e cultura.

Resumidamente, as artérias isoladas anteriormente, foram cortadas em pedacos retangulares
de 3-5 mm (anéis) usando novamente uma tesoura e uma pinca. A tdnica intima (endotélio
vascular) foi removida mecanicamente pela friccao gentil com um cotonete introduzido através
do lumen arterial, e as camadas foram extraidas usando pincas cirdrgicas. O restante tecido da
artéria, contendo porcoes de adventicia e algumas porcoes estreitamente associadas a camada
média, foi descartado. De seguida, as camadas da tUnica média extraidas foram lavadas 4
vezes, utilizando 3 mL de PSS e 30 pL de antibioticos em cada lavagem. Posteriormente as
camadas foram transferidas o mais esticadas possivel, para frascos de cultura T25 previamente
revestidos com colagénio (20 pg/cm?). Os frascos foram colocados a 37° C numa atmosfera de
ar de 95% e 5% de CO,, onde cerca de 15 minutos depois de permanecerem nestas condicdes,
adicionou-se 2 ml de meio de cultura completo (MCC). 24 horas depois, apds as camadas ja
estarem estabilizadas, foram adicionados mais 2 ml de MCC. A cada 2/3 dias, o meio de cultura
foi mudado, até se conseguirem obter culturas primarias confluentes. Estas foram obtidas,
geralmente, entre 20-30 dias e quando as células apresentaram uma confluéncia entre 90-95%
na superficie do frasco de cultura, foram sujeitas a sucessivas tripsinizacdes. Subculturas destas
células foram obtidas até o maximo de 6 passagens. As células das diferentes passagens foram

usadas para realizar as experiéncias de Planar Cell Surface Area (PCSA).

3.2.5 Estudos de contractilidade arterial usando a técnica

de Banho de Orgdos

Estudos de reatividade vascular em artérias do cordao umbilical foram realizados num sistema

experimental in vitro, designado de banho de 6rgaos (organ chamber). Esta é uma técnica que
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envolve a realizacdao de dois procedimentos prévios: o isolamento das artérias umbilicais

humanas (HUA) e a remocao do endotélio vascular das mesmas.

0 isolamento das HUA (para esta técnica) é realizado no nosso laboratorio, pois ndo
necessita de condicdes de esterilidade. Semelhantemente ao que se faz na realizacao de
culturas de HUASMC, o cordao umbilical é colocado numa caixa de Petri, contendo PSS, a 4°C,
e a geleia de Wharton, que envolve as artérias e a veia umbilical, é cuidadosamente removida
por corte com uma tesoura e auxilio de uma pinca. A parede mais espessa das artérias ao
facilitar a remocao do tecido conjuntivo circundante, permite um melhor e correto isolamento
das mesmas. As artérias isoladas sdao colocadas em 10 mL de PSS, a temperatura de 0-4°C, para

3-12 horas depois proceder-se ao passo seguinte: a remocao do endotélio vascular.

As artérias isoladas anteriormente, sdo entao cortadas em pedacos retangulares de 3-5
mm (anéis) usando novamente uma tesoura e uma pinga. A tlnica intima (endotélio vascular)
€ removida mecanicamente pela friccao gentil com uma linha de algodao introduzida através
do lumen arterial. Os anéis sdao colocados em 10 mL de meio DMEM-F12 (Dulbecco’s modified
Eagle medium), a temperatura de 0-4°C, onde permanecem durante 24h, para serem

posteriormente utilizados.

Passadas as 24h, os anéis das HUA sao colocados no banho de o6rgaos (LE01.004, Letica) (Figura
12) contendo solucao de bicarbonato de Krebs (composicao em mM: NaCl 119, KCL 5.0, NaHCO;
25, KH,PO,4 1.2, CaCl, 0.5, MgSO, 1.2, EDTA 0.03, glucose 11) a uma temperatura de 37°C, e
continuamente em contacto com carbogénio (95% O, e 5% CO,). Os anéis sao suspensos entre
dois ganchos paralelos de ago inoxidavel e a medicao da tensao isométrica é realizada utilizando
transdutores de forca (TRI201, Panlab SA, Espanha), um amplificador (ML118/D Quad Bridge,
ADInstrumentos) e uma interface PowerLab/4SP (ML750, ADInstruments) ligada a um sistema
computorizado com o programa “PowerLab Chart5”. A tensdo isométrica medida é expressa em
gramas (g) de forca induzida pela artéria na presenca dos agentes contracteis. Para analisar os
efeitos do relaxamento, utilizou-se a percentagem de reducao na contracdo maxima induzida

por esses agentes.

Inicialmente, os anéis arteriais foram submetidos a uma pré-tensao (1,5-2,0 g) e equilibrados
durante aproximadamente 60 min, com o objetivo de se obter uma tensao de repouso
compreendida entre 1,5-2,0 g. A cada 15-20 min (correspondente aos periodos de repouso) a
solucao fisioldgica no banho de 6rgéos foi trocada. Depois disso, os anéis foram submetidos a
serotonina (5-HT; 1 yM) para testar a sua viabilidade. Anéis que induziram uma contracao menor

que 1g, quando submetidos a 5-HT, foram excluidos do estudo.
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Figura 12 - Sistema experimental in vitro - Banho de Orgaos

O primeiro objectivo deste estudo, foi conhecer os efeitos vasculares diretos do OMC na

contractilidade das HUA, desprovidas de endotélio. Para isso:

Anéis de HUA foram contraidos com serotonina (5-HT, 1 pyM), histamina (His, 10 pM) ou
cloreto de potassio (KCl, 60 mM) e, apos estabilizacao da resposta contractil induzida pelo
agente contractil, o efeito vascular do octilmetoxicinamato (OMC; 1-100 nM e 1-50 pM) nestas
contracoes foi avaliado. As diferentes concentracoes de OMC foram adicionadas de forma
crescente, e de 5 em 5 minutos, e controlos com etanol - o veiculo usado para dissolver o OMC
- foram sempre realizados. A escolha das referidas concentracoes de OMC teve como base o

trabalho anteriormente desenvolvido pelo nosso grupo de investigacao. ?

Os dados obtidos levantaram a necessidade de proceder a estudos mecanisticos, de modo a
perceber qual o mecanismo de agcao do OMC. Por essa razao, o envolvimento dos nucleotidos

ciclicos e dos canais de calcio, na vasorelaxacdo induzida pelo OMC, foi analisado:

Anéis de HUA foram contraidos utilizando trés diferentes agentes contracteis:
serotonina (5-HT; 1 pM), histamina (His; 10 yM) ou cloreto de potassio (KCl; 60 mM). Para
determinar o envolvimento de nucledtidos ciclicos e dos canais de calcio, na vasorelaxacao
induzida pelo OMC, utilizou-se o nitroprussiato de sédio (SNP, 10 pM) - um estimulador da guanil
ciclase solGvel - e a nifedipina (NIF; 1 pM) - um inibidor especifico dos LTCC. Quer o SNP quer
a NIF foram adicionados, apds estabilizacdo da resposta contractil, induzida pelos agentes
contracteis. De seguida, e apos estabilizacao da resposta induzida pelo SNP e/ou pela NIF, a
vasorelaxacao induzida pelo octilmetoxicinamato (OMC; 1-100 nM e 1-50 pM) foi analisada. As
diferentes concentracoes de OMC foram novamente adicionadas de forma crescente, e de 5 em

5 minutos, e controlos com etanol foram sempre realizados. Devido ao facto do SNP e da NIF
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serem agentes foto-degradaveis, todo o material que os envolvia foi rodeado de prata e foi

evitada a exposicao a ambientes luminosos.

Todo o procedimento anteriormente descrito foi realizado na auséncia de luz. Os dados obtidos

encontram-se na seccao 4.2 do capitulo “4. Resultados”.

3.2.6 Estudos de contractilidade das HUAMSC por PCSA

(Planar Cell Surface Area)

Estudos de contractilidade celular das HUASMC foram realizados utilizando a técnica de PCSA,

conforme descrito anteriormente por Mariana e os seus colaboradores, ('8 em 2015.

O PCSA - ou Planar Cell Surface Area - € uma técnica que permite estudar alteracdes nas areas
de superficie celular através da aquisicdo de imagens de células. Essa aquisicdo permite analisar
uma diminuicdo ou um aumento nas referidas areas, que correspondem a uma contragédo, ou a

um relaxamento celular, respetivamente. (87)

Resumidamente, as HUASMC foram plaqueadas em multiwells de 6 pocos, contendo 1mL de
meio de cultura completo em cada poco. Quando as células se encontravam em confluéncia
plena, o meio de cultura completo foi substituido por meio sem soro, ficando cada poco com 2
ml deste Gltimo meio. Posteriormente, as células foram incubadas numa atmosfera de 95% de
ar e 5% de oxigénio, durante 24h. Passado esse periodo de tempo, as células foram tripsinizadas
e plaqueadas (500uL) em caixas de Petri especificas previamente revestidas com colagénio (5
mg/cm?). Na sua base, essas caixas continham um vidro especifico para a fluorescéncia.
Realizada a tripsinizacao e plaqueamento, as caixas foram novamente colocadas na incubadora,
sob as mesmas condicdes de incubacao anteriormente referidas, onde permaneceram durante
2 horas. Apos este periodo de incubacao, o meio sem soro onde as células foram deixadas foi
removido, e foram realizadas 4 lavagens com PBS (500 pL), sendo que a dltima lavagem

manteve-se como meio para levar as células até ao ensaio microscopico.
Todos os passos a partir daqui foram realizados na auséncia de luz.

As células foram observadas utilizando um microscépio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axio
Observer Z1, Jena, Alemanha) (Figura 13). Este é um microscépio totalmente motorizado,
equipado com uma camara digital monocromatica de alta velocidade Axio Cam Hsm (Zeiss,
Jena, Alemanha) que possui um sistema de incubacdo incorporado, capaz de controlar a

temperatura - um fator determinante para a manutencao da viabilidade celular.
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Figura 13 - Microscopio invertido de fluorescéncia da marca Zeiss Axio Observer Z1.

O objectivo desta parte do trabalho consistiu em conhecer os efeitos vasculares diretos do OMC
na contractilidade das células musculares lisas de HUA (HUASMC), apo6s contracdao com
serotonina (5-HT; 1uM) e histamina (His; 10 pM).

As HUASMC foram inicialmente observadas ao microscopio. Apds a primeira observacao
das células tirou-se uma fotografia (foto 0) que serviu de controlo, e adicionou-se 5 pL do
agente contractil (5-HT 1pM; His 10 pM). Passados 20 minutos, tirou-se uma segunda fotografia.
Este tempo de espera (~20 minutos) é o tempo necessario para se obter uma resposta maxima
na qual a fase platd do efeito é conseguida. Apds esses 20 minutos e tirada a 22 fotografia,
adicionou-se 5 pL do octilmetoxicinamato (OMC; 50 pyM). Passados novamente 20 minutos, foi
tirada a Gltima fotografia, que revelava o efeito que o OMC tinha sobre a pré-contracao celular.
A escolha da referida concentracdo de OMC foi baseada nos dados obtidos pelo banho de d6rgaos,
no qual o relaxamento maximo a nivel arterial foi conseguido para uma concentracao de 50 pM
de OMC.

A anadlise e o tratamento das imagens foram posteriormente realizados num computador (HP
2800 Workstation) usando o suplemento Automatic measurement programs do programa
Axionvision 4.8 software (Zeiss, Jena, Alemanha). Conseguiu-se deste modo medir a diferenca
de areas das células apos a adicao do agente contractil e do OMC, e assim analisar o efeito do
OMC na contractilidade das HUASMC.

Os dados obtidos encontram-se na seccao 4.3 do capitulo “4. Resultados”.
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3.2.8 Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em funcao da média + erro padrao (S.E.M.) de n células, nas
experiéncias de PCSA, ou n anéis, nas experiéncias de Banho de Orgdos. A andlise estatistica
dos mesmos foi conseguida com auxilio do programa estatistico SigmaStat Statistical Analysis
System, versao 3.5 (2006) e o design grafico foi realizado com o Software Origin 8.5.1. A
significancia estatistica entre dois grupos foi conseguida a partir do teste t-Student. Para
determinar as diferencas significativas entre as médias, a comparacao entre mais do que dois
grupos foi analisada segundo o método one-way ANOVA com teste post hoc Tukey. Foram
consideradas diferencas significativas, quando os niveis de probabilidade foram inferiores a 5%
(P<0,05).
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3.3 Solucbes e Materiais

3.3.1 Solugdes

Para a realizacao desta investigacao foram utilizadas diversas solucdes. Na Tabela 2 estao

mencionadas as varias solucoes utilizadas, e descriminadas as suas respetivas composicoes.

Tabela 2 - Solucobes utilizadas no decorrer desta investigacao, e respetivas composicoes.

Solugao sterile

physiological saline (PSS) ou solucédo

salina fisiologica estéril diluido

Solucdo antibiético-antimicotico
(SAA)

Solugao de Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/F12 (DMEM-F12)

Meio de cultura completo (MCC)

Meio de cultura 20% soro

Meio de cultura sem soro

Solucdo phosphate buffered saline
(PBS) ou solucao fosfato-salino
diluido
Solucdo de Tripsina - EDTA

Krebs Basico Concentrado

Krebs diluido

Krebs despolarizante (KCl 60 mM)

Composicao

NaCl 110 mM; CaCl; 0.16 mM; KCL 5 mM; MgCl, 2 mM; HEPES
10 mM; NaHCO; 10 mM; KH,PO4 0.5 mM; NaH;PO4 0.5 mM;
Glicose 10 mM e EDTA 0.5 mM (pH=7.4)

Mistura de penicilina (10000 U); estreptomicina (10 mg) e
anfotericina (25 mg)

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

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino (FBS-5%);
Albumina de soro bovino (BSA-0.5%); fator de crescimento
epidérmico (EGF,5ug/ml); fator de crescimento fibroblastico
(FGF,0.5ng/ml); heparina (2pg/ml), insulina (5ug/ml) e
solucdo antibiotico- antimicético (SAA) (pH=7.4)

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino (FBS-20%);
albumina de soro bovino (BSA-0.5%) e solucao antibidtico-
antimicético (SAA) (pH=7.4)

DMEM-F12; Albumina de soro (BSA-0.5%) (pH=7.4)

1,37 M NaCl; 27 mM KCl; 100 mM Na;HPO4e 20 mM KH;PO4
(pH=7.4)

0.5 g de tripsina de porco e 0.2 g de EDTA

KCl 5.0 mM; EDTA 0.03 mM; MgS04-7H;0 1.2 mM; KH,PO4 1.2
mM e acido L-ascorbico 0.6 mM

Krebs Basico Concentrado; CaCl, 0.5 mM; NaCl 119 mM;
NaHCO3 25 mM e glicose 11 mM (pH=7.4)

Krebs Basico Concentrado; CaCl; 0.5 mM; NaCl 64 mM; KCl
60.0 mM; NaHCO3 25 mM e glicose 11 mM (pH=7.4)
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3.3.2 Quimicos

Para a realizacdo desta investigacao foram utilizados diversos compostos quimicos (farmacos)
e drogas, nomeadamente o octilmetoxicinamato (OMC), a serotonina (5-HT), a histamina (His),
o nitroprussiato de sddio (SNP), a nifedipina (Nif) e o etanol (EtOH). Todos eles foram adquiridos

por Sigma-Aldrich Quimica (Sintra, Portugal).

Inicialmente a serotonina, a histamina e o SNP foram dissolvidos em agua destilada, enquanto
o OMC e a Nif foram dissolvidos em etanol. Para as diversas metodologias realizadas foi
necessario preparar diluicoes de OMC e EtOH. Nos estudos de contractilidade arterial as
diluicdes foram realizadas em Krebs diluido, enquanto nos estudos de contractilidade celular
as diluicoes foram em meio sem soro. Todas as diluicdes necessarias foram sempre realizadas
no proprio dia da experiéncia, e respeitando todas as normais laboratoriais necessarias para o
efeito. De modo a nao influenciar os resultados, a concentracao final de EtOH nunca excedeu
os 0,1%.

3.3.3 Materiais

Para a realizacao desta investigacao foram utilizados diversos equipamentos e materiais. Na

Tabela 3 apenas estao descritos os que foram mais relevantes.
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Tabela 3 - Materiais/Equipamentos utilizadas no decorrer desta investigacao.

Isolamento e Cultura de HUASMC

Marca

Material Cirdrgico Especifico Tekno; FST; Dumostar; Stainless
Frascos de Cultura e Multiwells (6 pocos) Orange Scientific

Material Especifico de Laboratorio

Sistema de Incubacao Pecon

Camara de Fluxo Laminar NuAire

Banho de Orgdos

Marca

Material Cirargico Especifico Tekno; FST; Dumostar; Stainless

Material Especifico de Laboratorio

Camara de Banho de Orgaos Letica
Transdutor de forca PanLab
Amplificador ADInstruments
Interface PowerlLab/4SP ADInstruments
Software especifico do banho de 6rgaos ADInstruments

PCSA

Material Especifico de Laboratorio

Caixas dg Pgtn Especificas para o Microscopio de Sarstedt
Fluorescéncia

Microscopio de Fluorescéncia Zeiss Axio Observer Z1

Software Especifico do Microscopio de

Fluorescancia Axio Vision program 4.8

Preparacao de Solucoes

Marca

Balanca Digital Sartorius

Medidor de pH Metrohm

5
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4. Resultados

4.1 Estudo exploratério: presenca do OMC em protectores solares

A Tabela 4 ilustra os dados obtidos no estudo exploratorio realizado a protetores solares.

Tabela 4 - Estudo exploratorio de protetores solares, realizado no periodo de 15 julho - 15 agosto 2016.

- Ordem pela
Data Uil ;:rr]gs::glznetr: Contneamst?aOMC tjeel o ERE
. Fabricado em Destinado a sob a SPF Quantidade . s aparece na
Pesquisa maior constituicao? X
forma de " R = lista de
quantidade (Sim/Nao) . .
ingredientes
15 julho Kids ,
1 ] Moisturising Sun Alemanha Nivea Criancas Locao 50+ 200 ml Agua Nao
de 2016 .
Lotion
Protect &
16 julho Moisture ; = ( . o
2 de 2016 Moisturising Sun Alemanha Nivea Adultos Locao 50+ 200 ml Agua Sim 14
Lotion
17 julho ks {
3 de 12016 Moisturising Sun Alemanha Nivea Criancas Spray 50+ 200 ml Agua Nao
Spray
Protect &
4 18 julho Moisture Alemanha Nivea Adultos Spray 50+ 200 ml Agua Sim 15°
de 2016 Moisturising Sun
Spray
Spray
19 julho Hidratante . . : . o
5 de 2016 Criancas 50 150 Franca Corine de Farme Criancas Spray 50 150 ml Agua Sim 6
ml
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Spray Protetor

6 20 jutho Criancas 50+ Franca Corine de Farme Criancas Spray 50+ 150 ml Agua Sim 5°
de 2016 150 ml
21 iulho Spray Protetor .
7 ] Peles Sensiveis Franca Corine de Farme Adultos Spray 50+ 150 ml Agua Sim 4°
de 2016 ;
150 ml
Leite
22 julho Hidratante . . ‘ . o
8 de 2016 Protetor SPF 50 Franca Corine de Farme Adultos Leite 50 300 ml Agua Sim 5
300 ml
. Healthy Skin® q
9 2 e Anti-Wrinkle Noruega Neutrogena Adultos Creme 15 40 ml OMC Sim 1. e,
de 2016 Ativos - 6%)
Cream SPF 15
24 julho Healthy Skin® 1° (Ingr
10 Face Sunscreen Noruega Neutrogena Adultos Creme 15 73 ml OMC Sim . -
de 2016 SPF 15 ativos -7,5%)
Sensitive
. Advanced .
11 28 e Protection Franca Gy Ambre Adultos Locao 50 50 ml Agua Nao
de 2016 . Solaire
Lotion SPF50
50ml
Kids Sensitive
: Advanced ;
12 26 julho Protection Franca L] Ambre Criancas Locao 50 200 ml Agua Nao
de 2016 . K Solaire K ’
Lotion SPF50
200ml
27 julho Kids Sun Milk Garnier Ambre . . . -
13 de 2016 SPF 50+ 200ml Franca Solaire Criancas Leite 50+ 200 ml Agua Nao
28 julho Sun Milk SPF 30 Garnier Ambre . ‘ -
14 de 2016 200ml Franca Solaire Adultos Leite 30 200 ml Agua Nao
. 5 Avene
15 29 Jalig Avene S Franca Eau Thermale Avene Criancas Spray 50+ 200 ml Thermal Nao
de 2016 Crianca SPF 50+ .
Spring Water
30 julho Avéne Spray . Avene
16 Franca Eau Thermale Avene Adultos Spray 50+ 200 ml Thermal Nao
de 2016 SPF 50+ .
Spring Water
Eau Thermale
31 julho Avéne Moderate 5 2° (Ingr.ativos
17 Protection Franca Eau Thermale Avene Adultos Spray 20 200 ml Octocrileno Sim y
de 2016 -7,5%)
Broad Spectrum
SPF20
1 agosto Bariésun Spray - . . o
18 de 2016 SPF 50+ Franca Uriage Adultos Spray 50+ 200 ml Agua Sim 3
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2 agosto Bariésun Spray . . ( . o
19 de 2016 Enfants SPF 50+ Franca Uriage Criancas Spray 50+ 200 ml Agua Sim 3
3 agosto Bariésun Lait - . . . -
20 de 2016 Enfants SPF50+ Franca Uriage Criancas Leite 50+ 100 ml Agua Nao
Vichy Idéal
4 agosto Soleil Spray . . . : =
21 de 2016 Suave Criancas Franca Vichy Laboratoires Criancas Spray 50+ 200 ml Agua Nao
50+
Vichy ProEVEN o
22 > agosto Mineral BB Franca Vichy Laboratoires Adultos Creme 20 40 ml OMC Sim 1. (Ingr;
de 2016 C ativos -5%)
ream
Photoderm
23 o ey MAX Bruma Franca Bioderma Adgltos € Aerosol 50+ 150 ml Alacingl Sim 5°
de 2016 SPF50+ ; Criangas Denat
7 agosto Photoderm . C12-15 Alkyl . o
24 de 2016 BRONZ Bruma Franca Bioderma Adultos Spray 50 200 ml Benzoate Sim 5
ANTHELIOS XL
8 agosto SPF 50+ La Roche-Posay
25 de 2016 ULTRA-LIGHT Franca LABORATOIRE Adultos Spray 50+ 200 ml Ecamsule Nao
DERMATOLOGIQUE
SPRAY
ANTHELIOS
9 agosto DERMO- La Roche-Posay Octvl
26 deg201 . PEDIATRICS Franca LABORATOIRE Criancas Spray 50+ 200 ml Salic ‘l’ate Nao
SPF 50+ DERMATOLOGIQUE y
SPRAY
10 agosto UVIDEA XL La Roche-Posay
27 de %0 16 SPF 30 Franca LABORATOIRE Adultos Locao 30 40 ml OMC Sim 1°
EXTREME FLUID DERMATOLOGIQUE
12 agosto Eucerin Sun . . . o
28 de 2016 Spray SPF 50+ Alemanha Eucerin Adultos Spray 50+ 200 ml Agua Sim 17
11 agosto Episol infantil - . = Octyl . 2° (Ingr.ativos
29 de 2016 SPF30 Alemanha Eucerim Criancas Locao 30 120 ml salicylate Sim -7.5%)
13 agosto Eucerin Kids )
30 g Sun Spray SPF Alemanha Eucerin Criancas Spray 50+ 200 ml Agua Nao
de 2016 50+
Fusion Fluid
14 agosto Mineral Baby . - ‘ -
31 de 2016 Pediatrics SPF Espanha ISDIN Criancas Locao 50+ 50 ml Agua Nao
50+
15 agosto Fusion Fluid = . -
32 de 2016 FPS 50+ Espanha ISDIN Adultos Locao 50+ 50 ml Agua Nao
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Em relacao aos dados observados na Tabela 4, é possivel verificar que a grande maioria dos
protetores analisados sdo de origem francesa (n=21) ou alema (n=7). Verifica-se também a
presenca também de protetores da Noruega (n=2) e Espanha (n=2). Relativamente as marcas
dos protetores observa-se a presenca, na tabela 4, de 11 marcas distintas: Nivea, Corine de
Farme, Neutrogena, Garnier Ambre Solaire; Eau Thermale Avéne, Uriage, Vichy Laboratoires,
Bioderma; La Roche-Posay LABORATOIRE DERMATOLOGIQUE, Eucerin e ISDIN. Cada marca
encontra-se representada por 4 protetores solares (Nivea, Corine de Farme e Garnier Ambre
Solaire), 3 protetores solares (Eau Thermale Avene, Uriage, La Roche-Posay LABORATOIRE
DERMATOLOGIQUE e Eucerim) ou apenas 2 protetores solares (Neutrogena, Vichy Laboratoires,
Bioderma e ISDIN). De referir que todas as marcas apresentam uma comparacao entre
protetores para criancas versus protetores para adultos, com excecao da marca Neutrogena

que apenas se apresenta representada com 2 protetores solares destinados a adultos.

Na tabela encontram-se ainda outros parametros a ter em conta: a quem se destina o protetor;
forma pela qual o protetor é vendido, o fator de protecado solar (abreviado por SPF) e a
quantidade. Comparando os 32 protetores presentes na tabela observamos que 14 se destinam
a criancas e 17 se destinam a adultos. Apenas um protetor referido na tabela (n°23) é destinado
simultaneamente a criancas e adultos. Relativamente a forma pela qual é vendida, observa-se
que a maioria dos protetores é vendida sob a forma de spray (n=16) e locdao (n=8). Também se
encontram protetores sob a forma de creme e leite (n=3 e n=4, respetivamente) e uma pequena
minoria sob a forma de aerossol (n=1). Quanto ao SPF observa-se que a grande maioria dos
protetores apresenta um SPF de 50 ou 50+, num total de 25 protetores. Observam-se ainda
protetores com SPF 30 (n=3), 20 (n=2) e 15 (n=2). Ja no que diz respeito a quantidade, observa-
se que a maioria dos protetores se apresenta com quantidades de 200 ml (n=18) ou 150 ml
(n=4). Uma minoria encontra-se com quantidades de 300 ml (n=1), 120 ml (n=1) 100 ml (n=1),
73 ml (n=1), 50 ml (n=3) e 40 ml (n=3). Se observarmos agora a coluna respeitante ao
“ingrediente presente em maior quantidade” é notorio que a agua se destaca, num total de 20
protetores. Observam-se ainda protetores cujos ingredientes mais predominantes sao outros,
que nao a agua: Avene Thermal Spring Water (n°s 15 e 16), Octocrileno (n° 17), Alcohol Denat
(n° 23), C12-15 Alkyl Benzoate (n° 24), Ecamsule (n° 25), Octyl Salicylate (n°s 26 e 29) e OMC
(n°s 9,10, 22 e 27).

Focando agora em duas colunas importantes da tabela, a que indica a presenca/auséncia do
OMC e a da ordem pela qual aparece na lista de ingredientes, observa-se que o OMC esta
presente em 17 protetores, dando um total de outros 15 protetores solares sem o OMC na sua
constituicdo. Dos 17 protetores que contém o OMC, este aparece na lista de ingredientes na
sua maioria em 1° ou 5° lugar (n=4, cada). Também se pode encontrar o OMC na lista de

ingredientes, em 2° (n=2), 3° (n=2) ou 4°, 6°, 14°, 15° e 17° lugares (n=1, cada).

Fazendo uma analise mais detalhada, observa-se que para as marcas:
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= Nivea: 2/4 protetores solares contém o OMC na sua constituicdo em 14°/15° lugar,
sendo que esses dois protetores sdo destinados a adultos. Os protetores Nivea
destinados a criancas nao contém o OMC;

= Corine de Farme: verifica-se que todos os 4 protetores apresentam o OMC, em 4°,5° ou

6° lugar, inclusive os protetores destinados a criancas;
»= Neutrogena: a situacao anterior repete-se, observando-se o OMC (em 1° lugar) em todos
os dois protetores solares desta marca, destinados a adultos;

= Garnier Ambre Solaire: contrariamente as duas marcas anteriores, nao se observa a

presenca do OMC em nenhum dos 4 protetores referidos, quer para adultos ou criancas.

= Eau Thermale Avene: o protetor solar para crianca nao continha o OMC, e apenas 1 de

2 protetores destinados a adultos continha o OMC, em 2° lugar. De notar que
contrariamente aos outros dois protetores desta marca, o protetor que continha o OMC
nao apresentava a “Avene Thermal Spring Water” como ingrediente maioritario, mas
sim o octocrileno;

= Uriage: observa-se que, contrariamente a marca anterior, sao os protetores destinados
a criancas que contém o OMC na sua constituicdo, e nao os protetores destinados a
adultos. Em ambos os protetores destinados a criancas, o OMC apresenta-se em 3° lugar
na lista de ingredientes;

»= Vichy Laboratoires: volta a observar-se a presenca do OMC apenas para o protetor

destinado a adultos.
» Bioderma: observa-se a presenca do OMC nos dois protetores, em 5° lugar.
= La Roche-Posay LABORATOIRE DERMATOLOGIQUE: volta a observar-se o mesmo que

para a marca “Eau Thermale Avéne”, onde o protector para criancas ndao contém o

OMC, e ¥ destinados a adultos ja contém o OMC, e em 1° Lugar. Esta marca contitui
assim, juntamente com as marcas “Neutrogena” e “Vichy Laboratorires”, as trés Unicas
marcas (presentes na tabela) a conter o OMC como o ingrediente mais predominante.

= Eucerin: aqui, curiosamente, o OMC estava presente no protector para adultos, e
demonstrou estar presente apenas num, de dois, protectores para criancas. Contudo,
encontrava-se representado como o 2° ingrediente mais predominante.

= ISDIN: Nao se observou o OMC em nenhum dos protectores.

Todos estes resultados tomados em conjunto, apesar de representados numa pequena escala,

demonstram a grande presenca do octilmetoxicinamato no nosso dia-a-dia.

Terminada a componente nao-laboratorial, demos inicio ao trabalho no laboratério.
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4.2 Estudos de contractilidade arterial

Os estudos de contractilidade arterial de artérias umbilicais humanas (HUA) foram realizados
utilizando a técnica de Banho de Orgaos.

4.2.1 Efeitos vasculares diretos do OMC na contractilidade

das HUA induzida pela serotonina (5-HT)

Anéis vasculares de artérias umbilicais humanas (HUA) foram contraidos por serotonina (5-HT,
1 UM) e contracdes estaveis foram atingidas apo6s 5-10 minutos (1633 = 191 mg, n=9). O efeito
vascular do octilmetoxicinamato (OMC, 1-100 nM e 1-50 pM) sobre esta contracao foi analisado.

0 grafico 1 resume os resultados obtidos nas experiéncias realizadas.
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Grafico 1 - Efeito do OMC (1-100 nM e 1-50 PM) sobre as contragdes induzidas por serotonina (5-HT, 1uM)
em HUA. Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre a contraccao provocada pela
5-HT. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de
anéis (n) indicado entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student,
onde * P <0,05 versus o controlo e pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey, onde # P <0,05
versus concentracdes de OMC.

Conforme evidenciado no grafico 1, diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas entre o grupo de controlo (EtOH) e o grupo de teste (OMC), para as concentracoes
de OMC de 100 nM e 50 pM (p <0,05, teste t-student). O OMC provocou um efeito vasorelaxante
para as concentracées 100 nM, 10 e 50 pM (p <0,05, one-way ANOVA com teste post hoc Tukey),
sendo a concentracao de OMC 50 pM aquela onde foi verificado um maior relaxamento vascular
(16,13 + 4,47%).
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4.2.2 Efeitos vasculares diretos do OMC na contractilidade
das HUA induzida pela histamina (His)

Anéis vasculares de artérias umbilicais humanas (HUA) foram contraidos por histamina (His, 10
UM) e contracdes estaveis foram atingidas apos 5-10 minutos (878 + 137 mg, n=8). O efeito
vascular do octilmetoxicinamato (OMC (1-100 nM e 1-50 pM) sobre esta contracao foi analisado.

0 grafico 2 resume os resultados obtidos nas experiéncias realizadas.
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Grafico 2 - Efeito do OMC (1-100 nM e 1-50 pM) sobre as contracdes induzidas por histamina (His, 10uM)
em HUA. Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre a contraccao provocada pela
His. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de anéis
(n) indicado entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde

* P <0,05 versus o controlo e pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey, onde # P <0,05 versus
concentracoes de OMC.

Conforme evidenciado no grafico 2, diferencas estatisticamente significativas foram
encontradas entre o grupo de controlo (EtOH) e o OMC 50 pM (p <0,05, teste t-student). O OMC
de 100 nM, 10 e 50 pM provocou um efeito vasorelaxante (p <0,05, one-way ANOVA com teste

post hoc Tukey), sendo a concentracao de OMC 50 pM aquela onde foi verificado um maior

relaxamento vascular (11,56 + 2,12%).

4.2.3 Efeitos vasculares diretos do OMC na contractilidade
das HUA induzida pelo cloreto de potassio (KCl)

Anéis vasculares de artérias umbilicais humanas (HUA) foram contraidos por cloreto de potassio
(KCl, 60 mM) e contracdes estaveis foram atingidas apos 5-10 minutos (1724 = 277 mg, n=7). O
efeito vascular do octilmetoxicinamato (OMC (1-100 nM e 1-50 pM) sobre esta contracao foi

analisado. O grafico 3 resume os resultados obtidos das varias experiéncias realizadas.
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Grafico 3 - Efeito do OMC (1-100 nM e 1-50 pM) sobre as contracdes induzidas pelo cloreto de potassio
(KCl, 60mM) em HUA. Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre a contracao
provocada pelo KCl. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do
numero de anéis (n) indicado entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste
t-student, onde * P <0,05 versus o controlo e pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey, onde
# P <0,05 versus concentracées de OMC.

Conforme podemos observar no grafico 3, o grupo de controlo (EtOH) foi significativamente
diferente do OMC de 10 pM e 50 pM (p <0,05, teste t-student). Verifica-se, deste modo, que
apenas estas duas concentracdes induzem relaxamento vascular significativo. O efeito
vasorelaxante do OMC para a concentracao 50 pM (20,18 + 5,04%) foi significativamente
diferente do efeito das demais concentracées (p <0,05, one-way ANOVA com teste post hoc
Tukey).

4.2.4 Comparacao do vasorelaxamento entre os trés

agentes contracteis

Os dados obtidos (mostrados anteriormente) evidenciam que o OMC foi capaz de induzir um
efeito vasorelaxante em HUA, quando estas se encontravam previamente contraidas por
diferentes agentes contracteis, a serotonina (5-HT, 1pM), a histamina (His, 10 uM) e o cloreto
de potassio (KCl, 60 mM). O relaxamento maximo foi conseguido a uma concentracdo de 50uM
de OMC, para os trés agentes contracteis. A Tabela 5 resume os valores correspondentes as
médias das respostas maximas induzida pelo OMC, em percentagem (%), sobre a contracao

induzida pelos varios agentes contracteis.
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Tabela 5 - Respostas maximas induzidas pelo OMC (50uM), expressas em percentagem (%), sobre as
contracoes induzidas por serotonina (5-HT), histamina (His) e cloreto de potassio (KCl). Os dados estao
expressos como média + erro padrao da média (SEM), do nimero (n) de anéis indicado entre paréntesis.
A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA.

Agente Contractil OMC (50uM)
Serotonina (5-HT, 1uM) 16,13 + 4,47% (9)
Histamina (His, 10 pM) 11,56 £ 2,12% (8)

Cloreto de Potassio (KCl, 60 mM) 20,18 + 5,04% (7)

Conforme evidenciado na Tabela 5, os dados de relaxacao obtidos foram similares para os trés
agentes contracteis, apesar de todos eles partilharem modos de atuacao diferentes (p >0,05,
teste one-way ANOVA).

Em suma, os dados obtidos evidenciam que o OMC induz um vasorelaxamento em artérias
contraidas por 5-HT, His e KCl, e sugerem que esse efeito relaxante pode ocorrer por uma via
de sinalizacdo que é, de algum modo, partilhada pelos trés agentes contracteis. Estes dados
levantam a necessidade de proceder a estudos mecanisticos, de modo a perceber qual o

mecanismo de acao do OMC.

4.2.5 Anadlise do envolvimento dos nucleoétidos ciclicos na

vasorelaxacao induzida pelo OMC

Anéis vasculares de artérias umbilicais humanas (HUA), foram contraidos utilizando trés agentes
contracteis: serotonina (5-HT; 1 pM), histamina (His; 10 upM) e cloreto de potassio (KCl; 60 mM).
De forma a analisar o envolvimento dos nucleotidos ciclicos, na vasorelaxacao induzida pelo
OMC, utilizou-se o nitroprussiato de sddio (SNP), um estimulador da guanil ciclase soluvel. De
seguida, a vasorelaxacao induzida pelo OMC (1-100 nM e 1-50 pM) foi analisada. Procedimentos
de controlo com etanol (EtOH) - o veiculo usado para dissolver inicialmente o OMC - foram
sempre realizados. Os graficos 4, 5 e 6 resumem os resultados obtidos das varias experiéncias

realizadas, para a 5-HT, His e KCl, respetivamente.
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Grafico 4 - Efeitos do nitroprussiato de sodio (SNP, 10 pM) sobre o efeito vasorelaxante do
octilmetoxicinamato (OMC, 1-100 nM e 1-50 pM) em anéis de HUA contraidos com serotonina (5-HT, 1 uM).
Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre artérias contraidas pela 5-HT. As barras
representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nUmero de anéis (n) indicado
entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com testes
post hoc Tukey, onde * P< 0,05 SNP+EtOH versus SNP+OMC e # P <0,05 OMC versus SNP+OMC.
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Grafico 5 - Efeitos do nitroprussiato de sodio (SNP, 1 pM) sobre o efeito vasorelaxante do
octilmetoxicinamato (OMC, 1-100 nM e 1-50 uM), em anéis de HUA contraidos com histamina (His, 10 pM).
Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre artérias contraidas pela His. As barras
representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do niUmero de anéis (n) indicado
entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA, onde * P<
0,05 SNP+EtOH versus SNP+OMC e # P <0,05 OMC versus SNP+OMC.
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Grafico 6 - Efeitos do nitroprussiato de sodio (SNP, 10 pM) sobre o efeito vasorelaxante do
octilmetoxicinamato (OMC, 1-100 nM e 1-50 pM), em anéis de HUA contraidos com cloreto de potassio
(KCL, 60 mM). Os dados foram expressos em percentagem (%) de relaxagao sobre artérias contraidas pelo
KCL. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de
anéis (n) indicado entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way
ANOVA com teste post hoc Tukey, onde * P< 0,05 SNP+EtOH versus SNP+OMC e # P <0,05 OMC versus
SNP+OMC.

Conforme evidenciado nos graficos 4, 5 e 6 (referentes a 5-HT, His e KCl respetivamente),
diferencas estatisticamente significativas foram encontradas entre os grupos OMC e SNP+OMC,
para todas as concentracoes de OMC utilizadas (p <0,05). Pelo contrario, o efeito do SNP e o do
SNP+OMC foram similares (p> 0,05).

Em suma, os dados obtidos referentes ao envolvimento dos nucledtidos ciclicos na
vasorelaxacao induzida pelo OMC, demonstraram que o efeito do SNP mais OMC é semelhante

ao efeito do SNP sozinho, para todos os agentes contrateis utilizados (5-HT, His e KCl).

4.2.6 Analise do envolvimento dos canais de calcio na

vasorelaxacao induzida pelo OMC

Anéis vasculares de artérias umbilicais humanas (HUA), foram contraidos utilizando trés agentes
contracteis: serotonina (5-HT; 1 pM), histamina (His; 10 uM) e cloreto de potassio (KCl; 60 mM).
De forma a analisar o envolvimento dos canais de calcio, na vasorelaxacao induzida pelo OMC,
utilizou-se a nifedipina (Nif), um inibidor especifico dos canais de calcio do tipo L (LTCC). De
seguida, a vasorelaxacao induzida pelo OMC (1-100 nM e 1-50 pM) foi analisada. Procedimentos
de controlo com etanol (EtOH) - o veiculo usado para dissolver inicialmente o OMC - foram
sempre realizados. Os graficos 7, 8 e 9 resumem os resultados obtidos das varias experiéncias

realizadas, para a 5-HT, His e KCl, respetivamente.
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Grafico 7 - Efeitos da nifedipina (Nif, 1 pM) sobre o efeito vasorelaxante do octilmetoxicinamato (OMC, 1-
100 nM e 1-50 pM), em anéis de HUA contraidos com serotonina (5-HT, 1 yM). Os dados foram expressos
em percentagem (%) de relaxacao sobre artérias contraidas pela 5-HT. As barras representam a média e
as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de anéis (n) indicado entre paréntesis em
cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com testes post hoc Tukey, onde
* P< 0,05 Nif+EtOH versus Nif+OMC e # P <0,05 OMC versus Nif+OMC.
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Grafico 8 - Efeitos da nifedipina (Nif, 1 UM) sobre o efeito vasorelaxante do octilmetoxicinamato (OMC, 1-
100 nM e 1-50 pM), em anéis de HUA contraidos com histamina (His, 10 pM). Os dados foram expressos em
percentagem (%) de relaxacdo sobre artérias contraidas pela His. As barras representam a média e as
linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de anéis (n) indicado entre paréntesis em cada
barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey, onde * P<
0,05 Nif+EtOH versus Nif+OMC e # P <0,05 OMC versus Nif+OMC.
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Grafico 9 - Efeitos da nifedipina (Nif, 0,1 pM) sobre o efeito vasorelaxante do octilmetoxicinamato (OMC,
1-100 nM e 1-50 pM), em anéis de HUA contraidos com cloreto de potassio (KCl, 60 mM). Os dados foram
expressos em percentagem (%) de relaxacao sobre artérias contraidas pelo KCl. As barras representam a
média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero de anéis (n) indicado entre paréntesis
em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste one-way ANOVA com teste post hoc Tukey,
onde * P< 0,05 Nif+EtOH versus Nif+OMC e # P <0,05 OMC versus Nif+OMC.

Conforme evidenciado nos graficos 7, 8 e 9 (referentes a 5-HT, His e KCl respetivamente),
diferencas estatisticamente significativas (# p <0,05) foram encontradas entre os grupos OMC
e Nif+OMC, para todas as concentracoes de OMC utilizadas. Pelo contrario, o efeito

vasorelaxante da Nif foi similar ao observado com Nif+OMC (p> 0,05).

Em suma, os dados obtidos referentes ao envolvimento dos canais de calcio na vasorelaxacéo
induzida pelo OMC, demonstraram que o efeito da Nif+OMC é semelhante ao efeito da Nif

sozinha, para todos os agentes contrateis utilizados (5-HT, His e KCl).
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4.3 Estudos de contractilidade celular

Estudos de contractilidade celular das células musculares lisas da artéria umbilical humana
(HUASMC) foram realizados utilizando a técnica de Planar Cell Surface Area (PCSA).

4.3.1 Efeitos vasculares diretos do OMC na contractilidade
das HUASMC induzida pela seronina (5-HT)

As HUASMC foram contraidas com serotonina (5-HT, 1 pM) e o efeito vascular do
octilmetoxicinamato (OMC, 50 pM) nessa contracao foi analisado. O grafico 10 resume os

resultados obtidos das varias experiéncias realizadas.
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Grafico 10 - Efeito do OMC (50pM) sobre as contracdes induzidas pela serotonina (5-HT, 1uM) em HUASMC.
Os dados foram expressos em percentagem (%) de variacao da area celular. As barras representam a média
e as linhas verticais o erro padrdao da média (SEM), do nimero de células (n) indicado entre paréntesis em
cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde * P <0,05 versus o controlo.

Conforme evidenciado no grafico 10, o OMC na concentracao de 50 pM, induziu um efeito
relaxante nas HUASMC pré-contraidas com 5-HT (36,37 + 5,16 %). O grupo de controlo nao
evidenciou um efeito relaxante. Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas

entre o grupo de controlo (EtOH) e o OMC (p <0,05, teste t-student).
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4.3.2 Efeitos vasculares diretos do OMC na contractilidade
das HUASMC induzida pela histamina (His)

As HUASMC foram também contraidas com histamina (His, 10 pM) e o efeito vascular do

octilmetoxicinamato (OMC, 50 pM) nessa contracao foi analisado. O grafico 11 resume os

resultados obtidos das varias experiéncias realizadas.
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Grafico 11 - Efeito do OMC (50uM) sobre as contracdes induzidas pela histamina (His, 10uM) em HUASMC.
Os dados foram expressos em percentagem (%) de variacao da area celular. As barras representam a média
e as linhas verticais o erro padrdo da média (SEM), do nimero de células (n) indicado entre paréntesis em
cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-student, onde * P <0,05 versus o controlo.

Conforme evidenciado no gréafico 11, o OMC na concentracao de 50 pM, induziu um efeito
relaxante nas HUASMC pré-contraidas com His (35,66 + 4,54%). O grupo de controlo nao
evidenciou um efeito relaxante. Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas
entre o grupo de controlo (EtOH) e o OMC 50 pM (p <0,05, teste t-student).

4.3.3 Comparacdo do relaxamento entre os dois agentes

contracteis

0 grafico 12 resume os resultados obtidos de varias experiéncias em que o octilmetoxicinamato
(OMC) na concentracao de 50 pM, induziu um efeito relaxante em células previamente

contraidas por serotonina (5-HT, 1uM) ou por histamina (His, 10 uM).
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Grafico 12 - Efeito relaxante do OMC (50uM) sobre as contragdes induzidas pela serotonina (5-HT, 1uM) e
pela histamina (His, 10pM) em HUASMC. Os dados foram expressos em percentagem (%) de variacao da
area celular. As barras representam a média e as linhas verticais o erro padrao da média (SEM), do nimero
de células (n) indicado entre paréntesis em cada barra. A analise estatistica foi realizada pelo teste t-
student, onde * P <0,05 contracao por 5-HT versus contracao por His.

Conforme evidenciado no grafico 12, o OMC induziu um relaxamento em HUASMC contraidas
por 5-HT (36,37 + 5,16 %) e por His (35,66 + 4,54%). Os dados de relaxacao obtidos sao similares

para ambos os agentes contracteis (p >0,05, teste t-student)

Em suma, os dados obtidos estao concordantes com os previamente obtidos no banho de 6rgaos,

onde se observou que o0 OMC induz um relaxamento vascular.
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5. Discussao Geral

O octilmetoxicinamato (OMC) é um dos filtros ultravioleta mais utilizado a nivel mundial em

produtos de cuidados pessoais, nomeadamente protetores solares (1% 27

Antes de dar inicio a componente laboratorial, realizou-se uma pesquisa de campo que permitiu
avaliar a presenca do OMC no nosso quotidiano. Para tal, foi realizado um estudo exploratorio
para diversos protetores solares. A recolha dos dados foi feita a partir da técnica - a observacao,

onde uma observacao do tipo ndo estruturada (ou assistematica) foi realizada.

Os dados obtidos na avaliacdao da presenca do OMC no nosso quotidiano mostraram que as
marcas “Corine de Farme”, “Neutrogena” e “Bioderma” sao as que apresentam maior
concentracao de OMC na sua constituicao. As marcas onde se verificou uma menor concentracao
de OMC foram a “Garnier Ambre Solaire” e a “ISDIN”. Curiosamente, verificou-se que alguns
protetores como o “Eau Thérmale Avene Moderate Protection Broad Spectrum” e o “Episol
Infantil”, apresentam também outros filtros UV como o octocrileno ou o octil salicilato,
respectivamente. Estudos recentes tém atribuido a estes filtros, também, o papel de ED. 2
212) Os nossos dados sugerem assim, que a nossa exposicao a ED pode vir acrescida, aumentando

a incidéncia e/ou prevaléncia de problemas de salde associados a perturbacao endécrina.

O primeiro objetivo estabelecido, para este projeto, foi concretizar com sucesso o isolamento

e cultura de células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMC).

Tal como ja referido no Capitulo 1, o corddao umbilical humano é uma excelente amostra para
a obtencao de células musculares lisas (SMC) humanas, as quais irdo permitir o estudo de
diferentes mecanismos celulares e das suas funcoes. Neste trabalho, o isolamento das SMC foi
realizado conforme descrito anteriormente por Cairrdao et al. (2009). ©®¥ O protocolo
estabelecido permitiu que fosse possivel obter com sucesso culturas de HUASMC sem
contaminagbes por células endoteliais e/ou fibroblastos, que em cultura expressavam o
fendtipo contractil. Tal como referido também no capitulo 1, a obtencao de culturas puras era
uma das grandes limitacdes na realizacao de culturas de SMC, mas que no presente trabalho
conseguiu ser ultrapassada. Deste modo, as SMC da HUA puderem ser usadas para os estudos

seguintes, a nivel celular, sobre o efeito do OMC em artérias umbilicais humanas.
De seguida, o passo seguinte foi determinar qual o efeito vascular direto do OMC na HUA.

Para isso, estudos de contractilidade arterial de HUA, foram realizados utilizando a técnica de
Banho de Orgaos. Inicialmente, o efeito de diferentes concentracées de OMC (1-100nM e 1-

50uM) foi analisado, apos contracdao das HUA por serotonina (5-HT, 1 yM), histamina (His, 10
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pM) e cloreto de potassio (KCl, 60 mM). Contracdes estaveis foram obtidas apds 5-10 minutos
para todos os agentes contracteis, tendo-se obtido respostas contracteis maximas para a 5-HT,
His e KCl de (1633 + 191 mg, n=9), (878 + 137 mg, n=8) e (1724 + 277 mg, n=7), respetivamente.
As contragoes provocadas pelo KCl (60mM) e pela 5-HT na HUA foram similares, estando estes
resultados de acordo com os obtidos anteriormente por Leung et al. (2006). ("2 Por outro lado,
outros estudos em HUA demonstraram que as contracoes provocadas pela 5-HT podem ser
superiores as provocadas pelo KCl (60mM) (20 contudo no nosso estudo isso ndo se verificou.
A tensao produzida pela histamina foi menor que a provocada pela 5-HT, dados que também

estdo de acordo com estudos anteriores. (149

Estes resultados podem ser explicados com base nos diferentes mecanismos implicados nos
efeitos contracteis de cada um desses agentes. No que diz respeito ao KCl, foi demonstrado
que a contracdo induzida por este agente se deve principalmente ao influxo de calcio
extracelular, como resultado da despolarizacao e abertura de canais dependentes de voltagem,
como os VOCC. (129 Relativamente a 5-HT, foi demonstrado que em HUA sem endotélio, os seus
efeitos contracteis sdo devidos a ativacdo dos recetores 5-HT,, (que acoplam a proteina G,) e
parcialmente devidos a ativacdo dos recetores 5-HT.3/5-HT;, (acoplados a proteina G;,,)
presentes no musculo liso desta artéria. A ativacao destes recetores leva a uma contracao. (%
5 O recetor 5-HT;, que esta acoplado a uma proteina Gs, e encontra-se envolvido na
vasorelaxacao independente de endotélio em varios vasos sanguineos, (%% 2'3 também foi
demonstrado estar expresso na HUA. Contudo, parece nao ter muita relevancia na regulacdo
da sua contractilidade. No caso da His, a contracdo é conseguida pela ativacdo dos recetores
H, presentes no musculo liso da HUA. Este recetor que esta interligado a uma proteina Gq ativa
a cascata de sinalizacdo PLC/IPs, levando a um aumento intracelular de Ca?', e consequente
contracdo. ("% 122,139 A expressdo do recetor H, também foi demonstrada no musculo liso da
HUA. @4 Este recetor que associado a uma proteina Gs, estimula a adenil ciclase, aumentando
os niveis de cAMP, e provocando uma consequente relaxacdo. Assim, a maxima contracao
provocada pela histamina, que foi inferior as provocadas pela 5-HT e pelo KCl, pode ser
explicada com base na diferente expressao e ativacao dos recetores existentes na HUA. Isto
porque, embora o efeito provocado pela ativacao do recetor H; pareca predominante, o efeito
da histamina pode também estar a ser influenciado pela ativacdo do recetor H,, provocando

contragoes menos potentes do que as do KCl e da 5-HT.

Relativamente ao efeito vascular direto do OMC, os nossos resultados demonstraram que ele
foi capaz de induzir uma vasorelaxacdo em HUA previamente contraidas por serotonina (5-HT,
1uM), histamina (His, 10 pM) ou cloreto de potassio (KCl, 60mM). O relaxamento maximo foi
conseguido para uma concentracdo de 50 pM de OMC, para os trés agentes contracteis
utilizados. Estes dados demonstram assim, que o OMC provoca efeitos vasodilatadores diretos
em artérias humanas, o que indicia a existéncia de um efeito ndo gendmico exercido por este
ED. Estes resultados estao de acordo com dados obtidos anteriormente, num estudo realizado

pelo nosso grupo de investigacdo (dados ndo publicados). ©? No que diz respeito a participacao
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do endotélio no efeito do OMC a nivel vascular, ndo existem estudos suficientes que denotem
a sua real importancia a este nivel. Apenas um estudo foi realizado até a data, tendo sido
demonstrado que o OMC provoca uma vasorelaxacao em HUA sem endotélio. ©» Nenhum estudo
demonstrou o efeito vasodilatador do OMC em artérias, na presenca de endotélio. Os dados
obtidos no presente trabalho demonstraram que o OMC provoca um efeito vasorelaxante na
HUA que é independente do endotélio estando estes dados, assim, de acordo com os obtidos
anteriormente por Filipe et al. (2016). ©? Por outro lado, o efeito relaxante do OMC em HUA
contraidas por 5-HT, His e KCl foi similar para os trés agentes contracteis, apesar de todos eles
terem modos de atuacao diferentes. Estes resultados similares e independentes dos agentes
contracteis utilizados, sao sugestivos de que a eficiéncia do mecanismo vasodilatador do OMC
nao varia em funcdo do estimulo contractil dos agentes utilizados, podendo o mesmo estar
assim a ocorrer por uma via de sinalizacdo que é, de algum modo, partilhada pelos trés agentes

contracteis, ou por nenhum deles.

O efeito vascular direto do OMC em HUA também foi avaliado a nivel celular, recorrendo a
técnica de Planar Cell Surface Area (PCSA). As HUASMC anteriormente obtidas, foram usadas

para estes estudos.

Inicialmente, as HUASMC foram contraidas por serotonina (5-HT, 1 pM) ou histamina (His, 10
UM). E, de seguida, o efeito do OMC (50 pM) nestas contracdes, foi analisado. O tempo de
estabilizacao da resposta contractil para a 5-HT assim como para a His foi de 20 minutos, igual
ao tempo de estabilizacdo do OMC. Este tempo de espera (~20 minutos) € o tempo necessario
para se obter uma resposta maxima na qual a fase platé do efeito é conseguida. ('®”) Os dados
mostraram que as contracdes provocadas pela 5-HT e pela His foram similares: (24,738 =
2,401%, n=24) e (26,283 + 2,476%, n=44), respetivamente. O que nio esta totalmente de acordo
com dados obtidos anteriormente, uma vez que a contracao por His deveria ser menor do que

a verificada para a 5-HT. ()

Relativamente ao efeito vascular do OMC, os resultados demonstraram que ele foi capaz de
induzir um relaxamento em HUASMC contraidas tanto por 5-HT (36,37 + 5,16%) como por His
(35,66 = 4,54%). Os efeitos relaxantes do OMC foram similares para ambos os agentes
contracteis. Estes dados de contractilidade celular sdao concordantes com os obtidos no banho
de 6rgaos. Note-se que as % de relaxacdo do OMC em HUASMC contraidas por 5-HT e por His
mostraram ser maiores que em HUA, quando contraidas pelos mesmos agentes contracteis.
Estes dados estao de acordo com dados obtidos anteriormente por outros autores, onde foi

também verificado um efeito maior em células musculares lisas, do que em artérias. (184 187

Em suma, foi demonstrado usando as técnicas de Banho de Orgaos e PCSA, que 0 OMC induz um
relaxamento vascular direto em HUA, quer a nivel arterial quer a nivel celular. Os nossos dados
sdo sugestivos de que o efeito relaxante do OMC na HUA nao varia em funcdo do estimulo

contractil.
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Estes dados levantaram a necessidade de se proceder a estudos mecanisticos, de modo a

perceber qual o mecanismo pelo qual o OMC provoca o seu efeito vasorelaxante.

Diversos estudos reportaram para o OMC uma atividade estrogénica (13-15 17, 21, 50, 66, 67, 69) @
atualmente, esta bem claro que estas hormonas sdo capazes de provocar uma vasodilatacado a
nivel arterial. (183, 184,186, 188, 189, 192) N3 HUA, a vasorelaxacao provocada pelos estrogénios ja foi
anteriormente demonstrada. ("% 199 Neste sentido, sera o OMC capaz de induzir os seus efeitos
vasorelaxantes na HUA, atuando por um mesmo mecanismo de acao partilhado com os

estrogénios?

Ora, sendo o OMC um composto lipofilico @9, uma via privilegiada para este ED atuar seria
através de uma interacao direta com um determinado recetor nuclear, ?4 neste caso o recetor
de estrogénios (ER). Contudo, os resultados obtidos demonstraram que o efeito vasorelaxante
do OMC na HUA foi devido a um efeito nao-genémico, como ja tinha sido observado por Filipe
et al. (2016). ©? Além disso, Cairrao et al. (2012) propuseram que os estrogénios provocam uma
vasodilatacao que é independente de endotélio. '®) Os nossos dados concordam com os dados
obtidos por estes autores, na medida em que o OMC foi capaz de provocar uma vasorelaxacao
em artérias desprovidas de endotélio, sugerindo que o OMC pode partilhar uma via de

sinalizacao partilhada com estas hormonas.

No caso dos estrogénios, outros estudos reportaram que o seu efeito vasorelaxante, pode ser
devido a aumentos nos niveis intracelulares de cAMP e cGMP. (9%, 192) De facto, como ja foi
referido no Capitulo 1., os nucledtidos ciclicos sdo os principais mensageiros ligados a relaxagao
vascular e a vasodilatacao, através da acao das cinases dependentes dos nucleoticos ciclicos.
0 aumento dos niveis intracelulares dos nucledtidos ciclicos provoca relaxamento em HUA
desprovidas de endotélio e dois tipos de fosfodiesterases (PDE), a PDE4 e a PDE5 foram

identificadas como enzimas chave na regulacao da vasodilatacao associada ao CAMP e ao cGMP.
(119)

Neste sentido, fomos analisar o envolvimento dos nucledtidos ciclicos, na vasorelaxacao

induzida pelo OMC, de modo a tentar perceber o mecanismo pelo qual ele atua.

Para isso, utilizou-se o nitroprussiato de sodio (SNP) - um estimulador da guanil ciclase solivel
(sGC) e, de seguida, a vasorelaxacao induzida pelo OMC (1-100 nM e 1-50 pM) foi analisada. Os
resultados obtidos mostram que o SNP relaxa as HUA contraidas tanto por 5-HT, His ou KCl,
como ja foi demonstrado em estudos anteriores realizados com HUA. (1" 75 Quanto as artérias
contraidas com histamina, o SNP (10 pM) relaxou cerca de 100%, pelo que tivemos que usar uma
concentracao mais baixa deste farmaco (1 pM), de modo a analisar um possivel efeito aditivo
do uso conjunto do OMC com o SNP. Ainda assim, os efeitos do SNP sobre o efeito vasorelaxante
do OMC continuaram a ser ligeiramente maiores para as artérias contraidas com His. Os
resultados mostramm que o efeito do SNP (ativador da sGC) nas artérias contraidas por 5-HT,

His ou KCl, foi similar aos efeitos relaxantes obtidos para o SNP+OMC. Tomados em conjunto,
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estes dados sao sugestivos que o OMC e o SNP parecem partilhar o mesmo mecanismo de acao

ou agir por uma via de sinalizacao interligada, que inclui o envolvimento da sGC.

Por outro lado, a modulacao dos canais ionicos também é um dos principais efeitos das acoes
nao genomicas dos estrogénios. Ja foi descrito que a vasodilatacdo induzida pelos estrogénios
pode ser devida a uma inibicao dos canais de Ca%". (' O calcio extracelular pode estrar nas
SMC por diferentes tipos de canais de calcio, como os LTCC, cuja inibicdo ja foi associada a

vasodilatacao mediada pelos estrogénios. (184 189)

Assim, o passo seguinte foi tentar perceber, se o efeito vasorelaxante do OMC também pode

ocorrer devido a uma acdo do OMC nos canais de calcio.

Para isso, a nifedipina (Nif) - um inibidor especifico dos canais de calcio do tipo L (LTCC) - foi
usada e, de seguida, a vasorelaxacao induzida pelo OMC (1-100 nM e 1-50 pM) foi analisada. Os
dados obtidos mostram que a Nif relaxou as HUA contraidas tanto por 5-HT, His ou KCl. A
relaxacdo induzida pela Nif foi também demonstrada em estudos anteriores realizados com
HUA. @' Quanto as artérias contraidas com cloreto de potassio, a Nif (1 uM) relaxou cerca
100%, pelo que tivemos que usar uma concentracdo mais baixa deste farmaco (0,1 pM), de modo
a analisar um possivel efeito aditivo do uso conjunto do OMC com a Nif. Os nossos dados
mostraram que o efeito da Nif (inibidor especifico dos LTCC) nas artérias contraidas por 5-HT,
His ou KCl, foi similar aos efeitos relaxantes obtidos para a Nif+OMC. Tomados em conjunto,
estes dados sao sugestivos que o OMC e o Nif parecem partilhar o mesmo mecanismo de acao
ou agir por uma via de sinalizacao interligada, que exclui o envolvimento dos canais de Ca?*

dependentes de voltagem, LTCC.

Em suma, este estudo demonstrou que o OMC provoca uma vasorelaxacdo em artérias umbilicais
humanas. O mecanismo de acao do OMC na HUA pode ser, em parte, semelhante ao dos
estrogénios, na medida em que se verificou um efeito rapido (ndo-genémico) e independente
de endotélio. Os nossos dados sugerem que esse efeito vasorelaxante pode ser parcialmente
Estes dados sao coerentes, uma vez que esta descrito na literatura que, quer os niveis elevados

de cGMP, quer a inativacéo dos LTCC, estdo associados a uma vasorelaxacao na HUA. (18191
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6. Conclusoes

Este trabalho analisou pela primeira vez o mecanismo de acao do octilmetoxicinamato (OMC).
Foi demonstrado que o OMC exerce um efeito relaxante arterial rapido (nao-gendémico) e
independente de endotélio. Demonstrou-se também, pela primeira vez, que esse efeito
também se verifica a nivel das HUASMC. O mecanismo de acdo do OMC pode ser, em parte,
semelhante ao dos estrogénios, envolvendo a ativacao da guanil ciclase solUvel e inativacao dos
canais de calcio do tipo L. Estudos adicionais sdo necessarios para compreender melhor o

mecanismo de acdo do OMC a nivel vascular.
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