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Resumo 

 

O bisfenol F (BPF) e o bisfenol S (BPF) são dois compostos químicos que nos últimos anos 

têm vindo a ser utilizados em diversos produtos do quotidiano para substituir o bisfenol A 

(BPA), pois a exposição a este foi associada ao desenvolvimento de diversas patologias, 

nomeadamente as cardiovasculares. Contudo, estudos recentes também têm vindo a 

relacionar também a exposição aos substitutos do BPA com o desenvolvimento de várias 

doenças, como neurológicas, tiroideias, comportamentais e cardiovasculares. Deste modo, 

têm vindo a ser levantadas questões quanto à segurança dos substitutos do BPA para a saúde 

humana. Preocupantemente, alguns estudos referem que os substitutos podem exercer 

efeitos disruptivos tão ou mais graves que o BPA. No entanto, os estudos existentes ainda 

são pouco vastos e conclusivos, nomeadamente, ao nível dos efeitos cardiovasculares. 

Deste modo, o objetivo principal deste trabalho foi estudar os efeitos do BPA, BPF e BPS no 

tónus arterial e analisar quais os possíveis mecanismos envolvidos nesses efeitos. Além 

disso, pretendeu-se perceber se os efeitos provocados pelos substitutos do BPA (BPF e BPS) 

são mais ou menos adversos do que os causados pelo BPA.  

Os resultados deste trabalho parecem demonstrar que o BPA, BPS e BPF exercem efeitos 

relaxantes rápidos (não genómicos) e independentes de endotélio nas artérias umbilicais 

humanas (HUAs). Estes efeitos também foram observados para o BPF e BPS a nível celular, 

isto é, em células musculares lisas das artérias umbilicais humanas (HUASMCs). A nível 

dos efeitos a longo prazo, os resultados parecem demonstrar que o mecanismo contrátil das 

HUAs incubadas durante 24 horas com BPA estava alterado, ao contrário do que se 

verificava nas HUAs incubadas com BPF. Porém, ainda a nível genómico, constatou-se que 

tanto o BPA como o BPF podem interferir com os principais mecanismos responsáveis pela 

relaxação das HUAs, interferindo com a via NO/sGC/cGMP/PKG e modulando a atividade 

dos canais de Ca2+ do tipo L (LTCC), sendo que os resultados parecem demonstrar que o 

BPF altera mais a resposta vasorelaxante do que o BPA. Deste modo, a substituição do BPA 

pelos seus análogos não parece ser benéfica para a saúde humana cardiovascular. Assim, 

futuramente, os efeitos vasculares destes bisfenóis devem continuar a ser avaliados de modo 

clarificar os seus modos de ação e implicações futuras na saúde materno-fetal. 
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Bisfenóis; Disruptores endócrinos; Artéria umbilical humana; Células musculares lisas; 

Toxicidade vascular.  
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Abstract 

 

In recent years, the chemical compounds bisphenol F (BPF) and bisphenol S (BPS) have 

been used in several everyday products to replace bisphenol A (BPA), since exposure to BPA 

has been associated with the development of several pathologies, including cardiovascular 

diseases. However, recent studies have also been associating exposure to BPA substitutes 

with the development of various pathologies, such as neurological, thyroid, behavioral, and 

cardiovascular diseases. Therefore, questions have been raised about the safety of BPA 

substitutes for human health. Worryingly, some studies reported that BPA substitutes may 

cause disruptive effects as harmful, or even more severe, than BPA. However, the existing 

literature is still limited and inconclusive, particularly concerning cardiovascular effects. 

In this sense, the aim of the present work was to study the effects of BPA, BPF, and BPS on 

arterial tone and to analyze the possible mechanisms involved in these effects. Furthermore, 

it was aimed to understand whether the effects caused by BPA substitutes (BPF and BPS) 

are more, or less, adverse than those caused by BPA. 

Our results seem to demonstrate that BPA, BPS, and BPF exert rapid (non-genomic) and 

endothelium-independent relaxant effects in human umbilical arteries (HUAs). These 

effects were also observed for BPF and BPS at the cellular level, i.e., in human umbilical 

artery smooth muscle cells (HUASMCs). Regarding the long-term effects, the results seem 

to demonstrate that in HUAs incubated for 24 hours with BPA, the contractile mechanism 

was altered, in contrast to HUAs incubated with BPF. However, also at the genomic level, it 

was found that both BPA and BPF can disturb the main mechanisms responsible for the 

relaxation of HUAs, by interfering with the NO/sGC/cGMP/PKG pathway and modulating 

the activity of L-type Ca2+ channels (LTCC). Moreover, our results seem to demonstrate that 

BPF alters more the vasorelaxant response than BPA. Therefore, replacing BPA with its 

analogs does not seem to be beneficial for human cardiovascular health. Thus, in the future, 

the vascular effects of these bisphenols should continue to be evaluated to clarify their 

modes of action and future implications for maternal-fetal health. 

 

 

Keywords 

 

Bisphenols; Endocrine-disrupting chemicals; Human umbilical artery; Smooth muscle 

cells; Vascular toxicity.  
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SNP Nitroprussiato de sódio (do inglês “sodium nitroprusside”) 

SOCC 
Canais de Ca2+ operados por depósitos intracelulares (do inglês “store-
operated Ca2+ channels”)  

STIM 
Moléculas de interação estromal (do inglês “stomal interaction 
molecule”) 

T Testosterona 

t1/2 Tempo de meia vida 

TBBPA 
Tetrabromobisfenol A (2,6-dibromo-4-[2-(3,5-dibromo-4-
hidroxifenil)propan-2-il]fenol) 

TBT Tributil estanho 

TG Triglicéridos 

TH Hormonas tiroideias (do inglês “thyroid hormones”)  

VLDL 
Lipoproteínas de muito baixa densidade (do inglês “very low density 
lipoprotein”) 

VOCC 
Canais de Ca2+ operados por voltagem (do inglês “voltage operated Ca2+ 
channels”) 
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1. Introdução 

1.1. Disruptores endócrinos 

Os disruptores endócrinos (EDCs; do inglês “endocrine-disrupting chemicals”) são 

compostos químicos exógenos naturais ou sintéticos [1], que têm a capacidade de interagir 

com os diversos constituintes do sistema endócrino e, consequentemente, afetar diversos 

processos biológicos e a homeostasia dos organismos. Isto é, estes compostos conseguem 

mimetizar as hormonas endógenas e, dessa forma, atuar no sistema endócrino como 

agonistas ou antagonistas de alguns recetores hormonais, perturbando a produção, 

libertação, metabolismo, eliminação e/ou mecanismos de ação das hormonas [1-3]. Além 

disso, os EDCs encontram-se no meio ambiente de forma ubíqua, logo, os seres humanos 

estão constantemente a ser expostos aos mesmos, por diversas vias, tais como, ingestão, 

absorção dérmica ou inalação. Assim, a saúde humana pode ser prejudicada pela ação dos 

EDCs a vários níveis, tais como, cardiovascular, reprodutor, neurológico, imunitário e 

desenvolvimento [1-10]. 

 

1.2. Bisfenol A e os seus substitutos 

O bisfenol A (4-[2-(4-hidroxifenil)propan-2-il]fenol; BPA) é um monómero sintético 

constituinte de muitos plásticos de policarbonato, resinas epóxi e produtos de consumo, tais 

como, recipientes de comida, canos de água, brinquedos, garrafas, equipamento médico e 

eletrónico [9, 11-14]. Este composto é um químico pseudo-persistente que, embora 

apresente um tempo de meia vida (t1/2) pequeno, é considerado um dos EDCs mais 

presentes no meio ambiente, pois está constantemente a ser libertado para o mesmo [14-

16]. Deste modo, este composto já foi detetado em diversas matrizes biológicas humanas e 

animais, tendo sido associado ao desenvolvimento de diversas patologias, tais como, 

diabetes, obesidade e problemas cardiovasculares, renais e comportamentais, entre outros 

[9, 11, 13-18]. Assim, ao longo dos anos, este composto tem sido gradualmente substituído 

pelos seus análogos, tais como, bisfenol S (4-(4-hidroxifenil)sulfonilfenol; BPS), bisfenol F 

(4-[(4-hidroxifenil)metil]fenol; BPF), bisfenol AF (4-[1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-(4-

hidroxifenil)propan-2-il]fenol; BPAF), bisfenol E (4-[1-(4-hidroxifenil)etil]fenol; BPE), 

bisfenol B (4-[2-(4-hidroxifenil)butan-2-il]fenol; BPB), bisfenol AP (4-[1-(4-hidroxifenil)-

1-feniletil]fenol; BPAP), bisfenol Z (4-[1-(4-hydroxyphenyl)cyclohexyl]phenol; BPZ), 

bisfenol P (4-[2-[4-[2-(4-hidroxifenil)propan-2-il]fenil]propan-2-il]fenol; BPP), bisfenol 

HPF (4-[9-(4-hidroxifenil)fluoren-9-il]fenol; BHPF) [11, 13, 18-22] (Figura 1). De facto, 

estes compostos têm sido usados, em larga escala, em diversos objetos do quotidiano, tendo 

sido detetados em diferentes substratos ambientais, incluindo sedimentos [23], água [22, 
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24], esgotos [25, 26] e poeiras [19], o que faz com que o ser humano esteja exposto de forma 

contínua e persistente [11-13, 18, 20, 27-30]. No entanto, uma vez que estes são 

estruturalmente semelhantes ao BPA, nos últimos anos têm sido levantadas dúvidas quanto 

à sua segurança para a saúde humana [11, 13, 16, 30].  

Deste modo, ao longo dos últimos anos têm sido feitos alguns estudos em modelos animais 

e em humanos com o objetivo de avaliar quais os efeitos que os substitutos do BPA podem 

exercer em períodos da vida de maior vulnerabilidade, como é o caso da gravidez e da fase 

pré-natal [31-37]. Além disso, uma vez que a associação do BPA ao desenvolvimento de 

algumas patologias, como, por exemplo, as relacionadas com o sistema cardiovascular, já se 

encontra documentada [9, 14, 38-40], recentemente, têm surgido alguns trabalhos onde é 

avaliado o impacto dos seus análogos neste sistema [14, 41, 42].  

 

 

Figura 1. Estruturas químicas do BPA e dos seus substitutos, desenhadas no programa ChemDraw 18.0. 

 

1.2.1. Bisfenol F e Bisfenol S – Propriedades Físicas e Químicas 

O BPF (CAS: 920-92-8) é um bisfenol, cuja fórmula molecular é C13H12O2 e a massa 

molecular é 200,233 g/cm3. Estruturalmente é constituído por dois anéis fenólicos ligados 

por um grupo metil [43, 44]. À temperatura ambiente, este é uma substância sólida 
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cristalina com uma cor branca e com um ponto de fusão de 162,5 ºC. O seu coeficiente de 

partição (Log Kow; do inglês “octanol/water partition coefficient”), determinado 

experimentalmente, é igual a 2,91 [45]. Este parâmetro reflete a lipossolubilidade dos 

compostos, permitindo caracterizar a capacidade que estes têm em migrar, transformar e 

se distribuir no meio ambiente. Portanto, compostos com valores de Kow mais altos 

apresentam uma maior hidrofobicidade [30]. Deste modo, o BPF apresenta uma boa 

solubilidade em solventes orgânicos, tais como, etanol, éter, clorofórmio e DMSO. No 

entanto, é insolúvel em dissulfeto de carbono [43].  

Devido à sua baixa viscosidade e maior resistência aos solventes, quando comparado com o 

BPA, este substituto tem vindo ser cada vez mais utilizado, nomeadamente, em resinas 

epóxi [44]. 

Já o BPS (CAS: 80-09-1) é um bisfenol, cuja fórmula molecular é C12H10O4S e a massa 

molecular é 250,270 g/cm3 [30, 43]. Estruturalmente é formado por 2 grupos hidroxifenil 

conectados por um grupo sulfonil [46]. À temperatura ambiente, este composto é um pó 

cristalino de cor branca [30, 43]. O BPS possui um ponto de fusão de 240,5 ºC [43] e um 

ponto de ebulição de 505,3 ºC [47]. O Log Kow calculado do BPS é de 1,65 [11], sendo que 

experimentalmente já foi determinado é igual a 1,2 [48]. Este apresenta uma boa 

solubilidade em etanol e éter e é parcialmente solúvel em benzeno e DMSO. Porém, é 

insolúvel em água [30, 43]. À temperatura de 15 ºC, tem uma densidade de 1.3663 g/cm3 

[43]. 

O BPS possui uma maior acidez que os restantes bisfenóis e é mais estável que o BPA, por 

isso, tem vindo a ser bastante utilizado, nomeadamente, como intermediário na produção 

de resinas epóxi e plásticos de policarbonato [11, 30]. 

Devido às propriedades já referidas, verifica-se que ambos os substitutos do BPA têm maior 

tendência para permanecerem acumulados em sedimentos – t1/2 = 135 dias – e no solo – t1/2 

= 30 dias –, do que na água – t1/2 = 15 dias [11]. 

 

1.3. Cordão Umbilical Humano (HUC) 

O cordão umbilical humano (HUC; do inglês “human umbilical cord”) é um constituinte da 

unidade fetoplacentária, assumindo um papel crucial para o crescimento, desenvolvimento, 

bem-estar e sobrevivência do feto [9, 49-52]. Isto é, esta estrutura permite estabelecer uma 

conexão entre o embrião em desenvolvimento – feto – e a placenta, possibilitando a troca 

de nutrientes, metabolitos e gases [9, 50-53]. Além disso, o HUC é importante para o 

desenvolvimento psicomotor do feto, uma vez que permite que este se consiga movimentar 

[9, 51, 52, 54]. No entanto, curiosamente, embora o HUC assuma funções tão importantes 

durante a gestação e determine como começará a vida extrauterina, este órgão morre 

quando a vida pós-natal começa [9, 49]. 
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Fisiologicamente, o HUC constitui um canal que se desenvolve a partir do saco vitelino e do 

alantoide [9, 50, 52, 55, 56]. Deste modo, nas fases iniciais da gestação, o HUC é composto 

por duas veias e duas artérias; porém, na maior parte dos casos, em fases posteriores do 

desenvolvimento do embrião, a veia umbilical direita atrofia [9, 50-52]. Consequentemente, 

o HUC adquire a sua conformação tradiocional, ou seja, passa a ser composto por duas 

artérias e uma veia (Figura 2), enroladas em hélice, conferindo-lhe um aspeto helicoidal, 

que o torna mais resistente à torção, flexão e compressão, sem que os movimentos do feto 

sejam limitados [52, 54, 57-60]. Porém, por vezes, o HUC pode apresentar algumas 

anomalias e ser constituído apenas por uma artéria e uma veia, sendo que este facto está 

muitas vezes associado a complicações para o feto, nomeadamente, a nível vascular [9, 51] 

e no aumento do risco de desenvolvimento de malformações congénitas e anomalias 

cromossómicas [53, 61]. A nível estrutural, a veia e as artérias umbilicais são bastante 

semelhantes; contudo, as paredes das artérias são mais finas e estas possuem um menor 

calibre (3 mm, em média), sendo, por isso, facilmente distinguidas da veia (calibre médio 

de 6 mm) [62]. Importa ainda referir que estes vasos sanguíneos diferem estrutural e 

funcionalmente dos principais vasos do corpo humano [54]. Isto é, relativamente à sua 

função, as artérias são responsáveis pelo transporte de sangue desoxigenado do feto para a 

placenta, ao contrário da veia que transporta sangue oxigenado no sentido inverso [9, 50, 

51, 53, 63].  

Além disso, os vasos umbilicais encontram-se rodeados pela geleia de Wharton – que não 

apresenta vasa vasorum – e, na parte mais exterior, por um epitélio amniótico de camada 

única [9, 51, 53, 55, 59, 63]. A nível celular, a geleia de Wharton é essencialmente constituída 

por células derivadas do mesênquima, ou seja, é composta por fibroblastos, miofibroblastos, 

células musculares lisas (SMCs; do inglês “smooth muscle cells”) e células estaminais 

mesenquimatosas [55, 64, 65]. Assim, esta geleia é constituída por células do tecido 

conjuntivo dispersas numa matriz porosa (formada por diversas fibras de colagénio 

organizadas de forma concêntrica em volta dos vasos umbilicais) e uma matriz extracelular 

hidrofílica – composta por proteoglicanos e ácido hialurónico – que confere uma 

consistência viscosa e gelatinosa ao HUC [9, 51, 52, 54-56, 65]. Estas estruturas do HUC são 

importantes para a manutenção da estabilidade mecânica, protegendo os vasos umbilicais 

de fenómenos de compressão, torsão e rutura [9, 51, 59]. Deste modo, o epitélio amniótico 

protege os vasos umbilicais das forças tensoras, enquanto a geleia de Wharton está mais 

envolvida na proteção contra a aglomeração e compressão dos vasos umbilicais – 

promovida por exemplo, pelos movimentos do feto –, uma vez que permite reduzir a pressão 

local e diminuir o perigo de oclusão [9, 50-52, 58]. 

Assim, no final da gestação, o HUC, por norma, possui 1 a 2 cm de diâmetro e, em média, 

50 a 60 cm de comprimento e tem um aspeto esbranquiçado e brilhante [49, 50, 53, 64]. No 
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entanto, por vezes, o seu comprimento pode variar, o que poderá estar associado ao 

desenvolvimento de algumas complicações para o feto [52]. Isto é cordões mais longos 

podem estar associados ao aumento do risco da formação de nós, ao prolapso e ao 

enrolamento em volta do feto [52, 63]. Já a existência de cordões mais curtos pode 

promover a separação prematura da placenta da parede do útero durante o parto e inibir os 

movimentos fetais, originando malformações, miopatias, neuropatias [52, 63]. Além disso, 

existem ainda outros tipos de anomalias associadas ao HUC que podem pôr em risco a saúde 

e sobrevivência do feto, ao submetê-lo, por exemplo, a situações de hipoxia e anoxia, entre 

outras [49-51, 52Hayes, 2020 #155Hayes, 2020 #155, 53, 54, 56, 58, 63]. Portanto, para que 

este seja protegido e se possam diminuir as taxas de morbilidade e mortalidade, deve ser 

feito um controlo rigoroso de monitorização da gravidez, nomeadamente, ao nível das 

características do HUC [51, 58]. 

 

 

Figura 2. Corte transversal do cordão umbilical humano. Podem ser observadas as duas artérias umbilicais 
(A), a veia umbilical (V) e a geleia de Wharton (GW). Adaptado de [62]. 

 

1.4. Artéria Umbilical Humana (HUA) 

As artérias umbilicais humanas (HUAs; do inglês “human umbilical arteries”), devido à 

facilidade em recolher estas amostras biológicas e às suas características morfológicas e 

fisiológicas, são frequentemente utilizadas em estudos vasculares humanos [66-69]. 

Fisiologicamente, a HUA é uma artéria cujo calibre pode variar entre 1 e 10 mm, sendo, por 

isso, considerada de calibre médio. Além disso, as paredes deste vaso umbilical são 

essencialmente constituídas por fibras musculares [9, 62]. Por outro lado, a HUA é 
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composta por três túnicas concêntricas, morfologicamente distintas – túnicas íntima, média 

e adventícia [57, 62, 70, 71]. 

De facto, a túnica íntima, também denominada de interna, caracteriza-se por ser constituída 

por uma monocamada de células endoteliais, com morfologia ligeiramente alongada e fina. 

Isto é, nesta estrutura não é possível observar a presença de uma camada sub-endotelial, 

nem de lâmina elástica interna adjacente, o que faz com que a HUA apresente uma menor 

elasticidade, quando comparada com as restantes artérias [54, 71, 72]. Esta túnica contacta 

diretamente com a camada muscular e com o sangue que circula na HUA, constituindo 

assim uma barreira entre o tecido e os componentes sanguíneos, o que permite controlar a 

permeabilidade vascular [72]. As células endoteliais podem detetar alterações 

hemodinâmicas e estímulos químicos provenientes da corrente sanguínea e transmiti-los às 

SMCs vasculares [9, 62, 72]. Além disso, o endotélio exerce um importante papel no que diz 

respeito à regulação do tónus vascular, uma vez que este tem capacidade de libertar 

moléculas vasorrelaxantes e vasoconstritoras que depois vão atuar nas SMCs vasculares [9, 

62, 72, 73].  

Quanto à túnica média da HUA, também conhecida por túnica própria, há a destacar 

algumas diferenças estruturais relativamente às restantes artérias do organismo. Isto é, esta 

túnica, em vez de ser composta por uma única camada de SMC, é constituída por duas, 

sendo uma delas mais interna e outra mais externa (Figura 3) [62, 66, 70]. Estas duas 

camadas celulares apresentam ainda características distintas que fazem com que assumam 

diferentes papéis nos processos de contração e relaxação vasculares. Isto é, a camada média 

mais externa encontra-se por dentro dos feixes musculares, é menos definida e revela uma 

estrutura típica onde as SMCs vasculares se organizam de forma circular [62, 70, 72]. Por 

oposição, a camada média mais interna encontra-se por fora dos feixes musculares e tem 

um aspeto mais enrugado [62, 70]. A maioria das SMCs que compõem esta camada 

dispõem-se linear ou longitudinalmente, relativamente ao eixo da artéria, embora o façam 

de uma forma dispersa sobre uma matriz amorfa rica em fibras plásticas e pobre em fibras 

elásticas, o que confere alguma plasticidade à HUA [54, 62, 66]. Portanto, verifica-se que a 

contração das SMCs da túnica média mais externa e o seu consequente rearranjo circular, 

exerce uma força que permite “empurrar” a substância amorfa da túnica média mais interna 

para o interior do lúmen da artéria, acabando por ocluí-la. Deste modo, desencadeiam-se 

contrações localizadas na HUA que podem culminar com o fecho fisiológico da mesma [62, 

72]. Assim, percebe-se que esta plasticidade permite que exista uma cooperação entre 

ambas as camadas, possibilitando a oclusão fisiológica das HUAs no pós-parto e o 

desenvolvimento de uma resposta eficiente a algumas condições adversas, tais como, lesões 

vasculares [62, 72]. 
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Figura 3. Corte transversal da artéria umbilical humana com endotélio. Podem ser observadas as duas camadas 
de células musculares lisas (SMCs), onde a camada mais externa (1) é composta por SMCs organizadas de forma 
circular e a camada mais interna (2) por SMCs dispostas longitudalmente umas em relação às outras. Adaptado 
de [70]. 
 

Por fim, verifica-se que as HUAs para além de não possuírem vasa vasorum, tal como 

anteriormente mencionado, são também desprovidas de nervi vasorum e de uma típica 

túnica adventícia (mais externa). Deste modo, é a geleia de Wharton que acaba por exercer 

as funções comumente associadas a esta túnica [9, 54, 62, 66, 72]. 

Assim sendo, visto que os vasos umbilicais não são inervados pelo sistema nervoso 

autónomo, verifica-se que tanto o controlo do tónus vascular como a regulação do fluxo 

sanguíneo são modulados por mecanismos endócrinos e parácrinos [74-76]. Isto é, a 

presença na corrente sanguínea ou a libertação local de determinadas substâncias 

vasoativas – como a serotonina (5-HT), histamina (His), bradicinina, tromboxano, 

endotelina-1, óxido nítrico (NO; do inglês “nitric oxide”), prostaglandinas, entre outras – e 

de alguns iões – por exemplo, cálcio (Ca2+) e potássio (K+) – pode regular o fenótipo 

contrátil das células musculares lisas da artéria umbilical humana (HUASMCs; do inglês 

“human umbilical artery smooth muscle cells”), uma vez que estas moléculas têm 

propriedades vasoconstritoras ou vasorrelaxantes [68, 70, 77]. Consequentemente, 

constata-se que estes mecanismos acabam por influenciar a troca de gases e de nutrientes 

entre a mãe e o feto, através da placenta, podendo afetar o normal crescimento e 

desenvolvimento fetal, pelo que devem ser deviamente estudados e compreendidos [78, 79]. 
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1.5. Células Musculares Lisas (SMCs) 

As SMCs presentes na túnica média dos vasos sanguíneos exercem um papel fundamental 

na regulação do tónus vascular, uma vez que têm a capacidade de responder a diversos 

estímulos hormonais e hemodinâmicos [57, 76, 80-83]. De facto, estas células estão 

envolvidas em diversos processos, tais como, os biossintéticos, proliferativos e contráteis, 

que são cruciais para o normal funcionamento dos vasos sanguíneos e, consequentemente, 

do sistema cardiovascular [81-83]. Assim, estas células são consideradas a componente 

estrutural mais importante dos vasos sanguíneos, sendo que alterações nas mesmas estão 

muitas vezes envolvidas na patogénese de algumas doenças cardiovasculares (CVD; do 

inglês “cardiovascular diseases”), tais como hipertensão, pré-eclampsia, reestenose, 

vasospasmo e aterosclerose [62, 83-85].  

Considera-se que as SMCs podem ser encontradas nos vasos sanguíneos no fenótipo 

contrátil ou sintético, podendo assumir alguns estados intermédios entre estes fenótipos, o 

que resulta na exerção de diferentes funções por parte destas células [62, 80, 83]. Isto é, as 

SMCs no estado diferenciado apresentam-se no fenótipo contrátil, sendo que este é 

caracterizado por uma baixa taxa de proliferação e elevada expressão de proteínas 

contráteis e do citoesqueleto – ex. smooth muscle myosin heavy chain (SM-MHC), smooth 

muscle 22 (SM22), smooth muscle α-actin (SmαA) e calponin – que são essenciais para a 

contração dos vasos sanguíneos e que podem ser considerados marcadores deste tipo de 

células [57, 62, 81-83]. Além disso, estas células expressam um conjunto de diferentes 

canais iónicos e de recetores membranares que permitem regular a função contrátil [9, 57]. 

Morfologicamente, têm um aspeto mais alongado e fusiforme, [62, 85]. Já quando as SMCs 

entram numa fase de desdiferenciação, passam a apresentar um fenótipo sintético, sendo 

que este se caracteriza pelo aumento da capacidade proliferativa e migratória, incremento 

da produção de componentes da matriz extracelular e redução da expressão dos marcadores 

específicos das SMCs [81, 83, 86]. Além disso, quando apresentam este fenótipo, as SMCs 

adquirem uma morfologia menos alongada e em forma de paralelepípedo, assemelhando-

se às células endoteliais [62, 82, 85]. Este tipo de transição entre fenótipos é definido por 

“modulação fenotípica” ou “remodelação vascular” [62, 80, 81, 85]. Atualmente sabe-se que 

existem um conjunto de situações que podem promover este processo de modulação 

fenotípica nas SMCs. Por exemplo, verificou-se que quando os vasos sanguíneos são 

expostos a elevadas pressões, tais como, ao estiramento mecânico, são promovidas 

alterações proteicas e na expressão génica o que, por sua vez, induz a hipertrofia e 

hiperplasia das SMC, assim como a remodelação vascular, para que seja possível reparar os 

danos existentes [62, 80, 81, 85]. No entanto, esta elevada plasticidade das SMCs, por vezes, 

pode vir a tornar-se prejudicial, uma vez que pode predispor as células a responderem a 

estímulos anormais. Isto é, embora os mecanismos ainda não sejam compreendidos, sabe-
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se que as SMCs podem sofrer uma modulação fenotípica adversa que promove a transição 

do fenótipo contrátil para o sintético e a aquisição de características que, 

consequentemente, contribuem para o desenvolvimento e/ou progressão de algumas 

patologias vasculares [9, 62, 80-83, 85, 86].  

Assim, percebe-se que é importante efetuar estudos em que sejam utilizadas as SMCs, de 

modo a ser possível compreender os diversos processos de sinalização responsáveis pelo 

controlo do tónus vascular – ex. metabolismo do Ca2+ – e das vias envolvidas na modulação 

da reatividade vascular, para que seja possível delinear estratégias de prevenção e 

tratamento de patologias vasculares [57, 70, 84]. Contudo a obtenção de SMCs nem sempre 

é simples, uma vez que existe alguma dificuldade em obter tecido humano que permita 

isolar e efetuar cultura destas células [62, 82]. Assim, as HUASMCs presentes nas artérias 

umbilicais revelam ser uma excelente fonte biológica para efetuar este tipo de estudos, uma 

vez que, após o parto, o HUC é uma amostra facilmente recolhida sem que haja quaisquer 

perigos para a saúde materna ou do recém-nascido. Isto é, embora as HUASMCs 

apresentem algumas diferenças das SMCs das restantes artérias sistémicas, o uso destas 

células pode ser bastante útil para a compreensão de alguns mecanismos vasculares e, 

principalmente, para a elucidação dos mecanismos que promovem o desenvolvimento de 

algumas patologias vasculares durante a gravidez [9, 57, 62, 76, 82].  

As HUASMCs são cruciais para o controlo do fluxo sanguíneo fetoplacental. Assim, nos 

vasos umbilicais, in vivo, estas células estão predominantemente no seu fenótipo contrátil, 

apresentando-se, por isso, com uma morfologia alongada, tendo um comprimento de 15-

200 µm e um diâmetro de 5-8 µm. Há ainda a realçar que, fisiologicamente, por norma, 

estas células são constituídas por uma maior quantidade de filamentos de actina do que de 

miosina, o que permite formar as unidades contráteis. O deslizamento, em direções opostas, 

dos filamentos de actina livres sobre filamentos de miosina adjacentes – durante o ciclo 

cross-bridge – permite criar a força mecânica necessária para que a contração destas células 

possa ocorrer [62]. Contudo, a cultura de HUASMCs nem sempre é simples, pelo que devem 

ser tomadas algumas medidas de prevenção que evitem contaminações com células 

estromais da geleia de Wharton, células endoteliais e/ou fibroblatos, devendo tentar isolar-

se a túnica média o melhor possível, por exemplo [57, 62, 82].  

 

1.6. Regulação da função vascular da HUA 

Os vasos umbilicais não são inervados pelo sistema nervoso autónomo, o que faz com que o 

fenótipo das HUASMCs e, consequentemente, a regulação da função vascular da HUA sejam 

controlados por várias substâncias vasoativas de origem endócrina ou parácrina e por 

estímulos físicos, tal como anteriormente referido [62, 70, 87]. Portanto, torna-se essencial 

compreender quais os mecanismos que estão envolvidos na regulação da circulação feto-
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placentária, de modo a, posteriormente, ser possível clarificar quais os processos 

patológicos associados a algumas CVD [62, 70, 86]. Isto é, é importante perceber, em 

situações fisiológicas normais, como operam os mecanismos que promovem a contração e 

relaxação das HUASMCs, para que, em condições patológicas, seja possível determinar as 

alterações e tentar corrigi-las.  

 

1.6.1. Mecanismos de contração das HUASMCs 

Existem várias substâncias vasoativas libertadas localmente ou presentes na circulação feto-

placentária que têm a capacidade de regular o tónus vascular das HUAs. Isto é, já foram 

realizadas diversas investigações que comprovaram que algumas destas substâncias têm a 

capacidade de promover a vasoconstrição das HUAs, tais como, a endotelina-1, bradicidina, 

5-HT, His, tromboxano, prostaglandina F2α (PGF2α) e cloreto de potássio (KCl) [62, 70] (ver 

Figura 4). No entanto, Quan e os seus colaboradores, verificaram que tanto a noradrenalina, 

como a angiotensina II não têm capacidade de regular o tónus vascular das HUAs [87]. 

As células endoteliais têm a capacidade de libertar moléculas vasoativas que, ao atuarem 

sobre as SMCs, podem modular o tónus vascular, tal como previamente referido. Deste 

modo, verifica-se que a endotelina-1 é uma destas moléculas, sendo que quando atua sobre 

os recetores de endotelina (ETA e ETB) presentes nas SMCs, a vasoconstrição é promovida 

[62, 70, 88-92]. Isto é, estes recetores parecem estar acoplados a proteínas Gq, portanto, 

quando são ativados, a atividade da enzima fosfolipase C (PLC; do inglês “phospholipase 

C”) é estimulada o que, consequentemente, promove o aumento dos níveis inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3; do inglês “inositol 1,4,5-trisphosphate”), que ao ativarem o seu recetor, 

promovem a saída de Ca2+ do retículo sarcoplasmático para o citoplasma, culminando com 

a contração do músculo liso vascular [62, 70, 93]. Além disso, a bradicinina também é 

considerada como um agente vasoativo relacionado com o endotélio, sendo que esta tem a 

capacidade de estimular a contração das HUASMCs ao ativar os seus recetores B2, que por 

sua vez, estão também acoplados a proteínas Gq, promovendo o aumento da concentração 

citoplasmática de Ca2+ [62, 70, 94]. No entanto, também foi possível constatar que a 

bradicinina parece promover a ativação dos canais de Ca2+ operados por voltagem (VOCC; 

do inglês “voltage operated Ca2+ channels”) e da bomba de Na+/Ca2+ (NCX; do inglês 

“Na+/Ca2+ exchanger”) e a inativação dos canais de K+, culminando com o aumento dos 

níveis intracelulares de Ca2+, o que permite que a contração ocorra [62, 70, 94]. 

Outro agente vasoativo com extrema importância para a regulação do tónus vascular das 

HUAs é a 5-HT, sendo que, atualmente, sabe-se que esta está incumbida de promover o 

encerramento fisiológico das HUAs, após o parto [87]. No que diz respeito às HUA sem 

endotélio, vários estudos já comprovaram que a capacidade contráctil da 5-HT está 
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diretamente relacionada com a ativação dos recetores específicos 5-HT2A e 5-HT1B/5-HT1D, 

localizados nas HUASMCs [74, 78, 95-98]. Isto é, por um lado, o recetor 5-HT2A que está 

acoplado a uma proteína Gq, quando ativado, promove a ativação da PLC e, 

consequentemente, o aumento dos níveis de IP3 e, posteriormente, de Ca2+ intracelulares. 

Por outro lado, os recetores 5-HT1B/5-HT1D que estão acoplados às proteínas Gi/o, ao serem 

ativados, permitem que a atividade da enzima adenil ciclase seja diminuída, reduzindo os 

níveis intracelulares de monofosfafato cíclico 3’5’-adenosina (cAMP; do inglês “3’-5’-cyclic 

adenosine monophosphate”) e aumentando os níveis de Ca2+ intracelulares. Em ambas as 

situações, o aumento da concentração intracelular deste ião permite que a contração seja 

desencadeada [74, 78, 95-98]. No entanto, em 2009, Santos-Silva et al. descobriram que 

nas HUAs também se pode encontrar o recetor 5-HT7 [74]. Porém, a ativação do mesmo 

induz um efeito vasorrelaxante fraco, visto que se veio a descobrir que este está acoplado a 

uma proteína Gs, promovendo assim a estimulação da atividade enzimática da adenil ciclase 

com consequente diminuição e aumento das concentrações intracelulares de cAMP e de 

Ca2+, respetivamente [62, 70]. 

Já no que diz respeito à His, verifica-se que a sua capacidade contrátil está intimamente 

relacionada com a ativação dos recetores H1 – presentes nas HUASMCs – que ao estarem 

acoplados a proteínas Gq, estimulam a ativação da cascata de sinalização PLC/IP3 

previamente descrita. Porém, é importante também referir que, tal como acontece para a 5-

HT, a His pode promover a vasorrelaxação ao ativar os seus recetores H2 e H3 – existentes 

nas HUASMCs – que estão acoplados a proteínas Gs [74, 78, 79, 96-98]. Deste modo, é 

possível concluir que os efeitos provocados por ambos os agentes contrácteis dependem do 

balanço final de ativação dos diversos recetores e vias de sinalização associadas [62]. 

Relativamente aos agentes contrácteis tromboxano e PGF2α, apenas se sabe que os seus 

efeitos estão relacionados com a ativação dos recetores TPα e TPβ e dos recetores FPA e 

FPB, respetivamente. A ativação de todos estes recetores promove a posterior ativação da 

cascata de sinalização PLC/IP3, uma vez que estes estão acoplados também a proteínas Gq 

[62, 99].  

No que concerne o KCl, observou-se que o efeito contráctil despoletado por este agente se 

relaciona, essencialmente, com a abertura dos VOCC permitindo que o influxo de Ca2+ 

ocorra [62, 70, 100]. No entanto, verifica-se que este efeito pode ser parcialmente inibido 

devido à ação de antagonistas específicos dos canais de Ca2+ do tipo L (LTCC; do inglês “L-

type Ca2+ channels”), tais como, a nifedipina (Nif; do inglês “nifedipine”) [70]. 

Assim sendo, fica explícito que para que se possa dar o início da contração das HUASMCs é 

essencial que ocorra um aumento da concentração intracelular de Ca2+. Para tal, as SMCs 

expressam nas suas membranas um conjunto de canais iónicos que controlam o potencial 

de membrana, permitem que o influxo de Ca2+ ocorra e, consequentemente, a contratilidade 
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destas células seja regulada [70, 101-103]. Estes canais iónicos podem ser essencialmente 

divididos em 2 grupos – VOCC e canais de Ca2+ independentes de voltagem. O primeiro 

grupo de canais iónicos inclui os canais de Ca2+ do tipo L, T e P/Q, ao contrário do segundo 

grupo que é composto pelos canais de Ca2+ operados por recetores (ROCC; do inglês 

“receptor-operated Ca2+ channels”), canais de Ca2+ operados por depósitos intracelulares 

(SOCC; do inglês “store-operated Ca2+ channels”) e canais de Ca2+ ativados pelo stress físico 

(SACC; do inglês “strech-activated Ca2+ channels”) [62, 70, 102]. De um modo geral, 

verifica-se que os VOCC do tipo L, nomeadamente o subtipo Cav1.2, presentes na HUA, 

exercem um papel fundamental na regulação do tónus vascular, ao contrário dos VOCC do 

tipo T cuja função está mais relacionada com a regulação da proliferação das SMCs, não 

parecendo exercer um papel importante na contratilidade das HUAs [62, 79, 101-103]. 

Relativamente aos VOCC do tipo P/Q, ainda é necessário realizar estudos que clarifiquem o 

papel destes canais na regulação do tónus vascular [62]. Quanto ao segundo grupo de canais 

iónicos previamente referido, pensa-se que os canais ROCC e SOCC estão, de facto, 

presentes nas HUAs. Contudo, quanto aos SACC ainda não há evidências da sua presença 

nestes vasos umbilicais. Deste modo, é necessário continuar a efetuar mais estudos que 

permitam clarificar quais as vias de sinalização relacionadas com os diversos canais iónicos 

envolvidos na regulação do tónus vascular da HUA [62]. 
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Figura 4. Representação esquemática dos principais mecanismos de contração das células musculares lisas da 
artéria umbilical humana (HUASMCs), promovidos por diversas substâncias vasoativas. 5-HT: serotonina; His: 
histamina; PGF2α: prostaglandina F2α; KCl: cloreto de potássio; VOCC: canais de Ca2+ operados por voltagem 
(do inglês “voltage operated Ca2+ channels”); NCX: bomba de Na+/Ca2+ (do inglês ““Na+/Ca2+ exchanger”); PLC: 
fosfolipase C (do inglês “phospholipase C”); IP3: inositol 1,4,5-trifosfato (do inglês “inositol 1,4,5-
trisphosphate”); cAMP: monofosfafato cíclico 3’5’-adenosina (do inglês “3’-5’-cyclic adenosine 
monophosphate”); [Ca2+]i : concentração intracelular do ião Ca2+; Setas verdes: ativação; Setas vermelhas: 
inibição. A figura foi criada no PowerPoint v.2204 usando figuras do Servier Medical Art. Servier Medical Art 
by Servier, licenciadas sob “Creative Commons Attribution 3.0 Unported License 
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)”. Adaptado de [70]. 

 

1.6.2. Mecanismos de relaxação das HUASMCs 

O mecanismo de relaxação das HUAs advém, principalmente, da diminuição da 

concentração intracelular de Ca2+, seguida da consequente redução ou perda do estímulo 

contráctil. No entanto, este processo celular também pode ter origem na remoção ativa de 

Ca2+ do citoplasma, ou na diminuição da sensibilidade do sistema contráctil a este ião. Além 

disso, verifica-se que existem alguns compostos endógenos e exógenos com capacidade de 

promover um conjunto de eventos moleculares que culminam com a relaxação das SMCs 

[104] (ver Figura 5). 

Isto é, por norma, nas SMCs, após um estímulo vasodilatador ou remoção do estímulo 

vasoconstritor, verifica-se uma diminuição das concentrações de Ca2+ citoplasmáticas, que 

são conseguidas através do transporte deste ião para depósitos intracelulares – ex. retículo 

sarcoplasmático, por meio da ATPase de Ca2+ do retículo sarcoplasmático (SERCA; do 
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inglês “sarcoplasmic reticulum Ca2+-ATPase”) – e/ou para o meio extracelular, através da 

ATPase de Ca2+ da membrana celular (PMCA; do inglês “plasma membrane Ca2+-ATPase”) 

e da NCX [70, 84, 105-107]. No entanto, curiosamente, Rebolledo et al., descobriram que, 

nas HUAs, a NCX funciona no modo reverso, ao contrário do que acontece noutros vasos 

sanguíneos do organismo, ou seja, este transportador membranar, nestas artérias, promove 

o influxo de Ca2+, não favorecendo a relaxação [108]. Além das proteínas já referidas, 

observou-se ainda que outras proteínas localizadas no retículo sarcoplasmático – ex. 

moléculas de interação estromal (STIM; do inglês “stomal interaction molecule”) – e outros 

canais presentes na membrana plasmática, tais como, os canais Orai, têm uma importante 

função no mecanismo de relaxação vascular, sendo que a sua presença já foi identificada 

nas HUAs [62, 109, 110]. 

Por outro lado, tal como referido anteriormente, a relaxação do músculo liso vascular pode 

ser promovida por diversos compostos exógenos e endógenos. Por norma, estes compostos 

atuam bloqueando a ativação dos recetores envolvidos nos mecanismos contrácteis, 

inibindo a síntese de agonistas do processo contráctil e fechando canais de Ca2+ localizados 

na membrana plasmática [104]. Além disso, constatou-se que estes compostos podem ser 

agonistas com capacidade de ativar determinados recetores e, consequentemente, gerar 

mensageiros intracelulares secundários, tais como, os nucleótidos cíclicos – cAMP e 

monofosfafato cíclico 3’5’-guanosina (cGMP; do inglês “3’-5’-cyclic guanosine 

monophosphate”) – que, por sua vez, podem ativar cascatas moleculares que culminam com 

a relaxação arterial [104, 111]. Deste modo, verificou-se que o aumento dos níveis 

intracelulares de cAMP está diretamente relacionado com a ativação de recetores acoplados 

a proteínas Gs ou com a inibição de recetores acoplados a proteínas Gi/o. Pelo contrário, o 

incremento das concentrações intracelulares de cGMP deve-se à ação de agentes 

vasodilatadores endógenos, como o NO. O aumento dos níveis de cAMP e cGMP permite 

que a proteína cinase A (PKA; do inglês “protein kinase A”) e proteína cinase G (PKG; do 

inglês “protein kinase G”) sejam ativadas, respetivamente. Em ambas as situações, verifica-

se uma diminuição da concentração intracelular de Ca2+ e redução da sensibilidade dos 

miofilamentos das SMCs a este ião, resultando na relaxação destas células. Este processo já 

foi observado nas HUAs, mesmo quando estas se encontram desprovidas de endotélio, 

sendo que atualmente se considera que a regulação das concentrações destes nucleótidos 

cíclicos é um dos principais mecanismos responsáveis pela vasorrelaxação destes vasos 

umbilicais [70, 84, 96, 112]. Neste sentido, é ainda importante referir que o NO pode ser 

sintetizado, a partir do aminoácido L-arginina, nas células endoteliais da HUA, visto que 

estas expressam a enzima sintase do óxido nítrico endotelial (eNOS; do inglês “endothelial 

nitric oxide synthase”). Assim, este NO poderá atuar nas SMCs, nomeadamente, sobre a 

enzima guanil ciclase solúvel (sGC; do inglês “soluble guanylyl cyclase”), aumentando as 
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concentrações de cGMP e, consequentemente, ativando a cascata de sinalização que 

culmina com o vasorrelaxamento [84, 112-115]. Portanto, percebe-se que o endotélio 

vascular também parece exercer um papel fundamental no processo de relaxação da HUA 

[91, 96, 112, 113]. Além disso, os níveis intracelulares destes nucleótidos cíclicos também 

podem ser aumentados quando as enzimas responsáveis pela sua hidrólise – 

fosfodiesterases (PDE; do inglês “phosphodiesterase”) – são inibidas [70, 84]. De facto, em 

2008, foi efetuado um estudo onde se pode comprovar, nas HUAs, a existência de quatro 

famílias de PDE – PDE1, PDE3, PDE4 e PDE5, tendo sido ainda demonstrado que a PDE4 

é a enzima responsável pela regulação do relaxamento dependente de cAMP, ao invés da 

PDE5 que modula o processo de relaxação associado ao cGMP [96].  

Para além dos mecanismos e respetivos componentes já mencionados, importa ainda 

salientar a relevância dos canais de K+ no que diz respeito à regulação do tónus vascular das 

HUAs. De um modo geral, verifica-se que estes são os canais iónicos mais abundantes nas 

SMC, assumindo assim um papel fundamental na regulação do potencial de membrana [77, 

116]. De facto, estes canais têm a capacidade de controlar direta e indiretamente as 

concentrações de K+ e Ca2+, respetivamente [76]. Isto é, a ativação dos canais de K+ 

presentes nas SMCs vasculares promove a hiperpolarização da membrana plasmática, o que 

induz o fecho dos canais VOCC e, consequentemente, reduz a concentração intracelular de 

Ca2+, permitindo que o vasorrelaxamento possa ocorrer [76, 77, 116, 117]. A atividade destes 

canais, nas SMCs, pode ser modulada por vários componentes fisiológicos, nomeadamente, 

pelas concentrações intracelulares de Ca2+, pelos nucleótidos cíclicos e também por diversas 

substâncias vasoativas, como, por exemplo, o NO, os péptidos natriuréticos (NP; do inglês 

“natriuretic peptides”) e as prostaciclinas [76, 118].Nas HUASMCs, já foi reportada a 

presença de alguns tipos de canais de K+: canais de K+ operados por voltagem (KV; do inglês 

“voltage-dependent K+”), canais de K+ ativados por Ca2+ de alta condutância (BKCa; do inglês 

“large-conductance Ca2+-activated K+ channels”), canais de K+ ativados por Ca2+ de baixa 

condutância (SKCa; do inglês “large-conductance Ca2+-activated K+ channels”), canais de K+ 

retificadores (Kir; do inglês “inward rectifier K+”), canais de K+ sensíveis ao ATP (KATP; do 

inglês “ATP-sensitive K+”) e os canais de K+ com domínio de dois poros (K2P; do inglês “2-

pore domain K+”) [76]. Atualmente, sabe-se que estes canais estão muito envolvidos nos 

processos de vasorrelaxação das HUAs. De facto, os canais KV estão envolvidos na regulação 

do potencial de membrana, após esta ser despolarizada. Pelo contrário, os canais BKCa 

respondem a alterações nos níveis de Ca2+ intracelulares, com o objetivo de também regular 

o potencial membranar [76-78, 119]. Por fim, importa acrescentar que devem continuar a 

ser feitos mais estudos que permitam clarificar o papel dos diversos canais de K+ nas HUAs, 

visto que a informação disponível não é suficiente para compreender todos os mecanismos 

relacionados com os processos de vasorrelaxação. Além disso, pensa-se que estes canais 
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podem apresentar alterações em algumas doenças vasculares, nomeadamente, as doenças 

relacionadas com a gravidez. Assim, o estudo dos canais de K+ nas HUAs torna-se ainda 

mais imperativo, visto que poderá constituir um alvo terapêutico para estas patologias [76]. 

 

 

 

Figura 5. Representação esquemática dos principais mecanismos de relaxação das células musculares lisas da 
artéria umbilical humana (HUASMCs). NO: óxido nítrico (do inglês “nitric oxide”); NP: péptidos natriuréticos 
(do inglês “natriuretic peptides”); BKCa: canais de K+ ativados por Ca2+ de alta condutância (do inglês “large-
conductance Ca2+-activated K+ channels”); KV: canais de K+ operados por voltagem (do inglês “voltage-
dependent K+”); K2P: canais de K+ com domínio de dois poros (do inglês “2-pore domain K+”); VOCC: canais de 
Ca2+ operados por voltagem (do inglês “voltage operated Ca2+ channels”); sGC: guanil ciclase solúvel (do inglês 
“soluble guanylyl cyclase”); cGMP: monofosfafato cíclico 3’5’-guanosina (do inglês “3’-5’-cyclic guanosine 
monophosphate”); cAMP: monofosfafato cíclico 3’5’-adenosina (do inglês “3’-5’-cyclic adenosine 
monophosphate”); PKG: proteína cinase G (do inglês “protein kinase G”); PKA: proteína cinase A (do inglês 
“protein kinase A”); [Ca2+]i : concentração intracelular do ião Ca2+; PDE: fosfodiesterases (do inglês 
“phosphodiesterase”);  Setas verdes: ativação; Setas vermelhas: inibição. A figura foi criada no PowerPoint 
v.2204 usando figuras do Servier Medical Art. Servier Medical Art by Servier, licenciadas sob “Creative 
Commons Attribution 3.0 Unported License (https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)”. Adaptado de 
[70]. 
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1.7. Exposição do ser humano na fase pré-natal  

A exposição aos EDCs é uma questão bastante preocupante nas sociedades atuais, 

principalmente nas primeiras fases do desenvolvimento, como a gravidez e o período pré-

natal, em que os indivíduos podem estar mais suscetíveis aos seus efeitos [4, 5, 9, 120-124]. 

Isto é, durante a gravidez, as mulheres sofrem um conjunto de alterações fisiológicas, 

metabólicas, endócrinas, reprodutoras e imunitárias, que as tornam mais sensíveis à ação 

destes compostos químicos [9, 123]. Porém, de acordo com a teoria  Developmental Origins 

of Health and Disease (DOHaD), o feto em desenvolvimento também pode ser afetado, uma 

vez que alguns EDCs que se encontram na circulação materna têm a capacidade de 

atravessar a placenta e bioacumular-se, podendo comprometer vários processos 

metabólicos e fisiológicos e, consequentemente, aumentar o risco de desenvolvimento de 

patologias durante o período pós-natal e posteriormente na vida adulta [1, 2, 4, 5, 9, 10, 125-

127]. Esta exposição aos EDCs durante a gravidez é definida como exposição pré-natal, 

sendo que pode ser subdividida em exposição materna e exposição fetal [9, 128].  

Vários estudos já comprovaram que o BPA pode causar graves problemas para a saúde 

humana, e por isso este composto tem sido substituído pelos seus análogos/substitutos [11, 

15, 16, 37, 129]. Portanto, é importante avaliar se a exposição humana a estes substitutos 

será mais segura do que a exposição ao BPA [32], nomeadamente, nos períodos de maior 

vulnerabilidade como acontece na fase pré-natal [34, 35, 37]. 

Os  substitutos do BPA – BPS, BPF, BPAF, BPB, BPAP, BPZ, BPP e BPE – e o derivado do 

BPS (BPSIP) já foram encontrados em diversas amostras biológicas, nomeadamente, no 

sangue materno [37, 130-132], sangue do cordão umbilical [37, 130-133], urina materna 

[34-36, 129, 132-142], placenta [37] e fluído amniótico [132] (ver Tabela 1). Além disso, a 

concentração destes compostos químicos nas várias amostras biológicas foi determinada 

em diversos países, tais como, na China [34, 36, 37, 129, 130, 132], Républica Checa [131], 

Estados Unidos da América [133], Canadá [135], Israel [136], Holanda [138] e Coreia do Sul 

[142]. 

Em 2017, Liu e os seus colaboradores publicaram um trabalho em que eram analisadas as 

frequências de deteção de três substitutos do BPA (BPS, BPAF, BPB) em amostras de sangue 

materno e de sangue do cordão umbilical de 61 mulheres grávidas chinesas [130]. Contudo, 

neste estudo, apenas foi possível detetar, em ambas as amostras biológicas, mas com uma 

baixa frequência, o BPS conjugado. Assim, segundo os autores, estes dados sugerem, pela 

primeira vez, que existe uma transferência materno-fetal do BPS, através da placenta [130]. 

Em 2018, Kolatorova et al. examinaram amostras de sangue materno de 27 mulheres 

checas, recolhidas na 37ª semana de gravidez, e amostras de sangue do cordão umbilical 

recolhidas após o parto [131]. Os investigadores observaram que no plasma materno apenas 

foi possível detetar BPS e BPF não conjugados numa amostra e no plasma do cordão 
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umbilical só foi identificada uma amostra com BPF. Assim, fica evidenciado que tal como 

acontece com o BPS [130], para o BPF também existe uma transferência materno-fetal [131]. 

Ainda em 2018, Ihde et al. avaliaram a presença de BPS, BPF, BPB e BPAF em amostras de 

urina materna e de sangue do cordão umbilical de 30 mulheres norte americanas [133]. 

Estes autores verificaram que nas amostras de urina materna os substitutos BPAF, BPB e 

BPS eram os mais predominantes e que nas amostras de sangue do cordão umbilical os 

compostos mais prevalentes eram o BPAF e BPF. Deste modo, demonstraram que o BPAF 

e o BPB – ainda que em menor proporção – também são transferidos da mãe para o feto em 

desenvolvimento durante a gravidez. Contudo, tal como se observou no estudo de 

Kolatorova et al., o BPS não foi detetado em amostras de sangue do cordão umbilical [133].  

Além disso, em 2018 e 2019, foram feitos vários estudos com o objetivo de detetar a 

presença dos substitutos do BPA, ao longo dos vários períodos da gravidez, em amostras de 

urina materna provenientes de mulheres que habitam em países muito variados, tais como, 

Canadá [135], Israel [136], Holanda [138], China [34-36, 129, 141], Estados Unidos da 

América [134, 137, 140], Porto Rico [139] e Coreia do Sul [142]. De um modo geral, no 

conjunto destes trabalhos, verificou-se a presença de BPS [34-36, 129, 134-141], BPF [36, 

129, 135, 136, 138, 139, 141, 142] e BPAF [129, 135] em todos os trimestres da gravidez, e de 

BPZ, BPB e BPAP [138] no primeiro trimestre (ver Tabela 1). Assim, fica mais uma vez 

evidenciada a exposição materna durante a gravidez a estes EDCs. É importante realçar que 

no estudo efetuado por Wan et al. se observou que as concentrações de BPS determinadas 

em amostras de mulheres grávidas de meninas são superiores às das mulheres grávidas de 

meninos [34]. Esta tendência pode estar relacionada com uma hipótese que refere que os 

EDCs ao interferirem com as hormonas maternas durante o período de conceção podem 

conseguir modificar a razão entre sexos [34, 143]. Além disso, é de notar que nos estudos 

efetuados por Hu et al. e Huang et al. as concentrações de BPS na urina materna vão 

aumentando ligeiramente ao longo dos 3 trimestres, o que pode estar associado a uma maior 

exposição e bioacumulação e, consequentemente, a um maior risco de disrupção endócrina 

[35, 141]. Pelo contrário, no estudo efetuado por Li et al. não foram observadas alterações 

significativas nas concentrações de BPS e BPF presentes na urina materna, ao longo dos 

vários trimestres [36]. Contudo, os autores não conseguiram apresentar nenhuma 

justificação para esta constatação, tendo apenas sugerido que em estudos futuros se façam 

várias medições, ao longo do tempo de gestação, de modo a ser possível reduzir a 

probabilidade de erro [36]. É ainda importante referir que no estudo realizado por Liu et 

al., três meses após o parto, ainda foi possível detetar BPS na urina materna – 0,17 ng/mL; 

0,20 μg/g creatinina [135]. Além disso, num estudo efetuado em 20 mulheres chinesas, foi 

possível detetar BPF (taxa de deteção = 60%; concentrações observadas entre 0,010 e 0,166 

μg/L), BPAF (taxa de deteção = 15%; concentrações detetadas entre 0,021 e 0,052 μg/L) e 
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BPS (taxa de deteção = 5%; concentrações de 0, e 0,683 μg/L) no leite materno [144]. Deste 

modo, é possível que os efeitos provocados pelos substitutos do BPA se continuem a 

manifestar no período pós-natal. Ademais, que saibamos, não existe nenhuma literatura em 

que se comprove que os níveis dos EDCs, após a gravidez, voltam para os valores normais. 

Portanto, os efeitos causados por estes compostos podem ser ainda mais preocupantes, 

tanto para a saúde materna como fetal, uma vez que se podem continuar a manifestar nas 

fases de vida seguintes.  

Em 2020, Pan et al. investigaram a ocorrência e distribuição dos bisfenóis (alguns 

substitutos do BPA e de um derivado do BPS (BPSIP)) na unidade materno-fetal-placentária 

[37]. Para tal, foram recolhidas, em 60 mulheres grávidas chinesas, amostras de sangue 

materno, sangue do cordão umbilical e de placenta, tendo sido recolhida sempre a mesma 

zona da placenta. De um modo geral, ficou evidenciado que existe transferência de BPS na 

forma livre, BPAF, BPE, BPAP e BPSIP da mãe para o feto em desenvolvimento, uma vez 

que estes compostos foram identificados nas amostras biológicas recolhidas. No entanto, o 

BPF apenas foi detetado em amostras de plasma materno e de placenta, o que pode estar 

relacionado com uma maior taxa de excreção deste composto e consequente menor 

transferência para o feto [37]. Além disso, neste estudo foram calculadas a eficiência de 

transferência placentária (PTE; do inglês “placental transfer efficiency”) e as razões entre as 

concentrações dos substitutos no sangue do cordão umbilical e no sangue materno (RCM; do 

inglês “cord−maternal concentration ratio”) e entre as concentrações dos substitutos na 

placenta e no sangue materno (RPM; do inglês “placental−maternal concentration ratio”). 

Assim, os investigadores concluíram que o BPAF tem maior tendência para se acumular no 

sangue do cordão umbilical e, consequentemente, no feto (RCM médio=6,3; RPM médio=2,2; 

PTE>100%). Pelo contrário, o BPSIP (RCM médio=0,059; RPM médio=0,20; PTE<100%) e o 

BPE (RCM médio=0,82; RPM médio=0,89; PTE<100%) têm maior tendência a se acumular 

no sangue materno havendo, por isso, uma menor probabilidade de transferência para o 

feto, embora esta ainda seja possível de ocorrer. Já o BPS é o composto que tem maior 

tendência para ficar retido na placenta (RCM médio=0,67; RPM médio=3,3; PTE<100%) [37]. 

Por fim, ainda em 2020, Zhang e os seus colaboradores analisaram, pela primeira vez, 

amostras de soro materno, urina materna, soro do cordão umbilical e fluído amniótico de 

106 mulheres chinesas que vivem em locais onde a reciclagem de aparelhos eletrónicos é 

abundante [132]. Neste estudo foi possível detetar a presença de BPP, BPS, BPAF, BPAP em 

todas as amostras biológicas. Portanto, fica uma vez mais demonstrado que as mulheres que 

vivem nestes locais estão expostas a estes EDCs, tal como acontece com os seus filhos, 

devido à transferência materno-fetal destes substitutos. Além disso, nos casos em que foi 

possível detetar o substituto no par mãe-feto em simultâneo, os investigadores 

determinaram a RCM para o BPAF e BPS. Assim, tal como aconteceu no estudo 
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anteriormente descrito [37], verificou-se que o BPAF (RCM mediano=3,26 para 22 pares) 

possui uma elevada PTE, enquanto o BPS (RCM mediano=1,11 para 11 pares) apresenta uma 

PTE menor [132]. 

No mesmo sentido, em 2019, Grandin et al. efetuaram um estudo com o objetivo de avaliar 

a transferência placentária do BPS e do seu derivado, BPSG, no sentido materno-fetal e no 

sentido inverso [145]. Para tal, recorreram ao uso de modelos placentários humanos 

perfundidos. De um modo geral, constatou-se que o BPS parece conseguir ser transferido 

em ambos os sentidos, através da placenta, embora a transferência no sentido feto-mãe seja 

menos pronunciada. Já no caso do BPSG, embora este composto tenha sido detetado nos 

compartimentos fetais, os resultados obtidos evidenciam que a transferência no sentido 

materno-fetal é quase inexistente. Este resultado é concordante com um estudo efetuado 

por estes investigadores em ovelhas [33]. Portanto, pensa-se que a deteção do BPSG nos 

compartimentos fetais está associada à metabolização do BPS por parte dos fetos. Já no 

sentido feto-mãe foi possível observar a transferência do BPSG, embora de forma lenta. 

Assim, fica evidenciado que neste modelo placentário, pelo menos no final da gestação, o 

BPS e o seu principal metabolito podem ser transferidos entre os dois compartimentos, 

expondo o feto aos efeitos deste EDC [145]. 

Finalmente, importa também referir que foram efetuados alguns estudos com o objetivo de 

perceber se existem fatores associados ao estilo de vida das mães que podem influenciar as 

concentrações destes compostos nas amostras biológicas [36, 37, 135, 138]. Por exemplo, 

verificou-se que as mulheres com um elevado índice de massa corporal pré-gravidez [37, 

138] e/ou com défice de ácido fólico apresentam concentrações de bisfenóis na urina mais 

elevadas [138]. O ácido fólico (vitamina B9) é uma molécula dadora de grupos metil, sendo, 

por isso, importante na prevenção de alterações epigenéticas. Assim, o défice desta vitamina 

durante o primeiro trimestre pode ter impactos muito preocupantes, uma vez que nesta fase 

da gravidez a ocorrência destas alterações é comum [9, 138]. Além disso, é importante 

referir que, tal como anteriormente discutido, nos modelos animais, se pensa que os 

substitutos do BPA podem estar associados ao desenvolvimento de alterações epigenéticas. 

Julga-se ainda que estas modificações, por sua vez, se relacionam diretamente com a 

transmissão, às gerações seguintes, dos efeitos causados por estes compostos [6, 146, 147]. 

Deste modo, em estudos futuros, será importante avaliar se no ser humano a exposição a 

estes EDCs também pode promover o desenvolvimento destas alterações, que associadas a 

défices nutricionais acarretam uma preocupação ainda maior. Além disso, no estudo 

efetuado por Li et al. observou-se uma relação entre o ganho de peso excessivo durante a 

gravidez e o aumento das concentrações de BPF e de BPS. Isto pode estar associado aos 

efeitos disruptores endócrinos – ex. perturbação das hormonas tiroideias (TH; do inglês 

“thyroid hormones”) – e metabólicos (ex. metabolismo lipídico) ou às vias de exposição 
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dietéticas associadas a estes compostos, uma vez que o BPF se encontra maioritariamente 

presente na carne e o BPS em produtos vegetais [36]. Liu e os seus colaboradores, 

determinaram ainda a existência de uma relação entre o consumo de mostarda durante a 

gravidez e as elevadas concentrações de BPF na urina materna [135]. No entanto, são 

necessários estudos futuros para clarificar quais fatores do estilo de vida que podem afetar 

as concentrações destes EDCs e, consequentemente aumentar o risco de exposição antes e 

durante o tempo de gestação. 

Em suma, os vários substitutos do BPA foram detetados em amostras de sangue materno, 

sangue do cordão umbilical, urina materna, placenta e fluído amniótico (Tabela 1). Além 

disso, foi possível detetar a presença de alguns substitutos ao longo dos vários trimestres, o 

que pode indicar que não existe um trimestre concreto no qual deva ser avaliada a presença 

de EDCs. Isto é, idealmente a exposição aos EDCs deve ser analisada em diferentes amostras 

biológicas e ao longo de toda a gravidez, de modo a ser possível perceber e identificar quais 

as consequências para a mãe e para o feto [4, 9, 36, 136, 141]. Por outro lado, também poderá 

ser importante identificar estes compostos na fase pós-natal, visto que este continua a ser 

um período de maior sensibilidade à exposição aos EDCs [135]. A maior parte dos estudos, 

evidencia uma transferência materno-fetal destes compostos, o que pode estar relacionado 

com o desenvolvimento de problemas de saúde para a mãe, tais como, possíveis alterações 

hematológicas [142] e no metabolismo glicolítico [129]; e para o feto como, por exemplo, 

alterações no desenvolvimento e crescimento [37, 137, 141]. Assim, a bioacumulação dos 

substitutos do BPA pode perturbar a saúde materna e fetal. 
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Tabela 1. Concentrações e taxas de deteção dos substitutos do BPA em diferentes estudos de exposição pré-natal. BPS: bisfenol S; BPF: bisfenol F; BPAF: bisfenol AF; BPB: bisfenol B; BPAP: 
bisfenol AP; BPZ: bisfenol Z; BPP: bisfenol P; BPE: bisfenol E; BPSIP: 4-Hidroxifenil 4-Isoprooxifenilsulfona (derivado do BPS); NC: não calculado; LOD: limite de deteção. 
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1º 

trimestre 

2º 

trimestre 

3º  

trimestre 

Após o 

parto 

[130] 

61 

mulheres 

grávidas 

Beijing (31) e 

Shijiazhuang 

(30); China 

Parto 

normal 

2012 

– 

2013 

Sangue 

materno 

1 a 2 dias antes 

do parto 

BPS total 

conjugado 
7% - - 

< 0,03 – 

0,07 ng/mL 
- - 

Sangue do 

cordão 

umbilical 

Imediatamente 

após o parto 

BPS total 

conjugado 
12% - - - 

< 0,03 – 

0,12 ng/mL 
- 

[134] 

476 

mulheres 

grávidas 

Boston, 

Estados 

Unidos da 

América 

- 

2006 

– 

2008 

Urina 

materna 

Primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS 27% 
<0,4 

ng/mL 
- - - 

95º percentil = 

1,32 µg/L 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

9,7ª semana; 

17,9ª semana; 

26ª semana; 

35ª semana 

[131] 

27 

mulheres 

grávidas 

República 

Checa 

Parto 

normal 

(21) e 

cesariana 

(6) 

2016 

– 

2017 

Sangue 

venoso 

materno 

Terceiro 

trimestre  

BPS não 

conjugado 
3,7% - - 

0,061 

ng/mL 

(Σbisfenóis) 

- 
Amostras 

recolhidas na 

37ª semana de 

gravidez BPF não 

conjugado 
3,7% - - - 



 23 

Sangue do 

cordão 

umbilical 

Imediatamente 

após o parto 

BPF não 

conjugado 
3,7% - - - 

0,105 

ng/mL 

(Σbisfenóis) 

- 

[133] 

30 

mulheres 

grávidas 

New Jersey; 

Estados 

Unidos da 

América 

Cesariana 2015 

Urina 

materna 

Imediatamente 

após o parto 

BPS 60% - - - 6,69%  Os valores 

apresentados 

para as 

concentrações 

referem-se à 

variação diária 

das gamas de 

concentração   

BPF 17% - - - 8,40% 

BPB 57% - - - 7,19% 

BPAF 83% - - - 4,59% 

Sangue do 

cordão 

umbilical 

Imediatamente 

após o parto 

BPS 0% - - - 5,06% 

BPF 50% - - - 8,17% 

BPB 3,3% - - - 5,29% 

BPAF 57% - - - 5,01% 

[135] 

467 

mulheres 

grávidas 

Calgary; 

Canadá 
- 

2010 

– 

2012 

Urina 

materna 

Segundo 

trimestre (18ª 

semana) 

BPS total 59% - 

0,16 

ng/mL 

(média) 

0,22 µg/g 

creatinina 

(média) 

- - - 

BPF total 9% - NC - - 

95º percentil 

= 7,29 ng/mL 

(média); 8,04 

µg/g 

creatinina 

(média) 

A 

concentração 

não foi 

calculada 

devido à baixa 

frequência de 

deteção 
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BPAF 

total 
0,21% - 

0,20 

ng/mL 
- - - 

BPS livre 1,93% - NC - - 

A 

concentração 

não foi 

calculada 

devido à baixa 

frequência de 

deteção 

BPF livre 0,21% - NC - - 

A 

concentração 

não foi 

calculada 

devido à baixa 

frequência de 

deteção 

[136] 

50 

mulheres 

grávidas 

Israel  Cesariana  

2015 

– 

2016 

Urina 

materna 

1 dia antes do 

parto ou no 

momento de 

admissão 

BPF 51% - - 

0,4 µg/L 

(mediana 

não 

ajustada) 

- - 

BPS 27% - - <LOD  - 

95º percentil 

= 0,7 µg/L  

Não foi 

possível 

calcular a 

concentração 

pois os valores 

eram 

inferiores ao 

limite de 

deteção 
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[137] 

107 

mulheres 

grávidas 

Boston, 

Estados 

Unidos da 

América 

- 

2015 

– 

2016 

Urina 

materna 

Primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS 55% 0,33 ng/mL - 

Semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 6ª 

semana; 24ª 

semana; 33ª 

semana 

[138] 

1396 

mulheres 

grávidas 

Holanda - 

2004 

– 

2005 

Urina 

materna 

Primeiro 

trimestre 

BPS 67,8% 

0,36 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

12,9ª semana 

BPF 40,2% 

0,57 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

BPZ <15% 

0,17 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

BPB <15% 

0,17 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

BPAP <15% 

0,24 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

BPP <15% 

0,18 

ng/mL 

(mediana) 

- - - 

[34] 

985 

mulheres 

grávidas 

Wuhan; 

China 
- 

2012 

– 

2014 

Urina 

materna 

No momento 

de admissão 

para o parto 

BPS 93,7% - - 
0,16 µg/L 

(média) 
- - 

[139] 

922 

mulheres 

grávidas 

Porto Rico  - 

2011 

– 

2017 

Urina 

materna 

3 recolhas ao 

longo do 

segundo e 

BPS 6,1% - 
0,46 μg/mL (média das 3 

recolhas) 
- 

Amostras 

recolhidas 

entre 16ª e 20ª 
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terceiro 

trimestres 
BPF 56,8% - 

0,27 μg/mL (média das 3 

recolhas) 
- 

semanas; 20ª 

e 24ª 

semanas; 24ª 

e 28ª semanas  

[140] 

480 

mulheres 

grávidas 

Boston, 

Estados 

Unidos da 

América 

- 

2006 

– 

2008 

Urina 

materna 

4 recolhas ao 

longo do 

primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS 20%  - - - - 

95º percentil 

= 2,10 ng/mL 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

9,7ª semana; 

17,9ª semana; 

26ª semana; 

35ª semana  

[141] 

845 

mulheres 

grávidas 

Wuhan; 

China 
- 

2013 

– 

2015 

Urina 

materna 

Primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS 86,8% 

0,3 

ng/mL 

(média) 

0,4 

ng/mL 

(média) 

0,5 ng/mL 

(média) 
- 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

13ª semana; 

23,6ª semana; 

36ª semana 
BPF 98,3% 

0,6 

ng/mL 

(média) 

0,7 

ng/mL 

(média) 

0,7 ng/mL 

(média) 
- 

[35] 

850 

mulheres 

grávidas 

Wuhan; 

China 
- 

2014 

– 

2015 

Urina 

materna 

Primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS 

62,38% (1º 

trimestre); 

64,60% 

(2º 

trimestre); 

68,11% (3º 

trimestre) 

0,37 

ng/mL 

(média) 

0,45 

ng/mL 

(média) 

0,70 ng/mL 

(média) 
- 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

13ª semana; 

23,6ª semana; 

35,9ª semana 
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[36] 

941 

mulheres 

grávidas 

Wuhan; 

China 
- 

2014 

– 

2015 

Urina 

materna 

Primeiro, 

segundo e 

terceiro 

trimestres 

BPS >97% 

0,67 

ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

0,69 

ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

0,69 ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

- 

Mediana das 

semanas em 

que efetuaram 

as recolhas: 

13ª semana; 

23,6ª semana; 

35,9ª semana 

BPF >63%  

0,39 

ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

0,34 

ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

0,36 ng/mL 

(mediana 

ajustada) 

- 

[129] 

1841 

mulheres 

grávidas 

Wuhan; 

China 
- 

2013 

– 

2015 

Urina 

materna 

Primeiro e 

segundo 

trimestre 

BPS 90,06% 

0,36 μg/L 

(média 

ajustada) 

- - - 

Amostras 

recolhidas 

entre a 8ª e 

18ª semana 

(média 13ª 

semana) 

BPF 94,72% 

2,01 μg/L 

(média 

ajustada) 

- - - 

BPAF 42,59% 

0,030 

μg/L 

(média 

ajustada) 

- - - 

[142] 

196 

mulheres 

grávidas 

Seoul-

Gyeonggi; 

Coreia do Sul 

- 

2017 

– 

2019 

Urina 

materna 

Terceiro 

trimestre  

BPS 65% - - 
0,1 μg/L 

(média) 
- 

Amostras 

recolhidas a 

partir da 28ª 

semana 
BPF 81% - - 

0,2 μg/L 

(média) 
- 

[37] 

60 

mulheres 

grávidas 

Guangzhou; 

China 
- 

2017 

– 

2018 

Plasma 

materno 

2 horas antes 

do parto 

BPS 97% - - 
11,70 pg g−1, 

ww (média) 
- - 

BPSIP 100% - - 

187,00 pg 

g−1, ww 

(média) 

- - 

BPAF 100% - - 
13,10 pg g−1, 

ww (média) 
- - 
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BPE 100% - - 

62,70 pg 

g−1, ww 

(média) 

- - 

BPF 30% - - 

41,00 pg 

g−1, ww 

(média) 

- - 

BPAP 30% - - <LOD - 

95º percentil 

= 11,5 pg g−1, 

ww (média) 

Não foi 

possível 

calcular a 

concentração 

pois os valores 

eram 

inferiores ao 

limite de 

deteção 

Plasma do 

cordão 

umbilical 

Imediatamente 

após o parto 

BPS 90% - - - 
7,20 pg g−1, 

ww (média) 
- 

BPSIP 100% - - - 
7,90 pg g−1, 

ww (média) 
- 

BPAF 100% - - - 

80,40 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPE 100% - - - 

49,90 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPF 0% - - - <LOD  

Não foi 

possível 

calcular a 

concentração 
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pois os valores 

eram 

inferiores ao 

limite de 

deteção 

BPAP 17% - - - <LOD 

95º percentil 

= 6,90 pg g−1, 

ww (média) 

Não foi 

possível 

calcular a 

concentração 

pois os valores 

eram 

inferiores ao 

limite de 

deteção 

Placenta 

(sempre a 

mesma 

zona) 

Imediatamente 

após o parto 

BPS 93% - - - 

24,40 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPSIP 100% - - - 

20,70 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPAF 100% - - - 

28,40 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPE 77% - - - 

42,50 pg 

g−1, ww 

(média) 

- 

BPF 30% - - - <LOD  

Não foi 

possível 

calcular a 
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concentração 

pois os valores 

eram 

inferiores ao 

limite de 

deteção 

BPAP 60% - - - 
8,70 pg g−1, 

ww (média) 
- 

[132] 

106 

mulheres 

grávidas 

Qingyuan; 

China 
- 2017 

Soro 

materno 

No momento 

de admissão 

para o parto 

BPP 8% - - 
0,01 ng/mL 

(média) 
 - 

BPS 30% - - 
0,01 ng/mL 

(média) 
 - 

BPAF 25% - - 
0,01 ng/mL 

(média) 
 - 

BPAP 13% - - 

<0,02 

ng/mL 

(média) 

 - 

Urina 

materna 

Durante e após 

o parto 

BPP 7% (n=15) - - <0,02 ng/mL (média) - 

BPS 
100% 

(n=15) 
- - 0,05 ng/mL (média) - 

BPAF 
100% 

(n=15) 
- - 0,1 ng/mL (média) - 

BPAP 
47% 

(n=15) 
- - <0,02 ng/mL (média) - 

Soro do 

cordão 

umbilical 

No momento 

do parto 

BPP 19% - - - 
0,01 ng/mL 

(média) 
- 

BPS 63% - - - 
0,03 ng/mL 

(média) 
- 

BPAF 24% - - - 
0,1 ng/mL 

(média) 
- 
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BPAP 22% - - - 

<0,02 

ng/mL 

(média) 

- 

Fluído 

amniótico 

No momento 

do parto 

BPP 13% (n=15) - - - 

<0,02 

ng/mL 

(média) 

- 

BPS 
67% 

(n=15) 
- - - 

0,02 ng/mL 

(média) 
- 

BPAF 
80% 

(n=15) 
- - - 

0,02 ng/mL 

(média) 
- 

BPAP 
27% 

(n=15) 
- - - 

<0,02 

ng/mL 

(média) 

- 
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1.8. Efeitos dos substitutos do BPA na fase pré-natal  

A exposição aos substitutos do BPA durante a fase pré-natal pode ter consequências graves 

para a saúde materna e do feto em desenvolvimento. Isto é, estes EDCs podem exercer 

várias alterações nos sistemas maternos e fetais, podendo causar o aparecimento de 

complicações associadas à gravidez, tais como, diabetes mellitus gestacional [129], 

alterações hematológicas maternas [142], variações na duração da gravidez (maior tempo 

de gestação ou parto pré-termo – antes das 37 semanas) [34, 35, 37, 139, 140], modificações 

de características morfológicas como, por exemplo, peso à nascença [37, 134, 137, 141], 

tamanho corporal [139, 141], perímetro cefálico [134, 137] e abdominal [134] e tamanho do 

fémur [134] (Figura 6). 

 

 

Figura 6. Representação esquemática dos vários estadios de vulnerabilidade à disrupção endócrina causada 
pelos substitutos do BPA. A exposição aos substitutos do BPA começa na fase pré-natal, visto que a placenta não 
é uma barreira totalmente eficaz à transferência materno-fetal destes compostos, o que faz com que estes se 
possam bioacumular no feto. A exposição materna e fetal pode acarretar consequências para a saúde de ambos. 
BPS: bisfenol S; BPF: bisfenol F; BPAF: bisfenol AF; BPB: bisfenol B; BPAP: bisfenol AP; BPZ: bisfenol Z; BPP: 
bisfenol P; BPE: bisfenol E. A figura foi criada no PowerPoint v.2204 usando figuras do Servier Medical Art. 
Servier Medical Art by Servier, licenciadas sob “Creative Commons Attribution 3.0 Unported License 
(https://creativecommons.org/licenses/by/3.0/)”. 
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Num estudo de coorte realizado na China, Zhang et al. avaliaram a relação entre as 

concentrações de BPS, BPF e BPAF presentes em amostras de urina materna recolhidas 

durante o primeiro trimestre e a perturbação do metabolismo glicolítico, associado ao 

desenvolvimento de diabetes mellitus gestacional [129]. De um modo geral, verificaram que 

a presença de BPAF e BPS na urina materna se relacionava com níveis mais altos de glicose 

na urina, sendo que os efeitos causados pelo BPS parecem ser influenciados pelo sexo do 

feto em desenvolvimento. Isto é, os resultados indicam que o BPS apenas perturba o 

metabolismo da glicose em mulheres grávidas de meninas, o que pode ser causado pelas 

diferenças na quantidade de hormonas na circulação materna. Além disso, constataram que 

as mulheres com peso corporal dentro dos valores de referência antes da gravidez, quando 

expostas ao BPAF, aparentam ter uma maior propensão para desenvolver diabetes mellitus 

gestacional, embora estes resultados devam ser interpretados com precaução e devam ser 

confirmados em estudos futuros. Porém, relativamente ao BPF, não foi possível estabelecer 

nenhuma relação com alterações no metabolismo glicolítico [129]. 

Em 2020, Kang e os seus colaboradores realizaram um estudo para averiguar quais os 

efeitos do BPS e BPF na hematopoiese e nos parâmetros bioquímicos serológicos maternos 

[142]. No modelo não ajustado foi possível observar uma associação entre o aumento da 

concentração de BPS e a diminuição do número de eritrócitos, níveis de hemoglobina e o 

hematócrito. Para o BPF, pelo contrário, verificou-se uma relação positiva entre os 

parâmetros mencionados. Contudo, quando os modelos foram ajustados a significância foi 

perdida. Portanto, os resultados obtidos foram inconsistentes e, por isso, os efeitos 

hematológicos destes compostos no ser humano são pouco concretos, o que acarreta uma 

necessidade de efetuar estudos adicionais [142]. 

Ao longo dos anos, têm sido feitos alguns estudos para avaliar a influência que os substitutos 

do BPA podem ter na duração da gravidez e na maior ou menor propensão para a ocorrência 

de parto pré-termo [34, 35, 37, 139, 140]. No que diz respeito ao BPS, os resultados obtidos 

nos vários estudos são bastante distintos. Isto é, no estudo efetuado por Wan et al. foi 

concluído que maiores concentrações de BPS na urina materna estão associadas a uma 

maior duração da gravidez e consequente menor probabilidade de parto pré-termo. Além 

disso, verificou-se que esta correlação positiva é mais significativa em mulheres grávidas de 

meninas [34]. Segundo os autores, o prolongamento da gravidez nos casos em que ocorre 

exposição a este EDC pode estar relacionado com o facto de os níveis de progesterona 

aumentarem, o que permite que ocorra uma manutenção da gravidez [34]. No entanto, o 

estudo efetuado por Aung e os seus colaboradores apresenta resultados opostos, uma vez 

que neste trabalho observaram que quando as concentrações de BPS na urina materna eram 

mais elevadas, a probabilidade de parto pré-termo durante o 3º trimestre aumentava [140]. 

Contudo, este segundo estudo apresenta algumas limitações quando comparado com o 
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primeiro, uma vez que a amostragem era mais pequena e a recolha das amostras foi 

realizada em anos anteriores, quando o uso deste substituto ainda não era tão alargado 

[140]. Porém, outros três estudos efetuados em 2019 e 2020, não observaram relações 

significativas entre a concentração de BPS na urina materna [35, 139] ou no plasma 

materno/do cordão umbilical [37] e a duração da gravidez. Relativamente ao BPF, um 

estudo concluiu que o aumento das concentrações na urina materna aparenta estar 

associado à maior probabilidade de parto pré-termo [139]. Já noutro estudo, não foi 

observada nenhuma relação significativa entre as concentrações deste EDC no plasma 

materno/do cordão umbilical e a duração da gravidez [37]. Quanto ao BPAF, apenas um 

estudo constata que as elevadas concentrações deste substituto no sangue do cordão 

umbilical estão associadas a uma maior probabilidade de parto pré-termo [37]. 

Além disso, também têm sido feitos trabalhos para determinar quais os efeitos dos 

substitutos do BPA em diversos parâmetros morfológicos do feto em desenvolvimento [37, 

134, 137, 139, 141]. Alguns estudos demonstraram que quando o BPS se encontra presente 

na urina materna de mulheres grávidas de meninos, o peso corporal à nascença dos mesmos 

tem tendência a diminuir [134, 137, 141]. Contudo, noutros trabalhos efetuados não foram 

observadas relações significativas entre a presença destes compostos na urina materna ou 

no sangue do cordão umbilical e esta característica morfológica [37, 133, 139]. Quando as 

mulheres estão grávidas de meninas os resultados são ainda menos concordantes. Isto é, a 

deteção de BPS na urina materna, já foi associada a uma tendência de aumento, embora não 

estatisticamente significativo [137] e diminuição de peso à nascença, ainda que menos 

acentuada do que nas mulheres grávidas de meninos [141]. Já noutros estudos não foi 

verificada nenhuma associação entre este EDC e o peso corporal à nascença das meninas 

recém nascidas [37, 134, 139]. Relativamente ao BPF, um estudo associou a presença deste 

composto na urina materna à diminuição de peso corporal, sendo esta mais acentuada nos 

meninos [141], enquanto outros não demonstraram associações significativas entre este 

parâmetro e a presença deste EDC na urina materna [133, 139] e no sangue do cordão 

umbilical [37, 133]. No que diz respeito ao BPAF, Pan e os seus colaboradores observaram 

uma correlação negativa entre as concentrações de BPAF no sangue do cordão umbilical e 

o peso corporal do recém-nascido [37]. O tamanho da criança à nascença e durante a idade 

gestacional também foram avaliados quando é possível detetar a presença de BPS e BPF na 

urina materna [139, 141]. Deste modo, verificou-se que a deteção destes EDCs está 

inversamente relacionada com o tamanho corporal [141]. No que concerne ao tamanho 

gestacional, verificou-se que as concentrações de BPS e BPF determinadas entre a 24ª e a 

28ª semanas gestacionais se associam a uma idade gestacional menor (SGA; do inglês 

“small gestational age”), ou seja, o feto tem um tamanho menor do que o normal para o 

número de semanas gestacionais [139]. No entanto, as concentrações de BPS detetadas 
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entre a 16ª e 20ª semanas gestacionais aparentam estar associadas a uma idade gestacional 

maior (LGA; do inglês “large gestational age”), ou seja, o feto tem um tamanho maior do 

que o normal para a idade [139]. Segundo os autores, esta discrepância de efeitos 

provocados pelo BPS pode estar relacionada com a interação deste EDC com os níveis 

hormonais variáveis associados aos diferentes períodos da gravidez. Contudo, os resultados 

devem ser analisados com cautela e idealmente devem ser realizados estudos adicionais 

para tentar compreender melhor quais são as dinâmicas associadas [139]. Além disso, o 

perímetro cefálico e abdominal, tal como o tamanho do fémur são parâmetros morfológicos 

relevantes de serem avaliados [134, 137]. No estudo efetuado por Ferguson et al. concluiu-

se que estas três variáveis estão inversamente relacionadas com as concentrações de BPS na 

urina de mulheres grávidas de meninos. Pelo contrário, verificaram que nas mulheres 

grávidas de meninas as concentrações deste composto estão diretamente relacionadas com 

o perímetro cefálico e com o tamanho do fémur, não tendo sido possível estabelecer 

nenhuma relação estatisticamente significativa com o perímetro abdominal [134]. Por fim, 

no trabalho realizado por Mustieles et al. não foram observadas relações significativas entre 

este EDC e o perímetro cefálico [137]. 

Em suma, os substitutos do BPA, nomeadamente, o BPS, BPF e BPAF podem causar efeitos 

adversos para a saúde materna e do feto em desenvolvimento, sendo que, possivelmente, 

estes efeitos podem trazer complicações para a vida futura das crianças e das suas mães [34, 

35, 37, 129, 134, 137, 139-142]. No entanto, será importante realizar mais estudos que 

avaliem as concentrações destes compostos em amostras biológicas humanas e permitam 

determinar as suas relações com o possível desenvolvimento de patologias e anomalias 

maternas e fetais, de modo a clarificar em concreto quais os efeitos causados por estes EDCs 

e perceber quais os mecanismos associados a estes fenómenos [34, 35, 37, 129, 139, 141]. 

Assim, poderá ser importante rever a segurança de substituir o BPA por estes análogos, uma 

vez que alguns estudos parecem indicar alguma semelhança entre os efeitos negativos 

causados [35-37, 129]. 

 

1.9. Efeitos da exposição para o sistema cardiovascular  

As CVD englobam um conjunto bastante heterogéneo de patologias relacionadas com a 

perturbação do funcionamento e da estrutura dos vasos sanguíneos e do coração, tais como, 

aterosclerose, enfarte do miocárdio, hipertensão, insuficiência cardíaca, miocardiopatia 

dilatada, doença arterial coronária, arritmia, isquemia e acidente vascular cerebral, entre 

outras [14, 148, 149]. Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), as CVD são 

consideradas a principal causa de morte a nível mundial [9, 14, 149], sendo que se espera 

que a sua incidência venha a incrementar ao longo dos anos [9]. Devido ao aumento dos 
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comportamentos de risco entre os jovens adultos, que residem principalmente no mundo 

ocidental, tem-se verificado uma maior incidência destas doenças nestas faixas etárias, o 

que se pode tornar problemático no futuro [148]. Portanto, se os efeitos causados pelos 

comportamentos de risco nestas idades não puderem ser revertidos, haverá uma sobrecarga 

ainda maior no número de indivíduos a sofrer deste tipo de patologias em idades mais 

jovens, aumentado assim a incidência da doença [148]. No entanto, cada indivíduo pode 

fazer alguns esforços para evitar alguns fatores de risco ao nível do estilo de vida como, por 

exemplo, manter uma dieta equilibrada e saudável, ter uma vida ativa, não fumar nem 

consumir substâncias de abuso [148, 150, 151]. Porém, existem fatores ambientais de risco 

que não são fáceis de evitar, tais como, a exposição a certos EDCs que estão presentes de 

forma ubíqua no meio ambiente, tal como acontece com o BPA e com os seus substitutos 

[14, 39]. Isto é, vários estudos já comprovaram que existe uma relação entre a exposição ao 

BPA e a prevalência de CVD [9, 14, 38-40, 152]. Por este motivo é importante avaliar se os 

análogos do BPA, que estão a ser cada vez mais usados para o substituir em diversos 

produtos do dia a dia, também podem ter um efeito disruptor no sistema cardiovascular [14, 

41, 42, 153, 154].  

 

1.9.1. Estudos animais in vivo  

Deste modo, ao longo dos anos, têm sido feitos diversos estudos em modelos animais, tais 

como peixes zebra [21, 155-162], roedores [41, 42, 163-165], anelídeos [153] e crustáceos 

[166] com o intuito de a avaliar se existe alguma relação entre a exposição a estes compostos 

e o desenvolvimento de anomalias no sistema cardiovascular (ver tabela 2). 

Em 2020, foram efetuados 3 estudos em peixes zebra onde foi estabelecida a relação entre 

a exposição ao BPAF [160], BHPF [21] e BPS [161] e o desenvolvimento de cardiotoxicidade. 

De um modo geral, Gu e os seus colaboradores descobriram que o BPAF inibe a atividade 

de algumas enzimas antioxidantes (ex. Sod, Cat, Cu/Zn-SOD), aumentando o stress 

oxidativo que, por sua vez, aumenta a peroxidação de lípidos – tal como é evidenciado pelo 

incremento dos níveis de malondialdeído (Mda; do inglês “malondialdehyde”) – e promove 

o desenvolvimento de disfunções mitocondriais, culminando com a ativação da via 

apoptótica p53/caspases na região cardíaca [160]. Além disso, nesta investigação os autores 

também observaram que a exposição a este EDC perturbou a expressão dos genes 

envolvidos no desenvolvimento e normal funcionamento do coração. Isto é, o BPAF alterou 

a expressão dos genes nkx2.5, gata5, ta, noto, e tbx6 que estão envolvidos na formação do 

loop do tubo cardíaco, diferenciação, migração e proliferação dos cardiomiócitos e 

morfogénese do coração [160]. No estudo efetuado por Mi et al. foram obtidos resultados 

semelhantes [21]. Isto é, também neste estudo, a exposição ao BHPF foi relacionada com a 
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disrupção da formação do loop cardíaco que é necessário para individualizar a aurícula do 

ventrículo no coração destes animais. Esta perturbação pode ser verificada pelo aumento 

da distância entre o sinus venosus e o bulbus arteriosus (distância SV-BA). Além disso, 

neste estudo também foi observada a diminuição da expressão dos genes nkx2.5, tbx5a e 

gata4. Curiosamente, para as concentrações mais baixas de BHPF, foi observado um 

aumento da expressão do gene myl7 que está envolvido na proliferação das células 

musculares cardíacas, nos processos de contração do coração e no conjunto de miofibrilas. 

Isto reflete o aumento da proliferação dos cardiomiócitos presentes na aurícula e no 

ventrículo como mecanismo de compensação das anomalias cardíacas causadas por este 

composto [21]. Já no trabalho realizado por Qiu e os seus colaboradores, constatou-se que 

a exposição ao BPS alterou alguns parâmetros imunitários (ex. níveis de citocinas, IL-12 e 

NO sintetase), o que perturbou o desenvolvimento e função do coração [161].  

Uma das consequências mais frequentemente observadas, em peixes zebra nas fases 

embrionárias e larvais, após exposição ao BPAF [156, 157, 159], BPF [157-159], BPS [155, 

157] e BHPF [21] é o desenvolvimento malformações cardíacas, tais como, edema cardíaco 

[155, 157] e pericardíaco [21, 156, 158, 159]. Por vezes os peixes zebra também podem 

desenvolver um aumento da área pericardíaca [21]. Ainda no que diz respeito à morfologia 

do coração nestes animais, verificou-se que a exposição ao BPAF diminuiu o número de 

cardiomiócitos e de células endocardiais, decrescendo o tamanho deste órgão [160]. Já a 

submissão a tratamentos com BHPF também foi associada à redução do número de 

cardiomiócitos na secção maior do ventrículo e da aurícula [21]. No entanto, no estudo 

realizado por Qiu e os seus colaboradores, a exposição dos peixes zebra ao BPS foi 

relacionada com o aumento do tamanho da aurícula e do espaço entre a parte lisa da 

aurícula e o apêndice auricular (parte musculada da aurícula), ou seja, segundo estes 

autores este composto promoveu a hipertrofia do coração dos peixes zebra [161]. Assim, os 

autores concluíram que estes EDCs podem despoletar o aparecimento de lesões 

cardiovasculares [156, 160]. No estudo efetuado por Moreman et al. verificou-se ainda que 

a exposição dos embriões de peixe zebra, nos primeiros dias de vida, ao BPAF e BPF 

promoveu a ocorrência de hemorragias cranianas, provavelmente devido a danos vasculares 

[157]. Isto é, este acontecimento pode estar relacionado com o enfraquecimento da rede de 

vasos sanguíneos locais, devido à perturbação, por parte destes compostos, das vias de 

sinalização associadas à tiróide e ao 17β-estradiol (E2) [157].  

Por outro lado, para analisar os efeitos que os EDCs causam nas funções cardiovasculares, 

avalia-se frequentemente, a função contráctil do coração [41] e os parâmetros relacionados 

com a mesma, tais como, a frequência cardíaca [21, 41, 153, 160, 162, 166], volume sistólico 

[21], débito cardíaco [21] e encurtamento longitudinal do ventrículo [21]. O estudo realizado 

por Gao et al. verificou que a exposição de fêmeas de rato ao BPS promoveu o aumento da 
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fosforilação da proteína phospholamban (PLN), sendo que este processo também foi 

observado para os recetores de rianodina (RyR; do inglês “ryanodine receptors”), que estão 

envolvidos nos processos de contratilidade cardíaca [41]. Deste modo, constatou-se que este 

composto, ao interferir com os processos de captação e libertação de Ca2+ do retículo 

sarcoplasmático, pode aumentar a incidência dos acontecimentos de excitação espontâneos 

e aberrantes, ao nível dos miócitos. Portanto, a nível celular este EDC tem a capacidade de 

aumentar a ocorrência de eventos arritmogénicos que em determinadas condições 

patofisiológicas se podem propagar, aumentando o risco de desenvolvimento de arritmias. 

Contudo, neste estudo, ao nível do coração, em condições normais, não foram observados 

eventos de arritmia, embora haja a assinalar um aumento moderado da frequência cardíaca. 

É ainda importante referir que os eventos causados nos cardiomiócitos das fêmeas parecem 

estar relacionados com a ativação do recetor de estrogénio β (ERβ; do inglês “estrogen 

receptor beta”) e, consequentemente, com a sua via de sinalização. No entanto, neste estudo 

não foi possível observar alterações significativas nos machos, o que segundo os autores 

poderá ser explicado pela simultânea ativação do recetor de estrogénio α (ERα; do inglês 

“estrogen receptor alpha”), o que acaba por anular os efeitos estimulatórios associados à 

ativação dos ERβ [41].  

Ainda no que concerne a frequência cardíaca, entre 2018 e 2021, foram realizados estudos 

em peixes zebra [21, 160-162], no anelídeo Lumbriculus variegatus [153] e nas fêmeas de 

crustáceo Daphnia magna [166]. Deste modo, verificou-se que a exposição dos anelídeos 

ao BPS diminuiu o intervalo entre as pulsações do vaso sanguíneo dorsal – que é 

considerado o homólogo filogenético do coração dos organismos superiores – aumentando 

assim a frequência de pulsação [153]. Pelo contrário, a exposição das fêmeas D. magna ao 

BPF levou à diminuição da frequência cardíaca [166]. Nos peixes zebra, de um modo geral, 

observou-se que os compostos BPAF [160], BHPF [21] e BPS [161, 162] têm tendência a 

reduzir a frequência cardíaca, embora no estudo efetuado por Qin et al. se tenha verificado 

que, 48h após a fertilização, os embriões F1 apresentavam um aumento da frequência 

cardíaca [162]. Por outro lado, no estudo onde os embriões de peixe zebra foram expostos 

ao BHPF, ocorreu uma diminuição da frequência cardíaca, redução do volume diastólico e 

débito cardíaco, e o encurtamento longitudinal do ventrículo, o que reforça mais uma vez a 

ideia de que este EDC tem capacidade de perturbar diretamente as funções cardíacas [21].  

De modo a avaliar os potenciais riscos destes compostos para o sistema cardiovascular 

também se pode recorrer à determinação de diversos parâmetros hematológicos e 

bioquímicos presentes no soro [164]. Assim, em 2017 foi efetuado um estudo em ratos 

adultos machos, onde foi possível estabelecer uma relação entre a exposição ao BPS e a 

perturbação destes parâmetros serológicos que, por sua vez, podem desencadear 

determinados processos no organismo associados a um maior risco de desenvolvimento de 
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CVD [164]. Isto é, verificou-se que este EDC induziu a diminuição do número de eritrócitos 

presentes na circulação, provavelmente devido à interferência com o processo de 

eritropoiese. Além disso, foi possível observar uma redução da concentração de 

hemoglobina, o que poderá ser explicado pela inibição da eritropoiese e da síntese de 

hemoglobina e/ou pela ocorrência de hemólise, sendo que se verificou que de facto o último 

processo enumerado ocorre, tal como é evidenciado pelo aumento das concentrações de 

bilirrubina. Por outro lado, este composto foi associado à diminuição do tempo de 

coagulação e ao aumento dos níveis serológicos de Ca2+. Uma vez que o Ca2+ tem um papel 

essencial para o ritmo cardíaco, as alterações nos níveis serológicos deste ião podem ser 

preocupantes e indicar, mais uma vez, uma possível relação entre o BPS e o 

desenvolvimento de arritmias cardíacas, nestes modelos animais. Constatou-se também um 

decréscimo do número de leucócitos em circulação, logo, este EDC poderá suprimir algumas 

funções do sistema imunitário. Por outro lado, estes autores também constataram que o 

metabolismo da glicose e dos lípidos foi perturbado. Portanto, neste caso, verificou-se um 

aumento das concentrações serológicas de glicose, triglicéridos (TG), ácidos gordos livres, 

colesterol, lipoproteínas de baixa densidade (LDL; do inglês “low density lipoprotein”) e de 

lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL; do inglês “very low density lipoprotein”). 

Pelo contrário, observou-se a diminuição dos níveis de lipoproteínas de alta densidade 

(HDL; do inglês “high-density lipoprotein”). Deste modo, este EDC ao estar associado a 

estas alterações no perfil lipídico poderá estar relacionado com a promoção da formação de 

placas ateroscleróticas, que constituem um dos grandes fatores de risco para o 

desenvolvimento de CVD. Verificaram ainda que os ratos expostos aos tratamentos com 

BPS apresentavam hiperproteinemia que possivelmente está relacionada com danos 

tecidulares hepáticos, provavelmente correlacionados com problemas cardíacos, tal como é 

evidenciado pelo aumento da atividade das enzimas alanina aminotransferase (ALT; do 

inglês “alanine aminotransferase”), aspartato aminotransferase (AST; do inglês “aspartate 

aminotransferase”) e fosfatase alcalina (ALP; do inglês “alkaline phosphatase”). Por fim, 

observaram um aumento das concentrações de ureia, que é um indicador de insuficiência 

cardíaca. Assim, percebe-se que o BPS pode ser considerado um composto indutor de risco 

cardiovascular [164]. Além disso, outro estudo realizado em 2017, considerou este composto 

como sendo um fator de risco para o sistema cardiovascular em murganhos, após ser 

induzido um enfarte do miocárdio [163]. Isto é, a exposição de forma contínua ao BPS, após 

um enfarte do miocárdio, aumenta o estado pró-inflamatório na zona lesada, o que culmina 

no desenvolvimento de complicações, tais como, rutura cardíaca e disfunção do ventrículo 

esquerdo, diminuindo a recuperação destes animais. Deste modo, verifica-se que os 

murganhos expostos aos tratamentos com este EDC acabam por morrer prematuramente 

devido à rutura cardíaca. Já quando sobrevivem o ventrículo esquerdo não se encontra a 
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funcionar corretamente, tal como é evidenciado pela sua dilatação e pela redução da área 

fracionada ((área do ventrículo esquerdo em diástole – área do ventrículo esquerdo em 

sístole)/área do ventrículo esquerdo em diástole) [163]. 

 

1.9.2. Estudos in vitro  

Desde 2019, foram feitos diversos estudos in vitro de modo a avaliar a contratilidade [42, 

165] e a cardiotoxicidade do BPS, BPF [165, 167] e BPAF [154, 168]. Isto é, Ferguson e os 

seus colaboradores realizaram um estudo em que expuseram ao BPS corações de ratos 

isolados e previamente perfundidos com o objetivo de determinar quais as consequências 

para a função contráctil deste órgão [42]. Deste modo, demonstraram que o BPS, ao 

interagir com ERβ, exerce um efeito depressor rápido nestes corações, sendo que este, por 

sua vez, parece estar relacionado com a diminuição da pressão sistólica e das taxas de 

contração e relaxação. Além disso, avaliaram os perfis de fosforilação dos miofilamentos 

que constituem o aparelho contráctil e da PLN que funciona como um regulador da função 

contráctil. Ao ser fosforilada a proteína PLN dissocia-se da SERCA, ativando a bomba de 

Ca2+ presente na membrana do retículo sarcoplasmático o que, consequentemente, 

aumenta a remoção de Ca2+ do citoplasma para o retículo sarcoplasmático. Este processo 

culmina no aumento da taxa de relaxação e, posteriormente, no incremento da contração 

do miocárdio [42, 105]. Assim, estes investigadores verificaram que a exposição a este 

composto promoveu o desenvolvimento de alterações no padrão de fosforilação dos 

miofilamentos que diferem entre géneros e que podiam afetar diretamente a função 

contráctil do miocárdio. Contudo, estas variações provavelmente acabam por se anular 

umas às outras não causando modificações na função dos miofilamentos. Além disso, 

constataram que a exposição, dos corações das fêmeas, ao BPS aumentou a fosforilação da 

PLN no resíduo de serina 16 e diminui a fosforilação no resíduo de treonina 17. Porém, nos 

machos, não foram observadas alterações significativas nos perfis de fosforilação da PLN, 

ou seja, a resposta do miocárdio após exposição a este composto apresenta diferenças entre 

géneros que, segundo os autores, podem eventualmente estar relacionadas com diferentes 

padrões de fosforilação do ERβ, embora sejam necessários estudos adicionais para o 

comprovar [42]. Portanto, este composto ao diminuir a contratilidade do miocárdio, 

nomeadamente ao nível do ventrículo esquerdo, pode reduzir a sua capacidade de funcionar 

corretamente o que, por sua vez, pode despoletar a ocorrência de situações de hipoperfusão, 

aumentando o risco de desenvolvimento de doença coronária isquémica [42]. No mesmo 

ano, Yin e os seus colaboradores estabeleceram uma relação entre a exposição de corpos 

embrionários de murganho ao BPF e BPS e o desenvolvimento de CVD [167]. Isto é, estes 

compostos foram associados ao aumento da frequência de cardiomiopatias ventriculares 
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direitas (dilatação, hipertrofia e arritmia), contração do músculo liso vascular e do músculo 

cardíaco e maior propensão para desenvolver miocardites. Nos últimos anos, foram 

efetuados trabalhos de investigação com cardiomiócitos derivados da diferenciação de 

células estaminais embrionárias da linha celular R1 (ESC R1; do inglês “embryonic stem 

cells R1”), onde estes foram expostos a várias concentrações de BPAF [154, 168]. Yang et al. 

verificaram que o aumento das concentrações deste EDC estava diretamente relacionado 

com o número de cardiomiócitos a sofrer apoptose. Além disso, constataram que a 

exposição a este substituto do BPA promoveu a hipertrofia dos cardiomiócitos [154]. Por 

outro lado, no trabalho efetuado por Zhou et al. foram obtidos resultados concordantes, 

sendo que se pensa que este aumento de tamanho pode ser explicado pela interferência 

deste EDC na via p38-MAPK que, consequentemente, aumenta a expressão de colagénio e 

promove o desenvolvimento de hipertrofia dos cardiomiócitos, afetando o normal 

desenvolvimento do coração [168]. Em 2021, foi efetuado um estudo onde foram avaliados 

os efeitos diretos não genómicos na eletrofisiologia cardíaca que estão associados à 

exposição ao BPF e ao BPS [165]. Para tal, recorreu-se ao uso de cardiomiócitos humanos 

derivados de células estaminais pluripotentes (hiPSC-CM; do inglês “human induced 

pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes”). De um modo geral, estes investigadores 

descobriram que a exposição ao BPF provocou um efeito inibitório nos canais iónicos destas 

células, inibindo as correntes de Na+, Ca2+ e K+. Estas alterações, nomeadamente ao nível 

das correntes de Ca2+, podem ser preocupantes, visto que os canais de Ca2+ no tecido 

cardíaco estão envolvidos em processos importantes, tais como, a despolarização das células 

nodais, condução atrioventricular, fase de plateau, condução dos potenciais de ação 

cardíacos e contratilidade [165]. No entanto, para os casos de exposição ao BPS, não foi 

possível observar estas alterações [165]. Além disso, neste estudo foram avaliados os efeitos 

da exposição ao BPS e BPF de corações de rato isolados e previamente perfundidos. Deste 

modo, verificou-se que a exposição ao BPF podia ser associada à diminuição da frequência 

cardíaca e da condução auriculoventricular e ao aumento da refratariedade nodal 

auriculoventricular. Porém, nos casos de exposição ao BPS estas alterações não foram 

constatadas [165]. 

Assim, fica evidenciado que nestes modelos in vitro também é possível observar uma 

diminuição da resposta cardíaca, diminuindo a frequência cardíaca e a pressão arterial, 

promovendo os efeitos cardiotóxicos e hipertróficos associados aos substitutos do BPA [154, 

165, 167]. 
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1.9.3. Estudos epidemiológicos  

Embora os estudos que avaliam os efeitos dos substitutos do BPA a nível cardiovascular em 

humanos sejam bastante escassos, em 2021, um trabalho de investigação constatou que as 

concentrações de BPS e BPF na urina de pacientes hipertensos internados num hospital em 

Wuhan eram estatisticamente superiores às dos pacientes sem hipertensão [169]. Assim, os 

autores concluíram que estes compostos podem eventualmente exercer alguns efeitos 

hipertensivos em humanos, embora sejam necessários estudos posteriores [169]. 

 

Em suma, fica evidenciado que, nos modelos animais, os substitutos do BPA, tais como, o 

BPS [41, 42, 153, 155, 157, 161-164], BPF [157-159, 166], BPAF [156, 157, 159, 160] e BHPF 

[21] podem modificar a morfologia e a função dos componentes do sistema cardiovascular, 

promovendo uma maior cardiotoxicidade que depois pode culminar no desenvolvimento de 

CVD. Além disso, estas consequências também foram observados em modelos in vitro, o 

que mostra que estes podem ser bastante úteis na compreensão dos efeitos e dos 

mecanismos associados a estes processos, pelo que futuramente poderão constituir uma boa 

área de estudo [154, 167, 168]. No entanto, há a assinalar que os trabalhos para avaliar 

diretamente os efeitos destes EDCs no sistema cardiovascular de humanos ainda são muito 

escassos [169]. Assim, será importante realizar mais estudos que permitam obter um 

melhor conhecimento das relações que existem entre a exposição ubíqua do ser humano a 

estes compostos e o desenvolvimento de CVD. Deste modo, é essencial determinar se de 

facto será seguro substituir o BPA pelos seus análogos, visto que vários estudos já 

comprovaram que, por exemplo, no que diz respeito ao sistema cardiovascular, estes 

compostos apresentam riscos para a saúde [41, 42, 153, 154]. 
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Tabela 2. Efeitos dos substitutos do BPA no sistema cardiovascular de diversos organismos. PND: dias pós-natal (do inglês “postnatal day”); bw: peso corporal (do inglês body weight); HDL: 
lipoproteína de alta densidade (do inglês “high density lipoprotein”); PLN: phospholamban; CVD: doenças cardiovasculares (do inglês “cardiovascular diseases”); distância SV-BA: distância entre 
o sinus venosus e o bulbus arteriosus; ESC: células estaminais embrionárias (do inglês “embryonic stem cells”); BPAF: bisfenol AF; BPF: bisfenol F; BPS: bisfenol S; BHPF: fluoreno-9-bisfenol. 

 

Estudo Referência Organismos de estudo Exposição 
Substituto 

do BPA 
Efeitos para o sistema cardiovascular 

In vivo 

[155] Larva de peixe zebra 

Exposição pré-natal e durante o 

período de eclosão de forma 

contínua a 50 µg/L de BPS 

BPS Desenvolvimento de edema cardíaco  

[156] Embriões de peixe zebra 

Exposição dos embriões durante 

72h após fertilização a 1,5 mg/L 

BPAF 

BPAF Desenvolvimento de edema pericardíaco  

[41] 
Ratos adultos fêmeas Sprague-

Dawley  

Exposição dos corações de rato 

excisados e dos miócitos 

ventriculares isolados a 1 nM BPS 

BPS 

Nos miócitos: aumento dos mecanismos arritmogénicos; 

No coração: aumento moderado da frequência cardíaca; pode 

contribuir para o desenvolvimento de arritmias se na presença de 

substratos arritmogénicos existentes  

[163] 
Murganhos adultos machos 

C57bl/6n  

Exposição pré e pós-natal, até ao 

momento da eutanásia (PND21), 

a 5 μg/kg bw/dia BPS 

BPS 
Promove a rutura cardíaca e a disfunção do ventrículo esquerdo, após 

enfarte do miocárdio, diminuindo a recuperação  

[157] Embriões de peixe zebra 

Exposição dos embriões desde as 

0h após fertilização até às 96h a 

concentrações que variam entre 

10 e 200 mg/L BPAF/BPF/BPS 

BPAF Edema cardíaco e hemorragia cranial (>10 mg/L BPAF) 

BPF Edema cardíaco e hemorragia cranial (>20 mg/L BPF) 

BPS Edema cardíaco (>200 mg/L BPS) 

[164] 
Ratos adultos machos Sprague-

Dawley 

Exposição dos ratos adultos 

durante 30 dias a 30, 60 e 120 

mg/kg bw/dia BPS 

BPS 

Redução de parâmetros hematológicos e do número de leucócitos no 

soro; aumento das concentrações serológicas de Ca2+ (associado ao 

desenvolvimento de arritmias); incremento dos níveis de variáveis do 

perfil lipídico que promovem a formação de placas ateroscleróticas e 

diminuição da síntese de HDL 

[158] Embriões de peixe zebra 
Exposição pré-natal e até 1h após 

fertilização a 0,1 e 1mg/L BPF 
BPF Desenvolvimento de edema pericardíaco 

[159] Embriões de peixe zebra 
Exposição dos embriões no 

estadio de 16 células (1,5 a 1,7 
BPAF 

Desenvolvimento de edema pericardíaco (o,5 mg/L e 1 mg/L); 

redução da frequência cardíaca (0,5 mg/L and 1 mg/L) 
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horas após fertilização) a 

concentrações que variam entre 

0,1 mg/L e 10 mg/L BPAF/BPF 

durante 4 dias 

BPF 
Desenvolvimento de edema pericardíaco (10mg/L; redução da 

frequência cardíaca (5 mg/L and 10 mg/L) 

[153] 
Anelídeo Lumbriculus 

variegatus  

Exposição dos anelídeos durante 

5 dias (100 a 120h) ou exposição 

aguda (5min) a 1 nM e 1 µM de 

BPS 

BPS 
Diminuição do intervalo entre pulsações do vaso sanguíneo dorsal, 

em ambos os tipos de exposição 

[160] 
Embriões de peixe zebra 

trangénicos 

Exposição dos embriões entre as 

4h e 72h após fertilização a 200 

µg/L BPAF 

BPAF 

Redução da frequência cardíaca, do número de cardiomiócitos e de 

células endocardiais no coração; diminuição do tamanho do coração; 

indução de cardiotoxicidade por indução de stress oxidativo e 

apoptose 

[166] 
Fêmeas de crustáceo 

planctónico Daphnia magna  

Exposição dos neonatos durante 

21 dias a 10 e 100 µg/L BPF 
BPF Diminuição da frequência cardíaca 

[21] Embriões de peixe zebra 

Exposição dos embriões entre as 

2h e 72h após fertilização a 2, 5 e 

10 µM BPAF 

BHPF 

Indução de cardiotoxicidade; atenuação da função cardíaca; menor 

desenvolvimento do coração; aumento da área pericardíaca (2 e 10 

µM); desenvolvimento de edema pericardíaco (5 e 10 µM); aumento 

da distância SV-BA (2, 5 e 10 µM); redução do número de 

cardiomiócitos na secção maior do ventrículo e do átrio (2, 5 e 10 µM); 

perturbação da função contráctil do coração - diminuição da 

frequência cardíaca, volume sistólico, débito cardíaco (2, 5 e 10 µM); 

encurtamento longitudinal do ventrículo (2, 5 e 10 µM) 

[161] Embriões/larvas de peixe zebra 

Exposição dos embriões entre as 

4 e 120h após fertilização a 

100µg/L BPS 

BPS 

Indução de cardiotoxicidade; desenvolvimento de hipertrofia no 

coração; diminuição da frequência cardíaca; aumento do tamanho do 

átrio e da área entre o átrio e o ventrículo 

[162] Embriões de peixe zebra 

Exposição pré-natal 

(progenitoras foram expostas 

durante 240 dias a 1 e 100 μg/L 

BPS) 

BPS 
48h após fertilização: aumento da frequência cardíaca 

120h após fertilização: diminuição da frequência cardíaca 

In vitro [42] Murganhos CD1 
Exposição dos corações de 

murganhos isolados e 
BPS 

Diminuição da função contráctil do ventrículo esquerdo, em ambos 

os géneros; aumento e diminuição, respetivamente, da fosforilação 
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perfundidos durante 15min a 1 

nM BPS  

dos resíduos de serina 16 e treonina 17 da proteína PLN nos corações 

das fêmeas 

[167] 

Corpos embrionários derivado 

de células estaminais de 

murganho 

Exposição dos corpos 

embrionários a 100nM BPF/BPS 

BPF Relação com o desenvolvimento de CVD, tais como, cardiomiopatias 

ventriculares direitas (dilatação, hipertrofia e arritmia), contração do 

músculo vascular liso, contração do músculo cardíaco, miocardite 

viral; ativação da sinalização adrenérgica nos cardiomiócitos BPS 

[154] 
Cardiomiócitos derivados da 

linha celular ESC R1 

Exposição das células durante 7 a 

10 dias a 8, 200 e 1000 ng/ml 

BPAF 

BPAF Indução de hipertrofia e de processos apoptóticos nos cardiomiócitos 

[165] 

Cardiomiócitos humanos 

derivados de células estaminais 

pluripotentes induzidas (hiPSC-

CM) e corações de rato Sprague-

Dawley isolados e perfundidos 

Exposição das hiPSC-CM a 0,01-

100 µM BPF durante 15 min e 

exposição dos corações de rato 

isolados e perfundidos durante 15 

min  

BPF 

Nas hiPSC-CM: inibição dos canais iónicos destas células, inibindo as 

correntes de Na+, Ca2+ e K+ 

No coração: diminuição da frequência cardíaca e da condução 

auriculoventricular e ao aumento da refratariedade nodal 

auriculoventricular 

[168] 

Células da linha celular ESC R1 

em diferenciação para 

cardiomiócitos 

Exposição das células desde o dia 

0 ao 10º dia de diferenciação a 10 

ng/mL 

BPAF 

Aumento da expressão do colagénio que pode resultar numa 

hipertrofia cardíaca associada a problemas no desenvolvimento do 

coração 

Epidemiológico [169] 

Pacientes hipertensos 

internados no serviço de 

cardiologia de um hospital em 

Wuhan 

Detetadas concentrações médias 

de 0,39 μg/L BPS e 0,32 μg/L 

BPF na urina dos doentes 

hipertensos internados 

BPF 
Concentrações de BPS/BPF detetadas na urina dos pacientes 

hipertensos são significativamente superiores aos controlos, logo, 

BPS/BPF podem ter alguns efeitos hipertensivos 
BPS 
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2. Enquadramento e Objetivos da investigação 

O BPA é um monómero sintético constituinte de muitos plásticos de policarbonato, resinas 

epóxi e outros produtos de consumo. Este composto químico está sempre a ser libertado 

para o meio ambiente, o que faz com que, por isso, seja considerado como um dos EDCs 

mais presentes no meio ambiente. De facto, a presença do BPA em diversas amostras 

biológicas já foi comprovada, assim como a associação da exposição a este composto com o 

desenvolvimento de diversas patologias.  

Deste modo, ao longo dos anos, o BPA tem vindo a ser substituído em diversos produtos 

pelos seus compostos análogos, tais como, o BPF e BPS. Assim, o ser humano e o meio 

ambiente, de um modo geral, passaram a estar também expostos de forma ubíqua aos 

substitutos do BPA. No entanto, a nível estrutural, estes EDCs são todos muito semelhantes 

entre si, pelo que ultimamente, têm sido levantadas diversas questões quanto à segurança 

destes compostos. Neste sentido, têm sido efetuadas algumas investigações com o objetivo 

de avaliar os efeitos que os substitutos do BPA podem acarretar para a saúde humana. 

Preocupantemente parece que estes substitutos podem exercer efeitos disruptivos ainda 

mais graves do que o BPA. A nível cardiovascular, estudos em animais já reportaram que o 

BPF e o BPS são vasodilatadores rápidos da aorta de rato. 

Assim sendo, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar os efeitos do BPA, BPF e BPS ao 

nível da contratilidade celular e arterial humana e analisar os possíveis mecanismos 

envolvidos nesses efeitos, de modo a clarificar se os efeitos destes EDCs podem estar 

relacionados com o desenvolvimento de patologias cardiovasculares. Além disso, 

pretendeu-se verificar se os efeitos provocados por estes compostos são mais ou menos 

adversos que os causados pelo BPA, de modo a perceber se efetivamente estes substitutos 

podem ser considerados como mais seguros para a saúde humana cardiovascular. 

Diferentes objetivos específicos foram definidos para atingir a correta resolução do objetivo 

central: 

1. Realização com sucesso do isolamento e cultura HUASMCs; 

2. Análise do efeito direto do BPA, BPF e BPS em HUA sem endotélio e em HUASMCs; 

3. Análise dos possíveis mecanismos envolvidos no efeito do BPA e BPF na HUA, 

principalmente o envolvimento dos nucleótidos cíclicos e dos canais de Ca2+. 
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3. Materiais e métodos  

Este trabalho de investigação foi realizado nas instalações laboratoriais do Centro de 

Investigação em Ciências da Saúde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI), sendo 

que para a realização do mesmo foram utilizados cordões umbilicais provenientes de partos 

que ocorreram no Centro Hospitalar Universitário da Cova da Beira (CHUCB). 

 

3.1. Recolha dos Cordões Umbilicais Humanos (HUC) 

As amostras de HUC recolhidas apresentavam um tamanho de cerca de 3 a 7 cm de 

comprimento e provinham de partos efetuados por via vaginal, de grávidas desprovidas de 

patologias. As mães dadoras que estivessem a tomar medicação para além de ácido fólico 

durante as primeiras 21 semanas de gestação e de suplementos de ferro, ou outras vitaminas 

durante todo o período gestativo, foram excluídas do estudo. Os HUCs foram cortados a 

partir da metade proximal ao recém-nascido – 20 cm – e recolhidos nos primeiros minutos 

após o parto. Há ainda a assinalar que todas as amostras de HUC foram obtidas a partir de 

partos em termo – entre as 37 e 42 semanas de gestação – com o devido consentimento 

informado das mães dadoras. 

As amostras de HUC, após a recolha, foram colocadas numa solução salina fisiológica estéril 

(PSS; pH = 7,40), que mimetiza as condições no corpo humano, à temperatura de 4 ºC. Esta 

solução era constituída por NaCl 110 mM; CaCl2 0,16 mM; EDTA 0,5 mM; KCl 5 mM; 

HEPES 10 mM; MgCl2 2mM; NaHCO3 10 mM; KH2PO4 0,5 mM; NaH2PO4 0,5m M e Glicose 

10 mM, sendo que a esta foi adicionada uma solução de antibiótico-antimicótico (SAA) – 

penicilina (5 U/ml), estreptomicina (5 μg/ml) e anfotericina B (12,5 ng/ml) – de modo a 

evitar a ocorrência de possíveis contaminações (Tabela 3). 

No total, foram recolhidas e utilizadas neste estudo 41 amostras de HUC normais. Todos os 

procedimentos efetuados com estas amostras biológicas foram aprovados pelo Comitê de 

Ética do “Centro Hospitalar da Cova da Beira E.P.E” (Covilhã, Portugal) (No.33/2018, 18 de 

Julho de 2018) e encontram-se em concordância com os princípios da Declaração de 

Helsínquia. 

 

3.2. Estudos de contratilidade arterial recorrendo à técnica 

de Banho de Órgãos 

As HUAs foram utilizadas para estudos de reatividade vascular, usando para tal um sistema 

experimental in vitro denominado por Banho de Órgãos (do inglês “organ chamber”). 

Porém, antes desta técnica ser efetuada há que ter em conta dois procedimentos de 

preparação das amostras biológicas – isolamento das HUAs e posterior remoção do 
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endotélio destes vasos umbilicais. Deste modo, procedeu-se à realização dos mesmos, 

seguindo os passos descritos por Cairrao et al. e Lorigo et al. [69, 78, 170]. Resumidamente, 

as HUA foram isoladas da geleia de Wharton, usando uma placa de Petri de vidro com PSS 

diluído a 4 ºC e os devidos materiais cirúrgicos (ver Figura 7). As HUAs devidamente 

isoladas foram depois colocadas em 10 mL de PSS, à temperatura de 0-4 ºC, durante 3 a 12 

horas. Passado este período temporal, as artérias isoladas foram cortadas em pequenos 

pedaços – anéis – de 3 a 5 mm, usando o material cirúrgico apropriado. Seguidamente, o 

endotélio vascular foi mecanicamente removido usando uma agulha com linha de algodão 

introduzida no lúmen arterial. Por fim, os anéis foram colocados em 10 mL de DMEM-F12 

(“Dulbecco’s modified Eagle medium”) (Tabela 3), a uma temperatura de 0-4 ºC, durante 

24 horas. É importante referir que embora se saiba que o endotélio tem um papel 

importante na regulação do tónus vascular, tal como anteriormente descrito, foram usadas 

HUAs sem este tecido para que fosse possível determinar apenas os efeitos e os mecanismos 

que o BPA, BPF e o BPS exercem na contratilidade do músculo liso arterial. 

 

 

Figura 7. Tabuleiro utilizado para isolar as HUAs numa placa de Petri de vidro com PSS diluído, a uma 
temperatura de 4 ºC. 

 

Após as 24 horas, os anéis de HUA foram colocados no banho de órgãos – LE01.004, Letica) 

–, a uma temperatura de 37 ºC, que continha 10 mL da solução de Krebs diluído constituída 

por NaCl 119 mM; KCl 5,0 mM, NaHCO3 25 mM, KH2PO4 1,2 mM, CaCl2 0,5 mM, MgSO4 

1,2 mM, EDTA 0,03 mM e glicose 11mM e tinha um pH = 7,40 (Tabela 3). Além disso, estes 

anéis foram continuamente gaseados com carbogénio – 95% de O2 e 5% de CO2 (ver Figura 

8). Foram escolhidos estes valores de pH e esta constituição gasosa para que as condições 
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no Banho de Órgãos pudessem mimetizar a pressão de CO2 e o pH do plasma humano [170]. 

Há ainda a assinalar que os anéis foram suspensos entre 2 ganchos paralelos de aço 

inoxidável, sendo que a determinação da tensão isométrica, em milinewton (mN), foi 

realizada recorrendo a transdutores isométricos de força (TR1201, Panlab SA, Espanha), a 

um amplificador (ML118/D Quad Bridge, ADInstrumentos) e uma interface PowerLab/4SP 

(ML750, ADInstruments) que se encontrava ligada a um sistema computacional com o 

software “PowerLab Chart5” (ADInstruments) (Tabela 4).  

 

 
Figura 8. Sistema experimental in vitro de Banho de Órgãos. Os quatro anéis de HUA foram colocados no 
Banho de Órgãos que continha a solução de Krebs diluído continuamente gaseificada com carbogénio, à 
temperatura de 37 ºC.  
 

Primeiramente, os anéis foram submetidos a uma pré-tensão (20-25 mN) e expostos a um 

período de equilíbrio de cerca de 45 minutos, de modo a ser possível alcançar uma tensão 

de repouso compreendida entre os 20 e os 25 mN, sendo que de 15 em 15 minutos, a solução 

de Krebs diluído foi renovada. De seguida, após este período, foi testada a viabilidade dos 

anéis de HUA, ao sujeitá-los a uma concentração supramaximal de 5-HT (1 µM). Para os 

procedimentos seguintes apenas foram considerados os anéis cujas contrações máximas 

excederam os 10 mN [69, 78, 170]. 

Neste trabalho, o primeiro objetivo com esta técnica laboratorial foi descobrir quais os 

efeitos vasculares diretos do BPA, BPF e do BPS na contratilidade das HUA sem endotélio. 

Assim sendo, os anéis de HUA foram contraídos com o agente vasoativo 5-HT (1 µM), ou 

com o agente despolarizante KCl isosmótico (60 mM) e, após estabilização da resposta 

contráctil induzida por estes agentes, foi avaliado o efeito do BPA, BPF e BPS (0,002; 0,02; 

0,2; 2; 20; e 100 μM) nestas contrações. As diferentes concentrações foram adicionadas de 

forma crescente e cumulativa. Foram sempre realizados controlos com etanol, visto que este 
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é o veículo usado para dissolver o BPA e os seus substitutos. A escolha das concentrações 

que foram utilizadas teve como base um trabalho anterior efetuado pelo nosso grupo de 

investigação com SMCs de rato [152]. 

Numa segunda fase, foram analisados quais os efeitos que o BPA e o BPF causam nas HUAs, 

a longo prazo, tendo sido efetuados estudos mecanísticos, de modo a clarificar quais os 

mecanismos de ação destes EDCs. Para tal, as HUAs foram incubadas durante 24 horas, 

após remoção do endotélio, com diferentes concentrações destes compostos (0,02; 0,2; 20 

μM). Isto é, uma vez que as vias associadas aos canais de Ca2+ e à sinalização do cGMP são 

consideradas as principais vias envolvidas no relaxamento do músculo liso das HUAs, estas 

foram as selecionadas como alvo desta fase do estudo [69]. Portanto, os anéis destas artérias 

foram contraídos com 5-HT (1 µM), ou com KCl (60 mM) e o modo de ação destes 

compostos foi analisado. Neste sentido, para avaliar o envolvimento dos nucleótidos cíclicos 

e dos canais de Ca2+, na vasorelaxação induzida pelo BPA e pelo BPF, recorreu-se ao 

nitroprussiato de sódio (SNP; do inglês “sodium nitroprusside”; 0,01 – 100 μM) – um 

estimulador da sGC – e à Nif (0,0001 – 1 μM) – um inibidor específico do LTCC. Tanto o 

SNP como a Nif foram adicionados, de forma crescente, após estabilização das respostas 

contrácteis. Além disso, foram realizados controlos com artérias não incubadas, onde após 

estabilização das contrações induzidas pela 5-HT (1µM), ou pelo KCl (60mM), foram 

adicionadas as mesmas concentrações de SNP e Nif. Visto que tanto o SNP como a Nif são 

agentes foto-degradáveis, todos os procedimentos onde estes estavam envolvidos foram 

realizados na ausência de luz, sendo que todo o material que os envolvia foi rodeado por 

papel de alumínio e foi evitada a exposição a ambientes luminosos.  

É ainda importante referir que cada experiência foi realizada com anéis de HUA de, pelo 

menos, 4 artérias diferentes, para garantir a variabilidade genética. 

Após as experiências e de modo a assegurar a remoção de componentes residuais do 

aparelho, procedeu-se à passagem de água corrente e posteriormente de água destilada, 

pelos poços e pelo sistema, três vezes. 

 

3.3. Cultura de células musculares lisas da artéria umbilical 

humana (HUASMCs) 

A cultura de HUASMCs é um procedimento que requer o máximo de esterilidade possível, 

por isso, este foi efetuado numa câmara de fluxo laminar da sala das culturas primárias do 

CICS-UBI, tendo sido utilizados materiais, soluções e instrumentos devidamente 

esterilizados.  

Para obter culturas de HUASMCs, estas foram isoladas da HUA de acordo com o método de 

explantes descrito por Cairrão et al. e Lorigo et al. [57, 69, 170]. Resumidamente, as HUAs 

foram isoladas da geleia de Wharton, numa placa de Petri que continha 30 mL de PSS e 300 
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µL de SAA. Posteriormente estas artérias foram cortadas em pequenos anéis, tendo sido 

removida a túnica íntima – endotélio vascular – de forma mecânica, com o auxílio de um 

cotonete estéril. De seguida, as camadas de SMCs foram isoladas utilizando pinças 

cirúrgicas e foram lavadas quatro vezes com 3 mL de PSS, em cada lavagem. Por fim, as 

camadas de SMCs foram transferidas – o mais esticadas possível – para os frascos de cultura 

T25 que previamente tinham sido revestidos com 20 µg/cm2 de colagénio, de modo, a 

promover a adesão. Os frascos foram ainda colocados numa incubadora a 37 ºC com uma 

atmosfera de 95% ar e 5% CO2, durante 25 minutos, sendo que depois foi-lhes adicionado 2 

mL de meio de cultura completo (MCC) (Tabela 3). Passadas 24 horas, foram adicionados 

mais 2 mL de MCC ao frasco de cultura. O meio de cultura foi renovado a cada 2 ou 3 dias. 

As culturas primárias confluentes, em média, foram obtidas em 20 a 30 dias, sendo que 

quando foram alcançadas confluências de 90 a 95% no frasco de cultura, as células e 

respetivas camadas foram tripsinizadas, usando uma solução comercial de tripsina-EDTA 

0,025%. As subculturas foram obtidas até ao máximo de 5 passagens, sendo que as células 

das diversas passagens foram utilizadas para realizar as experiências de Planar Cell Surface 

Area (PCSA). 

 

3.4. Estudos de contratilidade celular recorrendo à técnica 

de Planar Cell Surface Area (PCSA) 

A técnica de PCSA foi utilizada para estudar a contratilidade celular das HUASMCs, tal 

como foi descrito, em 2016, por Mariana et al. [171]. Nesta técnica, é feita uma aquisição de 

imagens das células ao longo tempo, possibilitando assim, o estudo das alterações de área 

da superfície celular. Isto é, a aquisição destes dados permite perceber se há um aumento 

ou diminuição das áreas celulares, indicando se as células sofreram um relaxamento ou 

contração, respetivamente [171]. 

De um modo geral, as HUASMCs foram plaqueadas para multiwells de 6 poços, sendo que 

em cada um deles foi adicionado 1 mL de MCC, até atingirem a confluência máxima. Quando 

este estado foi atingido, o meio MCC foi substituído por meio de cultura sem soro (MSS; 1 

mL por poço) (Tabela 3) e as células foram incubadas a 37 ºC, numa atmosfera de 95% de 

ar e 5% de CO2, durante 24 horas. Após o término deste período, para a realização do estudo 

dos efeitos diretos do BPF, BPS e dos respetivos controlos, as células foram novamente 

incubadas com MSS, ou seja, o meio que se encontrava nos poços foi removido e foi 

adicionado novamente 1 mL de MSS, por poço, durante mais 24 horas. Já no caso dos 

estudos mecanísticos, as células foram incubadas com 1 mL de uma solução de 20 μM BPS 

ou 20 μM de BPF (ambos dissolvidos em MSS), durante mais 24 horas. Além disso, foram 

efetuados controlos, onde as células tiveram o mesmo tipo de tratamento que as células 

incubadas com os substitutos do BPA, com a única diferença de terem sido incubadas com 
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20 μM de etanol (dissolvido em MSS) e não com os compostos. Em ambas as situações de 

estudo foram mantidas condições ambientais previamente referidas. Após este intervalo de 

tempo terminar, as células foram tripsinizadas e plaqueadas (5oo μL) em caixas de Petri 

específicas para o microscópio de fluorescência que foram previamente revestidas com 

5mg/cm2 de colagénio. Posteriormente, as caixas de Petri foram colocadas na incubadora, 

sob as condições ambientais referidas acima, durante mais 2 horas. Após este período de 

incubação, o MSS com que as células foram plaqueadas foi removido e foram efetuadas duas 

lavagens com 495 μL de RCS Ca3 (Tabela 3), sendo que, na última lavagem, a solução foi 

mantida nas caixas como meio para levar as células para o ensaio microscópico.  

Para efetuar estes ensaios, recorreu-se a um microscópio de fluorescência invertido (Zeiss 

Axio Observer Z1, Jena, Alemanha) (Figura 9). Este consiste num microscópio totalmente 

motorizado, equipado com uma câmara digital monocromática de alta velocidade Axio Cam 

Hsm (Zeiss, Jena, Alemanha), no qual está ainda incorporado um sistema de incubação que 

tem a capacidade de controlar a temperatura ao longo do procedimento experimental, 

sendo que este é um fator fundamental para a manutenção da viabilidade celular. 

Deste modo, as HUASMCs foram observadas ao microscópio e, após ter sido escolhido um 

plano adequado, foi tirada uma foto (foto 0) que serviu de controlo. De seguida, foram 

adicionados 5 μL do agente contráctil 5-HT e as células foram filmadas, durante 20 minutos 

(vídeo 1) e no final foi tirada outra foto (foto 1). Este intervalo de tempo é o necessário para 

obter uma resposta máxima à ação do agente adicionado, sendo que no final é possível obter 

uma fase de plateau. Após este tempo, no caso do estudo dos efeitos diretos do BPF e do 

BPS, foram adicionados 5 μL de 2 μM BPF/BPS, tendo sido gravado um novo vídeo de 20 

minutos (vídeo 2) e tirada uma foto no final (foto 2). Nestes ensaios foram ainda 

adicionados mais 5 μL de 20 μM BPF/BPS, gravado outro vídeo (vídeo 3) e tirada uma foto 

no fim (foto 3). Deste modo, no final, foi possível observar o efeito que o BPF/BPS exerce 

sobre a pré-contração celular. Para estes ensaios, foi efetuado um controlo onde se procedeu 

exatamente da mesma forma, mas em vez de ser adicionado BPF/BPS, foi acrescentada a 

mesma quantidade das soluções de 2 e de 20 μM de etanol. Já no caso dos estudos 

mecanísticos (células incubadas com 20 μM de BPF ou BPS), após ser tirada a foto 1, foram 

adicionados 5 μL do agente SNP 10 μM ou 5 μL de Nif 1 μM, tendo sido gravado um novo 

vídeo de 20 minutos (vídeo 2) e tirada uma foto no final (foto 2). Assim sendo, foi possível 

verificar quais os efeitos que, a exposição a estes EDCs, a longo prazo, exercem nos 

mecanismos de contratilidade celular. É ainda importante referir que também para estes 

ensaios foram efetuados controlos, usando as células incubadas com 20 μM de etanol, 

tendo-se procedido exatamente da mesma forma nesta fase da experiência. 

Finalmente, para analisar os resultados e proceder ao tratamento de imagens, foram 

utilizados programas computacionais, nomeadamente, o suplemento de medição 
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Automatic measurement do programa Axionvision 4.8 software (Zeiss, Jena, Alemanha) 

(Tabela 4). Desta forma, conseguiu-se medir a diferença de áreas, após adição dos diversos 

agentes, o que nos permitiu analisar os efeitos destes substitutos do BPA na contratilidade 

celular. 

 

 
Figura 9. Microscópio de fluorescência invertido (Zeiss Axio Observer Z1, Jena, Alemanha) equipado com uma 
câmara digital monocromática de alta velocidade Axio Cam Hsm (Zeiss, Jena, Alemanha) e incorporado com 
um sistema de incubação. 

 

3.5. Análise estatística 

A análise dos dados dos estudos de contratilidade arterial – Banho de órgãos – foi efetuada 

através das medições da tensão isométrica em mN de força desencadeada pelos anéis de 

HUA contraídos. Deste modo, para a análise das respostas relaxantes induzidas pelo BPA, 

BPF e pelo BPS, foram consideradas as percentagens de redução da contração máxima 

induzida pelos agentes contrácteis 5-HT 1 µM e KCl 60 mM. Nestes estudos, os resultados 

obtidos foram expressos em média ± desvio padrão (S.D.) do número de anéis (n). Já os 

dados obtidos nas experiências de PCSA foram apresentados em média ± desvio padrão 

(S.D.) do número de células (n). 

A análise estatística foi efetuada recorrendo ao programa SigmaStat Statistical Analysis 

System, versão 3.5 (2006) e o design gráfico foi realizado no Software Origin 2021 

9.8.0.200. Os critérios de normalidade e de homoscedasticidade dos dados foram avaliados 

pelos testes de Kolmogorov–Smirnov e de Levene, respetivamente. Para comparar os 

resultados obtidos em diferentes grupos, foram usados os testes de one-way ou two-way 

ANOVA, seguidos dos testes post-hoc de Holm-Sidak.  
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A existência de diferenças significativas foi considerada quando os níveis de probabilidade 

foram inferiores a 5% (p<0,05). 

 

3.6. Soluções e Materiais 

3.6.1. Soluções 

No decorrer desta investigação, foram utilizadas diversas soluções, que estão mencionadas 

na Tabela 3 com as respetivas composições. 

 

Tabela 3. Soluções utilizadas ao longo deste trabalho e respetivas composições. 

 

Solução Composição 

Solução salina fisiológica estéril (PSS; do 

inglês “sterile physiological saline 

solution”) concentrada 

EDTA 0,5 mM; KCl 5 mM; HEPES 10 mM; MgCl2 2mM; NaHCO3 10 mM; 

KH2PO4 0,5 mM; NaH2PO4 0,5m M e Glicose 10 mM; pH = 7,40 

Solução salina fisiológica estéril (PSS; do 

inglês “sterile physiological saline 

solution”) diluída 

PSS Básico Concentrado; NaCl 110 mM; CaCl2 0,16 mM; pH = 7,40 

Solução de antibiótico-antimicótico 

(SAA) 

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

mg 

Solução de Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium/F12 (DMEM-F12) 

DMEM-F12 liofilizado sigma; NaHCO3 1,2 g/L e ácido L-ascórbico 20 

mg/L; pH = 7,40 

Krebs Básico Concentrado 
KCl 5,0 mM; EDTA 0,03 mM; MgSO4·7H2O 1,2 mM; KH2PO4 1,2 mM e 

ácido L-ascórbico 0,6 mM 

Krebs diluído 
Krebs Básico Concentrado; CaCl2 0,5 mM; NaCl 119 mM; NaHCO3 25 mM 

e glicose 11 mM; pH = 7,40 

Krebs despolarizante (KCl 60 mM) 
Krebs Básico Concentrado; CaCl2 0,5 mM; NaCl 64 mM; KCl 60,0 mM; 

NaHCO3 25 mM e glicose 11 mM; pH = 7,40  

Meio de cultura completo (MCC) 

DMEM-F12 suplementado com soro fetal bovino 5% (FBS; do inglês “fetal 

bovine serum”); albumina de soro bovino 0,25% (BSA; do inglês “bovine 

serum albumin”); fator de crescimento epidérmico 5μg/ml (EGF; do 

inglês “epidermal growth factor”); fator de crescimento fibroblástico 0,5 

ng/ml (FGF; do inglês “fibroblast growth factor”); heparina 2 μg/ml; 

insulina 5 μg/ml e SAA 1%; pH = 7,40 

Meio de cultura com 20% soro DMEM-F12 suplementado com FBS 20% e SAA 1%; pH = 7,40 
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Meio de cultura sem soro (MSS) DMEM-F12; pH = 7,40 

Solução fosfato-salino diluído (PBS; do 

inglês “phosphate buffered saline 

solution”)  

NaCl 1,37 M; KCl 27 mM; Na2HPO4 100 mM e KH2PO4 20 mM; pH = 7,40 

Solução de Tripsina – EDTA 0,025% 0,5 g de tripsina de porco e 0,2 g de EDTA 

RCS Ca3 
NaCl 124 mM; HEPES 5 mM; TEA 10 mM; glicose 6 mM; CaCl2 5 M; KCl 

4,7 mM; pH = 7,40 

 

3.6.2. Químicos 

Ao longo deste trabalho, foram utilizados vários compostos químicos e drogas, em 

particular, o BPA, BPF, BPS, etanol, 5-HT, Nif e SNP, sendo que todos estes foram 

adquiridos na Sigma-Aldrich Química (Sintra, Portugal). 

O BPA, BPF, BPS e a Nif foram dissolvidos em etanol puro, ao invés da 5-HT e do SNP que 

foram dissolvidos em água Milli-Q e armazenados a -20 ºC. Ao longo das diversas 

experiências realizadas houve necessidade de efetuar diluições dos compostos BPA, BPF, 

BPS, etanol, NiF e SNP. Assim, nos estudos de contratilidade arterial, as diluições foram 

efetuadas em Krebs diluído, ao contrário dos estudos de contratilidade celular, em que as 

diluições foram realizadas nas soluções de trabalho (RCS Ca3 ou MSS). Todas estas diluições 

foram feitas no dia das experiências segundo as normas laboratoriais necessárias, sendo 

que, para que os resultados não fossem indevidamente influenciados, a concentração final 

de etanol nunca excedeu 0,05%. 

 

3.6.3. Materiais  

Nesta investigação recorreu-se à utilização de diversos equipamentos e materiais, sendo que 

a Tabela 4 estão descritos os que foram mais essenciais. 
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Tabela 4. Equipamentos e materiais utilizados ao longo do trabalho e respetivas marcas. 

 

Banho de órgãos 

Materiais e equipamentos Marca 

Material Cirúrgico Específico Tekno; FST; Dumostar; Stainless 

Material Específico de Laboratório - 

Câmara de Banho de Órgãos Letica 

Transdutor de Força PanLab 

Amplificador ADInstruments 

Interface PowerLab/4SP ADInstruments 

Software Específico do Banho de Órgãos ADInstruments 

Isolamento e Cultura de HUASMCs 

Materiais e equipamentos Marca 

Material Cirúrgico Específico Tekno; FST; Dumostar; Stainless 

Frascos de Cultura e Multiwells (6 poços) Orange Scientific e VWR 

Material Específico de Laboratório - 

Câmara de Fluxo Laminar NuAire 

Sistema de Incubação Pecon 

PCSA 

Materiais e equipamentos Marca 

Material Específico de Laboratório - 

Caixas de Petri Específicas para o Microscópio de 

Fluorescência 
Sarstedt 

Microscópio de Fluorescência Zeiss Axio Observer Z1 

Software Específico do Microscópio de Fluorescência Axio Vision program 4.8 

Preparação das soluções 

Materiais e equipamentos Marca 

Balança Digital Sartorius 

Medidor de pH Metrohm 
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4. Resultados 
4.1. Estudos de contratilidade arterial 

Para avaliar a contratilidade arterial das HUAs recorreu-se à técnica de Banho de Órgãos. 

 

4.1.1. Efeitos vasculares diretos dos bisfenóis na contratilidade das 

HUAs induzida por 5-HT 

Os efeitos diretos do BPA, BPS e BPF foram avaliados sobre anéis vasculares de HUAs 

contraídos com 5-HT 1 μM, tendo sido observado sempre um máximo efeito na 

concentração mais alta em estudo (100 μM). Os resultados demonstraram interações 

estatísticas significativas entre os compostos (etanol, BPA, BPS e BPF) e as concentrações 

adicionadas (0,002 – 100 μM) (p≤0,001) (Tabela A1). Tal como pode ser observado na 

Figura 10, os três bisfenóis induziram vasorelaxação dos anéis de HUAs. Mais 

especificamente, foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o grupo 

controlo (etanol) e os grupos de teste (BPA, BPS e BPF) para as concentrações de 0,2 

(p<0,05), 2 (p<0,01), 20 e 100 μM (p≤0,001) de BPA; 0,002 (p<0,01); 0,02 a 100 μM 

(p≤0,001) de BPS; e 0,02 a 100 μM (p≤0,001) de BPF. Quando comparado com o BPA, o 

BPS apresentou um efeito vasorelaxante superior para as concentrações de 0,002; 0,02; 0,2 

(p<0,01); 2; 20 e 100 μM (p≤0,001). Já o BPF revelou também possuir um efeito 

vasorelaxante maior do que o BPA para as concentrações de 0,02; 0,2; 2 (p<0,05); 20 e 100 

μM (p≤0,001). Por outro lado, verificou-se que os efeitos causados por ambos os substitutos 

são semelhantes, excetuando para a concentração de 100 μM, onde o BPF (46,89 ± 10,23%) 

apresenta um efeito vasorelaxante mais elevado do que o BPS (41,39 ± 7,85%) (p<0,05) 

(Tabela A1).  
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Figura 10. Efeito do BPA, BPS e BPF (0,002 μM – 100 μM) sobre as artérias umbilicais humanas (HUAs) 
contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM). Os resultados estão expressos em percentagem (%) de relaxação obtida 
após contração induzida por 5-HT. As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e 
os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way ANOVA, 
seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam diferenças 
estatisticamente significativas em comparação com o controlo e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p≤0,001 representam 
diferenças estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 

 

4.1.2. Efeitos vasculares diretos dos bisfenóis na contratilidade das 

HUAs induzida por KCl 

Os efeitos dos bisfenóis em anéis vasculares de HUAs contraídos com KCl 60 mM foi 

também analisada. Os resultados demonstraram interações estatísticas significativas entre 

os compostos (etanol, BPA, BPS e BPF) e as concentrações adicionadas (0,002 – 100 μM) 

(p≤0,001) (Tabela A2). Tal como pode ser verificado na Figura 11, os três bisfenóis 

induziram vasorelaxação dos anéis de HUAs, tendo sido observado sempre um máximo 

efeito na concentração mais alta em estudo (100 μM). Mais especificamente, foram 

encontradas diferenças estatisticamente significativas entre o grupo controlo (etanol) e os 

grupos de teste (BPA, BPS e BPF) para as concentrações de 0,2 (p<0,05); 2; 20 e 100 μM 

(p≤0,001) de BPA; 0,002 a 100 μM (p≤0,001) de BPS; e 0,002; 0,02 (p<0,05); 0,2 

(p<0,01); 2; 20 e 100 μM (p≤0,001) de BPF. Quando comparado com o BPA, o BPS 

apresentou um efeito vasorelaxante superior para as concentrações de 0,002; 2 (p≤0,001); 

0,02; 0,2; 20 (p<0,01) e 100 μM (p<0,05). Já no caso do BPF, verifica-se que apenas para 

a maior concentração (100 μM) é que este composto apresenta um efeito vasorelaxante 

superior ao do BPA (p≤0,001). Além disso, constata-se que para as concentrações 

intermédias – 0,2; 2 e 20 μM – o BPS apresenta efeitos vasorelaxantes superiores aos do 
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BPF (p<0,05). Pelo contrário para a concentração mais elevada (100 μM), observa-se que o 

BPF (41,15 ± 7,37%) tem um efeito mais proeminente que o BPS (32,60 ± 9,54%) (p≤0,001) 

(Tabela A2).  

 

 
Figura 11. Efeito do BPA, BPS e BPF (0,002 μM – 100 μM) sobre as artérias umbilicais humanas (HUAs) 
contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM). Os resultados estão expressos em percentagem (%) de 
relaxação obtida após contração induzida por KCl. As barras representam a média, as linhas verticais o desvio 
padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-
way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam 
diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controlo e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p≤0,001 
representam diferenças estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 

 

4.1.3. Efeitos da exposição a longo prazo dos bisfenóis na vasculatura 

das HUAs  

Os anéis vasculares de HUAs foram incubados durante 24 horas com diferentes 

concentrações de BPA e BPF, com o objetivo de avaliar quais os efeitos genómicos destes 

compostos. As tensões dos anéis de HUAs incubados com os bisfenóis e contraídos com 5-

HT 1 μM e KCl 60 mM podem ser observadas nas Figura 12 e 13 respetivamente. Em ambos 

os casos, os resultados não demonstraram interações estatísticas significativas entre os 

compostos (BPA e BPF) e a incubação (0,002 – 20 μM) (5-HT: p=0,992; KCl: p=0,132). As 

tensões dos anéis de HUAs incubados com BPA (o,002, 0,2 e 20 μM) e (0,002 e 0,2 μM) 

foram significativamente inferiores às do grupo controlo para anéis contraídos com 5-HT 

(Figura 12) ou KCl (Figura 13), respetivamente. Por outro lado, verifica-se que os anéis de 

HUAs incubados com BPA 20 μM e contraídos com KCl apresentam valores de tensão 

superiores aos observados para os incubados com BPA 0,002 (p<0,05) e 0,2 μM (p≤0,001). 
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Pelo contrário, as tensões obtidas para os anéis de HUAs incubadas com BPF 0,002; 0,2 e 

20 μM e contraídas com qualquer um dos agentes vasoativos não são estatisticamente 

diferentes entre si (p>0,05) nem em comparação com o grupo controlo (p>0,05). Além 

disso, foram obtidas tensões semelhantes para os anéis de HUAs incubados com a mesma 

concentração de BPA ou BPF (p>0,05), exceto para o caso dos incubados com BPA 0,2 μM 

e contraídos por KCl, onde foram constatadas tensões inferiores às verificadas para os anéis 

de HUAs incubados com BPF 0,2 μM e contraídos pelo mesmo agente vasoativo (p<0,01) 

(Tabela A3 e A4).  

 
 
 

 
Figura 12. Tensão (expressa em milinewtons, mN) das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com 
BPA ou BPF (0 μM – 20 μM) e contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM). As barras representam a média, as 
linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi 
realizada pelos testes de one-way ou two-way ANOVA, seguidos dos testes post-hoc de Holm-Sidak, onde 
*p<0,05 e **p<0,01 representam diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controlo. 
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Figura 13. Tensão (expressa em milinewtons, mN) das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com 
BPA ou BPF (0 μM – 20 μM) e contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM). As barras representam a média, 
as linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi 
realizada pelos testes de one-way ou two-way ANOVA, seguidos dos testes post-hoc de Holm-Sidak, onde 
***p≤0,001 representa diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controlo e ##p<0,01 
representa diferenças estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 

 

4.1.4. Análise do envolvimento dos nucleótidos cíclicos na 

vasorelaxação das HUAs induzida pelos bisfenóis 

Após os anéis de HUAs terem sido incubados durante 24 horas com diferentes 

concentrações de BPA ou BPF, foi estudado o envolvimento dos nucleótidos cíclicos na 

resposta vascular induzida por estes bisfenóis. Para tal, os anéis de HUAs incubados e 

contraídos com 5-HT 1 μM foram submetidos a diferentes concentrações de SNP (0,01 μM 

– 100 μM) (Figura 14). Os resultados demonstraram interações estatísticas significativas 

entre as incubações de BPA ou BPF e as concentrações de SNP (p≤0,001) (Tabela A5). No 

grupo controlo (sem incubação), verificou-se que após a contração induzida por 5-HT, o 

SNP induziu o relaxamento das HUAs, sendo que o efeito máximo foi observado para a 

concentração de 100 μM de SNP (76,61 ± 10,25%). Quando comparados com o grupo 

controlo, verificou-se que os anéis de HUAs incubados com BPA 0,002 μM e BPA 0,2 μM 

apresentaram um relaxamento significativamente superior para as concentrações de 0,1; 1 

e 10 μM de SNP. Já nos anéis de HUAs incubados com BPA 20 μM observou-se que o 

relaxamento induzido pelas concentrações de 1 a 100 μM de SNP diminuiu 

significativamente em comparação com o controlo (p≤0,001). Por outro lado, os anéis de 

HUAs incubados com BPF 0,002 e 0,2 μM demonstraram relaxamentos superiores para as 
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concentrações de 0,01 a 10 μM de SNP (p≤0,001), em comparação com o grupo controlo. 

Relativamente aos anéis de HUAs incubados com BPF 20 μM, verificou-se que o 

relaxamento induzido pelo SNP diminuiu significativamente em comparação com o 

controlo (p<0,01 e p≤0,001), exceto para a concentração de 10 μM. Portanto, em relação ao 

controlo, ambos os bisfenóis aparentam ter um comportamento semelhante. Contudo, 

comparando os efeitos do SNP entre os dois bisfenóis, para a mesma incubação, verificou-

se que quando são observadas diferenças significativas, o vasorelaxamento observado nos 

anéis de HUAs incubados com BPA é inferior. Isto é, o relaxamento induzido nos anéis de 

HUAs incubados com BPA 0,002 μM foi inferior ao observado para os anéis de HUAs 

incubados com BPF 0,002 μM, para todas as concentrações de SNP (p<0,01 e p≤0,001), 

exceto para a mais elevada (100 μM). O mesmo foi constatado para as concentrações de o,01 

(BPA: 8,30 ± 3,04%; BPF: 16,81 ± 5,70%) (p<0,05) e 0,1 μM de SNP (BPA: 18,95 ± 7,21%; 

BPF: 43,64 ± 7,92%) (p≤0,001) nas incubações de 0,2 μM e para todas as concentrações de 

SNP nas incubações de 20 μM (p<0,01 e p≤0,001). 

 

 
Figura 14. Percentagem (%) de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF 
(0 μM – 20 μM), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas a concentrações cumulativas de 
nitroprussiato de sódio (SNP; 0,01 – 100 μM). As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão 
(S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way 
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam 
diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controlo e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p≤0,001 
representam diferenças estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 
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Além disso, o envolvimento dos nucleótidos cíclicos na resposta vascular induzida pelo BPA 

e pelo BPF foi ainda avaliado em anéis de HUAs incubados e contraídos com KCl 60 mM e 

posteriormente submetidos a diferentes concentrações de SNP (0,01 μM – 100 μM) (Figura 

15). Os resultados demonstraram interações estatísticas significativas entre a incubação de 

BPA ou BPF e as concentrações de SNP (p≤0,001) (Tabela A6). No grupo controlo (sem 

incubação), após a contração induzida por KCl, o SNP induziu o relaxamento dos anéis de 

HUAs. Relativamente ao BPA, apenas os anéis de HUAs incubados com 20 μM 

apresentaram um relaxamento significativamente superior, quando comparados com o 

respetivo controlo, para a concentração de SNP 0,1 μM (p<0,05). Já no caso dos anéis 

incubados com BPF 0,002 e 0,2 μM foram observados relaxamentos significativamente 

superiores, em comparação com o grupo controlo, para as concentrações de 0,1 a 100 μM 

de SNP e 0,1 a 10 μM de SNP, respetivamente (p≤0,001). Nos anéis de HUAs incubados 

com BPF 20 μM, para as concentrações mais elevadas de SNP (1; 10 e 100 μM) foi 

constatada uma diminuição da resposta vasorelaxante (20,88 ± 7,82%; 27,67 ± 8,22% e 

29,41 ± 9,09%), em comparação com o controlo (41,05 ± 9,10%; 53,80 ± 9,96% e 68,24 ± 

11,99%) (p<0,01 e p≤0,001). Relativamente aos efeitos do SNP (0,1 a 100 μM) entre os dois 

bisfenóis, verificou-se que o relaxamento induzido nos anéis de HUAs incubados com BPA 

0,002 e 0,2 μM foi inferior ao verificado para os anéis de HUAs incubados com as mesmas 

concentrações de BPF (p<0,05 e p≤0,001). Pelo contrário, verifica-se que, em relação aos 

anéis de HUAs incubados com BPA 20 μM, a vasorelaxação induzida por 0,1; 1; 10 (p<0,01) 

e 100 μM de SNP (p≤0,001) foi significativamente superior em comparação com os anéis 

de HUAs incubados com BPF 20 μM. 
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Figura 15. Percentagem (%) de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF 
(0 μM – 20 μM), contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM) e sujeitas a concentrações cumulativas de 
nitroprussiato de sódio (SNP; 0,01 – 100 μM). As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão 
(S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way 
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam 
diferenças estatisticamente significativas em comparação com o controlo e #p<0,05, ##p<0,01 e ###p≤0,001 
representam diferenças estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 

 

4.1.5. Análise do envolvimento dos canais de cálcio na vasorelaxação das 

HUAs induzida pelos bisfenóis 

Após os anéis de HUAs terem sido incubados durante 24 horas com diferentes 

concentrações de BPA ou BPF, foi também estudado o envolvimento dos canais de Ca2+ na 

resposta vascular induzida pela exposição a estes bisfenóis. Para tal, os anéis de HUAs 

incubados e contraídos com 5-HT 1 μM foram submetidos a diferentes concentrações de Nif 

(0,01 μM – 1 μM) (Figura 16). Os resultados demonstraram interações estatísticas 

significativas entre a incubação de BPA ou BPF e as concentrações de Nif (p≤0,001) (Tabela 

A7). No grupo controlo (sem incubação), verificou-se que após a contração induzida por 5-

HT, a Nif induziu o relaxamento dos anéis de HUAs, sendo que o efeito máximo foi 

observado para a concentração de 1 μM de Nif (53,31 ± 8,39%). Quando comparados com o 

grupo controlo, verificou-se que os anéis de HUAs incubados com BPA 0,002 μM 

apresentaram um relaxamento significativamente superior para todas as concentrações de 

Nif (p<0,05 e p≤0,001). Para os anéis de HUAs incubados com BPA 20 μM foram 

observadas as mesmas relações (p<0,01 e p≤0,001). Já nos anéis de HUAs incubados com 

BPA 0,2 μM, observou-se que o relaxamento induzido pela concentração de 0,01 μM de Nif 

(12,99 ± 5,10%) aumentou significativamente em comparação com o grupo controlo (4,39 
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± 0,53%) (p<0,05), ao contrário do que se verificou na concentração de 0,1 μM de Nif (20,59 

± 9,29%), em que o relaxamento induzido foi significativamente inferior ao respetivo 

controlo (28,47 ± 5,32%) (p<0,05). Por outro lado, os anéis de HUAs incubados com BPF 

0,002 μM apresentaram um relaxamento significativamente superior ao controlo, para 

todas as concentrações de Nif (p≤0,001). Relativamente aos anéis de HUAs incubados com 

BPF 0,2 e 20 μM verificou-se também um aumento significativo do relaxamento induzido 

pela Nif 0,01 (p≤0,001) e 0,1 μM (p<0,01 e p≤0,001, respetivamente), em comparação com 

o controlo. Quanto aos efeitos da Nif entre os dois bisfenóis, verificou-se que o relaxamento 

induzido por este agente nas concentrações de 0,01 e 1 μM em anéis de HUAs incubados 

com BPA 0,002 μM foram inferiores aos verificados para os anéis de HUAs incubados com 

a mesma concentração de BPF (p<0,05). Foi observada a mesma relação para os anéis de 

HUAs incubados com 0,2 μM e submetidos às concentrações de 0,01 e 0,1 μM de Nif. Pelo 

contrário, nos anéis de HUAs incubados com BPA 20 μM, a vasorelaxação induzida por o,1 

e 1 μM foi significativamente superior à observada para os anéis de HUAs incubados com 

BPF 20 μM. 

 

 
 

 
Figura 16. Percentagem (%) de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF 
(0 μM – 20 μM), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas a concentrações cumulativas de nifedipina 
(Nif; 0,01 – 1 μM). As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e os pontos o 
número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way ANOVA, seguido do 
teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam diferenças estatisticamente 
significativas em comparação com o controlo e #p<0,05 e ###p≤0,001 representam diferenças estatisticamente 
significativas em comparação com o BPA. 
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Além disso, o envolvimento dos canais de Ca2+ na resposta vascular induzida pelo BPA e 

pelo BPF foi avaliado em anéis de HUAs incubados e contraídos com KCl 60 mM e 

posteriormente submetidos a diferentes concentrações de Nif (0,01 μM – 1 μM) (Figura 17). 

Os resultados demonstraram interações estatísticas significativas entre a incubação de BPA 

ou BPF e as concentrações de SNP (p≤0,001) (Tabela A8). No grupo controlo (sem 

incubação), após a contração induzida por KCl, a Nif induziu o relaxamento dos anéis de 

HUAs, sendo que o efeito máximo foi observado para a concentração de 1 μM de Nif (97,21 

± 3,09%), tal como se verificou para a 5-HT. Relativamente aos anéis de HUAs incubados 

com BPA 0,002 μM, observou-se uma diminuição da resposta vasorelaxante para as 

concentrações de 0,1 (p≤0,001) e 1 μM de Nif (p<0,05), em comparação com o grupo 

controlo. Já para os anéis incubados com BPA 0,2 μM os dados demonstraram um efeito 

significativamente relaxante, embora tenha sido constatada uma diminuição acentuada da 

resposta vasorelaxante para todas as concentrações de Nif, em comparação com o grupo 

controlo (p<0,01 e p≤0,001). Por outro lado, para os anéis de HUAs incubados com BPA 20 

μM observou-se que o relaxamento induzido pela concentração de 0,01 μM de Nif aumentou 

significativamente em comparação com o grupo controlo (p≤0,001), ao contrário do que se 

verificou nas concentrações de 0,1 e 1 μM de Nif, em que os relaxamentos induzidos foram 

significativamente inferiores (p<0,01). No que diz respeito aos anéis de HUAs incubados 

com BPF, verifica-se um aumento da resposta vasorelaxante induzido por Nif 0,01 (para 

todas as incubações; p≤0,001) e 0,1 μM (para as incubações de BPF 0,2 e 20 μM; p<0,01 e 

p≤0,001, respetivamente). No entanto, tal como pode ser observado na Figura 17, quando 

os anéis de HUAs incubadas com BPF 20 μM eram sujeitas à ação da Nif 0,01 μM, a resposta 

vasorelaxante era muito exacerbada (99,71 ± 1,01%). Deste modo, houve necessidade de 

avaliar também quais os efeitos que as concentrações inferiores de Nif (0,0001 e 0,001 μM) 

causavam na resposta vascular, para podermos avaliar se o efeito observado era aditivo ou 

similar (Figura 17a). Assim, verificou-se que para ambas as concentrações é possível 

observar um efeito significativamente relaxante (Nif 0,0001: 32,79 ± 3,25%; Nif 0,001: 

52,79 ± 6,44%). Globalmente, o relaxamento induzido por todas as concentrações de Nif 

(0,01 a 1 μM) foi significativamente menor (p<0,05 e p≤0,001) para todas os anéis de HUAs 

incubados com concentrações de BPA (0,002; 0,2 e 20 μM) do que para os anéis de HUAs 

incubados com concentrações de BPF (0,002; 0,2 e 20 μM). 
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Figura 17. Percentagem (%) de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF 
(0 μM – 20 μM), contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM) e sujeitas a concentrações cumulativas de 
nifedipina (Nif; 0,01 – 1 μM). A percentagem de relaxação das HUAs incubadas com BPF 20 μM, contraídas 
com KCl e sujeitas a concentrações cumulativas de Nif (0,0001 – 1 μM) está representada na figura (a), tendo-
se observado um efeito aditivo. As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e os 
pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way ANOVA, 
seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam diferenças 
estatisticamente significativas em comparação com o controlo e #p<0,05 e ###p≤0,001 representam diferenças 
estatisticamente significativas em comparação com o BPA. 

 

4.2. Estudos de contratilidade celular 

De modo a ser possível avaliar a contratilidade celular das HUASMCs recorreu-se à técnica 

de PCSA. Ao nível celular apenas foi possível analisar os efeitos causados pelos BPF e BPS, 

sendo que futuramente pretendemos também avaliar o efeito do BPA para se poder efectuar 

uma comparação quanto ao nível de toxicidade. 

 

4.2.1. Efeitos vasculares diretos dos bisfenóis na contratilidade das 

HUASMCs induzida por 5-HT 

De modo a avaliar os efeitos diretos do BPS e do BPF (2 e 20 μM) a nível celular, as 

HUASMCs foram contraídas com 5-HT 1 μM (Figura 18). Os resultados não demonstraram 

interações estatísticas significativas entre os compostos (etanol, BPS e BPF) e as 

concentrações adicionadas (p=0,391) (Tabela A9). Contudo, foram encontradas diferenças 

estatísticas entre as diferentes concentrações de bisfenóis e o grupo de controlo. Isto é, tal 

como está evidenciado na Figura 19, o BPS e o BPF em ambas as concentrações, induziram 

um efeito relaxante nas HUASMCs – tal como pode ser observado pela diminuição do valor 
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de redução de área compensada. Estes resultados são concordantes com os obtidos no 

estudo dos efeitos vasculares diretos na contratilidade das HUAs induzida pela 5-HT, pela 

técnica de Banho de Órgãos. Além disso, tal como foi observado ao nível das HUAs, também 

nas HUASMCs o efeito relaxante induzido pelo BPS 2 e 20 μM foi semelhante ao induzido 

pelo BPF para as mesmas concentrações, não tendo, por isso, sido observadas diferenças 

estatisticamente significativas (p>0,05) (Tabela A9). 

 

 

 

 
Figura 18. Perfil temporal de contração induzida por serotonina (5-HT; 1 μM), seguida de relaxamento 
induzido pelo BPS e BPF (0 μM – 20 μM) em células musculares lisas das artérias umbilicais humanas 
(HUASMCs). Os resultados estão expressos em percentagem (%) de redução da área compensada que avalia 
variação da área celular em relação à área inicial de cada célula. Os pontos representam a média e as linhas 
verticais o erro padrão (S.E.M.). 
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Figura 19. Efeito do BPS e do BPF (0 μM – 20 μM) sobre as células musculares lisas das artérias umbilicais 
humanas (HUASMCs) contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM). Os resultados estão expressos em percentagem 
(%) de redução da área compensada que avalia variação da área celular em relação à área inicial de cada célula. 
As barras representam a média, as linhas verticais o desvio padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) 
utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de two-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-
Sidak, onde *p<0,05, **p<0,01 e ***p≤0,001 representam diferenças estatisticamente significativas em 
comparação com o controlo. 
 

4.2.2. Efeitos dos bisfenóis na vasculatura das HUAs contraídas por 5-

HT  

De modo a avaliar os efeitos genómicos do BPS e do BPF 20 μM, as HUASMCs foram 

incubadas durante 24 horas com estes bisfenóis, sendo que posteriormente foram 

contraídas com 5-HT 1 μM (Figura 20). Tanto para as HUASMCs incubadas com BPS, como 

para as HUASMCs incubadas com BPF, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas em comparação com os grupos controlo e entre si (p=0,077). Portanto, 

verifica-se que ambos os compostos nestas concentrações não modificaram a resposta 

contrátil à 5-HT, tal como já tinha sido previamente observado na técnica de Banho de 

Órgãos para o BPF. 
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Figura 20. Efeito da serotonina (5-HT; 1 μM) sobre as células musculares lisas das artérias umbilicais humanas 
(HUASMCs) incubadas com BPS ou BPF (0 μM – 20 μM). As barras representam a média, as linhas verticais o 
desvio padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de 
one-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak. 
 

4.2.3. Análise do envolvimento dos nucleótidos cíclicos na relaxação das 

HUASMCs induzida pelos bisfenóis 

Após as HUASMCs terem sido incubadas durante 24 horas com BPS ou BPF 20 μM, foi 

estudado o envolvimento dos nucleótidos cíclicos na resposta celular induzida por estes 

bisfenóis. Para tal, as HUASMCs incubadas e contraídas com 5-HT 1 μM foram submetidas 

à ação do SNP 10 μM (Figura 21). Contudo, não foram encontradas diferenças estatísticas 

entre as diferentes incubações de bisfenóis e o grupo de controlo (p=0,602) (Figura 22). 

Estes resultados são concordantes com os obtidos no estudo do envolvimento dos 

nucleótidos cíclicos na vasorelaxação induzida pelo BPF, pela técnica de Banho de Órgãos. 
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Figura 21. Perfil temporal de contração induzida por serotonina (5-HT; 1 μM), seguida de relaxamento 
induzido pelo nitroprussiato de sódio (SNP; 10 μM) em células musculares lisas das artérias umbilicais humanas 
(HUASMCs). Os resultados estão expressos em percentagem (%) de redução da área compensada que avalia 
variação da área celular em relação à área inicial de cada célula. Os pontos representam a média e as linhas 
verticais o erro padrão (S.E.M.). 

 
 

 
Figura 22. Percentagem (%) de redução da área compensada das células musculares lisas das artérias 
umbilicais humanas (HUASMCs), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas ao nitroprussiato de sódio 
(SNP; 10 μM). Os resultados estão expressos em percentagem (%) de redução da área compensada que avalia 
variação da área celular em relação à área inicial de cada célula. As barras representam a média, as linhas 
verticais o desvio padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada 
pelo teste de one-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak. 
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4.2.4. Análise do envolvimento dos canais de cálcio na relaxação das 

HUASMCs induzida pelos bisfenóis 

Após as HUASMCs terem sido incubadas durante 24 horas com BPS ou BPF 20 μM, foi 

também estudado o envolvimento dos canais de Ca2+ na resposta celular induzida por estes 

bisfenóis. Para tal, as HUASMC incubadas e contraídas com 5-HT 1 μM foram submetidas 

à ação da Nif 1 μM (Figura 23). Relativamente às HUASMC incubadas com BPS 20 μM, 

observou-se um aumento significativo do valor de redução de área compensada induzida 

pela Nif 1 μM, em comparação com o controlo (p=0,017) (Figura 24). Isto é, verificou-se que 

nestas células o efeito relaxante induzido pela Nif foi inferior ao observado no grupo 

controlo. Já no caso das HUASMCs incubadas com BPF 20 μM, a resposta relaxante 

induzida pela Nif foi semelhante à do grupo controlo, não tendo sido observadas diferenças 

significativas (p=0,889). Estes resultados são concordantes com os obtidos no estudo do 

envolvimento dos nucleótidos cíclicos na vasorelaxação induzida pelo BPF, pela técnica de 

Banho de Órgãos. Relativamente aos efeitos da Nif entre os dois bisfenóis, verificou-se que 

o valor de redução de área compensada foi superior para as HUASMCs incubadas com BPS 

20 μM do que para as HUASMCs incubadas com BPF 20 μM (p=0,024). Ou seja, o efeito 

relaxante induzido pela Nif foi inferior nas células incubadas com 20 μM BPS. 

 

 
Figura 23. Perfil temporal de contração induzida por serotonina (5-HT; 1 μM), seguida de relaxamento 
induzido pela nifedipina (Nif; 1 μM) em células musculares lisas das artérias umbilicais humanas (HUASMCs). 
Os resultados estão expressos em percentagem (%) de redução da área compensada que avalia variação da área 
celular em relação à área inicial de cada célula. Os pontos representam a média e as linhas verticais o erro padrão 
(S.E.M.). 
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Figura 24. Percentagem (%) de redução da área compensada das células musculares lisas das artérias 
umbilicais humanas (HUASMCs), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas à nifedipina (Nif; 1 μM). 
Os resultados estão expressos em percentagem (%) de redução da área compensada que avalia variação da área 
celular em relação à área inicial de cada célula. As barras representam a média, as linhas verticais o desvio 
padrão (S.D.) e os pontos o número de anéis (n) utilizados. A análise estatística foi realizada pelo teste de one-
way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak, onde *p<0,05 representa diferenças estatisticamente 
significativas em comparação com o controlo e #p<0,05 representa diferenças estatisticamente significativas 
entre os bisfenóis. 
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5. Discussão 

Ao longo dos anos, os compostos análogos do BPA, tais como o BPF e BPS, têm vindo a 

substituir o BPA em diversos produtos do quotidiano, visto que a exposição a este composto 

tem vindo a ser associada ao desenvolvimento de diversas patologias, nomeadamente no 

sistema cardiovascular [9, 172]. Porém, recentemente têm vindo a ser levantadas questões 

quanto à segurança e aos benefícios desta substituição. De facto, alguns estudos já 

relacionaram a exposição a estes substitutos do BPA com a perturbação do normal 

funcionamento e morfologia do sistema cardiovascular. Por exemplo, a exposição aos 

bisfenóis já foi associada com alterações na frequência cardíaca [41, 159, 165], no tamanho 

de diversas regiões do coração [21, 160, 161] e com modificações nas correntes de Na+, Ca2+ 

e K+ [165].  

Deste modo, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos que BPF e o BPS 

exercem ao nível da vasculatura de grávidas, a fim de tentar perceber se, por sua vez, estes 

são mais prejudicais ou não do que os causados pelo BPA. Para tal, numa primeira fase, 

foram efetuados estudos de contratilidade arterial em HUAs através da técnica de Banho de 

Órgãos. Para isso, o endotélio foi previamente removido das HUAs de modo a garantir que 

os efeitos observados se deviam apenas à ação do BPA, BPS ou BPF sobre o músculo liso. 

Inicialmente, foram feitos estudos para avaliar os efeitos vasculares diretos destes bisfenóis 

sobre a contratilidade das HUAs. Deste modo, aos anéis de HUAs não incubados e 

contraídos com 5-HT ou KCl foram adicionadas concentrações crescentes e cumulativas de 

BPA, BPS, BPF ou etanol (controlo). Em ambos os casos, os resultados demonstraram que 

o efeito induzido pelos compostos adicionados depende da concentração, uma vez que 

houve uma interação entre os dois fatores (BPA/BPS/BPF/etanol vs. concentração 

adicionada). Isto é, de um modo geral, verificou-se que os três bisfenóis induzem 

relaxamentos a curto prazo e dependentes da concentração nas HUAs sem endotélio 

quando estas foram contraídas por ambos os agentes vasoativos. Além disso, os resultados 

demonstraram que estes bisfenóis causam efeitos rápidos e reversíveis. Visto que o 

endotélio não estava presente nestes anéis de HUAs, podemos concluir que os efeitos 

vasorelaxantes observados não estão relacionados com a síntese de NO, ou seja, estes efeitos 

são independentes de endotélio. Estes resultados estão em concordância com o observado 

num estudo efetuado pelo nosso grupo de investigação em que também foram avaliados os 

efeitos rápidos do BPA em HUAs sem endotélio [173]. Por outro lado, verificou-se que o 

relaxamento máximo induzido pelos bisfenóis foi atingido para a concentração máxima 

adicionada (100 μM). Já comparando os efeitos vasorelaxantes entre o BPA e os seus 

substitutos, verifica-se que o BPS apresentou efeitos superiores para todas as concentrações 

testadas, quando as HUAs foram contraídas com ambos os agentes vasoativos. 
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Relativamente ao BPF verificou-se que os efeitos vasorelaxantes foram superiores aos 

observados para o BPA para todas as concentrações adicionadas (exceto para a 

concentração 0,002 μM) e para a concentração de 100 μM quando as HUAs foram 

contraídas com 5-HT e KCl, respetivamente. Já quando comparámos os efeitos causados 

pelos dois substitutos do BPA, verificámos que para ambos os agentes contráteis, a 

concentração de BPF 100 μM induz uma maior relaxação nos anéis de HUAs do que o BPS 

100 μM. De facto, estes resultados estão de acordo com um estudo efetuado pelo nosso 

grupo de investigação, em artérias aorta de rato contraídas com KCl [174]. Isto é, analisando 

os resultados obtidos no trabalho efetuado por Vicente et al., verificamos que também em 

artérias aorta de rato contraídas com KCl, o BPS e o BPF aparentam ter um efeito 

vasodilatador maior do que o BPA e que, sua vez, para as concentrações mais elevadas o 

BPF induz efeitos mais pronunciados do que o BPS [174]. Estes resultados são concordantes 

com um estudo efetuado em embriões de peixe zebra em que se verificou que a exposição 

ao BPF induziu efeitos mais cardiotóxicos do que o BPS [157]. Mais especificamente, os 

autores verificaram que a exposição ao BPF e BPS estava associada ao desenvolvimento de 

edema cardíaco [157]. Porém, para além disso, a exposição ao BPF foi ainda relacionada 

com o aparecimento de hemorragias cranianas, que os autores pensam poderem estar 

relacionadas com o enfraquecimento da rede de vasos sanguíneos locais [157]. Por outro 

lado, neste trabalho verificou-se ainda que para concentrações intermédias (0,2; 2 e 20 μM) 

o BPS revelou efeitos vasorelaxantes significativamente superiores aos do BPF, quando os 

anéis de HUAs foram contraídos com KCl, contudo o mesmo não foi observado nas artérias 

aorta de rato [174]. Portanto, de um modo geral, verifica-se que o BPA, BPS e BPF induzem 

efeitos não genómicos sobre os anéis de HUAs. 

Concordantemente, os resultados a nível celular, recorrendo à técnica de PCSA, 

demonstraram que o efeito induzido pelos bisfenóis depende da concentração, uma vez que 

houve uma interação entre os dois fatores (BPS/BPF/etanol vs. concentração adicionada). 

Além disso, também nas HUASMCs o BPS e o BPF induziram efeitos relaxantes 

significativos, similares entre si. Assim sendo, os nossos resultados sugerem que ambos os 

substitutos do BPA induzem um vasorelaxamento direto e independente do endotélio nas 

HUAs. Estes resultados estão em concordância com diferentes estudos com outros EDCs a 

nível arterial [97, 98, 170]. 

Por outro lado, estudos recentes têm documentado a acumulação dos substitutos do BPA 

em amostras de plasma materno, cordão umbilical e placenta [37, 130-133], sugerindo a sua 

bioacumulação nestes tecidos e uma possível transferência materno-fetal, como já 

evidenciada em modelos animais [33, 175, 176] e humanos [37, 132, 133]. Deste modo, 

podemos colocar a hipótese, que para além dos efeitos vasorelaxantes rápidos induzidos 
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pelos bisfenóis, estes possam também exercer efeitos a longo-prazos na grávida e no feto, 

resultantes desta bioacumulação. 

Com base nesta suposição, o passo seguinte deste trabalho foi avaliar quais os efeitos 

vasculares de longo prazo, ou seja, os efeitos genómicos associados à exposição aos 

bisfenóis. Para este propósito, alguns anéis de HUAs sem endotélio foram incubados com 

BPA e BPF (0,002; 0,2 e 20 μM) durante 24 horas, sendo que depois foram contraídos com 

os agentes vasoativos 5-HT e KCl. Relativamente às contrações induzidas por 5-HT 

verificou-se que quando os anéis de HUAs foram incubados com BPA, a capacidade contrátil 

dos mesmos reduziu em comparação com o controlo. Estes resultados sugerem que a 

exposição prolongada a este bisfenol poderá modular a homeostase vascular, interferindo 

com os recetores de 5-HT (5-HT2A, 5-HT1B/5-HT1D e 5-HT7). Isto é, os dados parecem indicar 

que o BPA poderá diminuir a expressão ou atividade dos recetores 5-HT2A (acoplado a uma 

proteína Gq) e 5-HT1B/5-HT1D (acoplado a uma proteína Gi/o) e, consequentemente, reduzir 

a capacidade contrátil dos anéis de HUAs. Por outro lado, este efeito também poderá estar 

relacionado com o aumento da atividade ou expressão do recetor 5-HT7 (acoplado a uma 

proteína Gs), desencadeando um efeito vasorelaxante fraco. Deste modo, o balanço dos 

mecanismos que culminam na contração das HUAs poderá estar alterado. Isto é, por um 

lado as vias intracelulares que promovem a contração (relacionadas com os recetores 5-

HT2A e 5-HT1B/5-HT1D) poderão estar diminuídas e as que induzem um vasorelaxamento 

fraco poderão estar aumentadas (relacionados com o recetor 5-HT7), o que, por conseguinte, 

poderá diminuir a capacidade contráctil das HUAs. Este efeito também já foi observado 

quando as HUAs foram expostas durante 24 horas a outros EDCs, nomeadamente, ao 

tributil estanho (TBT; 100 μM) [97] e ao tetrabromobisfenol A (2,6-dibromo-4-[2-(3,5-

dibromo-4-hidroxifenil)propan-2-il]fenol; TBBPA; 50 μM) [98]. No entanto, no trabalho 

realizado por Fonseca et al. a incubação com diferentes concentrações de BPA não pareceu 

alterar as contrações induzidas por 5-HT, em relação ao controlo [173]. Por outro lado, 

quanto às contrações induzidas por KCl verificou-se que quando os anéis de HUAs foram 

incubados com BPA 0,002 e 0,2 μM, a capacidade contrátil dos mesmos também reduziu 

em comparação com o controlo. Deste modo, estes resultados parecem indicar que a 

capacidade contrátil do KCl depende da exposição a diferentes concentrações deste bisfenol. 

Além disso, os resultados sugerem ainda que a exposição continuada a concentrações 

reduzidas de BPA poderá modular a homeostase vascular interferindo também com os 

canais de Ca2+, nomeadamente, com os LTCC. Isto é, estas concentrações de BPA poderão 

diminuir a expressão ou abertura destes canais, reduzindo o influxo de Ca2+ e, 

consequentemente, a capacidade contrátil das HUAs [70]. Há ainda a assinalar que já foram 

observados resultados semelhantes para HUAs incubadas durante 24 horas com TBBPA 50 

μM [98].  Porém, mais uma vez, no trabalho efetuado por Fonseca et al., a incubação com 
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diferentes concentrações de BPA não pareceu alterar significativamente a resposta contrátil 

das HUAs ao KCl [173]. Já no que diz respeito ao BPF, verifica-se que nenhuma das 

incubações alterou a resposta vasocontrátil induzida por ambos os agentes vasoativos, em 

comparação com o controlo. Estes primeiros resultados parecem sugerir que o BPF pode 

ser menos prejudicial para o sistema cardiovascular do que o BPA, como sugerido por 

Prudencio et al. [165]. 

Numa segunda fase, foi avaliado o envolvimento dos nucleótidos cíclicos e dos canais de 

Ca2+ na vasorelaxação das HUAs induzida pelo BPA e pelo BPF, visto que os principais 

mecanismos responsáveis por este processo ocorrem por ativação da via 

NO/sGC/cGMP/PKG e/ou por ativação/inibição de canais iónicos [69].  

Para avaliar o envolvimento dos nucleótidos cíclicos, foram estudados os efeitos de 

diferentes concentrações de SNP (um estimulador da sGC) em HUAs incubadas com BPA 

ou BPF (0,002; 0,2 e 20 μM) e contraídas com 5-HT ou KCl. Nas artérias não incubadas e 

contraídas com 5-HT ou KCl, verificou-se que o SNP induziu um efeito relaxante, tal como 

foi observado noutros estudos [69, 98, 112, 113]. 

Relativamente às artérias incubadas com BPA ou BPF e contraídas com 5-HT, os resultados 

demonstraram que o efeito induzido pelo SNP depende da concentração de bisfenóis 

incubada, uma vez que houve uma interação entre os dois fatores (incubação com BPA/BPF 

vs. concentração de SNP). Os anéis de HUAs incubados com BPA 0,002 e 0,2 μM 

apresentaram um aumento significativo no relaxamento induzido pelo SNP (0,1; 1 e 10 μM), 

em comparação com o controlo. Foi observado o mesmo padrão de relaxamento nos anéis 

de HUAs incubados com as mesmas concentrações de BPF (0,002 e 0,2 μM) para as 

concentrações de SNP 0,01 a 10 μM. Por oposição, nas artérias incubadas com BPA 20 μM 

e BPF 20 μM, o relaxamento induzido pelo SNP diminuiu em comparação com o controlo 

para as concentrações de SNP de 1 a 100 μM e para todas exceto 10 μM, respetivamente. 

Contudo, comparando os efeitos do SNP entre o BPA e o BPF, verificou-se que o 

vasorelaxamento observado nos anéis de HUAs incubados com BPA é menor do que nos 

anéis incubados com BPF. Isto é, estes efeitos foram apresentados por anéis de HUA 

incubados com: BPA/BPF 0,002 μM para todas as concentrações de SNP, excetuando a 

mais elevada; BPA/BPF 0,2 μM para as concentrações de SNP 0,01 e 0,1 μM; e BPA/BPF 

20 μM para todas as concentrações de SNP. Deste modo, constata-se que estes dois EDCs 

parecem partilhar a mesma via de sinalização, no que diz respeito ao envolvimento dos 

nucleótidos cíclicos, embora a disrupção causada pelo BPF pareça ser mais pronunciada.  

Já relativamente às artérias incubadas com BPA ou BPF e contraídas com KCl, os resultados 

demonstraram que o efeito induzido pelo SNP depende da concentração de bisfenóis 

incubada, uma vez que houve uma interação entre os dois fatores (incubação com BPA/BPF 

vs. concentração de SNP). Quanto aos anéis de HUAs incubados com BPA, apenas para a 
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incubação de 20 μM foi observado um vasorelaxamento superior para a concentração de 

SNP 0,1 μM, em comparação com o controlo. Já os anéis de HUAs incubados com BPF 

0,002 e 0,2 μM demonstraram vasorelaxamentos maiores para as concentrações de SNP 

0,1 a 100 μM e SNP 0,1 a 10 μM, respetivamente. Já nos anéis de HUAs incubados com BPF 

20 μM, a vasorelaxação induzida pelo SNP 1; 10 e 100 μM foi significativamente inferior ao 

grupo controlo. Comparando os efeitos do SNP (0,1 a 100 μM) entre o BPA e o BPF 0,002 e 

0,2 μM, verificou-se que o vasorelaxamento observado nos anéis de HUAs incubados com 

BPA é menor. No entanto, nos anéis de HUAs incubados com BPA 20 μM, a vasorelaxação 

induzida pelo SNP (0,1 a 100 μM), foi superior à verificada nos anéis de HUAs incubados 

com BPF 20 μM. 

Assim sendo, nos anéis de HUAs contraídos com 5-HT, o mecanismo vascular de ambos os 

bisfenóis parece ativar a via de sinalização cíclica dos nucleótidos (NO/sGC/cGMP/PKG) 

para as incubações de 0,002 e 0,2 μM, sendo que esta parece ser mais ativada pelo BPF do 

que pelo BPA. Pelo contrário, no caso das HUAs incubadas com BPA/BPF 20 μM a atividade 

desta via parece estar diminuída, principalmente nas HUAs incubadas com BPA, induzindo 

dessa forma uma diminuição da resposta vasorelaxante. Relativamente às HUAs contraídas 

com KCl e incubadas com BPA 20 μM e BPF 0,002 e 0,2 μM a via de sinalização cíclica dos 

nucleótidos NO/sGC/cGMP/PKG parece estar ativada, principalmente nas HUAs 

incubadas com BPF. Por oposição, o mecanismo vascular induzido pelo BPF 20 μM parece 

reduzir a ativação desta via de sinalização, o que culmina numa resposta vasorelaxante 

inferior. Concordantemente, em 2022, Fatai et al. também verificaram em 80 ratos machos 

Wistar que após a exposição ao BPF (10, 30 e 50 mg/kg) por via oral, as concentrações 

plasmáticas de NO e de cGMP no músculo liso do corpo cavernoso do pénis, estavam 

diminuídas em todos os grupos expostos [177]. Além disso, verificaram que estas alterações 

eram diretamente dependentes da dose (nas doses mais elevadas a redução era maior) e não 

aparentavam ser reversíveis após 28 dias de cessão do tratamento. Deste modo, os autores 

sugeriram que o BPF ao perturbar esta via de sinalização poderá afetar negativamente a 

qualidade da performance sexual e consequentemente a qualidade da descendência [177]. 

Por outro lado, a diminuição da produção de NO, após exposição ao BPA (10 e 25 mg/kg) 

também já foi observada em corações de ratos machos Wistar [178]. Esta alteração poderá 

promover o aumento de stress oxidativo e posteriormente o desenvolvimento de CVD, 

nomeadamente, de hipertensão [178]. Assim, segundo estes autores, os nossos resultados 

também poderão indicar que tanto o BPA como o BPF, ao perturbarem esta via de 

sinalização, podem ser promotores do desenvolvimento de CVD, como já reportado em 

diferentes investigações [167, 169, 172]. 

Por outro lado, para avaliar o envolvimento dos canais de Ca2+, nomeadamente dos LTCC, 

na vasorelaxação das HUAs induzida pelos bisfenóis, foram estudados os efeitos de 
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diferentes concentrações de Nif (antagonista específico dos LTCC) em HUAs incubadas com 

BPA ou BPF (0,002; 0,2 e 20 μM) e contraídas com 5-HT e KCl. Nas artérias não incubadas 

e contraídas com 5-HT ou KCl, verificou-se que a Nif induziu um efeito relaxante, tal como 

foi observado noutros estudos [69, 98].   

Relativamente às artérias incubadas com BPA ou BPF e contraídas com 5-HT, os resultados 

demonstraram que o efeito induzido pela Nif depende da concentração de bisfenóis 

incubada, uma vez que houve uma interação entre os dois fatores (incubação com BPA/BPF 

vs. concentração de Nif). Relativamente aos anéis de HUAs incubados com BPA (0,002 e 

20 μM) e BPF (0,002 a 20 μM) e contraídos com 5-HT, verificou-se que o relaxamento 

induzido por todas as concentrações de Nif foi significativamente superior ao do grupo de 

controlo (exceto pela Nif 1 μM no caso das HUAs incubadas com BPF 0,2 e 20 μM). Já na 

incubação de BPA 0,2 μM o relaxamento induzido pela Nif 0,01 μM também foi superior ao 

grupo controlo, mas o relaxamento induzido pela Nif 0,1 μM foi inferior. Comparando os 

efeitos da Nif entre o BPA e o BPF 0,002 e 0,2 μM (para as concentrações de Nif 0,01 e 1 

μM e de Nif 0,01 e 0,1 μM, respetivamente) o vasorelaxamento induzido foi inferior para os 

anéis de HUAs incubados com BPA. Pelo contrário, nos anéis de HUAs incubados com BPA 

e BPF 20 μM, o vasorelaxamento induzido pela Nif 0,1 e 1 μM foi inferior nos anéis de HUAs 

incubados com BPF. Portanto, embora se verifiquem algumas diferenças, ambos os 

bisfenóis parecem modificar influxo de Ca2+. Isto é, para incubações mais baixas o BPF 

parece apresentar um efeito inibidor maior sobre os canais de Ca2+, nomeadamente sobre 

os LTCC, do que o BPA, ao contrário do que se observa para a incubação mais elevada. 

Já relativamente às artérias incubadas com BPA ou BPF e contraídas com KCl, os resultados 

demonstraram que o efeito induzido pela Nif depende da concentração de bisfenóis 

incubada, uma vez que houve uma interação entre os dois fatores (incubação com BPA/BPF 

vs. concentração de Nif). Quanto aos anéis de HUAs incubados com BPA 0,002 μM e BPA 

0,2 μM e contraídas com KCl, o efeito vasorelaxante induzido por todas as concentrações de 

Nif (exceto pela Nif 1 μM no caso das HUAs incubadas com BPA 0,002 μM) foi inferior ao 

observado no grupo controlo. Já na incubação de BPA 20 μM, o efeito da Nif foi superior 

para a concentração de 0,01 μM e inferior para as concentrações de o,1 e 1 μM, em relação 

ao controlo. Portanto, verifica-se que nas HUAs incubadas com BPA e contraídas com KCl, 

existe uma relação não linear entre a dose da incubação e os efeitos observados, ou seja, 

observa-se uma resposta típica de não-monotocidade [152, 179, 180]. Estes resultados são 

concordantes com o estudo de Feiteiro et al. onde se verificou que em SMCs da linha celular 

A7r5, o BPA inibiu as correntes de Ca2+ associadas aos LTCC de uma forma não linear [152]. 

Esta relação complica a definição de limites de dose de exposição que não acarretem efeitos 

mais nocivos para a saúde humana, visto que se observa que a exposição a concentrações 

reduzidas deste bisfenol pode estar associada a alterações na vasorelaxação das HUAs. Isto 
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pode ser particularmente preocupante, nomeadamente, nas fases de maior vulnerabilidade 

como é o caso da gravidez [9]. Já nos anéis de HUAs incubados com BPF (0,002 a 20 μM) 

e contraídos com KCl, verificou-se que o relaxamento induzido pela Nif 0,01 e 0,1 μM foi 

significativamente superior ao do grupo de controlo (exceto pela Nif 0,1 μM no caso das 

HUAs incubadas com BPF 0,002 μM). Por outro lado, nos anéis de HUAs incubados com 

BPF 20 μM verificou-se que a Nif 0,01 μM induziu um vasorelaxamento de cerca de 100%, 

pelo que surgiu a necessidade de avaliar os efeitos causados por concentrações mais baixas 

de Nif para ser possível avaliar se os efeitos eram aditivos ou similares. Deste modo, 

verificou-se que para as concentrações de Nif 0,0001 e 0,001 já foi possível observar uma 

resposta vasorelaxante menos pronunciada do que para as concentrações mais elevadas, 

evidenciando que os efeitos observados são aditivos. Desta forma, verifica-se que a 

exposição a longo prazo a esta incubação de BPF parece perturbar de forma bastante 

significativa a resposta vasorelaxante das HUAs. Além disso, comparando os efeitos da Nif 

entre o BPA e o BPF, constatou-se que o relaxamento induzido por todas as concentrações 

de Nif foi inferior para todos os anéis de HUAs incubados com BPA do que com BPF. 

Portanto, os resultados parecem demonstrar que o BPF apresenta um efeito inibidor maior 

do que o BPA sobre os canais de Ca2+, nomeadamente sobre os LTCC. 

Deste modo, os resultados parecem indicar que o BPA e o BPF podem modificar o 

mecanismo de ação da Nif, interferindo com o influxo de Ca2+. Isto é, estes bisfenóis 

parecem apresentar o mesmo modo de ação que a Nif, atuando, por isso, como inibidores 

competitivos, ou seja, ambos inibem os LTCC, induzindo a vasorelaxação. De facto, ao longo 

dos anos, têm sido efetuados alguns estudos em que se avaliaram os efeitos que a exposição 

ao BPA pode causar ao nível da homeostase do Ca2+ [152, 181-183]. De um modo geral, 

através de experiências de Patch Clamp, verificou-se que este EDC conseguiu inibir os 

canais iónicos presentes em diversos tipos de células, tais como, SMCs da linha celular A7r5 

e em corações de rato excisados, inibindo as correntes de de Ca2+ [152, 181-183]. Resultados 

similares foram obtidos por Prudencio et al. para o BPA, BPS e BPF, em que os autores 

verificaram que tanto o BPA como o BPF inibiram a atividade dos LTCC nestas células, 

inibindo assim as correntes iónicas associadas aos mesmos. Assim, segundo estes autores, 

os nossos resultados também poderão indicar que tanto o BPA como o BPF, ao perturbarem 

o influxo de Ca2+, podem prejudicar a homeostase vascular das HUAs e, consequentemente, 

promover o desenvolvimento de CVD, visto que as alterações na homeostase deste ião já 

foram associadas ao desenvolvimento destas patologias [9]. 

Por fim, importa referir que a análise do envolvimento dos nucleótidos cíclicos e dos canais 

de Ca2+ na relaxação das HUASMCs foi também avaliada. Isto é, os efeitos induzidos pelo 

SNP 10 μM e pela Nif 1 μM foram avaliados em HUASMC incubadas durante 24 horas com 

BPF 20 μM. Verificou-se que os resultados obtidos são concordantes com os observados 
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pela técnica de Banho de Órgãos, o que reforça a robustez dos dados. Além disso, embora 

os efeitos da exposição prolongada ao BPS não tenham sido avaliados pela técnica de Banho 

de Órgãos, o efeito do SNP e da Nif nas concentrações referidas foi avaliado em HUASMCs 

incubadas com BPS 20 μM, de modo a ser possível ter uma breve ideia dos efeitos causados 

por este substituto. Deste modo, verificou-se que tal como foi observado nas HUASMCs 

incubadas com BPF 20 μM, também as células incubadas com BPS 20 μM não apresentaram 

um relaxamento induzido pelo SNP significativamente diferente do controlo. Estes dados 

parecem demonstrar que nesta situação os efeitos causados por ambos os substitutos do 

BPA são semelhantes. Pelo contrário, o relaxamento das HUASMCs incubadas com BPS 20 

μM induzido pela Nif foi inferior ao observado para as HUASMCs incubadas com BPF 20 

μM e não incubadas. Portanto, estes dados parecem indicar que o BPS pode perturbar os 

mecanismos relacionados com o influxo de Ca2+. No estudo efetuado por Gao et al., a 

exposição a concentrações reduzidas deste EDC foi associada à perturbação da homeostase 

do Ca2+ em miócitos ventriculares isolados de corações de rato Sprague-Dawley [41]. No 

entanto, noutro estudo, a exposição a baixas concentrações deste substituto do BPA foi 

associada à diminuição da taxa de contração e relaxação de miócitos isolados de corações 

de murganhos CD-1 [42]. Por outro lado, no trabalho efetuado por Prudencio e 

colaboradores, verificou-se que o BPS não alterou nenhum dos parâmetros de 

eletrofisiologia cardíaca testados [165]. Deste modo, percebe-se que os estudos realizados 

até ao momento não são muito concordantes entre si quanto aos potenciais efeitos do BPS 

na homeostase vascular, pelo que devem continuar a ser efetuadas mais investigações. 

Em suma, este estudo demonstrou que o BPA, BPS e BPF induzem efeitos não genómicos 

sobre os anéis de HUAs. Isto é, os resultados parecem indicar que estes bisfenóis induzem 

relaxamentos a curto prazo e dependentes da concentração nas HUAs sem endotélio, sendo 

que este efeito foi superior para os substitutos do BPA. A nível genómico, os resultados 

parecem indicar que o mecanismo contrátil das HUAs incubadas com BPA se encontra 

alterado, o que parecia sugerir que o BPF poderia ser menos prejudicial para o sistema 

cardiovascular do que o BPA. Porém, os nossos dados sugerem, que a nível genómico, tanto 

o BPA e o BPF parecem alterar os principais mecanismos responsáveis pela relaxação das 

HUAs, tendo-se verificado que, por vezes, a resposta vasorelaxante foi mais modificada após 

exposição ao BPF do que ao BPA. Por fim, os dados preliminares das experiências de PCSA 

parecem indicar que o BPS também poderá ter alguns efeitos genómicos nas HUASMCs, 

nomeadamente ao nível do envolvimento dos canais de Ca2+, o qual poderá estar assim 

envolvido também no desenvolvimento de patologias cardiovasculares. Deste modo, estes 

resultados demonstram que estes substitutos não parecem ser seguros a nível 

cardiovascular, sendo este o objetivo para o qual também foram desenvolvidos. Assim, 
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propõe-se a síntese de novos substitutos mais seguros para a saúde humana, 

nomeadamente a cardiovascular. 
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6. Conclusão e perspectivas futuras 

Este trabalho demonstrou que a exposição ao BPA e aos seus substitutos (BPS e BPF) altera 

a resposta contrátil das HUAs a nível arterial e celular. Isto é, a nível não genómico, os 

resultados permitiram observar que os três bisfenóis induziram um relaxamento a curto 

prazo dependente da concentração, sendo que estes efeitos foram mais pronunciados para 

os substitutos do que para o BPA. 

Por um lado, a nível genómico, os resultados parecem indicar que a capacidade contrátil 

dos anéis de HUAs incubados com BPA se encontra alterada, ao contrário do que se verifica 

para o BPF. Por outro lado, a nível genómico verificou-se também que os resultados 

parecem sugerir que o BPA e o BPF podem interferir com as principais vias responsáveis 

pela vasorelaxação das HUAs (NO/sGC/cGMP/PKG e ativação/inibição de canais iónicos). 

Contudo, de um modo geral, os resultados parecem demonstrar que, na exposição a longo 

prazo, o BPF pode modificar mais a resposta vasorelaxante das HUAs do que o BPA. Deste 

modo, a substituição do BPA por estes compostos análogos, não aparenta acarretar 

benefícios para a saúde humana vascular, visto que os nossos dados sugerem que estes 

bisfenóis podem induzir a modolução da resposta vascular (ainda que com algumas 

diferenças), nomeadamente, em períodos de maior suscetibilidade como acontece na 

gravidez. Estas alterações, por sua vez, são muito preocupantes, pois podem aumentar as 

taxas de morbilidade e mortalidade maternas e fetais. 

Assim, é de salientar que futuramente os efeitos vasculares destes EDCs devem continuar a 

ser avaliados de modo clarificar os seus modos de ação e implicações futuras na saúde 

materno-fetal. Por exemplo, os efeitos genómicos associados à exposição ao BPS devem ser 

estudados, de modo a ser possível compreender melhor quais as consequências associadas, 

sendo que para tal poderá recorrer-se à técnica de Banho de Órgãos. Além disso, será 

importante continuar a realizar estudos de contratilidade celular para que se consiga 

reforçar a robustez dos resultados obtidos nas experiências de contratilidade arterial, ou 

mesmo para avaliar se existirão diferenças entre as respostas arteriais e celulares. Por outro 

lado, será importante estudar também quais os efeitos genómicos destes bisfenóis na 

expressão de genes envolvidos nas propriedades contráteis das HUASMCs. 
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8. Apêndices 

 

Tabela A1. Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) contraídas com 
serotonina (5-HT; 1 μM), após exposição a concentrações cumulativas de bisfenol A, bisfenol S ou bisfenol F (0,002 μM – 100 
μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way ANOVA, seguido do teste post-hoc de 
Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

Log [Agente relaxante] (M) -8,7 -7,7 -6,7 -5,7 -4,7 -4 

Etanol vs. BPA p=0,995 p=0,253 p=0,011 p=0,005 p<0,001 p<0,001 

Etanol vs. BPS p=0,006 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

Etanol vs. BPF p=0,077 p=0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

BPA vs. BPS p=0,006 p=0,005 p=0,002 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

BPA vs. BPF p=0,081 p=0,015 p=0,045 p=0,022 p<0,001 p<0,001 

BPS vs. BPF p=0,370 p=0,747 p=0,310 p=0,233 p=0,188 p=0,019 

Etanol 

-8,7 - p=0,646 p=0,458 p=0,506 p=0,434 p=0,277 

-7,7 - - p=0,777 p=0,836 p=0,747 p=0,530 

-6,7 - - - p=0,939 p=0,968 p=0,730 

-5,7 - - - - p=0,907 p=0,673 

-4,7 - - - - - p=0,760 

-4 - - - - - - 

BPA 

-8,7 - p=0,500 p=0,073 p=0,033 p=0,007 p<0,001 

-7,7 - - p=0,262 p=0,144 p=0,043 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,732 p=0,363 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,500 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 

BPS 

-8,7 - p=0,569 p=0,082 p=0,015 p<0,001 p<0,001 

-7,7 - - p=0,242 p=0,061 p<0,001 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,478 p=0,011 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,066 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 

BPF 

-8,7 - p=0,253 p=0,105 p=0,032 p<0,001 p<0,001 

-7,7 - - p=0,632 p=0,313 p=0,007 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,596 p=0,025 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,087 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 
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Tabela A2.  Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) contraídas com 
cloreto de potássio (KCl; 60 mM), após exposição a concentrações cumulativas de bisfenol A, bisfenol S ou bisfenol F (0,002 
μM – 100 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way ANOVA, seguido do teste 
post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

Log [Agente relaxante] (M) -8,7 -7,7 -6,7 -5,7 -4,7 -4 

Etanol vs. BPA p=0,522 p=0,147 p=0,010 p=0,001 p<0,001 p<0,001 

Etanol vs. BPS p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

Etanol vs. BPF p=0,017 p=0,012 p=0,004 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

BPA vs. BPS p=0,001 p=0,002 p=0,002 p<0,001 p=0,002 p=0,011 

BPA vs. BPF p=0,085 p=0,251 p=0,586 p=0,208 p=0,428 p<0,001 

BPS vs. BPF p=0,120 p=0,061 p=0,018 p=0,021 p=0,030 p=0,001 

Etanol 

-8,7 - p=0,614 p=0,507 p=0,794 p=0,639 p=0,699 

-7,7 - - p=0,873 p=0,809 p=0,972 p=0,907 

-6,7 - - - p=0,688 p=0,846 p=0,783 

-5,7 - - - - p=0,836 p=0,900 

-4,7 - - - - - p=0,935 

-4 - - - - - - 

BPA 

-8,7 - p=0,222 p=0,016 p=0,005 p<0,001 p<0,001 

-7,7 - - p=0,228 p=0,102 p=0,004 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,665 p=0,090 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,206 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 

BPS 

-8,7 - p=0,400 p=0,070 p=0,005 p=0,001 p<0,001 

-7,7 - - p=0,328 p=0,050 p=0,014 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,322 p=0,135 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,612 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 

BPF 

-8,7 - p=0,606 p=0,320 p=0,042 p=0,007 p<0,001 

-7,7 - - p=0,631 p=0,128 p=0,030 p<0,001 

-6,7 - - - p=0,297 p=0,089 p<0,001 

-5,7 - - - - p=0,510 p<0,001 

-4,7 - - - - - p<0,001 

-4 - - - - - - 

 
 

 
Tabela A3. Diferenças estatísticas da tensão das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF (0 μM – 
20 μM) e contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelos testes de 
one-way ou two-way ANOVA, seguidos dos testes post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 
BPA BPF 

0,002 μM 0,2 μM 20 μM 0,002 μM 0,2 μM 20 μM 

CT p=0,004 p=0,022 p=0,035 p=0,177 p=0,721 p=0,456 

BPA 

0,002 μM - p=0,467 p=0,391 p=0,179 - - 

0,2 μM - - p=0,883 - p=0,115 - 

20 μM - - - - - p=0,056 

BPF 

0,002 μM - - - - p=0,370 p=0,164 

0,2 μM - - - - - p=0,622 

20 μM - - - - - - 
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Tabela A4.  Diferenças estatísticas da tensão das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA ou BPF (0 μM – 
20 μM) e contraídas com clorteto de potássio (KCl; 60 mM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelos 
testes de one-way ou two-way ANOVA, seguidos dos testes post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 
BPA BPF 

0,002 μM 0,2 μM 20 μM 0,002 μM 0,2 μM 20 μM 

CT p<0,001 p<0,001 p=0,640 p=0,164 p=0,064 p=0,575 

BPA 

0,002 μM - p=0,356 p=0,013 p=0,061 - - 

0,2 μM - - p=0,001 - p=0,004 - 

20 μM - - - - - p=0,854 

BPF 

0,002 μM - - - - p=0,945 p=0,407 

0,2 μM - - - - - p=0,321 

20 μM - - - - - - 

 

 

 

Tabela A5.  Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com 
BPA ou BPF (0 μM – 20 μM), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas a concentrações cumulativas de nitroprussiato 
de sódio (SNP; 0,01 – 100 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way ANOVA, 
seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 [SNP] 

Incubação 0,01 μM 0,1 μM 1 μM 10 μM 100 μM 

CT vs. BPA 0,002 μM p=0,460 p=0,011 p<0,001 p=0,007 p=0,503 

CT vs. BPA 0,2 μM p=0,193 p=0,049 p<0,001 p<0,001 p=0,916 

CT vs. BPA 20 μM p=0,880 p=0,383 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

CT vs. BPF 0,002 μM p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,449 

CT vs. BPF 0,2 μM p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,284 

CT vs. BPF 20 μM p=0,008 p<0,001 p=0,001 p=0,552 p<0,001 

BPA 0,002 μM vs. BPF 0,002 μM p<0,001 p<0,001 p=0,004 p<0,001 p=0,917 

BPA 0,2 μM vs. BPF 0,2 μM p=0,022 p<0,001 p=0,257 p=0,254 p=0,262 

BPA 20 μM vs. BPF 20 μM p=0,007 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

CT 

SNP 0,01 μM - p=0,011 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p<0,001 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p<0,001 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 0,002 μM 

SNP 0,01 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p<0,001 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p<0,001 

SNP 100 μM - - - - - 

BPF 0,002 μM 

SNP 0,01 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p<0,001 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,010 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 0,2 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,003 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,016 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,003 

SNP 100 μM - - - - - 



 98 

BPF 0,2 μM 

SNP 0,01 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,023 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,006 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 20 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,104 p=0,004 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,193 p=0,011 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,212 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p<0,001 

SNP 100 μM - - - - - 

BPF 20 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,003 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,010 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p<0,001 

SNP 100 μM - - - - - 

 

 

 

Tabela A6.  Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com 
BPA ou BPF (0 μM – 20 μM), contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM) e sujeitas a concentrações cumulativas de 
nitroprussiato de sódio (SNP; 0,01 – 100 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-
way ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 [SNP] 

Incubação 0,01 μM 0,1 μM 1 μM 10 μM 100 μM 

CT vs. BPA 0,002 μM p=0,902 p=0,502 p=0,990 p=0,725 p=0,611 

CT vs. BPA 0,2 μM p=0,506 p=0,276 p=0,883 p=0,385 p=0,118 

CT vs. BPA 20 μM p=0,590 p=0,041 p=0,874 p=0,404 p=0,554 

CT vs. BPF 0,002 μM p=0,116 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,001 

CT vs. BPF 0,2 μM p=0,086 p<0,001 p<0,001 p=0,001 p=0,050 

CT vs. BPF 20 μM p=0,846 p=0,256 p=0,004 p<0,001 p<0,001 

BPA 0,002 μM vs. BPF 0,002 μM p=0,178 p=0,001 p<0,001 p=0,001 p=0,012 

BPA 0,2 μM vs. BPF 0,2 μM p=0,431 p=0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,001 

BPA 20 μM vs. BPF 20 μM p=0,494 p=0,003 p=0,004 p=0,005 p<0,001 

CT 

SNP 0,01 μM - p=0,036 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,045 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,023 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 0,002 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,021 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,019 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,041 p<0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,037 

SNP 100 μM - - - - - 

BPF 0,002 μM 

SNP 0,01 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,002 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,131 p=0,007 

SNP 10 μM - - - - p=0,231 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 0,2 μM 
SNP 0,01 μM - p=0,039 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,093 p=0,009 p<0,001 
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SNP 1 μM - - - p=0,342 p=0,033 

SNP 10 μM - - - - p=0,237 

SNP 100 μM - - - - - 

BPF 0,2 μM 

SNP 0,01 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,002 p<0,001 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,126 p=0,011 

SNP 10 μM - - - - p=0,308 

SNP 100 μM - - - - - 

BPA 20 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,168 p=0,025 p<0,001 

SNP 1 μM - - - p=0,384 p=0,001 

SNP 10 μM - - - - p=0,018 

SNP 100 μM - - - - - 

BPF 20 μM 

SNP 0,01 μM - p=0,357 p=0,024 p=0,002 p=0,001 

SNP 0,1 μM - - p=0,179 p=0,025 p=0,013 

SNP 1 μM - - - p=0,362 p=0,252 

SNP 10 μM - - - - p=0,815 

SNP 100 μM - - - - - 

 

 

 

Tabela A7. Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com BPA 
ou BPF (0 μM – 20 μM), contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM) e sujeitas a concentrações cumulativas de nifedipina (Nif; 
0,01 – 1 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way ANOVA, seguido do teste post-
hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 [Nif] 

Incubação 0,01 μM 0,1 μM 1 μM 

CT vs. BPA 0,002 μM p=0,023 p<0,001 p<0,001 

CT vs. BPA 0,2 μM p=0,031 p=0,048 p=0,997 

CT vs. BPA 20 μM p=0,002 p<0,001 p<0,001 

CT vs. BPF 0,002 μM p<0,001 p<0,001 p<0,001 

CT vs. BPF 0,2 μM p<0,001 p=0,005 p=0,231 

CT vs. BPF 20 μM p=0,001 0,000 p=0,306 

BPA 0,002 μM vs. BPF 0,002 μM p=0,029 p=0,070 p=0,041 

BPA 0,2 μM vs. BPF 0,2 μM p=0,028 p<0,001 p=0,241 

BPA 20 μM vs. BPF 20 μM p=0,797 p=0,038 p<0,001 

CT 

0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - p<0,001 

1 μM - - - 

BPA 0,002 μM 

0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - p<0,001 

1 μM - - - 

BPF 0,002 μM 

0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - p<0,001 

1 μM - - - 

BPA 0,2 μM 

0,01 μM - p=0,063 p<0,001 

0,1 μM - - p<0,001 

1 μM - - - 

BPF 0,2 μM 
0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM -  p=0,053 
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1 μM - - - 

BPA 20 μM 

0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - p<0,001 

1 μM - - - 

BPF 20 μM 

0,01 μM - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - p=0,001 

1 μM - - - 

 

 

 

Tabela A8.  Diferenças estatísticas da percentagem de relaxação das artérias umbilicais humanas (HUAs) incubadas com 
BPA ou BPF (0 μM – 20 μM), contraídas com cloreto de potássio (KCl; 60 mM) e sujeitas a concentrações cumulativas de 
nifedipina (Nif; 0,01 – 1 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way ANOVA, 
seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 [Nif] 

Incubação 0,0001 μM 0,001 μM 0,01 μM 0,1 μM 1 μM 

CT vs. BPA 0,002 μM - - p=0,725 p<0,001 p=0,026 

CT vs. BPA 0,2 μM - - p=0,003 p<0,001 p<0,001 

CT vs. BPA 20 μM - - p<0,001 p=0,005 p=0,007 

CT vs. BPF 0,002 μM - - p<0,001 p=0,087 p=0,957 

CT vs. BPF 0,2 μM - - p<0,001 p=0,007 p=0,513 

CT vs. BPF 20 μM - - p<0,001 p<0,001 p=0,402 

BPA 0,002 μM vs. BPF 0,002 μM - - p<0,001 p<0,001 p=0,041 

BPA 0,2 μM vs. BPF 0,2 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

BPA 20 μM vs. BPF 20 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

CT 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p=0,001 

1 μM - - - - - 

BPA 0,002 μM 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p<0,001 

1 μM - - - - - 

BPF 0,002 μM 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p=0,183 

1 μM - - - - - 

BPA 0,2 μM 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p=0,002 

1 μM - - - - - 

BPF 0,2 μM 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p=0,242 

1 μM - - - - - 

BPA 20 μM 

0,01 μM - - - p<0,001 p<0,001 

0,1 μM - - - - p=,001 

1 μM - - - - - 

BPF 20 μM 

0,0001 μM - p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 

0,001 μM - - p<0,001 p<0,001 p<0,001 

0,01 μM - - - p=0,802 p=0,802 

0,1 μM - - - -  p=1,000 

1 μM - - - - - 
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Tabela A9.  Diferenças estatísticas da percentagem da redução de área compensada das células musculares lisas das artérias 
umbilicais humanas (HUASMCs) contraídas com serotonina (5-HT; 1 μM), após exposição a concentrações cumulativas de 
bisfenol S ou bisfenol F (2 μM – 20 μM). As diferenças consideradas estatisticamente significativas pelo teste de two-way 
ANOVA, seguido do teste post-hoc de Holm-Sidak estão apresentadas a negrito. 
 

 Etanol  

2 μM 

Etanol 

20 μM 

BPS  

2 μM 

BPS 

20 μM 

BPF  

2 μM 

BPF 

20 μM 

Etanol  

2 μM 

- 0,597 0,000 - 0,033 - 

Etanol  

20 μM 

- - - 0,000 - 0,002 

BPS  

2 μM 

- - - 0,171 0,245 - 

BPS  

20 μM 

- - - - - 0,076 

BPF  

2 μM 

- - - - - 0,589 

 

 

 

 

 


