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RESUMO

Estudos tém mostrado que em ratas prenhas normotensas ou hipertensas (SHR) ha
uma diminuicdo significativa da pressado arterial nos periodos finais da prenhez
diretamente associada a redugdo da atividade simpatica perivascular de leitos
mesentéricos de ratas normotensas ou hipertensas (SHR). Essas alteragdes tém
sido atribuidas a uma importante participacido dos fatores relaxantes derivados do
endotélio com destaque ao oxido nitrico (NO). Estudos recentes do nosso laboratorio
sugerem que o aumento da sintese de NO pela enzima O6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) ao final da prenhez ocorre por uma via menos dependente de
calcio, associada a fosforilacdo da eNOS em residuos de Serina 1177, através da
via PI3K/Akt/eNOS. Por outro lado, ratas hipertensas ndo prenhas apresentam uma
disfungao endotelial e vascular ocasionada pelo aumento na produgao de espécies
reativas de oxigénio (ERO), sendo o complexo enzimatico NAD(P)H oxidase, uma
importante fonte de ERO. A producdo de ERO modula a biodisponibilidade de NO.
Assim, uma diminuicdo das ERO durante a prenhez poderia contribuir para a
reducdo da PA e modulagdo da reatividade vascular, dependente do endotélio, aos
agonistas vasoconstritores. Nossa hipotese € que em SHR prenhas, a reducao da
producdao de ERO na aorta contribuiria para o aumento da biodisponibilidade do NO
e para a hiporreatividade de aortas a fenilefrina (PE). Para isso, o estresse oxidativo
sistémico e da aorta (TBARS) foram avaliados em ratas Wistar e SHR, prenhas (P) e
nao prenhas (NP). Analisamos o efeito hipotensor da Apocinina (30 mg/kg) e do
Tempol (30 mg/kg). Anéis intactos de aorta toracica de P e NP foram estimulados
com PE antes e apds incubagao (30 min) com Apocinina (100 umol/L) ou Tempol
(0,1 nmol/L). O efeito de Apocinina e do Tempol foi avaliado nas concentragbes
citosolicas de NO ([NO]), medidas pela intensidade de fluorescéncia do DAF-2DA
(10 umol/L), de ERO ([ERO]), medida pelo DHE (2,5 umol/L) e Ca?*, medida pelo
FLUO 3-AM (5 pmol/L), em células endoteliais isoladas de aorta (CEA). Analisamos



a expressao proteica da eNOS, NOX4 e SOD-1 em aortas de ratas P e NP, pelos
ensaios de Western Blotting. Nossos resultados demonstraram menor estresse
oxidativo em aorta, menor [ERO] em células endoteliais € menor expressao da
NOX4 em aorta de SHR P. Aumento da expressdo da eNOS em aorta e na [NO] em
CEA de SHR P também foram observados. A Apocinina reduziu a resposta
vasoconstritora a PE em aorta intacta de SHR NP, mas nao alterou a resposta
contratil a PE em aortas de SHR P. Na presencga de Tempol, as respostas contrateis
a PE nao foram alteradas em aortas de SHR P e NP. Os resultados sugerem que a
producao de ERO esta diminuida em aortas de SHR P. Em conclusdo, a diminui¢cao
do estresse oxidativo e da expressdo de NOX4 em aorta, e da [ERO] em AEC,
contribuem para a maior biodisponibilidade de NO e hiporreatividade a PE em aorta
de SHR P.

Palavras-chave: Aorta. Endotélio. Prenhez. Hipertensdo. Espécies de oxigénio

reativas.
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ABSTRACT

Studies have shown that in normotensive or hypertensive pregnant rats (SHR) there
is a significant decrease in blood pressure in late pregnancy directly associated with
the reduction in sympathetic perivascular activity of mesenteric beds of normotensive
or hypertensive rats (SHR). These changes have been attributed to an important role
of endothelium-derived relaxing factors especially to nitric oxide (NO). Recent studies
in our laboratory suggest that increased synthesis of NO by endothelial nitric oxide
synthase (eNOS) in late pregnancy is of a less calcium-dependent pathway
associated with phosphorylation of eNOS on serine 1177 through via PI3K/AkY/
eNOS. On the other hand, do not exhibit a pregnant hypertensive rats and the
vascular endothelial dysfunction caused by increased production of reactive oxygen
species (ROS), the NAD(P)H oxidase enzyme complex, a major source of ROS. The
ROS modulate the bioavailability of NO. Thus, a reduction of ROS during pregnancy
could contribute to the reduction in blood pressure and modulation of vascular
reactivity endothelium-dependent, to vasoconstrictor agonists. Our hypothesis is that
in pregnant spontaneous hypertensive rats (SHR), the reduction of ROS production
in the aorta contribute to increase the bioavailability of NO and hyporeactivity to
aortae phenylephrine (PE). For this reason, systemic oxidative stress and aorta
(TBARS) were valued in Wistar and SHR rats, pregnant (P) and non-pregnant (NP).
We analyzed the hypotensive effect of Apocynin (30 mg/kg) and Tempol (30 mg/kg).
Intact rings of thoracic aorta of P and NP were stimulated with PE before and after
incubation (30 min) with apocynin (100 mmol/L) or Tempol (0,1 nmol/L). The effect of
Apocynin and Tempol was evaluated in the cytosolic concentration of NO ([NO]) as
measured by fluorescence intensity of DAF-2DA (10 umol/L), ROS ([ROS]), as
measured by DHE (2,5 umol/L) and Ca?*, as measured by FLUO-3 AM (5 pmol/L) in
isolated aortic endothelial cells (AEC). We have analyzed the protein expression of
eNOS, NOX4 and SOD-1 in aortas of P and NP rats by Western blotting assays. Our



results demonstrated a lower oxidative stress in the aorta, a lower [ERO] in
endothelial cells and reduced expression of NOX4 in the aorta of SHR P. Increased
eNOS expression in the aorta and in the [NO] in AEC SHR P were also observed.
Apocynin reduced the vasoconstrictor response to PE in intact aorta of SHR NP, but
did not alter the contractile response to PE in aortas of SHR P. In the presence of
Tempol, the contractile responses to PE have not changed in aortas of SHR P and
NP. The results suggest that the production of ROS is lower in SHR aorta P. In
conclusion, the decrease in oxidative stress and NOX4 expression in the aorta, and
[ROS] in AEC, contribute to greater bioavailability and the hyporeactivity PE in the
aorta of SHR P.

Keywords: Aorta. Endothelium. Pregnancy, animal. Hypertension. Reactive oxygen

species.
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eNOS - o6xido nitrico sintase endotelial ou isoforma Ill (do inglés, endotelial nitric
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ERO — espécies reativas de oxigénio

FC — frequéncia cardiaca
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g—grama

GCs — guanilato ciclase soluvel

GMPc — guanosina monofosfato ciclico

GPx — glutationa peroxidase

h — hora

H202 — peroxido de hidrogénio

HEPES — acido N-(2-hidréxietil)-piperazina-N’-2-etanosulfénico

IF — intensidade de fluorescéncia

INOS — oxido nitrico sintase induzivel ou isoforma Il (do inglés, inducible nitric oxide
synthase)

KCI — cloreto de potassio

Kg — quilograma

KH2PO4 — fosfato de potassio monohidratado

L — litro

L-NAME — L-NC-nitroarginina metil éster

L-NNA — L-Nitro-L-arginina

m/v — massa por volume

mg — miligrama

MgCl2 — cloreto de magnésio

MgSOa: sulfato de magnésio

mL — mililitro

mm — milimetro

mmHg — milimetros de mercurio

mmol/L — milimol por litro

mN — miliNewton



mol/L — mol por litro

MtNOS — 6xido nitrico sintase mitocondrial ou isoforma IV (do inglés, mitochondrial
nitric oxide synthase)

NaCl — cloreto de sddio

NaH2PO4 — fosfato monossodico

NaHCOs — bicarbonato de sodio

nmol/L — nanomol por litro

NNOS — oxido nitrico sintase neuronal ou isoforma | (do inglés, neuronal nitric oxide
synthase)

NO — éxido nitrico (do inglés, nitric oxide)

NOS - éxido nitrico sintase (do inglés, nitric oxide synthase)

NOX — nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase nao fagocitica
NP — ratas n&do prenhas

NP-40 — nonidet P-40

O2™ — anion superdéxido

O2 — oxigénio molecular

ONOO" - peroxinitrito

P — ratas prenhas

PA — pressao arterial

PAD — presséao arterial diastdlica

PAM — presséao arterial média

PAS — presséo arterial sistolica

pD2 — logaritmo negativo da ECso

PE — fenilefrina, cloridrato de L- fenilefrina

PGl2— prostaciclina

pH — potencial hidrogeniénico

PI3K — fosfatidilnositol-3-OH quinase

RIPA — tampao para ensaio de radioimunoprecipitacéo

rpom — rotagdes por minutos

SHR - rato espontaneamente hipertenso (do inglés, spontaneously hypertensive
rats)

SOD - superoxido dismutase



TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico (do inglés, thiobarbituric acid
reactive species)

TBS-T — tampao tris-salina acrescido de Tween 20

Tempol — 4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil

v/v — volume por volume
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1 INTRODUGAO

Durante a gestacdo € necessario que ocorram adaptagdes hemodinamicas
que permitam que o feto se desenvolva adequadamente e que o sistema
cardiovascular materno ndo sofra sobrecarga pelo aumento do volume sanguineo
circulante. Estas adaptagbes fisiologicas associadas a gestacdo tém sido
observadas em mulheres e também em animais como, por exemplo, ratas. Ao final
da prenhez em ratas ha aumento de aproximadamente 60 % no volume sanguineo e
em torno de 40% no débito cardiaco (BARRON et al., 1984). Associado a estes
aumentos, na circulagdo utero-placentaria, ha aumento do fluxo sanguineo uterino
(LYALL et al., 1995; MOOR; BRUCE, 1976) e redugdo da resisténcia vascular das
artérias uterinas.

Em estudo realizado em nosso laboratério (ELIAS et al., 2008) observamos
que entre o 18° ao 20° dia de prenhez ocorrem os maiores indices de reducao da
pressao arterial sistdlica (PAS, uma diferenca de aproximadamente 40 mmHg) em
ratas espontaneamente hipertensas (SHR), sendo que no 14° dia apds o0 nascimento
dos filhotes, os valores de PAS acima de 150 mmHg séo reestabelecidos.

A diminuicdo dos valores de PAS é observada tanto em ratas hipertensas
quanto em ratas normotensas prenhas, quando comparadas as ratas ndao prenhas
(BALLEJO et al.,, 2002; MITCHELL et al., 2007; STENNETT et al., 2009,
OGNIBENE et al.,, 2012, ZANCHETA et al., 2015), e sdao acompanhadas de
respostas pressoras diminuidas a administracdo de fenilefrina, noradrenalina,
vasopressina e angiotensina Il (PALLER 1984; UMANS et al., 1990; MOLNAR;
HERTELENDY, 1992; NATHAN et al., 1995,), bem como de hiporreatividade a
fenilefrina, endotelina, noradrenalina e vasopressina em vasos de resisténcia (artéria
mesentérica) e condutancia (aorta) (MASSICOTTE et al., 1987; ALOAMAKA et al.,
1993a, 1993b; CHU; BEILIN et al., 1993a, 1993b; RALEVIC; BURNSTOCK, 1996;
COELHO et al., 1997; BALLEJO et al., 2002).

Interessantemente, foi mostrado por estudos funcionais que, quando o
endotélio € removido, a hiporreatividade a agentes vasoconstritores € revertida e as
curvas concentragao-resposta para fenilefrina se igualam entre aortas de ratas
prenhas e néo prenhas (ALOAMAKA et al., 1993a).
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Dentre os fatores vasodilatadores liberados pelo endotélio, destacam-se a
prostaciclina (PGl2) e oxido nitrico (NO). A PGl2 € um vasodilatador que pertence a
familia de prostaglandinas, sintetizada a partir da via do acido araquidénico que ativa
enzimaticamente a ciclooxigenase (COX-1 e COX-2), sendo que a COX-1 libera
PGI2. Havia sido suposto que uma maior liberacdo de PGl2 pelo endotélio de ratas
prenhas seria responsavel pela hiporreatividade vascular a diferentes agentes
vasoconstritores. No entanto, o uso de meclofenamato, inibidor da COX, néo alterou
a diminuida resposta contratii a fenilefrina em aortas toracicas e em leitos
mesentéricos de ratas prenhas (HARRISON; MOORE, 1989; DAVIDGE;
MCLAIGHLIN, 1992). Ainda, quando a indometacina (inibidor ndo seletivo da COX-1
e COX-2) foi utilizada nos estudos de reatividade, a hiporreatividade a fenilefrina em
anéis intactos de aorta de ratas prenhas foi mantida (ALOAMAKA et al., 1993a). Nos
estudos de Chu e Beilin (1993a), o pré-tratamento do leito mesentérico perfundido in
situ com indometacina, aumentou a reatividade vascular a noradrenalina, mas, nao
alterou as diferengcas previamente observadas entre ratas prenhas e nao prenhas.
Estes resultados demonstram que o vasodilator PGl2 ndo seria responsavel pela
hiporreatividade a agentes vasoconstritores observada em vasos de ratas prenhas.

O NO é um fator relaxante derivado do endotélio que participa continuamente
da regulagdo do ténus vascular e da manutengcdo do fluxo sanguineo (UMANS;
LEVI, 1995). A sintese de NO depende da atividade da enzima 6xido nitrico sintase
(NOS), que oxida um dos nitrogénios guanidino da L-arginina e forma L-citrulina e
NO (PALMER et al., 1987; MONCADA et al., 1988). Existem quatro isoformas da
NOS, a isoforma estimulada por citocinas, NOS induzivel (iNOS/NOS-2) e outras
trés isoformas que sao constitutivas e dependentes da presencga de calcio para sua
ativacdo: NOS neuronal (NNOS/NOS1), NOS endotelial (eNOS/NOS3) e NOS
mitocondrial (MtNOS/NOS4) (MONCADA et al., 1991; FORSTERMANN et al., 1998,
BROOKES, 2004).

Nas células endoteliais de vasos sanguineos, a eNOS ¢é a isoforma mais
expressa (KNOWLES; MONCADA, 1994) e é ativada por estimulos fisiolégicos ou
farmacolégicos (como a acetilcolina e o iondforo de calcio) que aumentam a
concentracgao intracelular de célcio. O calcio se liga a calmodulina, ativando a eNOS

na presenga de cofatores essenciais para a sintese de NO. Depois do NO ser
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sintetizado pelas células endoteliais, este se difunde para a célula do musculo liso
vascular (CMLV) devido a sua capacidade lipofilica (IGNARRO, 1991) e se liga a
molécula de ferro da enzima guanilato ciclase soluvel (GCs) alterando a forma e
ativando esta enzima. Depois de ativada, a GCs catalisa a guanosina trifosfato
(GTP) a guanosina monofosfato ciclico (GMPc) (GEWALTIG; KOJDA, 2002,
MURAD, 1999; NAPOLI; IGNARRO, 2003). O GMPc promove o relaxamento da
musculatura lisa vascular por reduzir a liberagdo e aumentar o sequestro de calcio
pelo reticulo endoplasmatico (BREDT, 1999; KHAZAEI et al., 2008). A molécula de
NO pode também ativar diretamente canais de potassio das CMLV, promovendo a
hiperpolarizagdo da musculatura lisa e consequentemente induzindo o
vasorrelaxamento (BOLOTINA et al., 1994). Ainda, a enzima eNOS pode ser ativada
por uma via alternativa e menos dependente de calcio, estimulada pelo estresse de
cisalhamento (ou shear stress), através da atividade da via fosfatidil-3-inositol-
proteina quinase Akt (P13-K/Akt) e consequente fosforilagdo da eNOS no residuo de
Serina 1177 (AYAJIKI et al., 1996; CORSON et al., 1996; FLEMING et al., 1998).
Morris et al. (1996) demonstraram que tanto a remog¢do mecanica do
endotélio vascular, como a administracdo de inibidores nao-seletivos da NOS,
aumentaram a reatividade de aortas a agonistas vasoconstritores. Khalil et al. (1998)
observaram que ratas prenhas tratadas com L-NAME (inibidor inespecifico da NOS),
apresentaram aumento nos valores de pressdo sanguinea em relagcdo a ratas
prenhas nao tratadas e ainda, que o efeito maximo de anéis de aorta de ratas
prenhas tratadas com L-NAME a fenilefrina foi maior em comparagdo com os anéis
de ratas prenhas nao tratadas. Além disso, Ballejo et al. (2002) demonstraram que a
administracdo de concentracdes crescentes de L-Nitro-L-arginina (L-NNA, inibidor
mais seletivo para eNOS) na cuba de banho de 6rgaos isolados, induziu aumento da
contragao de anéis de aorta pré-estimulados com a concentragéo efetiva 20 (EC20)
de fenilefrina, e que estas respostas estavam reduzidas em aorta de ratas prenhas
se comparadas as aortas de ratas ndo prenhas, sugerindo um possivel aumento na
atividade da eNOS nas aortas de ratas prenhas. No entanto, nesse mesmo estudo,
os autores demonstraram que respostas vasodilatadoras dependentes do endotélio
estimuladas por acetilcolina ou pelo ionéforo de célcio (A23187) em aortas de ratas

prenhas nao estavam alteradas quando comparadas as aortas de ratas nao
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prenhas. A partir destes resultados, foi sugerido que a via classica de ativagdo da
enzima eNOS, ndo estaria envolvida na modulacdo endotelial associada a
hiporreatividade vascular a fenilefrina em ratas prenhas.

Nosso laboratério avaliou a participagdo da via PI3K/Akt/eNOS na modulagao
da reatividade de aortas de ratas prenhas a fenilefrina. Recentemente,
demonstramos (ZANCHETA et al., 2015) que a expressao das proteinas fosforiladas
PI3K, Akt e eNOS®Se177 estd aumentada em homogenatos de aortas de ratas
prenhas normotensas ou hipertensas quando comparadas com aortas de ratas nao
prenhas e que a concentracdo de NO esta aumentada em células endoteliais de
aortas de ratas prenhas. Observamos também que o Wortmannin (10 nmol/L), usado
como droga inibidora da via PI3K/Akt reverteu a hiporreatividade a fenilefrina em
aortas de ratas normotensas e hipertensas. Juntos, os resultados nos levaram a
concluir que a via PI3K/Akt/eNOS esta ativada em aortas de ratas prenhas e
participa da modulagao da reatividade a fenilefrina observada ao final da prenhez de
ratas normotensas e hipertensas.

Estes resultados sugerem que a prenhez € uma condigao fisiolégica favoravel
a reducao da pressao arterial em fémeas SHR, uma vez que o0 aumento da producao
e/ou maior biodisponibilidade de NO contribuem para menor reatividade vascular a
estimulacdo a-adrenérgica e consequentemente para menor resisténcia vascular
periférica durante este periodo. Ainda, que o aumento da fosforilagado da eNOS pode
estar relacionada ao aumento do fluxo sanguineo observado nesse periodo, que por
sua vez ocasiona maior tenséo de cisalhamento.

No entanto, em ratos espontaneamente hipertensos, a disfuncdo endotelial,
associada a redugdo da atividade da eNOS (HONG et al., 2001; LI; SHAH, 2002),
menor disponibilidade do substrato L-arginina (VANHOUTTE, 2002) ou do cofator
BH4 (CONSENTINO; LUSCHER, 1999; HONG et al., 2001), também tem sido
associada a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO) (CAl,
HARRISON, 2000; DROGE, 2002; DUSTING et al., 2005; GUTIERREZ et al., 2006;
TANIYAMA; GRIENDLING, 2003). As ERO possuem efeitos deletérios sobre a
funcao endotelial e vascular, pois levam a uma diminuigdo da biodisponibilidade de
NO e ao comprometimento do relaxamento das CMLV (CAIl; HARRISON, 2000;
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ELLIS; TRIGGLE, 2003; FORTUNO et al., 2005; HAMILTON et al., 2001; TAWFIK et
al., 2008; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2004; WOLIN, 2000).

Nas células do sistema cardiovascular, a NAD(P)H oxidase (nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase) € o complexo enzimatico (BABIOR, 2004)
considerado como principal fonte de ERO (GEISZT, 2006). Foi caraterizado
inicialmente em células de origem mesodérmica, como os fagdcitos, sendo capaz de
reduzir a molécula de oxigénio (O2) em anion superoxido (Oz2) (BABIOR, 1999;
BEDARD; KRAUSE, 2007). Este complexo contém componentes essenciais que
incluem subunidades moduladoras, como a p22phox, que constituem o sitio
catalitico da enzima, proteinas citoplasmaticas, consideradas subunidades
organizadoras, p47phox e p40phox, que quando recebem estimulos fisiolégicos ou
nao fisiolégicos sao fosforiladas levando a translocacdo e agregagao das
subunidades citosdlicas a membrana, e duas subunidades ativadoras que ligam a
proteina G regulatéria (Rac2), p67phox e seu homoélogo NoxA1 ( BABIOR, 1999,
2004; DRUMMOND et al., 2011). Em células n&o fagociticas, o complexo NAD(P)H
oxidase é constituido de diversas subunidades como NOX1, NOX2, NOX3, NOX4,
NOX5, DUOX1 e DUOX2 (CAVE et al., 2006; GEISZT, 2006; LI; SHAH, 2002),
sendo as subunidades NOX1, 2 e 4 expressas no endotélio e as subunidades NOX1
e 4 expressas nas CMLV (QUINN et al., 2006; BEDARD; KRAUSE, 2007;
SELEMIDIS et al., 2008).

Além de ser um dos fatores responsaveis pela disfuncéo endotelial, por seus
efeitos diretos sobre a membrana das células (FRIDOVICH, 1986), o O2 pode
interferir em varios passos da cascata de eventos que leva ao relaxamento do
musculo liso vascular mediado pelo NO (HAMILTON et al., 2001). Quando o O2
reage com o NO, forma-se o peroxinitrito (ONOQO~™) que € um potente oxidante
altamente toxico (SARAN et al., 1990; SALVEMINI et al., 1998). Além disso, o
ONOO™ é responsavel pelo desacoplamento da eNOS, que também leva ao
aumento na produgdo de O2 (RABELINK; LUSCHER, 2006).

A partir da associagao entre a atividade da NAD(P)H oxidase e as doengas
cardiovasculares, algumas drogas inibidoras desse complexo enzimatico, seletivas
ou ndo (ALTENHOFER et al., 2014), tem sido estudadas, como por exemplo, a

Apocinina. Foi sugerido que em células fagociticas, a Apocinina é metabolizada pela
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enzima mieloperoxidase em seu dimero ativo, a diapocinina (JOHNSON et al.,
2002), que inibe a fosforilagdo e a translocagdo de componentes citosodlicos do
complexo NAD(P)H oxidase para a membrana, inibindo assim sua atividade (STOLK
et al., 1994; XIMENES et al., 2007). No entanto, em células endoteliais, a Apocinina
também inibe de forma concentragdo-dependente a atividade da NAD(P)H oxidase,
a formagdo de ERO e a proliferagdo celular (JOHNSON et al., 2002). Estudos
demostram que o tratamento com Apocinina aumentou a biodisponibilidade de NO e
causou a vasodilatacdo de artérias mamarias e veias safenas em humanos
(HAMILTON et al., 2002) e reduziu a pressao arterial e a produgdo de O2 em SHR
machos (BAUMER et al., 2007), podendo assim, ser uma atraente ferramenta
farmacoldgica a ser utilizada como anti-hipertensivo (WILLIANS et al., 2007).

Em condigcbes fisiolégicas, o organismo possui um sistema de defesa
antioxidante capaz de equilibrar os niveis de ERO. Em condigbes patolégicas como
a hipertensao, ocorre uma reducédo da capacidade antioxidante. Entre as enzimas
que participam do sistema antioxidante, destacam-se principalmente as enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e os
antioxidantes ndo enzimaticos que incluem: glutationa reduzida, bilirrubina,
creatinina, acido urico, vitamina C e vitamina E (RAMESH et al.,, 2012). Os
antioxidantes sdo substancias que, presentes em baixas concentracbées quando
comparadas aos substratos oxidaveis, neutralizam a oxidagéo desses substratos de
maneira efetiva, impedindo a sua formacao e interrompendo a cadeia de reacdes
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). O sistema antioxidante enzimatico constitui a
primeira defesa enddgena contra ERO, impedindo sua formacéo ou sequestrando-
as, para que estas ndo possam interagir com alvos celulares (ROVER JUNIOR et al.,
2001). Através das acgdes das enzimas antioxidantes, as células tentam manter
baixas as quantidades de O2, evitando assim a formagao de outras ERO que podem
comprometer a viabilidade das células e causar danos irreversiveis (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2000).

A SOD ¢é uma familia de enzimas encontradas em diferentes compartimentos
das células, que requerem diferentes ions metalicos como grupamentos prostéticos.
A SOD-1 (Cu-Zn-SOD) esta presente no citoplasma e no espacgo intermembranas

das mitocondrias. A SOD-2 (Mn-SOD) requer manganés e exerce sua agao catalitica
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na matriz mitocondrial. Ja a SOD-3, também requer cobre e zinco como SOD-1, mas
atua no espaco extracelular. A SOD possui um importante papel em proteger o NO
produzido pelo endotélio vascular, uma vez que dismutando o Oz em H202 e Oz,
impede que o NO reaja com o Oz, reduzindo a formagdo do ONOO-, uma espécie
reativa de oxigénio (OMAR et al.,1991; MUGGE et al., 1991; MIAN; MARTIN, 1995)
e participando assim, da defesa antioxidante (SERRA et al., 2003). O Tempol é um
composto estavel, de baixo peso molecular, que reage com o O2 protegendo as
células dos danos causados pelas ERO, sendo por isso considerado um mimético
da SOD (MITCHELL et al., 1990).

A partir destas informagdes, consideramos importante avaliar se possiveis
alteragdes na producao de ERO, assim como, em mecanismos antioxidantes,
poderiam ser associadas a maior biodisponibilidade de o6xido nitrico e modulagao

endotelial da contratilidade vascular em ratas hipertensas prenhas.
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2 HIPOTESE

Considerando que:
- a hiporreatividade de aortas de SHR prenhas a fenilefrina esta associada a uma
maior biodisponibilidade de NO produzido via PI3K/Akt/eNOSS77;
- um aumento da producado ERO ¢é observado em vasos de SHR nao prenhas;
- as ERO podem reduzir a biodisponibilidade de NO;

Formulamos a hipotese que em vasos de SHR prenhas, haveria menor
producao de ERO e/ou maior atividade antioxidante enzimatica. Propomos que a
menor disponibilidade de ERO, contribuiria para maior biodisponibilidade de NO em

aortas de SHR penhas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das espécies reativas de oxigénio (ERO) na hiporreatividade de
aortas a fenilefrina (PE) observada no final da prenhez de ratas espontaneamente
hipertensas (SHR) e comparar esses resultados com ratas normotensas Wistar.

3.2 Objetivos especificos

a) Verificar se a prenhez altera os parametros cardiovasculares, como pressao

arterial média, frequéncia cardiaca, pressao arterial sistdlica e pressao arterial

diastolica em SHR.

b) Verificar se a prenhez altera os efeitos hipotensores da Apocinina (um inibidor nao
seletivo da NAD(P)H oxidase) e do Tempol (mimético da SOD) em SHR.

c) Verificar se a prenhez altera o nivel sistémico e vascular de peroxidagao lipidica,

indicativo de estresse oxidativo, em SHR.

d) Verificar se as ERO participam da modulagéo da prenhez na hiporreatividade de
aortas de SHR a PE.

e) Verificar se a prenhez altera as concentragbes basais de NO, ERO e Ca?* em
células endoteliais de aortas de SHR e avaliar o efeito da Apocinina e do Tempol

sobre estas concentragdes nestas células.
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f) Verificar se a prenhez altera a expressao proteica total da eNOS, NOX4, SOD-1

em homogenatos de aortas de SHR.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os experimentos realizados neste estudo foram previamente aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de
Aracgatuba, CEUA-FOA/UNESP (protocolo n°® 00658-2013).

4.1 Animais

Foram utilizadas ratas espontaneamente hipertensas (SHR,
aproximadamente 180-190 g) e ratas Wistar (aproximadamente 220-230 g), como
controle normotenso, com idade de 12 semanas. As SHR foram provenientes de
uma linhagem mantida pelo biotério do Departamento de Ciéncias Basicas da
Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba, UNESP e as ratas Wistar foram
fornecidas pelo biotério central da mesma faculdade. Os animais receberam ragéo
padrdo e agua ad libitum e foram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura (22 — 24 °C) com ciclo de luz (12 h/luz e 12 h/escuro). A técnica indireta
de verificacdo da pressao arterial (pletismografia de cauda) foi realizada para
verificagcdo da pressao arterial sistdlica (PAS) utilizando-se um pletismografo para
medidas em ratos (PowerLab, ADInstruments, Malbourne, Australia). As ratas foram
consideradas hipertensas quando o valor de PAS foi maior ou igual a 150 mmHg.
Ambas as linhagens foram divididas em dois grupos: ratas nao prenhas (NP) e ratas
prenhas (P). As ratas ndo prenhas foram utilizadas na fase estro do ciclo estral e as
ratas prenhas, no periodo final da prenhez (entre o 18° ao 20° dia). Para
acasalamento, foram colocados na mesma caixa, um rato para trés ratas das
respectivas linhagens. O dia zero de prenhez foi determinado pela presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal matinal. Somente foram utilizadas ratas
prenhas com mais de trés filhotes, pois de acordo com Ahokas e Sibai (1990) a

hipotensao € observada durante a prenhez em ratas com mais de trés filhotes.

4.2 Drogas, sondas e anticorpos
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Foram utilizadas diferentes drogas nos experimentos, as quais foram

descritas abaixo:

- 4-hidréxi-3-metoxiacetofenona 98% - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA):
Apocinina;

- 4-hidréxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxil - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA):
Tempol;

- Cloridrato de L- Fenilefrina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA): Fenilefrina (PE);

- Clorato de Acetilcolina - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA): Acetilcolina (ACh);

Utilizamos as seguintes sondas:

- 4-(6-acetoximetoxi-2,7-dicloro-3-oxo-9-xantenil)-4’-metil-2,2’(etilenodioxi)-diani -lino-
N,N,N’,N’-acido tetra-acético teraquis (acetdximetil) éster: (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA): FLUO 3-AM;

- 4,5- diaminofluoresceina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA): DAF-2/DA;

- Dihidroetidina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA): DHE;

Avaliamos a expressao proteica de algumas proteinas utilizando os seguintes

anticorpos:

- anticorpo para eNOS (sc 654) - Santa Cruz (Aachen, NW, Alemanha);

- anticorpo para NOX4 (sc 30141) - Santa Cruz (Aachen, NW, Alemanha);

- anticorpo para SOD-1 (sc 11407) - Santa Cruz (Aachen, NW, Alemanha);

- anticorpo para B-actina (SAB A5441) - Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Para os experimentos in vivo, medida direta da pressao arterial (PA), as
drogas Apocinina e Tempol foram diluidas em solugéao fisiolégica (0,9 % ou 0,15
mol/L NaCl). Para o estudo in vitro, reatividade vascular, as drogas foram diluidas
em solugéo de Krebs, para os experimentos de citometria de fluxo, as drogas foram

diluidas em solugdo de Hanks. Todas as solugdes de drogas foram acondicionadas
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em frascos e protegidas da luz. Apds a diluicdo, as solugbes das drogas foram

divididas em aliquotas e congeladas a -20 °C até a utilizagao.

4.3 Medida direta de pressao arterial

a) Cirurgia para implantagao das canulas

As ratas foram anestesiadas com quetamina (45 mg/kg) associada a xilazina
(5 mg/kg) por via intraperitoneal. Durante a anestesia, uma cénula de polietileno
(PE1o conectado a PEso) preenchida com salina heparinizada (10:1 v/v) foi
implantada no interior da aorta abdominal, através da artéria femoral, para o registro
da presséao arterial e outra na veia femoral, para administragdo de drogas ou veiculo.
Estas canulas foram passadas por baixo da pele e exteriorizadas na regido do dorso
do animal. Apdés a cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas individuais
recebendo ragdo padrdo e agua ad libitum por um periodo de até 24 horas, no

maximo, antes de realizarmos os experimentos.

b) Registro da pressao arterial sistélica (PAS), diastélica (PAD), média (PAM) e

frequéncia cardiaca (FC)

No dia do experimento, a PAM, PAS, PAD e a FC foram continuamente
registradas nas ratas nao anestesiadas utilizando um transdutor de presséao
(ADInstruments, Melbourne, VIC, Austrdlia) ligado a canula intra-arterial e um
amplificador (ADInstruments, Melbourne, VIC, Australia). A PAM, antes e apés a
administragcdo das drogas, foi calculada utilizando-se o software PowerLab, Chart5
(ADInstruments, Melbourne, VIC, Australia), no qual a variagdo da pressao arterial
foi obtida.

c) Protocolo experimental
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Ap6s um periodo de 30 minutos para estabilizacdo da pressao arterial,
injecdes in bolus de 30 mg/kg de Apocinina ou 30 mg/kg de Tempol foram realizadas
e seus efeitos registrados por um periodo de 30 minutos. Os resultados foram
expressos como média + EPM dos valores de PAM e FC obtidos. A partir dos
resultados obtidos, a variagdo da PAM (A PAM) foi calculada pela diferenga dos

valores de PAM antes e apds a administragao das drogas.

4.4 Ensaios bioquimicos

a) Coleta e armazenagem do segmento adrtico

Para a realizac&o da coleta, as ratas foram pré-anestesiados em uma camara
saturada com halotano e logo apés mortas por decapitacdo. Segmentos de aorta
toracica das ratas (15 mm) foram isolados, dissecados, imediatamente congelados
em nitrogénio liquido, acondicionados em microtubos de polietileno e armazenados

em freezer -80 °C até o momento do ensaio.

b) Preparo do homogenato de aorta

No momento das determinagdes, as aortas foram maceradas com nitrogénio
liquido, o tecido foi homogeneizado em tampéao fosfato (30 mmol/L) com KCI (120
mmol/L), pH 7,4, com auxilio de um sonicador (VibraCellSonics, Newtown, CT,
EUA), por 3 vezes de 3 segundos. O homogenato foi centrifugado a 3000 rpm, 10
minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para as determinagdes das proteinas e da
peroxidacao lipidica (TBARS).

c) Preparo do hemolisado

Apos sedagao e decapitagdo das ratas, o sangue foi coletado, transferido
para tubos heparinizados e centrifugado a 1,000 x g por 15 min, na temperatura de

4°C. O plasma foi separado e armazenado em freezer -80 °C. As hemacias foram
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lavadas 3 vezes com solugao fisioldgica (1:1 v/v) e posteriormente misturadas com
solucdo contendo 4 mmol/L de MgSO4 e 1 mmol/L de &cido acético (1:10
hemacias/solu¢ao, m/v). O hemolisado permaneceu armazenado em freezer (-80°C)
até o momento das quantificagdes de proteinas (método de Lowry) e peroxidagao
lipidica (TBARS).

d) Peroxidagao lipidica (TBARS)

A concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) foi
avaliada segundo o método de Buege e Aust (1978) que consiste em adicionar acido
tricloroacético 10 % (m/v) a amostra do hemolisado, para promover acidificagdo e
precipitacdo das proteinas. Apds centrifugacao (1,000 x g, 3 min), o sobrenadante foi
coletado e a ele adicionado acido tiobarbiturico 0,67 % (m/v). Apds incubagao por 15
minutos a 100 °C em banho-maria, a reacao foi resfriada e a absorbancia foi medida
em 535 nm, utilizando espectrofotometro Hitachi U-1100 (Toquio, JHS, Japao). Os
resultados foram expressos em nmol/mg proteina, considerando o coeficiente de

extingdo molar apropriado (¢ = 1,56 x105 M- cm™").

e) Proteinas totais

As proteinas nas amostras do homogenato de aorta e hemolisado e foram
quantificadas através do método de Lowry et al. (1951) utilizando a albumina bovina
0,1 % (m/v) como padrédo. As absorbancias foram determinadas em 660 nm, em
leitora de placa Power Wave 340-Biotek (Biotek, Vermont, NE, EUA) e os resultados

expressos em mg/mL.

4.5 Reatividade vascular

As ratas foram pré-anestesiadas em uma camara saturada com halotano e
logo ap6és mortas por decapitagcdo. Em seguida, a aorta toracica foi removida,

dissecada e cortada em anéis de 2 mm. Os anéis foram entdo posicionados entre
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dois ganchos de ago inoxidavel conectados a um transdutor de forga isométrica
(DMT, ADInstruments, Melbourne, VIC, Australia) para medir a tensdo no vaso.
Ficaram mantidos em uma cuba contendo solugdao de Krebs com a seguinte
composicao (mmol/L): NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; NaHCOs 14,9;
glicose 5,5; CaClz 1,6; com pH 7,4 e suprimento gasoso de 95% O2 e 5% CO2 a
37°C. Os anéis permaneceram em repouso por 30 minutos sob tens&do basal (30
mN) constante para estabilizagdo. Apds a estabilizacdo, os anéis foram estimulados
com KCI. A integridade do endotélio foi qualitativamente verificada pelo grau de
relaxamento (maior ou igual a 80% de relaxamento) causado por acetilcolina (ACh 1
pmol/L) apds pré-contragdo com PE (100 nmol/L). Apds estes procedimentos, os

experimentos foram realizados conforme o protocolo descritos abaixo.

a) Comparacao do efeito da Apocinina e do Tempol sobre a contragao

estimulada com PE em aortas, com endotélio de ratas prenhas e nao prenhas

Anéis de aorta com endotélio foram estimulados com concentragbes
crescentes e cumulativas de PE (0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L). Outros anéis foram
incubados por 30 minutos, com Apocinina (100 pmol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L) e
apds o tempo de incubacdo, curvas concentracao-efeito para PE foram realizadas,
agora com a presenga das drogas. As curvas para PE obtidas na auséncia ou na
presenca de Apocinina e Tempol foram comparadas entre os anéis de aorta de ratas

prenhas e nido prenhas, normotensas e hipertensas.

4.6 Citometria de fluxo

a) Isolamento de células endoteliais de aorta de ratas

As aortas toracicas das ratas (segmentos de 15 mm) foram isoladas,
dissecadas, cortadas longitudinalmente e mantidas em solu¢gao de Hanks completa
modificada (CaClz2 1,6 mmol/L; MgCl2 1,0 mmol/L; NaCl 120,0 mmol/L; KCI 5,0
mmol/L; NaH2PO4 0,5 mmol/L; dextrose 10,0 mmol/L; HEPES 10,0 mmol/L; pH 7,4).

42



A remocao das células endoteliais foi feita mecanicamente com o auxilio de uma
haste plastica plana. A suspenséo de células obtida foi centrifugada (1000 rpm por 5
minutos) em temperatura ambiente. O sobrenadante foi desprezado, o pellet
suspendido em solugdo de Hanks e posteriormente, 250 pL desta suspenséo foram
colocados em tubos de poliestireno. Apds esta etapa, as células permaneceram
acondicionadas em temperatura de 37° C até o momento do experimento.

No citdmetro de fluxo, foi feita a leitura de 2500 eventos (células) de cada
aorta utilizada. O numero de experimentos realizados (n) se refere ao numero de
aortas utilizadas para cada grupo estudado. As analises foram realizadas em
citbmetro de fluxo (ATTUNE Acoustic Focusing Cytometer®, Applied Biosystem,
Waltham, MT, EUA) utilizando sondas especificas para Ca?* (FLUO 3-AM), NO

(DAF-2/DA) e ERO (DHE) conforme os seguintes protocolos experimentais.

b) Quantificagdao da concentragio citosélica de Oxido Nitrico ([NO])

Para quantificacdo de [NO], a suspensao de células endoteliais sem qualquer
estimulo prévio, foi submetida a leitura para verificar a emissdo de fluorescéncia
basal (branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20 minutos com a
sonda fluorescente 4,5- diaminofluoreceina (DAF-2/DA — 10 ymol/L) e excitadas com
laser azul, em 488 nm com emissdo de 530/30 e a intensidade de fluorescéncia
emitida foi verificada na auséncia (basal) ou na presenga de PE (100 nmol/L),
Apocinina (100 ymol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L). Os valores obtidos foram expressos

pelo aumento da IF comparado com o basal.

¢) Quantificagao da concentragao de Espécies Reativas de Oxigénio ([ERO])

Para quantificacdo de [ERO], a suspensdo de células endoteliais sem
qualquer estimulo prévio, foi submetida a leitura para verificar a emissao de
fluorescéncia basal (branco). A suspensao de células foi entdo incubada por 20
minutos com a sonda fluorescente Dihidroetidina (DHE 2,5 umol/L), excitada com
laser azul em 488 nm, com emissdo de 530/30 e a intensidade de fluorescéncia

emitida foi verificada em auséncia (basal) ou presenca de PE (100 nmol/L),
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Apocinina (100 pymol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L). Os valores foram expressos pelo

aumento da IF comparado com o basal.

d) Quantificagdo da concentragao citosoélica de calcio ([Ca?*])

Para quantificacdo da concentracdo citosdlica de calcio nas células
endoteliais ([Ca?']) de aortas das ratas, a suspensdo de células, sem qualquer
estimulo prévio, foi submetida a leitura para verificar a emissdo de fluorescéncia
basal (branco). A suspensdo de células foi entdo incubada por 20 minutos com a
sonda fluorescente FLUO 3-AM (5 ymol/L), excitada com laser azul em 488 nm com
emissao de 530/30 e a intensidade de fluorescéncia emitida foi verificada antes
(basal) e apos a estimulagdo com PE (100 nmol/L), Apocinina (100 pmol/L) ou
Tempol (0,1 nmol/L). Os valores foram expressos pelo aumento da intensidade de
fluorescéncia (IF) comparado com o basal.

A mediana da IF foi calculada em todas as amostras usando o software
Attune Cytometric Software (Applied Biosystem, Waltham, MT, EUA) e

posteriormente comparada entre os grupos.

4.7 Western blotting

a) Avaliacdo da expressao proteica de Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS),

NOX4 e SOD-1 em aortas de ratas prenhas e nao prenhas

Segmentos toracicos de aorta foram removidos das ratas, dissecados e
congelados imediatamente em nitrogénio liquido e armazenados em freezer -80°C.
Os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido e homogeneizados separadamente
em tampao RIPA (Tris-base 65,2 mmol/L, NaCl 154 mmol/L, NP-40 1 %, deoxicolato
de sadio 0,25 % e EDTA 0,8 mmol/L, suplementado com um coquetel de inibidores
de protease (Protease Inhibitor Mix, GE Healthcare, Little Chalfont, BKM, Reino
Unido) utilizando-se para isso um sonicador (Sonics Vibra Cell, Newtown, CT, EUA).

Em seguida, os homogenatos foram centrifugados (4°C, 4000 rpm por 15 minutos)
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para a separagao do sobrenadante. A dosagem de proteina do sobrenadante foi
feita pelo método de Lowry (LOWRY et al.,1951), utilizando albumina bovina como
padrdo. Cem microgramas (100 ug) de proteina total foram misturadas com tampao
de Laemmli contendo mercaptoetanol e foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% (para anticorpo eNOS) ou 10% (para NOX4 e SOD-1) e depois
transferidas para a membrana de nitrocelulose. Depois da transferéncia, as
membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% em tamp&o tris-salina com
Tween 20 (TBS-T), por 30 minutos, a temperatura ambiente. A seguir, as
membranas foram incubadas com os seguintes anticorpos primarios: eNOS
(1:2500), NOX4 (1:1000) e SOD-1(1:1000). A incubacao foi feita durante a noite, a
4°C. Apds a incubacdo com anticorpo primario, as membranas foram lavadas por
quinze minutos, 3 vezes, com tampao TBS-T e incubadas com anticorpo secundario
anti-coelho (1:10000), por uma hora, a temperatura ambiente. Posteriormente, as
membranas foram incubadas com o substrato para peroxidase quimioluminescente
(Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent, GE Healthcare, Little
Chalfont, BKM, Reino Unido) e expostas a um filme radiografico para a deteccao das
bandas. A expressdo de [(-actina (1:8000) foi utilizada para normalizagdo dos
resultados. A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria 6ptica com o
programa Scion (National Institutes of Health, Frederick, MD, EUA). Os resultados

foram expressos em Unidades arbitrarias/B-actina comparados entre os grupos.

4.8 Analise estatistica

a) Medida direta da PA

Os resultados foram expressos como a média + EPM (erro padrdo da média)
dos valores obtidos. A variacdo da PAM (A PAM) foi calculada através da diferencga
da PAM basal e da PAM apés infusdo da droga.

Os resultados foram comparados entre os grupos pelo teste estatistico de
multivaridncia (Two-way ANOVA) e pés-teste de Tukey. As diferengcas entre os

grupos foram consideradas significativas quando p<0,05.
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b) Concentragcdo de TBARS

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism (3.0,
GraphPad Software Corporation, La Jolla, CA, EUA). Os dados foram expressos
como média £ EPM, analisados quanto a distribuicdo e posteriormente submetidos a

analise de variancia (Two-way ANOVA).

c) Reatividade vascular

Foram analisados os parametros farmacoldgicos de eficacia (Efeito Maximo,
Emax) e poténcia (pD2: -log ECs0). Os resultados de tensdo isométrica foram
expressos como a meédia = erro padrdo da média (EPM). Os graficos foram feitos
pelo programa GraphPad Prism As determinagdes da ECso (concentracdo que
produz 50 % da resposta maxima) foi realizada utilizando-se o método de regressao
nao linear dos minimos quadrados, utilizando-se 0 mesmo programa. A analise
estatistica utilizada para comparagao entre os grupos foi a analise de variancia (Two-
way ANOVA) ou Test t de Student, sendo adotado nivel de significancia de 5 %

(p<0,05) para que as diferencas fossem consideradas estatisticamente significativas.

d) Citometria de fluxo

Foram analisados os tragados citofluorograficos (histograma) gerados pelo
software Attune Cytometric apds a leitura pelo citdmetro. Os histogramas obtidos
descrevem fendbmenos de dispersdo do laser que incide sobre as células, de
absorcao da luz e de emissao de fluorescéncia. Os resultados foram apresentados
como a média das medianas da intensidade de fluorescéncia (IF) das células com
marcacao positiva para as sondas fluorescentes DAF-2/DA, FLUO 3-AM e DHE. Os
resultados foram comparados entre os grupos, e foi utilizado o teste estatistico de
multivariancia (Two- way ANOVA) e pds-teste Tukey. As diferengas entre os grupos

foram consideradas significativas quando p<0,05.
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e) Western blotting

Os valores de densitometria 6ptica das bandas foram obtidos pelo programa
Scion. Os valores referentes as bandas das proteinas alvo foram normalizados pelos
valores das bandas de [3-actina. Os valores obtidos foram expressos como média +
erro padrao da média (EPM). Foram realizados 5 experimentos diferentes para cada
grupo. Os resultados obtidos foram comparados entre os grupos (Two-way ANOVA,
pos-teste Tukey). Diferencas entre os valores foram considerados significantes

quando p<0,05.
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RESULTADOS



5 RESULTADOS

5.1 Reducgao dos valores de PAM, PAS e PAD e aumento dos valores de FC sao

observados em ratas Wistar e SHR prenhas

Como podemos observar na Figura 1A, a PAM de SHR prenhas (112,8 + 2,1
mmHg, n=7) esta reduzida quando comparada com SHR nao prenhas (156,7 £+ 2,3
mmHg, n=7), bem como ratas Wistar prenhas (90,6 + 1,1 mmHg, n=7) apresentam
valores reduzidos de PAM quando comparados com ratas da mesma linhagem néao
prenhas (105,0 £ 2,5 mmHg, n=7).

A FC de SHR prenhas (410,0 £ 4,3 bpm, n=7) esta aumentada em relagao
aos valores das SHR néao prenhas (387,1 + 3,0 bpm, n=7). Ratas Wistar prenhas
(420,0 = 3,7 bpm, n=7) apresentam também um aumento da FC quando
comparadas com ratas Wistar ndo prenhas (393, 6 + 3,7 bpm, n=7), como pode ser
observado na figura abaixo (Figura 1B).

Ao verificarmos a PAS e a PAD de SHR prenhas (PAS: 125,9 + 3,6 mmHg;
PAD: 96,3 £+ 3,2 mmHg, n=7) observamos que esses valores foram
significantemente menores aos encontrados nas SHR nao prenhas (PAS: 170,6
2,8 mmHg; PAD: 135,7 + 3,2 mmHg, n=7). Uma reducdo desses parametros
também foi encontrada em ratas Wistar prenhas (PAS: 106,4 £ 1,7 mmHg; PAD:
79,8 £+ 1,8 mmHg, n=7) quando comparados com ratas Wistar ndo prenhas (PAS:
120,4 + 2,6 mmHg; PAD: 98,7 + 1,6 mmHg, n=7) (Figura 1C e D).
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Figura 1 - A) Pressao Arterial Média (PAM), B) Frequéncia Cardiaca (FC), C) Presséao
Arterial Sistélica (PAS) e D) Pressao Arterial Diastélica (PAD) de ratas Wistar e
SHR nao prenhas (barras brancas) e prenhas (barras pretas). Os valores
representam a média £ EPM dos experimentos realizados (n= 7) dos diferentes
grupos. *p<0,05 ratas ndo prenhas versus ratas prenhas, Wistar ou SHR;
#p<0,05 SHR nao prenha versus demais grupos, ANOVA.

5.2 Menor efeito hipotensor a Apocinina, mas ndao ao Tempol, é observado em
SHR prenhas

Apos o registro por 30 minutos da PAM e da FC, foi realizada a administragao
intravenosa das drogas. Quando a Apocinina (30 mg/kg) foi administrada, um efeito
hipotensor (A PAM - mmHg) foi observado em todos os grupos, mas com magnitude
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inferior em SHR prenhas (Wistar NP: -11,8 £ 0,6; Wistar P: -12,45 + 0,7; NP SHR: -

129+ 04;

SHR P: -8,8 £ 0,3; n =5, A PAM - mmHg, Figura 2A).

O Tempol (30 mg/kg) produziu um efeito hipotensor (A PAM - mmHg) de

mesma magnitude em todos os grupos (Wistar NP: -7,2 + 0,6; Wistar P: -8,5 £ 0,8;
SHR NP: -8,4 £ 0,7; SHR P: -9,49 + 0,5; n =5, A PAM - mmHg, Figura 2B).
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Variacao da Pressao Arterial Média (APAM, em mmHg) em ratas Wistar e SHR
nao prenhas (NP, barras brancas) e prenhas (P, barras pretas) apdés a
administracéo in bolus de A) Apocinina (30mg/kg) e B) Tempol 30mg/kg. As
barras representam a média £+ EPM dos experimentos realizados (n= 5) dos
diferentes grupos. *p<0,05 SHR n&o prenha versus SHR prenha; #p<0,05 SHR
prenha versus demais grupos, ANOVA.
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5.3 Maior estresse oxidativo sistémico e menor estresse oxidativo vascular sao

observados em ratas prenhas

O estresse oxidativo sistémico pode ser avaliado através da peroxidagao
lipidica ou dano oxidativo dos lipidios nos eritrocitos, pelo método que determina a
concentragdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). O estresse
oxidativo determinado em eritrocitos de SHR nao prenhas e prenhas foi maior que o
determinado em eritrocitos de ratas Wistar ndo prenhas e prenhas. Um aumento de
24.13% foi observado no grupo de ratas Wistar prenhas (61.9 + 2.7 nmol/mg
proteina, n=5) quando comparado ao grupo de ratas Wistar ndo prenhas (47.0 + 2.0
nmol/mg proteina, n=5). Um aumento de 11.55% foi observado entre os grupos SHR
prenhas (79.3 + 2.6 nmol/mg proteina, n=5) e SHR n&o prenhas (70.1 £ 2.2 nmol/mg
proteina, n=5) (Figura 3).
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Figura 3 -Substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS, em nmol/mg proteina) em
eritrocitos de ratas Wistar e SHR néo prenhas (NP, barras brancas) e prenhas (P,
barras pretas). As barras representam a média £ EPM dos resultados obtidos em
hemolisados (n=5) dos diferentes grupos. *p<0,05 ratas ndo prenhas versus
prenhas, Wistar ou SHR; *p<0,05 SHR nao prenhas versus ratas Wistar nao
prenhas; #p<0,05 SHR prenhas versus ratas Wistar prenhas, ANOVA.
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Quando a quantificagdo de peroxidacéo lipidica foi realizada em homogenatos
de aortas, verificamos uma diminuicdo dos valores de TBARS nas ratas prenhas,
tanto normotensas quanto hipertensas (Wistar 179.2 + 9.5 nmol/mg proteina, n=7;
SHR 180.5 + 6.7 nmol/mg proteina, n=7) em relagdo as ratas nao prenhas,
normotensas e hipertensas (Wistar 256.1 + 20.6 nmol/mg proteina, n=7; SHR 250.7
+ 14.0 nmol/mg proteina, n=7) (Figura 4).
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Figura 4 - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS, em nmol/mg proteina) em
aortas de ratas Wistar e SHR nao prenhas (NP, barras brancas) e prenhas (P,
barras pretas). As barras representam a média + EPM dos resultados obtidos em
aortas (n=7) dos diferentes grupos. *p<0.05 ndo prenhas versus prenhas, Wistar
ou SHR, ANOVA.

5.4 A hiporreatividade de aortas a PE é observada ao final da prenhez de ratas

normotensas e hipertensas

Avaliando as curvas contracdo-efeito a PE em aortas, observamos que o
efeito contratil maximo da droga (Emax) estd diminuido em aortas de ratas Wistar
prenhas (21.3 = 1.8, n=5) quando comparado a aortas de ratas Wistar ndo prenhas

(29.5 £ 1.5, n=5). O mesmo acontece com a poténcia (pD2) da PE, que esta
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diminuida em aorta de ratas Wistar prenhas (6.9 + 0.07, n=5) quando comparado a
aortas de ratas Wistar ndo prenhas (7.2 £ 0.08, n=5) (Figura 5A).

Avaliando as curvas contragao-efeito induzidas por PE em aortas de SHR,
observamos que o Emax esta diminuido em aortas de ratas prenhas (21.2 + 2.7,
n=5) quando comparado a aortas de ratas nao prenhas (30.8 + 1.6, n=5). Nao
observamos diferencas entre dos valores de poténcia da PE entre aorta de SHR
prenhas (pD2: 7.2 £ 0.12, n=5) e aortas de SHR nao prenhas (pD2: 7.3 + 0.04, n=5)
(Figura 5B).
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Figura 5 -Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L) em
anéis de aortas intactos de ratas ndo prenhas (NP, simbolos abertos) e prenhas
(P, simbolos fechados) Wistar (A) e SHR (B). Os pontos representam a média +
EPM dos experimentos realizados (n= 5) dos diferentes grupos. *p<0,05 valores
de Emax em P versus NP, Wistar e SHR; #p<0.05 valores de pD2 em ratas Wistar
P versus ratas Wistar NP, Teste t de Student.
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5.5 A Apocinina nao reduz a reatividade vascular em aorta de SHR prenhas

Avaliamos o efeito da Apocinina na contragdo de aorta induzida pela PE,
comparando as curvas concentracdo-efeito a PE na presenca e auséncia de
Apocinina. Quando os anéis de aorta foram pré-incubados com Apocinina (100
pgmol/L) houve uma diminuicdo do Emax das curvas tanto nos anéis de ratas Wistar
prenhas (12.1 £ 2.1, n=5) e como nos anéis de ratas Wistar ndo prenhas (19.05 *
2.7, n=4), quando comparado aos seus respectivos controles, mas a poténcia da PE
nao foi alterada pela presenca de Apocinina (Figura 6A) em ambos os grupos.

A reducao na reatividade de aorta a PE pela Apocinina, também foi observada
em anéis de aortas de SHR nao prenhas (21.1 = 2.9, n=5) em relagao ao controle
SHR nao prenha (Emax: 30.8 + 1.6, n=5). Interessantemente, ndo houve alteragao
no Emax das curvas para PE de anéis de SHR prenhas incubados com Apocinina
(Emax: 21.3 = 2.8, n=5) em relagdo a anéis de SHR prenhas na auséncia de
Apocinina (Emax: 21.2 £ 2.7, n=5). A poténcia a PE nao foi alterada entre os grupos
(Figura 6B).
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Figura 6 -Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L) em
anéis de aortas intactos de ratas nao prenhas (NP, simbolos abertos) e prenhas
(P, simbolos fechados) Wistar (A) e SHR (B) em auséncia ou em presenca de
Apocinina (+ Apocinina, 100 pmol/L). Os pontos representam a média £+ EPM dos
experimentos realizados (n= 5) dos diferentes grupos. *p<0,05 valores de Emax
de ratas P versus ratas NP em ambos os grupos; #p<0,05 valores de Emax de NP
+ Apocinina versus NP em ambos os grupos; *p<0,05 valores de Emax em ratas
Wistar P + Apocinina versus ratas Wistar P; p<0,05 valores de pD2 em ratas

Wistar NP versus outros grupos, ANOVA.
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5.6 O Tempol nao altera a reatividade vascular de aortas de ratas Wistar e SHR

prenhas e nao prenhas

Avaliamos o efeito do Tempol sobre a contragao de aortas de ratas prenhas e
nao prenhas a PE (Figura 7). Tanto em anéis de prenhas como ndo prenhas, Wistar
(NP: 29,8 + 2,6, n=5; P: 21,0 £ 4,0, n=5) e SHR (NP: 29,7 + 2,6, n=5; P: 23,9 £ 2,5,

n=5) o Emax induzido pela PE nao foi alterado pelo Tempol.
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Figura 7 -Curvas concentracao-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 mmol/L) em
anéis de aortas intactos de ratas nao prenhas (NP, simbolos abertos) e prenhas
(P, simbolos fechados) Wistar (A) e SHR (B) em auséncia ou em presenca de
Tempol (+ Tempol, 0,1 nmol/L). Os valores representam a média £+ EPM dos
valores obtidos nos diferentes experimentos realizados (n= 5) dos diferentes
grupos. *p<0.05 valores de Emax em ratas P versus ratas NP; 4p<0,05 valores de
pD2 em ratas Wistar NP versus P, ANOVA.
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5.7 A prenhez aumenta a concentracao intracelular de NO ([NO]) em células
endoteliais de aorta (CEA) de ratas Wistar e SHR. A [NO] em CEA de ratas

prenhas é aumentada pela Apocinina, mas nao pelo Tempol.

A [NO] foi quantificada pela intensidade de fluorescéncia, expressa por
unidades arbitrarias (U), emitida pela sonda DAF 2-DA. As [NO] basais em CEA das
ratas prenhas Wistar (8749,2 + 98.1 U) e SHR (8328,0 £ 157,3 U) foram maiores do
que nas CEA das ratas Wistar (8068,3 £ 118,1 U) e SHR (7028,4 + 293,0 U) ndo
prenhas (Figura 8A e B).

As CEA de ratas Wistar prenhas (8650,6 + 119,1 U) e ndo prenhas (8249, 3
183,1 U) estimuladas com PE n&o apresentaram diferencas significativas na [NO]
entre si e em relagao a concentragdo basal (Figura 8A). Entretanto, CEA de SHR
prenhas (Figura 8B) estimuladas com PE apresentaram maiores [NO] (8589,8 %
196,2 U) do que CEA de SHR néao prenhas (7809,5 + 192,6 U), sendo que nestas, a
[NO] estava aumentada em relagao a concentragcéo basal.

Quando incubamos com Apocinina (100 ymol/L), houve um aumento de [NO]
em CEA de ratas Wistar ndo prenhas (8519,5 + 135,1 U), ratas Wistar prenhas
(9076,0 £ 83,3 U), SHR nao prenhas (8266,1 £ 101,2 U) e SHR prenhas (8723,6 +
168,1 U) em relacado as respectivas concentragdes basais (Figura 8A e B).

Quando incubamos as CEA com o Tempol (0,1 nmol/L) ndo foi observada
alteracao na [NO] de ratas Wistar nao prenhas (8518,5 £ 201,5 U) e de ratas Wistar
prenhas (8707,0 £ 130,8 U) e SHR prenhas (8582,0 + 202,6 U), mas em CEA de
SHR ndo prenha, o Tempol aumentou a [NO] (Figura 8A e B) em relagdo a
concentracao basal (8127,0 + 213,4 U).
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Figura 8 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DAF-2/DA (10 ymol/L) que quantifica a
concentracao de oxido nitrico (NO) em células endoteliais de aorta (CEA, n=5-6)
de ratas Wistar (A) e SHR (B), ndo prenhas (barras brancas) e nao prenhas
(barras pretas) em condi¢des basais e apds incubagdo com PE (fenilefrina, 100
nmol/L), Apocinina (100 ymol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L). As barras representam
a média £+ EPM dos resultados obtidos CEA dos diferentes grupos. *p<0,05
concentragdo nas CEA de ratas P versus NP, Wistar ou SHR; %p<0,05
concentragdao nas CEA incubadas com PE, Apocinina ou Tempol versus
concentragdo basal de ratas NP; #p<0,05 concentragdo nas CEA estimuladas
com Apocinina versus concentragdo basal de ratas P, ANOVA.
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5.8 A prenhez reduz a concentragcao de espécies reativas de oxigénio ([ERO])
em células endoteliais de aorta (CEA) de ratas Wistar e SHR. A [ERO] em CEA

de ratas prenhas é reduzida pela Apocinina, mas nao pelo Tempol

A [ERO] em CEA de ratas Wistar e SHR ndo prenhas e prenhas foi
guantificada pela intensidade de fluorescéncia emitida pela sonda DHE. Os valores
basais obtidos em CEA de SHR né&o prenha (9295,4 + 112,3 U) foram maiores do
que de ratas Wistar ndo prenha (8837,6 + 128,5 U). Os valores obtidos em CEA de
ratas ndo prenhas foram maiores do que os observados em CEA de ratas Wistar
prenhas (8012,4 + 78,3 U) e SHR prenhas (8642,0 + 104,7 U) respectivamente
(Figura 9A e B).

A intensidade de fluorescéncia da sonda DHE, apds estimulagdo com PE, nao

foi alterada em CEA de ratas Wistar e SHR nao prenhas (Wistar: 9021,3 £ 143,3 U;
SHR: 8856,0 + 234,0 U) e prenhas (Wistar: 7979,1 + 229,8 U; SHR: 8612,7 + 100,8
U) em relagao aos valores de intensidade de fluorescéncia basais.

Quando as CEA foram incubadas com Apocinina (100 pmol/L), uma
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia foi observada em ratas ndo prenhas e
prenhas, Wistar (NP: 8439,5 + 104,2 U; P: 7718,1 £ 104,0 U) e SHR (NP: 8805,2 +
122,6 U; P: 8061,2 £ 59,8 U), quando comparados com os valores de intensidade de
fluorescéncia basais.

As CEA incubadas com Tempol (0,1 nmol/L) de ratas Wistar apresentaram
uma reducao da intensidade de fluorescéncia ao DHE em relagdao ao basal apenas
no grupo de ratas Wistar ndo prenhas (8000,4 £ 204,3 U). No entanto em CEA de
ratas Wistar prenhas (Wistar: 7706,4 + 147,0 U), de SHR nao prenhas (8925,2 *
126,3 U) e de SHR prenhas (8554,4 + 227,4 U) nao houve alteracao da intensidade

de fluorescéncia em relagao aos valores basais.
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Figura 9 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE (2,5 umol/L) que quantifica a
concentracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) em células endoteliais de
aorta (CEA, n=5-6) de ratas Wistar (A) e SHR (B), ndo prenhas (barras brancas) e
prenhas (barras pretas) em condigdes basais e apds incubagao com PE (fenilefrina,
100 nmol/L), Apocinina (100 pmol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L). As barras
representam a média £+ EPM dos resultados obtidos em CEA dos diferentes grupos.
*p<0,05 concentragdo nas CEA de ratas P versus NP, Wistar ou SHR; 4p<0,05
concentragdao nas CEA de ratas NP incubadas com Apocinina ou Tempol versus
basal; #p<0,05 concentragédo nas CEA de ratas P incubadas com Apocinina versus
basal, ANOVA.
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5.9 A prenhez niao altera a concentragdo de Ca?* ([Ca?*]) em células endoteliais
de aorta (CEA) de ratas Wistar e SHR

A intensidade de fluorescéncia (IF) basal ao FLUO 3-AM foi semelhante entre
as CEA de ratas Wistar ndo prenhas (8191,6 + 181,4 U) e prenhas (8497,8 + 163,7
U). A pré-incubacdo das CEA de ratas Wistar ndo prenhas e prenhas com PE (NP:
8310,1 £ 148,3 U; P: 8432,6 + 175,3 U), Apocinina (NP: 8662,5 £ 126,1 U; P: 8695,3
+ 191,0 U) ou Tempol (8467,0 £ 157,5 U), ndo alterou a IF ao FLUO 3-AM em
relacdo a IF basal ou entre os grupos (Figura 10A).

Nao observamos também diferencas na IF basal ao FLUO 3-AM entre as CEA
de SHR nao prenhas (7749,6 + 276,9 U) e prenhas (7688,0 £ 369,0 U). A IF ao
FLUO 3-AM nao foi diferente entre as CEA de SHR nao prenhas e prenhas apos
incubagcdo com PE (NP: 7964,4 + 281,2 U; P:8123,8 + 182,6 U), Apocinina
(NP:8363,5 + 187,1 U; P:8435,2 + 247,7 U) e Tempol (NP:8383,0 + 186,4 U; 8675,4
1 75,9 U) (Figura 10 B).
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Figura 10 - Intensidade de fluorescéncia emitida pelo FLUO 3-AM (5 ymol/L) que quantifica a
concentragéo de calcio (Ca?*) em células endoteliais de aorta (CEA, n=5-6) de ratas
Wistar e SHR, nado prenhas (barras brancas) e ndo prenhas (barras pretas) em
condigbes basais e apos incubagcdo com PE (fenilefrina, 100 nmol/L), Apocinina
(100 pymol/L) ou Tempol (0,1 nmol/L). As barras representam a média + EPM dos
resultados obtidos em CEA dos diferentes grupos, ANOVA.
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5.10 A prenhez aumenta a expressao proteica da eNOS (Oxido Nitrico Sintase

endotelial) em homogenatos de aortas de ratas normotensas e hipertensas

A expressdo da eNOS total € menor em aortas de SHR do que em aortas de
ratas Wistar, ndo prenhas ou prenhas. Observamos maior expressdo da eNOS total
em homogenatos de aortas de ratas Wistar prenhas (2,75 + 0,35, n=5) do que de
ratas Wistar ndo prenhas (1,80 + 0,14, n=5). Em aortas de SHR, observamos
também maior expressao da eNOS em SHR prenhas (1,78 £ 0,03, n=5) do que em
aortas de SHR n&o prenhas (1,28 + 0,09, n=5) (Figura 11).
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Figura 11 -Autorradiografias tipicas das bancas e quantificagdo da expressao proteica da
enzima eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) / B-actina em homogenatos de
aorta de ratas Wistar e SHR, ndo prenhas (barras brancas) e prenhas (barras
pretas). As barras representam a média £ EPM dos resultados obtidos em aortas
(n=5) dos diferentes grupos. *p<0,05 entre ratas ndo prenhas versus prenhas,
Wistar ou SHR; *p<0,05 entre SHR nao prenhas versus Wistar ndo prenhas;
#p<0,05 entre SHR prenhas versus Wistar prenhas, ANOVA.

5.11 A prenhez reduz a expressao proteica de NOX4 em homogenatos de
aortas de SHR

A expressao da NOX4 em aortas de SHR nao prenhas é maior do que em

aortas de ratas Wistar ndo prenhas (Figura 12). Nao foram observadas diferengas na
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expressdo de NOX4 entre homogenatos de aortas de ratas Wistar ndo prenhas (1,15
+ 0,20, n=5) e ratas Wistar prenhas (1,10 + 0,16, n=5) (Figura 10). No entanto
nossos resultados demonstraram que a expressao da NOX4 encontrou-se diminuida
em homogenatos de aortas de SHR prenhas (0,88 + 0,06, n=5) em relagdo as SHR
nao prenhas (1,81 £ 0,41, n=5).
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Figura 12 - Autorradiografias tipicas das bandas e quantificacido da expressao proteica da
NOX4 / B-actina em homogenatos de aorta de Wistar e SHR, ndo prenhas
(barras brancas) e prenhas (barras pretas). As barras representam a média +
EPM dos resultados obtidos em aortas (n=5) dos diferentes grupos. *p<0,05
entre SHR nao prenhas versus SHR prenhas; *p<0,05 entre SHR n&o prenhas
versus os demais grupos, ANOVA.
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5.12 A prenhez nao altera a expressao proteica da SOD-1 (enzima superéxido

dismutase) em homogenatos de aortas de ratas Wistar e SHR

A expressdo da SOD-1 foi semelhante entre aortas de ratas prenhas e nao-
prenhas Wistar (NP: 1,27 + 0,15, n=5; P: 1,18 + 0,24, n=5) e SHR (NP: 1,30 £ 0,16,
n=5; P: 1,30 £ 0,11, n=5) (Figura 13).
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Figura 13 - Autorradiografias tipicas das bandas e quantificagdo da expressao proteica
enzima SOD-1(superéxido dismutase) / B-actina em homogenatos de aorta de
Wistar e SHR, ndo prenhas (barras brancas) e prenhas (barras pretas). Os
dados representam a * EPM dos resultados obtidos em aortas (n=5) dos
diferentes grupos, ANOVA.
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DISCUSSAO



6 DISCUSSAO

Neste estudo, os resultados de medida direta da pressao arterial corroboram
dados ja publicados pelo nosso laboratorio (ZANCHETA et al., 2015) e por outros
grupos de pesquisa (SCOTT; GOECKE, 1984; BALLEJO et al., 2002; OGNIBENE et
al., 2012), mostrando que os valores de pressao arterial média (PAM) estao
reduzidos nas ratas prenhas normotensas e hipertensas em comparagao com ratas
nao prenhas (Figura 1A). Os reduzidos valores de PAM estariam associados aos
valores de presséao arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD) também reduzidos nos
grupos de ratas prenhas (Figura 1C e D). A redugédo da pressao arterial pode ser
modulada por agao de mecanismos reflexos que aumentam os valores de frequéncia
cardiaca, como observamos em ratas prenhas em relagdo as nao prenhas (Figura
1B).

A reducgado dos valores de pressdo sanguinea ao final da prenhez tem sido
associada ao aumento da biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO) em células
vasculares de ratas prenhas (GOETZ et al., 1994; STENNET et al., 2009). Em nosso
estudo, observamos que a intensidade de fluorescéncia a sonda DAF-2DA foi maior
em células endoteliais de Wistar e SHR prenhas em comparagao a nao prenhas,
indicando maior concentragdo de NO nestas células (Figura 8A e B). Nao
observamos diferencas na intensidade de fluorescéncia a sonda FLUO 3-AM entre
as células endoteliais de Wistar e SHR prenhas em relagao aos seus respectivos
controles ndo prenhas (Figura 10A e B), sugerindo que a prenhez n&o altera a
concentragdo de calcio intracelular em células endoteliais de aortas de ratas
normotensas ou hipertensas.

Observamos também maior expressao da eNOS total em homogenatos de
aorta (células endoteliais e do musculo liso vascular) de ratas Wistar e SHR prenhas
(Figura 11) em relagdo aos seus respectivos controles, ndo prenhas. Associado a
estes resultados, demonstramos recentemente que a via PI3K/Akt esta mais ativa
em aorta de ratas prenhas normotensas e hipertensas, contribuindo para fosforilagao
da eNOS em residuos de serina 1177 e sua ativagdo (ZANCHETA et al., 2015).
Juntos nossos dados sugerem que a prenhez € uma condigao fisiolégica associada

ao aumento da producdo vascular de NO. Interessantemente, este efeito é
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observado também em vasos ratas hipertensas (SHR), nas quais a disfungao
vascular e endotelial, pré-existentes antes da prenhez, e associada a menor
producao de NO, seria revertida, a fim de aumentar a biodisponibilidade de NO
nestas células. Nossos dados sugerem entdo que a disfungcdo endotelial seria
revertida pela prenhez em SHR.

A disfuncdo endotelial e vascular pode ser associada também a producio
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ERO), e/ou, a reduzida capacidade
antioxidante nestas células.

Para avaliarmos possiveis alteragcdes associadas a ERO em ratas prenhas,
utilizamos duas ferramentas farmacoldgicas, a Apocinina (um inibidor de oxidases),
usado também como inibidor da produ¢cdo de ERO via NAD(P)H oxidase e o
Tempol, um mimético da SOD (enzima antioxidante).

Primeiramente, observamos que a Apocinina reduziu os valores de PAM em
ratas prenhas e n&o prenhas, normotensas e hipertensas (Figura 2A), sugerindo que
a producgao basal (sistémica ou vascular) de ERO pela enzima NAD(P)H oxidase, ou
por outras fontes, ocorre em todos os grupos avaliados. No entanto, a resposta
hipotensora a Apocinina foi reduzida em ratas prenhas hipertensas (Figura 2A)
quando comparadas as respostas observadas nos outros grupos, sugerindo uma
possivel alteragdo de sintese de ERO ou da atividade da NAD(P)H oxidase em ratas
hipertensas prenhas. Por outro lado, quando avaliamos o efeito do Tempol,
observamos que a reducdo nos valores de PAM foi semelhante entre todos os
grupos (Figura 2B), sugerindo que a atividade antioxidante da SOD, mimetizada pela
acao do Tempol, ndo seria alterada pela prenhez em ratas normotensas ou
hipertensas.

A partir destes resultados, resolvemos analisar o estresse oxidativo sistémico
em ratas prenhas, pela andlise do estresse oxidativo em eritrécitos, seguindo
metodologia previamente descrita. Observamos maior estresse oxidativo sistémico
em SHR nao prenhas do que em ratas normotensas nao prenhas, e observamos
também que a prenhez aumenta o estresse oxidativo sistémico em ratas
normotensas e hipertensas (Figura 3). Em estudos com mulheres gravidas um
aumento do estresse oxidativo tem sido relacionado como uma consequéncia do

aumento da oxigenagao e metabolizagdo que ocorre durante este periodo para a
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formacao de novos tecidos fetais (LITTLE; GLADEN, 1999; BIONDI et al., 2005;
ZHOU et al., 2005).

Por outro lado, reducédo do estresse oxidativo tem sido observado no sistema
cardiovascular de roedores ao final da prenhez. Menor concentracdao de ERO,
avaliada por menor intensidade de fluorescéncia ao DHE foi demonstrada em
células de miocardio de fémeas prenhas de camundongos quando comparadas a
nao prenhas (IORGA, 2012). Diminuicdo do estresse oxidativo, avaliado por TBARS
(peroxidagao lipidica), foi observado em leitos mesentéricos arteriais de ratas Wistar
e SHR prenhas quando comparadas as ratas nao prenhas (OGNIBENE et al., 2012).
Nés observamos reducdo do estresse oxidativo na aorta (Figura 4) de ratas prenhas,
normotensas ou hipertensas, quando comparadas a aortas de ratas nao prenhas.
Observamos também redugao da concentragao basal de ERO em células endoteliais
de ratas prenhas normotensas e hipertensas quando comparados a ratas nao
prenhas (Figura 9A e B). Juntos nossos resultados sugerem que a disfungao
vascular e endotelial, associada a maior producdo de ERO em aortas de SHR néo
prenhas, € revertida pela prenhez.

A reducao do estresse oxidativo e/ou 0 aumento da biodisponibilidade de NO,
no sistema cardiovascular de ratas prenhas tem sido correlacionado a reducédo dos
valores de PAM e também a hiporreatividade vascular, dependente do endotélio, a
diferentes vasoconstritores testados em aortas e leitos mesentéricos (ALOAMAKA et
al., 1993a; BALLEJO et al., 2002; STENNET et al., 2009; ZANCHETA et al., 2015).
Em nosso estudo, observamos hiporreatividade a fenilefrina (PE) em aortas intactas
de ratas prenhas, normotensas e hipertensas (Figura 5A e B). A modulagéo
endotelial da contracao vascular da PE, parecer ser independente do efeito direto da
PE nas CEA, uma vez que nao observamos alteracbes das concentracdes de NO,
ERO e Ca? em CEA estimuladas pela PE de ratas normotensas e hipertensas
prenhas (Figuras 10A e B).

Avaliamos inicialmente, se possiveis alteracdes na NAD(P)H oxidase estaria
contribuindo para menor estresse oxidativo vascular, maior biodisponibilidade de NO
medido em células endoteliais e hiporreatividade de aorta a PE de ratas prenhas. Ao
utilizarmos Apocinina nos estudos funcionais, observamos redugao do efeito maximo

das curvas concentracido-efeito para PE em aortas de ratas normotensas nao
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prenhas e prenhas (Figura 6A). Estes resultados sugerem que na presenga de
Apocinina, haveria um aumento da modulacdo endotelial sobre o efeito
vasoconstritor da PE. Este resultado poderia ser associado as menores
concentragcbes de ERO (Figura 9A) e as maiores concentragdes de NO (Figura 8A)
observadas em CEA de ratas ndo prenhas e prenhas, medidas na presenca de
Apocinina em relagdo a concentracdo basal. Nao observamos alteragdes na
concentracdo de calcio pela Apocinina em CEA de ratas Wistar prenhas e nao
prenhas (Figura 10A).

Se admitirmos que a NAD(P)H oxidase foi inibida pela Apocinina, temos que
considerar que subunidades NOX vasculares e endoteliais desta enzima estariam
ativas e seriam semelhantes entre aortas intactas de ratas Wistar prenhas e nao
prenhas. Reforgcando esta sugestao, ndo observamos alteragdes na expressao basal
da subunidade NOX4 entre aortas de ratas normotensas prenhas e ndo prenhas
(Figura 12).

Nossos resultados sugerem que na presenga de Apocinina haveria maior
modulagao endotelial sobre a vasoconstrigdo estimulada pela PE devido a maior
biodisponibilidade de NO. Como a biodisponibilidade de NO ja estava aumentada
em aortas de ratas Wistar prenhas, a diferenga entre reatividade de aortas de ratas
prenhas e nao prenhas a PE foi mantida na presenga de Apocinina.

No entanto, resultados distintos foram observamos nos estudos utilizando
aortas ou células endoteliais de SHR prenhas e nao prenhas, quando utilizamos
Apocinina. Enquanto a Apocinina promoveu redugéo da reatividade a PE em aortas
de SHR nao prenhas, em aortas de SHR prenhas, ndo observamos este efeito da
Apocinina (Figura 6A e B). Este resultado, associado ao menor estresse oxidativo
observado em aortas de SHR prenhas (Figura 4) e a menor concentragao basal de
ERO em células endoteliais de SHR prenhas (Figura 9B), levantou a hipétese que a
atividade NAD(P)H oxidase seria menor em aortas de SHR prenhas do que aortas
SHR n&o prenhas, e assim, a Apocinina nao poderia promover efeitos inibitorios
significativos que alterassem a reatividade de aortas a PE, apesar da Apocinina ter
promovido redugdao das concentragdes basais de ERO e aumento das
concentragcbes basais de NO (Figura 8B) também em células endoteliais de aortas

de SHR prenhas. Ainda, nossos resultados demonstraram que a expressao da
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NOX4 em aortas intactas de SHR prenhas é menor que em aortas de SHR nao
prenhas (Figura 12). Como na presengca de Apocinina, ndo observamos mais
diferengcas na reatividade a PE entre aortas de SHR nao prenhas e prenhas,
sugerimos que, em aortas de SHR prenhas, a Apocinina nao teria efeito inibitorio
significativo na geracdo de ERO, ou na biodisponibilidade de NO, uma vez que a
atividade da NAD(P)H oxidase estaria reduzida nestes vasos, se considerarmos que
menor atividade seria esperada pela menor expressao de NOX4.

Avaliamos posteriormente, se possiveis alteragdes na atividade da SOD
também contribuiriam para a hiporreatividade de aorta de ratas prenhas a PE. Ao
avaliarmos as curvas concentragao-efeito para PE na presenca de Tempol, ndo
observamos alteragdes do efeito maximo e da poténcia da PE em aortas de ratas
prenhas e nao prenhas, normotensas ou hipertensas (Figura 7A e B). Ainda, o
Tempol ndo promoveu alteragdes significativas na intensidade de fluorescéncia
basal das sondas DAF-2DA (Figura 8A e B), DHE (Figura 9A e B) e FLUO-3AM
(Figura 10A e B) em células endoteliais de aortas de ratas prenhas normotensas e
hipertensas. Também, ao avaliarmos a expressdo da enzima SOD-1 observamos
expressao semelhante entre aortas de ratas prenhas e nao prenhas, Wistar ou SHR
(Figura 13). Estes resultados sugerem que a atividade da SOD em células
vasculares nao seria alterada pela prenhez em ratas normotensas e hipertensas. No
entanto, em mulheres, ao final do terceiro trimestre de gestacao, foi observado
aumento das enzimas antioxidantes como glutationa peroxidase em eritrocitos e em
plaquetas e da atividade da SOD no meio extracelular, possivelmente como resposta
ao aumento de O2 sistémico associado a formacgdo fetal (UOTILA et al., 1991;
TAMURA et al., 2001). Estes resultados sugerem que a atividade antioxidante, em
aortas, nao € alterada pela prenhez em ratas normotensas e hipertensas.

Tomados em conjunto, os principais achados deste estudo sdo que o efeito
hipotensor da Apocinina esta reduzido em SHR prenhas, o estresse oxidativo e a
expressdo de NOX4 estdo reduzidas em aortas intactas de SHR prenhas, e a
concentragdo de ERO também esta reduzida em células endoteliais de aortas de
SHR prenhas.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que o processo fisioldégico da prenhez reduz
a producao de espécies reativas de oxigénio em células endoteliais e a expresséo
de NOX4 e estresse oxidativo em aorta de SHR, contribuindo assim para a maior
biodisponibilidade de NO. Juntos, estes efeitos contribuiriam para a menor

reatividade de aortas intactas de SHR prenhas a PE.
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