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induzida pela prenhez sobre reatividade de aortas à fenilefrina.  

Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estatual 

Paulista, Araçatuba, 2020. 

RESUMO 

 

Alterações em diferentes vias de sinalização levam a disfunção vascular e 

endotelial e consequentemente a hipertensão. A hipertensão está relacionada 

diretamente com o aumento da produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) e diminuição da biodisponibilidade de óxido nítrico (NO) nos vasos 

sanguíneos. A via do Nrf2 (fator nuclear eritróide 2) está envolvida nos 

mecanismos que levam ao aumento da biodisponibilidade vascular de NO, pois 

controla a expressão de enzimas antioxidantes. A ativação do Nrf2 é modulada 

por sua ligação com a Keap-1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) e sua 

atividade é modulada pelo fator de transcrição Bach-1, que compete pelo 

mesmo sitio ativo no DNA com o Nrf2. Em ratas normotensas e em ratas 

espontaneamente hipertensas (SHR) é observada uma redução da pressão 

arterial ao final da prenhez, que tem sido associada à redução do estresse 

oxidativo e maior biodisponibilidade de NO. Com o aumento da 

biodisponibilidade de NO, é aumentada a modulação do endotélio sobre a 

reatividade vascular à agonistas vasoconstritores, como à fenilefrina (PE). 

Levantamos a hipótese que a prenhez altera a expressão e ou a atividade do 

Nrf2 e de seus inibidores Keap-1 e Bach-1 e que estas possíveis alterações 

estariam associadas à maior modulação endotelial sobre contração de aortas à 

PE. Para testarmos esta hipótese, a expressão de Nrf2, Keap-1 e Bach-1 e 

também das enzimas antioxidantes transcritas pelo Nrf2, como a NADP(H) 

quinona oxirredutase-1 (NQO1), SOD-1 e SOD-2 foram avaliadas em aortas de 

ratas prenhes e comparadas as aortas de ratas não-prenhes. A fim de 

identificarmos outros possíveis mecanismos alterados pela prenhez em ratas 

Wistar e SHR, avaliamos a expressão de NOXO-1, subunidade regulatória da 

NOX1 e de p47phox, subunidade regulatória de NOX2. A participação do Nrf2 

na produção de NO endotelial em aortas de ratas prenhes, foi avaliada pela 

utilização de Brusatol, uma droga inibidora do Nrf2. Avaliamos também a 

participação do Nrf2 na reatividade de aortas de ratas prenhes à fenilefrina e à 
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acetilcolina, utilizando o Brusatol. Todos os resultados foram comparados entre 

ratas não-prenhes normotensas (Wistar) e hipertensas (SHR) e entre ratas 

não-prenhes e prenhes nos grupos (análise de multivariância, post-test Tukey, 

p<0,05). Os resultados mostraram que a expressão de Nrf2 está aumentada 

em aortas de ratas prenhes Wistar, apesar da expressão de Keap-1 e de Bach-

1 não estar alterada. Associado a expressão aumentada de Nrf2 observamos 

maior expressão de SOD-2, mas não de SOD-1 ou NQO1, em aortas de ratas 

prenhes. Em aortas de ratas SHR não prenhes, observamos entre todas as 

proteínas avaliadas, menor expressão de Bach-1 e de NQO1 quando 

comparadas às aortas de ratas normotensas. A prenhez reduziu ainda mais a 

expressão apenas de NQO1 em aortas de SHR. A prenhez reduziu a 

expressão de NOXO-1 e de p47phox em aortas de SHR, enquanto que em 

aortas de ratas Wistar reduziu apenas a expressão de NOXO-1. Os resultados 

obtidos neste estudo mostraram também que a incubação de HUVEC com 

Brusatol aumentou as concentrações intracelulares de ERO, mas não alterou 

as concentrações de NO, no entanto, reduziu significativamente a 

concentração de NOx estimulada pela ACh em aortas de ratas prenhes, Wistar 

ou SHR. Além disto, o Brusatol aumentou a reatividade à PE em aortas de 

ratas normotensas não prenhes e prenhes, igualando a reatividade de aortas 

de ratas prenhes as aortas de ratas não prenhes. No entanto, o Brusatol não 

alterou a reatividade de aortas de SHR, prenhes ou não-prenhes. Nenhum 

efeito significativo do Brusatol foi observado na reatividade à Acetilcolina em 

aortas de ratas Wistar ou SHR, prenhes ou não prenhes. Em conclusão, 

nossos resultados sugerem que a atividade da via de sinalização do Nrf2 está 

aumentada, favorecendo a maior atividade de enzimas antioxidantes como a 

SOD-2, que contribuiria para maior biodisponibilidade de NO e maior 

modulação endotélio-dependente da contração vascular à PE em aortas de 

ratas normotensas prenhes. No entanto, em aortas de SHR prenhes, este 

mecanismo parecer não ser mais importante que a redução da atividade de 

isoformas NOX e de suas subunidades regulatórias que contribuiria para menor 

geração de O2
•- e consequentemente, maior biodisponibilidade de NO. 

 

Paravras-chave: Prenhez; Aorta; Fator 2 relacionado a NF-E2; SHR; 
Hipertensão. 
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ABSTRACT 

 

Modifications in different signaling pathways lead to vascular and endothelial 

dysfunction and, consequently, hypertension. Hypertension is directly related to 

an increase in the production of reactive oxygen species (ROS) and a decrease 

in the bioavailability of nitric oxide (NO) in blood vessels. The Nrf2 (erythroid 

nuclear factor 2) pathway is involved in the mechanisms that lead to the 

increased vascular bioavailability of NO, as it controls the expression of 

antioxidant enzymes. The activation of Nrf2 is modulated by Keap-1 (Kelch-like 

ECH-associated protein 1) and its activity is modulated by the transcription 

factor Bach-1, which competes for the same active site in DNA with Nrf2. In 

normotensive rats and spontaneously hypertensive rats (SHR), a reduction in 

blood pressure at the end of pregnancy is observed, which has been associated 

with a reduction in oxidative stress and greater bioavailability of NO. This 

increased NO bioavailability has been associated with the higher endothelium 

modulation over blood vessel reactivity to vasoconstrictor agonists, such as 

phenylephrine (PE), observed in pregnant rats. We hypothesized that 

pregnancy alters the expression and/or activity of Nrf2 and its inhibitors Keap-1 

and Bach-1 and that these changes are associated with greater endothelial 

modulation on the contraction of aortas to PE. To test this hypothesis, the 

expression of Nrf2, Keap-1 and Bach-1 and the antioxidant enzymes 

transcribed by Nrf2, such as NADP (H) quinone oxidoreductase-1 (NQO1), 

SOD-1 and SOD-2 were evaluated in aortas of pregnant rats and compared to 

aortas of non-pregnant rats. In order to identify other possible mechanisms 

altered by pregnancy in Wistar rats and SHR, we evaluated the expression of 

NOXO-1, NOX1 regulatory subunit and p47phox, NOX2 regulatory subunit. The 

role of Nrf2 in the production of endothelial NO in aortas of pregnant rats was 

evaluated by use of Brusatol, an inhibitor of Nrf2. We also evaluated the role of 

Nrf2 in the reactivity of aortas of pregnant rats to phenylephrine and 
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acetylcholine, using Brusatol. All results were compared between normotensive 

(Wistar) and hypertensive (SHR) non-pregnant rats and between pregnant and 

non-pregnant rats in the groups (multivariate analysis, Tukey post-test, p 

<0.05). The results showed that the expression of Nrf2 is increased in aortas of 

pregnant Wistar rats, although the expression of Keap-1 and Bach-1 is not 

altered. The increased expression of Nrf2 was associated with the greater 

expression of SOD-2, but not of SOD-1 or NQO1, in aortas of pregnant rats. In 

aortas of non-pregnant SHR rats, we observed among all evaluated proteins, 

lower expression of Bach-1 and NQO1 when compared to the aortas of 

normotensive rats. Pregnancy reduced even more the expression of NQO1 in 

SHR aortas. Pregnancy reduced the expression of NOXO-1 and p47phox in 

SHR aortas, whereas in aorta of Wistar rats it reduced only the expression of 

NOXO-1. The results obtained in this study also showed that the incubation of 

HUVEC with Brusatol increased the intracellular concentrations of ROS, but did 

not alter the concentrations of NO, however, Brusatol significantly reduced the 

concentration of NOx stimulated by ACh in aortas of pregnant rats, Wistar or 

SHR. Moreover, Brusatol increased the reactivity to PE in aortas of pregnant 

normotensive rats and pregnant, matching the reactivity of aortas of pregnant 

rats to aortas of non-pregnant rats. However, Brusatol did not alter the reactivity 

of pregnant or non-pregnant SHR aortas. No significant effect of Brusatol was 

observed in the reactivity to Acetylcholine in aortas of Wistar rats or SHR, 

pregnant or non-pregnant rats. In conclusion, our results suggest that the 

activity of the Nrf2 signaling pathway is increased, favoring the greater activity 

of antioxidant enzymes such as SOD-2, which would contribute to greater 

bioavailability of NO and greater endothelium-dependent modulation of vascular 

contraction to PE in aortas of pregnant normotensive rats. However, in pregnant 

SHR aortas, this mechanism appears to be no more important than the lower 

the activity of NOX isoforms and their regulatory subunits that would contribute 

to lower O2
•- generation and, consequently, greater NO bioavailability. 

 

 

Keywords: Pregnancy; Aorta; NF-E2 Related Factor 2; SHR; Hypertension 
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ABREVIATURAS 

 

% – Porcentagem 
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Akt – Proteína quinase B 

Ang II – Angiotensina II 

ARE – Elemento de resposta antioxidante (do termo em ingles, antioxidant 
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EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético 

Emax – Efeito máximo 

eNOS – Oxido nítrico sintase endotelial 
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ERO – Espécies reativas de oxigênio  

FBS – Soro bovino fetal (do inglês Fetal Bovine Serum) 

g – Grama 

GPx – Glutationa peroxidase 
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GST-1 – Glutationa S-transferase-1 

H3PO4 – Ácido fosfórico 

HO-1 – Heme-oxigenase-1 

HUVEC – Células endoteliais de veia umbilical humana (do inglês, Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells) 

KCl – Cloreto de potássio  

Keap-1 – Kelch-like ECH-associated protein 

KH2PO4 – Fosfato de potássio monohidratado 

mg- Miligrama 

mg/kg – Miligrama por quilograma 

MgSO4 – Sulfato de magnésio 

mmol/L – Milimol por litro 

mN – miliNewton 

mol/L – Mol por litro 

mRNA – RNA mensageiro 

Na2HPO4 – Fosfato dissódico 

NaCl – Cloreto de sódio 

NaHCO3 – Bicarbonato de sódio 

NaNO2 – Nitrito de sódio 

nm – Nanômetro 

nmol/mg – Nanomol por miligrama  

NO – Óxido nítrico 

NO2
-
 – Nitrito   

NOX – Nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidase não fagocítica  

NP – Não prenhes 

NQO1 – Quinona oxidorredutase-1 NAD(P)H 

Nrf2 – Fator de transcrição nuclear eritróide 2 NF-E2 

O2 – Oxigênio molecular 

O2
•– – Radical Ânion superóxido 

P – Prenhes  

pD2 – Logaritmo negativo da EC50 

PE – Fenilefrina 



14 
 

pH – Potencial hidrogeniônico 

PI3K – Fosfatidilinositol-3-quinase 

PPAR-γ - Receptor ativado proliferador de peroxisoma gama 

RCF - Relative centrifugal force, Força centrífuga relativa 

RIPA – Tampão para ensaio de imunoprecipitação 

RUPP – Modelo de pressão de perfusão uterina reduzida (do inglês, Reduced 

Uterine Perfusion Pressure) 

SHR – Ratos espontaneamente hipertensos (do inglês, Spontaneously 

Hypertensive Rats) 

SHR-SP – Ratos espontaneamente hipertensos propensos a acidente vascular 

cerebral (do inglês, Spontaneously Hypertensive Rats - Stroke prone) 

SOD-1 – Superóxido dismutase de cobre/zinco  

SOD-2 – Superóxido-dismutase de manganês 

TBS-T – Tampão tris-salina acrescido de Tween 20 

UA – Unidades arbitrárias 

v/v – Volume/volume  

vs – Versus 

w/v – Peso por volume (do inglês, weight by volume) 

WB – Western blotting  

WKY – Ratos Wistar Kyoto 

β – Beta 

δ – Delta 

μg/mg – Micrograma por miligrama 

μg/mL – Micrograma por mililitro 
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prenhe, SHR prenhe vs Wistar prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs Wistar 

não prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey. 

 

 

Figura 9: Intensidade de fluorescência emitida pelo DAF-2/DA (5 µmol/L) que 

quantifica a concentração de óxido nítrico (NO) em HUVEC, em condições 
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basais ou não incubadas (Controle) e após 45 minutos de incubação com 

Brusatol 0,01 µmol/L, 0,1 µmol/L, 1 µmol/L e 10 µmol/L. O gráfico mostra os 

valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a média ± EPM destes 

valores.  

 

 

Figura 10: Intensidade de fluorescência emitida pelo DHE (2,5 µmol/L) em 

HUVEC, em condições basais, não incubadas (Controle) e após incubação por 

45 minutos com Brusatol 0,01 µmol/L, 0,1 µmol/L, 1 µmol/L e 10 µmol/L.  O 

gráfico mostra os valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a 

média ± EPM destes valores. p*<0,05 nas diferentes concentrações de Brusatol 

versus Controle. # Brusatol 10 µmol/L versus Brusatol 0,01 µmol/L. Aplicado 

teste One-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey. 

 

 

Figura 11:  Concentração de nitrito em anéis de aorta de Wistar, estimulados 

com ACh (1 µmol/L por 5 minutos) na ausência e na presença de Brusatol 

(0,1µmol/L por 30 minutos), (n=3-4). As barras representam a média ± SEM da 

diferença (delta) entre os valores obtidos. *** p<0.001 entre os grupos Wistar 

não prenhe ACh vs Wistar prenhe ACh e Wistar prenhe ACh vs Wistar prenhe 

Brusatol. Aplicado teste One-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey, a 

comparação entre prenhes e não prenhes no mesmo grupo foi realizada pelo 

teste t de Student. 

 

 

Figura 12: Concentração de nitrito em anéis de aorta de SHR, estimulados com 

ACh (1 µmol/L por 5 minutos) na ausência e na presença de Brusatol 

(0,1µmol/L por 30 minutos), (n=4-5). As barras representam a média ± SEM da 

diferença (delta) entre os valores obtidos. **p=0,0065 entre aortas do grupo 

SHR prenhe ACh vs do grupo SHR prenhe incubado com Brusatol. Aplicado 

teste t de Student).  
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Figura 13: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio, controles (C) e incubados com 

Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis 

de aortas de ratas Wistar não prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 5-6). Os valores 

de Emax foram comparados entre aortas incubadas ou não com Brusatol nos 

grupos (Teste t de Student). *p< 0,05 valores de Emax das curvas em anéis de 

ratas WNP B vs WNP C. δ p<0,05 valores de Emax das curvas em anéis de 

ratas WP B vs WP C.  

 

 

Figura 14: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta sem endotélio, de Wistar não prenhes, não 

incubados (controle) ou incubados com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. 

Os pontos representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 6).  

 

 

Figura 15: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio controles (C) e incubados com 

Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis 

de aortas de ratas SHR não prenhes (SHR NP) e prenhes (SHR P). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 6-10). Os 

valores de Emax foram comparados entre aortas incubadas ou não com 

Brusatol nos grupos (Teste t de Student). *p< 0,05 valores de Emax das curvas 

em anéis de ratas SHR NP C vs SHR P C. 

 

 

Figura 16: Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio não incubados (controle) e incubados 

com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos, Os experimentos foram feitos com 

anéis de aortas de ratas Wistar não prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 4-6).  
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Figura 17: Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio controles e incubados com e 

incubados com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram 

feitos com anéis de aortas de ratas SHR não prenhes (SHR NP) e prenhes 

(SHR P). Os pontos representam a média ± EPM dos experimentos realizados 

(n = 6-7). 
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1 Introdução  

 

Em todo o mundo, as doenças hipertensivas são responsáveis por cerca 

de 10% das complicações existentes durante a gravidez, e podem terminar na 

morte materna, fetal e/ou morte neonatal (AMERICAN COLLEGE OF 

OBSTRETRICIANS AND GYNECOLOGISTS, 2013; RUGOLO, BENTLIN, 

TRINDADE, 2011; PINHEIRO et al., 2016). Ainda não são conhecidas as 

principais causas que levam a esse processo patológico, porém a obtenção de 

informações sobre possíveis mecanismos fisiológicos alterados na gravidez e 

que levam a hipertensão, podem sugerir novos alvos para terapias mais 

precisas e mais eficazes. Nosso grupo tem estudado as alterações vasculares 

associadas a prenhez de ratas normotensas e hipertensas, com o objetivo de 

identificar os principais mecanismos fisiológicos associados a estas alterações. 

Conhecidos estes mecanismos, poderemos identificar possíveis alterações que 

estariam associadas a hipertensão na gravidez.  

A pressão arterial média está reduzida ao final da prenhez em ratas 

normotensas (BALLEJO et al., 2002) e em ratas espontaneamente hipertensas 

(SHR) (ZANCHETA et al., 2015) por atividade de mecanismos associados ao 

aumento da atividade da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) e da produção 

de óxido nítrico (NO), além de redução de produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) (TROIANO et al., 2016), contribuindo para o aumento da 

biodisponibilidade vascular de NO. Estes mecanismos estão envolvidos na 

modulação da reatividade vascular à agonistas vasoconstritores. Como 

observado em nossos estudos, a menor reatividade à fenilefrina (PE) em vasos 

de ratas Wistar prenhes e SHR prenhes depende da presença do endotélio e 

da atividade da eNOS (ZANCHETA et al., 2015; TROIANO et al., 2016). Estes 

resultados nos possibilitaram sugerir que prenhez reverteria a disfunção 

endotelial associada à hipertensão e observada em vasos de ratas SHR. 

Nosso grupo também demonstrou que a expressão das proteínas PI3K e 

Akt nas suas formas fosforiladas e eNOS fosforilada em Serina1177 está 

aumentada em homogenatos de aortas de ratas normotensas e hipertensas 

prenhes. Além disso, a incubação com Wortmannin (10 nmol/L), um inibidor da 

via PI3K/Akt, foi capaz de reverter a hiporreatividade de aortas de ratas 

prenhes à PE sugerindo que a via PI3K/Akt/eNOS estaria mais ativada em 
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aortas durante o período final da prenhez aumentando a modulação endotelial 

sobre a reatividade à PE (ZANCHETA et al., 2015). 

Por outro lado, na pré-eclâmpsia, há um aumento da pressão arterial por 

mecanismos ainda não totalmente esclarecidos (BAUMWELL e KARUMANCHI, 

2007; GOULOPOULOU e DAVIDGE, 2015; DHARIWAL e LYNDE, 2017). Em 

modelos experimentais de pré-eclampsia, utilizando ratas ou camundongos 

fêmeas, a indução da hipertensão é feita pela redução da pressão de perfusão 

uterina ou RUPP (Reduced Uterine Perfusion Pressure), e os valores de 

pressão arterial ao final da prenhez (~128 mmHg) atingem valores muito acima 

dos encontrados em ratas prenhes Wistar ou SHR (AMARAL et al.,  2013).  

Alteração fisiopatológica da função endotelial tem sido apontada, por 

estudos clínicos e experimentais, como a principal causa da hipertensão 

associada a gravidez/prenhez, uma vez que o nível local e circulante de 

múltiplos fatores, entre eles, as ERO podem causar disfunção endotelial 

generalizada e hipertensão, endoteliose glomerular renal e aumento da 

permeabilidade glomerular levando à proteinúria e endoteliose cerebral levando 

a edema e convulsões cerebrais (apud POSSOMATO-VIEIRA e KHALIL, 

2016). 

Diferentes vias bioquímicas correlacionadas ao aumento da geração de 

ERO e redução da biodisponibilidade de NO em células do músculo liso 

vascular e células endoteliais estão envolvidas no processo de hipertensão. O 

estresse oxidativo associado à hipertensão em SHR é resultante de um 

desequilíbrio entre a atividade de sistemas antioxidantes e aumento da 

produção de ERO. A atividade de diferentes NOX no sistema cardiovascular, 

isoformas da NAD(P)H oxidase que é a principal fonte de ânion superóxido 

(O2•–), e a produção de O2•- estão aumentadas em aortas de SHR machos 

quando comparadas a aortas de ratos normotensos (WIND et al., 2010). 

Estudos prévios de nosso grupo demonstraram aumento da expressão da 

enzima NOX2 e de sua subunidade regulatória p47phox em aortas e da 

quantidade de ERO em células endoteliais de aortas de SHR machos quando 

comparadas as aortas/células de ratos normotensos Wistar, assim como a 

produção aumentada de ERO-dependente da atividade da lucigenina em 

aortas de SHR machos e fêmeas (PERASSA et al., 2016; TROIANO et al., 

2016; GRATON et al., 2019). Além disso, o tratamento crônico com Apocinina, 
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uma droga usada por sua ação inibitória da atividade da NAD(P)H oxidase, foi 

capaz de reduzir a pressão arterial e a expressão destas proteínas, reduzindo a 

produção de ERO e consequentemente, aumentando biodisponibilidade de NO 

(PERASSA et al., 2016; GRATON et al., 2019). 

Interessantemente, em nossos estudos observamos que a prenhez 

aumenta os níveis de biomarcadores plasmáticos de estresse oxidativo em 

ratas normotensas e hipertensas devido ao aumento da atividade metabólica 

ocorrida durante a prenhez, porém há uma redução significativa destes 

biomarcadores em aortas de ratas prenhes de ambas as linhagens. Além disto, 

observamos que em aortas de SHR prenhes, a produção reduzida de ERO 

estaria associada a menor expressão das isoformas NOX1, NOX2 e NOX4 

quando comparadas as aortas de SHR não prenhes (TROIANO et al., 2016).  

Alterações de vias bioquímicas relacionadas à produção e/ou 

biodisponibilidade de ERO e suas correlações com o 

desenvolvimento/manuteção da hipertensão são bastante estudadas. Entre 

estas vias, a via do fator nuclear eritróide-2 (Nrf2) tem despertado interesse 

devido ao seu papel na regulação direta de síntese de proteínas antioxidantes 

e consequentemente, modulação indireta da biodisponibilidade de ERO e NO. 

O papel do Nrf2 na modulação da atividade endotelial induzida pela prenhez 

ainda não é totalmente conhecido, por isso se torna relevante estudar possíveis 

alterações na função e ativação do Nrf2 em vasos de ratas prenhes.  

O fator de transcrição nuclear eritróide 2 (Nrf2) é um fator redox-sensível 

que normalmente se encontra no citoplasma associado a proteína 

citoplasmática Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap-1) (KANG, LEE e 

KIM 2005). Em condições fisiológicas normais, a atividade do Nrf2 é 

negativamente regulada pela Keap-1 devido à sua rápida degradação 

proteosômica (ITOH et al., 1999). Quantidades aumentadas de ERO modificam 

os resíduos específicos de cisteína da proteína Keap-1, e isso 

consequentemente leva a dissociação e ativação de Nrf2. O Nrf2 então 

transloca-se para o núcleo celular, onde se heterodimeriza a pequena proteína 

Maf (outro fator de transcrição) e se liga a sequências de elemento de resposta 

antioxidante (ARE, do termo em ingles, antioxidant response element) nas 

regiões promotoras de genes desintoxicantes e antioxidantes múltiplos (apud 

KWEIDER et al., 2014). 
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Após dissociação do Keap-1 e ativação, Nrf2 inicia a transcrição de 

genes de enzimas citoprotetoras de defesa antioxidantes, incluindo quinona 

oxidorredutase-1 NAD(P)H (NQO1), heme-oxigenase-1 (HO-1), glutationa S-

transferase-1 (GST-1), receptor ativado proliferador de peroxisoma gama 

(PPAR-γ), superóxido dismutase de cobre/zinco (SOD-1) e superóxido-

dismutase de manganês (SOD-2) (JAISWAL, 2004; HUR; GRAY, 2011). A 

proteína Bach-1, que também é um fator de transcrição, é uma proteína que 

forma heterodímeros com pequenas proteínas Maf (SHAN et al., 2004) e que 

compete com Nrf2 para regular a expressão gênica no sítio de ligação ARE 

(DHAKSHINAMOORTHY et al., 2005). Conforme mostrado por Balan e Pal 

(2014), o aumento da expressão de Bach-1 e a diminuição do Nrf2 nuclear 

estariam associados com a regulação negativa de síntese de enzimas 

antioxidantes como a OH-1. Shan et al. (2004) relataram uma específica e 

seletiva habilidade do Bach-1 em reprimir a expressão da OH-1 hepática em 

humanos.  

 

 

Via de sinalização do fator de transcrição Nrf2. 

 

A atividade prejudicada do Nrf2 contribui para a disfunção vascular na 

hipertensão com aumento de biodisponibilidade de ERO, devido a redução da 

expressão de enzimas antioxidantes, como a superóxido dismutase-1, 

catalase, peroxirredoxina-1 e glutationa peroxidase (LOPES et al., 2015). Em 
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SHR, a expressão do mRNA do Nrf2 está diminuída (EREJUWA et al., 2012) e 

contribui para reduzida capacidade antioxidante, aumentando desta forma o 

estresse oxidativo e a disfunção vascular. O tratamento com sulforafano, 

ativador de Nrf2, reverteu o desequilíbrio redox em vasos de SHR (LOPES et 

al., 2015) e aumentou a vasodilatação dependente do endotélio (WU et al., 

2004). Além disso, o resveratrol, outro ativador de Nrf2, reduziu o estresse 

oxidativo e atenuou a severidade e progressão da hipertensão em SHR 

(JAVKHEDKAR et al., 2015).  

O efeito do Brusatol como um único inibidor da via Nrf2 foi identificado 

inicialmente em muitos tipos de células cancerígenas devido à alta expressão 

constitutiva de Nrf2 encontrada nestas células. Nestas células, o Brusatol 

reduziu seletivamente o nível de proteína Nrf2 através da ubiquitinação e 

degradação do Nrf2 e consequentemente, a expressão dos downstream-genes 

do Nrf2 e a resposta antioxidante dependente de Nrf2 foram suprimidas (REN 

et al., 2011). O Brusatol induz potentemente a depleção rápida e transitória de 

Nrf2 por meio de um mecanismo pós-transcricional, independente de 

alterações em mRNA, e sem efeitos citotóxicos, podendo ser usado como 

ferramenta farmacológica experimental para a inibição da sinalização Nrf2 

(OLAYANJU et al., 2015). Recentemente, Bai et al. (2020) mostraram que o 

Brusatol usado como inibidor de Nrf2, inibiu o efeito do ácido betulinico que 

ativa vias antioxidantes reguladas por Nrf2. Neste estudo foi demonstrado que 

a hiporreatividade à acetilcolina (ACh) observada em aortas de ratos em  

choque séptico estava associada, entre outros fatores, ao excesso de ERO, e 

era revertida pelo ácido betulinico por um mecanismo associado ao aumento 

da expressão de mRNA de SOD, GPx e HO-1, no entanto, este efeito não foi 

mais observado quando os ratos foram tratados com Brusatol (0.4 mg/kg/2 

days, i.p). 

Como escrito acima, nosso grupo demonstrou que a prenhez reduz a 

quantidade e a produção de ERO em células vasculares, a peroxidação 

lipídica, utilizada como marcador de estresse oxidativo, e a expressão de 

isoformas NOX em aortas de fêmeas SHR (TROIANO et al., 2016). Possíveis 

alterações nas subunidades regulatórias NOXO-1 e p47phox das enzimas 

NOX1 e NOX2 respectivamente, poderiam estar associadas a menor 

expressão destas enzimas e menor atividade da NAD(P)H oxidase em aortas 
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de SHR prenhes. Não sabemos até o momento se a prenhez modularia a 

expressão de subunidades regulatórias NOXO-1 e p47phox em aortas de ratas 

normotensas e SHR. Apesar de não observarmos alterações significativas na 

expressão de SOD-1 em aortas de SHR prenhes (TROIANO et al., 2016), não 

investigamos até o momento se a prenhez altera a expressão de SOD-2 ou de 

outras enzimas antioxidantes em aortas de ratas Wistar e SHR. Outros estudos 

demonstraram que a atividade da SOD-1 está diminuída, mas a atividade da 

glutationa peroxidase (GPx) está aumentada em artéria mesentérica de SHR 

prenhes (OGNIBENE et al., 2012). Juntos, os resultados encontrados na 

literatura até o momento sugerem que os mecanismos de modulação da 

atividade das enzimas antioxidantes na prenhez ainda não são totalmente 

compreendidos. No entanto, considerando que a prenhez aumenta a 

biodisponibilidade de óxido nítrico e reduz a produção de ERO em vasos de 

SHR (ZANCHETA et al., 2016; TROIANO et al., 2016), ela então poderia 

reverter o desequilíbrio redox em aortas de SHR e modular a ativação do Nrf2 

e de sistemas antioxidantes dependentes da atividade de Nrf2.  
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2 Hipótese 

 

Levando em consideração estas observações, levantamos a hipótese 

que a prenhez aumenta a atividade da via do Nrf2 e de sistemas enzimáticos 

antioxidantes em aortas de ratas Wistar e SHR. Mais ainda, o aumento da 

expressão do fator de transcrição Nrf2, associado à redução da expressão de 

Keap-1 e de Bach-1, determinaria maior atividade de sistemas enzimáticos 

antioxidantes aumentando assim a modulação endotelial sobre a reatividade à 

fenilefrina em aortas de ratas Wistar e SHR prenhes. 
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3 Objetivos 

 

3. 1. Objetivo Geral 

 

Avaliar possíveis alterações na via de ativação do fator de transcrição 

Nrf2 que levariam a redução da biodisponibilidade de ERO em vasos de ratas 

normotensas e espontaneamente hipertensas (SHR) prenhes, as quais 

contribuiriam indiretamente para maior biodisponibilidade vascular de NO 

observada ao final da prenhez.  

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

Os experimentos foram conduzidos a fim de: 

 

A- Avaliar se a expressão das subunidades regulatórias NOXO-1 e p47phox 

das enzimas NOX1 e NOX2 respectivamente, estariam alteradas em aortas 

de ratas normotensas e SHR prenhes 

 

B- Verificar se a expressão de Nrf2 estaria alterada em aortas de ratas SHR 

não prenhes e se a prenhez é uma condição capaz de modular a expressão 

deste fator de transcrição neste vaso.  

 

C- Verificar se a prenhez modula a expressão das proteínas regulatórias Keap-

1 e Bach-1 em vasos de ratas normotensas e SHR.  

 

D- Avaliar se a expressão de enzimas citoprotetoras de defesa antioxidantes, 

como quinona oxidorredutase-1 NAD(P)H (NQO1), superóxido dismutase 

de cobre/zinco (SOD-1) e superóxido-dismutase de manganês (SOD-2) 

estariam alteradas em aortas de ratas prenhes. 

 

E- Avaliar se o Brusatol, inibidor do Nrf2, reverteria a hiporeatividade à PE em 

aortas de ratas Wistar e SHR prenhes. 
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4 Metodologia  

 

Todos os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos após a 

análise e aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba, CEUA-FOA/UNESP (protocolo nº. 00538-2018). 

 

4.1 Animais 

 

Nos experimentos foram utilizadas ratas Wistar (aproximadamente 220 

g), como controle normotenso e ratas espontaneamente hipertensas - SHR 

(aproximadamente 180 g) com 12 semanas de vida. Ambas as linhagens foram 

divididas em dois grupos: ratas não prenhes (NP) e ratas prenhes (P). As ratas 

não prenhes foram utilizadas nos experimentos na fase estro do ciclo estral e 

as ratas prenhes, no período final da prenhez, entre o 18° ao 20º dia. O 

esfregaço vaginal foi feito em todas as ratas pela manhã para a determinação 

da fase do ciclo estral ou para a determinação do dia zero de prenhez (Figura 

1). O dia zero de prenhez foi determinado pela presença de espermatozoides 

no esfregaço vaginal das ratas em acasalamento. 

Foram utilizadas ratas espontaneamente hipertensas (SHR) de uma 

linhagem mantida pelo nosso grupo de pesquisa no biotério do Departamento 

de Ciências Básicas da Faculdade de Odontologia, Campus de Araçatuba, 

UNESP e ratas Wistar, provenientes de uma linhagem mantida no biotério 

central da mesma faculdade.  

Todos os animais usados em nosso estudo foram alimentados com 

ração padrão e água ad libitum e foram mantidos em condições controladas de 

limpeza, temperatura (22 – 24ºC) e umidade (45 – 65 %) com ciclo de luz (12 h 

claro/escuro).  
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   Fase estro       Dia Zero de prenhez - presença de  

               Espermatozoides 

 

Figura 1- Imagens representativas do esfregaço vaginal (a fresco) de ratas na 

fase estro do ciclo estral e no dia zero de prenhez. Microscópio óptico 

(aumento 10 vezes). 

 

4.2 Western blotting (WB) 

 

 Realizamos a técnica de WB para as análises de expressão de proteínas 

em segmentos de aorta torácica. Inicialmente as ratas não prenhes e prenhes, 

Wistar ou SHR, foram previamente anestesiadas em câmara saturada com 

halotano e em seguida decapitadas. Foi realizada a toractomia, visualização e 

remoção do segmento torácico da aorta. A aorta torácica foi cuidadosamente 

dissecada e o tecido adiposo perivascular todo removido. As aortas foram 

seccionadas na metade do seu tamanho total (1,0 - 1,5 cm) e em seguida, 

congeladas em nitrogênio líquido e armazenadas em freezer -80°C até o dia de 

realização do experimento. 

 No dia do experimento, os tecidos foram triturados em nitrogênio líquido 

e homogeneizados separadamente em tampão RIPA (Tris-base 65,2 mmol/L, 

NaCl 154 mmol/L, NP-40 1 % (v/v), deoxicolato de sódio 0,25 % (w/v) e EDTA 

0,8 mmol/L) suplementado com um coquetel de inibidores de protease e 

fosfatase (Protease Inhibitor Mix, GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido) 

utilizando um sonicador (Sonics Vibra Cell, Newtown, CT, EUA). Em seguida, 

os homogenatos foram centrifugados (4 ºC, 9300 RCF por 20 minutos) para a 

separação do sobrenadante.  
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 A quantificação da concentração de proteína no sobrenadante foi 

realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando diferentes 

concentrações de albumina de soro bovino (BSA - Santa Cruz; sc 2323) como 

curva de concentração padrão. Cinquenta microgramas (50 µg) de proteína 

foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% e, 

posteriormente, transferidas para a membrana de nitrocelulose. Depois da 

transferência, as membranas foram incubadas com leite desnatado (Glória) a 5 

% em tampão tris-salina com Tween 20 (TBS-T), por 1 hora e 30 minutos, à 

temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram incubadas com os 

anticorpos primários (Tabela 1), à 4 ºC, overnight.  

Após a incubação com o anticorpo primário, as membranas foram 

lavadas por 10 minutos, 3 vezes, com tampão TBS-T e incubadas com 

anticorpos secundários correspondentes (Tabela 1) por 1 hora, à 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 

visualizadas pelo ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences, Little 

Chalfont, UK).  

A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria óptica pelo 

programa ImageJ (versão 1.46r, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

EUA). A normalização dos resultados foi feita pelos valores de expressão de β-

actina. Os resultados foram expressos em unidades arbitrárias (UA)/ β-actina e 

foram comparados entre os grupos. 

 

Tabela 1: Anticorpos primários e secundários utilizados nos experimentos 

(diluições e fabricantes) 

 

 

Anticorpo 

Primário 
Diluição Fabricante 

Anticorpo 

Secundário 
Diluição Fabricante 

Bach-1 1:1000 

sc-271211, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:500 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 
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Keap-1 1:500 

sc-515432, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:500 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

NOXO-1 1:500 

sc-390927, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:1000 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

p47phox 1:500 

sc-17845, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:1000 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

NQO1 1:1000 

sc-271116, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:1000 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

SOD-1 1:500 

sc-11407, 

 Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-Coelho 

IgG 
1:1000 

sc-2004,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

SOD-2 1:1000 

30080, 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-Coelho 

IgG 
1:500 

sc-2004,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

Nrf2 1:1000 
Ab121035, 

Abcam 

Anti-Cabra 

 IgG 
1:4000 

sc-2768,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

β-actina 1:10000 

sc-69879, 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Anti-

camundongo 

IgG 

1:12000 

sc-2005,  

Santa Cruz 

Biotechnology 

 

 

4.3 Análise do efeito do Brusatol sobre a produção de ânion superóxido e 

seu efeito sobre a medida de óxido nítrico em células endoteliais 

 

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC, conforme 

abreviação em inglês) foram adquiridas de linhagens celulares ATCC (EUA) e 

cultivadas no meio Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) suplementado 

com soro bovino fetal (FBS) 10% e usadas nas passagens 4-6.  
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Após privação sérica no meio de cultura por 12 h, as células confluentes 

(104 células / poço) foram incubadas com Brusatol a 0,01 μmol/L, 0,1 μmol/L, 1 

μmol/L, 10 μmol/L ou não (controle) por 45 minutos. Em seguida, as células 

foram incubadas com as sondas de fluorescência DHE (seletiva de ERO, 2,5 

μmol/L) ou DAF-2DA (seletiva para óxido nítrico, 5 µmol/L), por 30 minutos. As 

análises fluorométricas foram realizadas em um espectrofluorômetro (BioTeK®) 

equipado com uma lâmpada de xenônio de 150 watts (Excitação / Emissão, em 

nm: DHE 405/570 e DAF-2DA 488/530).  

 

4.4 Analise Bioquímica  

 

Utilizamos as aortas das ratas para realização do método de Griess 

descrito a seguir. 

Inicialmente, as ratas foram anestesiadas, as aortas foram removidas, 

dissecadas e seccionadas em segmentos de 6 mm. Os segmentos foram 

colocados em tubos eppendorf com 500 µL de solução de Krebs Henseleit 

(composição em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; 

NaHCO3 14,9; glicose (C6H12O6) 5,5; CaCl2 1,6, pH 7,4), por 30 minutos a 37°C 

e com aeração constante (95 % de O2 e 5 % de CO2). Essas amostras foram 

divididas em quatro grupos: 1- controle (não estimulado), 2- estimulado com 

Acetilcolina (ACh, 1 µmol/L) por 5 minutos, 3- incubado com Brusatol (0,1 

µmol/L) por 30 minutos e 4- incubado com Brusatol (0,1 µmol/L) por 30 minutos 

e estimulado com ACh (1 µmol/L) por 5 minutos.  

 

4.4.1 Avaliação das concentrações de nitritro em amostras de aortas de 

ratas prenhes e não prenhes 

 

A realização do experimento para avaliação das concentrações de nitrito 

consistia das seguintes etapas: 

Os eppendorfs que continham os segmentos de aortas e 500 µL de 

Krebs Henseleit foram mantidos em banho-maria, incubados ou não com 

Brusatol (0,1 µmol/L). Todos permaneceram sob as mesmas condições 

(aeração constante, pH 7,4 e 37°C) por um período de 30 minutos. Após este 
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período alguns, segmentos foram estimulados com ACh (1 µmol/L) por 5 

minutos.  Seguidamente, a solução dos diferentes eppendorfs foram coletadas. 

Em uma placa de 96 poços foram adicionados em cada poço 50μL da 

solução dos diferentes eppendorfs e 50μL do reagente de Griess (sulfanilamida 

a 1% (w/v) e 0,1% (w/v) de dicloridrato de N- (1-naftil) etilenodiamina em 2,5% 

(v/v) de ácido fosfórico), e incubados por 10 minutos. A concentração de nitrito 

foi determinada baseada em uma curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) em 

diferentes concentrações (12,5 - 0,39 μg/mL). Os valores de absorbância foram 

determinados a 570 nm e os resultados foram expressos em μmol/mL de 

NaNO2/ peso (mg) das aortas frescas (os diferentes segmentos de aortas 

foram pesados antes do início dos experimentos). 

Estas metodologias foram conduzidas conforme as descritas 

previamente (Diaz et al., 2013; Souza et al., 2019; Wong et al., 2017). 

 

4.5 Reatividade Vascular 

 

Os experimentos de reatividade vascular foram realizados para 

avaliarmos a funcionalidade do músculo liso vascular e o endotélio vascular de 

ratas prenhes. Aortas torácicas isoladas de ratas não-prenhes e prenhes, 

Wistar ou SHR foram estimuladas com fenilefrina, agonista alfa-1-adrenérgico, 

que promove vasoconstrição e com acetilcolina, um agonista muscarínico, que 

promove vasodilatação dependente do endotélio vascular. 

As ratas foram decapitadas após serem anestesiadas em câmara 

saturada de halotano. A aorta torácica foi removida, dissecada e cortada em 

anéis de 2 mm em uma placa de Petri contendo solução de Krebs-Henseleit 

(composição em mmol/L: NaCl 130,0; KCl 4,7; KH2PO4 1,2; MgSO4 1,2; 

NaHCO3 14,9; glicose (C6H12O6) 5,5; CaCl2 1,6), pH 7,4 a 4 ºC.  

Alguns anéis foram usados intactos e outros foram usados após a 

remoção mecânica do endotélio vascular. Os anéis com e sem endotélio foram 

posicionados entre dois ganchos de aço inoxidável conectados a um transdutor 

de força isométrica (DMT, ADInstruments, Melbourne, VIC, Austrália) em cubas 

(5mL) contendo solução de Krebs-Henseleit, 37ºC, pH 7,4 e suprimento gasoso 

de 95 % de O2 e 5 % de CO2. Os anéis foram mantidos por um período de 30 

minutos sob tensão basal de 30 mN para estabilização. Em seguida, os anéis 
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foram estimulados com solução de Krebs KCl (120 mmol/L) para testar a 

integridade funcional (contração do músculo liso vascular), e então foram 

lavados com solução de Krebs até o retorno para tensão basal. Foram 

considerados viáveis os anéis que atingiram contração ≥ 10 mN. A integridade 

e funcionalidade do endotélio vascular foi verificada pelo grau de relaxamento 

induzido por acetilcolina (ACh, 1 μmol/L) após contração prévia com fenilefrina 

(PE, 100 nmol/L). Os anéis de ratas Wistar que apresentaram relaxamento à 

ACh ≥ 80 % foram considerados com endotélio. Para os anéis de aortas de 

SHR, a integridade e a funcionalidade do endotélio foram consideradas quando 

ACh (1 μmol/L) induziu relaxamento ≥ 70 %. Para os anéis que tiveram o 

endotélio removido mecanicamente, a ausência de endotélio funcional foi 

considerada quando o relaxamento à ACh foi ≤ 10 % da contração induzida 

pela PE.  

 

 

Registros representativos de respostas vasoconstritoras à PE e 

vasodilatadoras à ACh em anéis de aorta com endotélio preservado 

(relaxamento maior ou igual a 80% para Wistar e 70% para SHR), e anéis com 

endotélio danificado (relaxamento menor que 80% para Wistar e 70% para 

SHR) esquerda e direita respectivamente.  
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Imagem representativa da resposta à PE e à ACh em anel de aorta de rata 

Wistar após remoção mecânica de endotélio (relaxamento menor que 10%). 

 

Efeito do Brusatol na reatividade vascular à fenilefrina (PE) e à 

acetilcolina (ACh) em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR, não prenhes 

e prenhes: 

  

 Alguns anéis de aorta com endotélio (E+) foram estimulados com 

concentrações crescentes e cumulativas de PE ou de ACh (0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L). Outros anéis de aorta com endotélio (E+) foram estimulados com PE 

ou ACh na presença de Brusatol (0,1 µmol/L), uma droga inibidora do fator de 

transcrição Nrf2, após 30 minutos de incubação. 

 As curvas para PE e ACh obtidas na ausência e na presença de Brusatol 

foram comparadas entre os anéis de aorta de ratas prenhes e não prenhes, 

normotensas e hipertensas. 

 

4.6 Análise estatística 

 

 Os resultados obtidos nos diferentes experimentos realizados foram 

analisados conforme o método estatístico mais adequado para cada tipo de 

experimento conforme descrito abaixo. Para as análises estatísticas, o 

programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, La Jolla, CA, 

EUA) versão 6.0 foi utilizado. 

 

4.6.1 Western blotting 

 

Os valores de densitometria óptica das bandas foram obtidos pelo 

programa ImageJ (versão 1.46r, National Institutes of Health, Bethesda, MD, 



43 
 

EUA). As proteínas alvo tiveram seus valores de densitometria óptica 

normalizados pelos valores das bandas de β-actina e expressos como média ± 

erro padrão da média (EPM). Os resultados foram comparados pelo teste 

estatístico Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey e as diferenças 

entre os valores obtidos nos grupos experimentais foram consideradas 

significantes quando p < 0.05. 

 

4.6.2 Análise dos experimentos fluorimétricos 

 

Os dados obtidos relatam fenômenos de dispersão do laser que reflete 

sobre as células, de absorção da luz e de emissão de fluorescência. Os 

resultados foram apresentados de acordo com a intensidade de fluorescência 

(IF) das células com marcação positiva para as sondas fluorescentes DAF-

2/DA e DHE. Os resultados foram comparados pelo teste One-way, ANOVA 

seguido de pós-teste de Tukey. As diferenças foram consideradas significativas 

quando p < 0.05. 

 

4.6.3 Método de Griess 

 

Cálculamos a diferença (delta) entre os valores obtidos em aortas 

estimuladas e não estimuladas com ACh, e entre os valores obtidos em aortas 

incubadas com Brusatol e estimuladas ACh e em aortas incubadas com 

Brusatol. Comparamos então estes valores entre aortas de ratas não-prenhes e 

prenhes Wistar ou SHR. Os valores de concentração de nitrito nas diferentes 

amostras foram comparados entre os grupos pelo teste de ANOVA (One-way) 

e pós teste de Tukey, e a comparação entre prenhes e não prenhes no mesmo 

grupo foi realizada pelo Test t de Student. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0.05.  

 

4.6.4 Reatividade Vascular 

 

Analisamos os parâmetros farmacológicos de eficácia (Efeito Máximo – 

Emax) e a potência (pD2: -log EC50). Os resultados foram expressos com a 

média ± EPM (erro padrão da média). Os gráficos e os cálculos para 



44 
 

determinação do Emax (efeito máximo) e da EC50 (concentração que produz 

50 % da resposta máxima, calculada pelo método de regressão não linear dos 

mínimos quadrados).  

A comparação dos valores de Emax e EC50 entre os grupos prenhes e 

não-prenhes foi feita aplicando o Test t de Student, e as comparações entre os 

diferentes grupos foi feita pelo teste ANOVA (One-way), seguido do pós-teste 

de Tukey sendo adotado nível de significância de 5 % (p < 0.05) para que as 

diferenças fossem consideradas estatisticamente significativas.  
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5 Resultados 

 

5.1 Análise da expressão proteica da subunidade NOXO-1, p47phox e Nrf2 

em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR não prenhes e prenhes 

 

 Não observamos diferenças na expressão da NOXO-1 (Figura 1) entre 

aortas de ratas hipertensas e normotensas não prenhes. Entretanto, foi 

possível observar que a prenhez reduziu a expressão de NOXO-1 em aortas de 

ratas Wistar e de SHR. O efeito da prenhez na redução de NOXO-1 foi mais 

significativo em aortas de SHR.   

 

 

Figura 1: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas NOXO-1/β-actina em homogenatos de aortas de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 8-9) dos diferentes grupos. *p<0.05 entre Wistar prenhe 

vs Wistar não-prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs SHR não prenhe, ** 

p<0.01 SHR prenhe vs Wistar prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs Wistar não 

prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  
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Também não foi observado diferença na expressão da subunidade 

regulatória p47phox entre aortas de ratas normotensas e hipertensas não 

prenhes, apesar de uma tendência a um menor valor numérico. A prenhez não 

alterou a expressão de p47phox em aortas de ratas Wistar, mas reduziu a 

expressão de p47phox em aortas de SHR, mostrando que a expressão desta 

subunidade é menor nestes vasos se comparada aos outros grupos (Figura 2). 

 

 

Figura 2: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas p47phox/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR 

não prenhes (barras brancas) e prenhes (barras cinza). As barras representam 

a média ± EPM dos resultados obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes 

grupos. ** p<0.01 entre SHR prenhes vs SHR não prenhes, SHR prenhes vs 

Wistar prenhes, e *** p<0.001 SHR prenhes vs Wistar não prenhes. Aplicado 

teste Two-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  
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A expressão proteica de Nrf2 em aortas não foi diferente entre SHR e 

Wistar não prenhes. Observamos que a prenhez aumentou a expressão de 

Nrf2 em aortas de Wistar, mas não promoveu alteração importante na 

expressão de Nrf2 em aortas de SHR prenhes (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas Nrf2/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR não 

prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos. * p<0.05 Wistar prenhes vs 

Wistar não prenhe, SHR prenhes vs Wistar prenhes. Aplicado teste Two-way 

ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  
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5.2 Análise da expressão proteica dos inibidores fisiológicos da Nrf2, 

Keap-1 e Bach-1 em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR não prenhes e 

prenhes 

 

Não encontramos diferença na expressão de Keap-1 entre aortas de 

ratas Wistar e SHR não prenhes. Também observamos que a prenhez não foi 

capaz de alterar a expressão dessa proteína entre aortas de ratas Wistar e 

SHR () (Figura 4). 

 

Figura 4: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas Keap-1/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos.  
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Nossos resultados mostraram que há redução do conteúdo proteico de 

Bach-1 em aortas de ratas hipertensas quando comparadas as aortas de ratas 

normotensas não prenhes, e que a prenhez não altera a expressão desta 

proteína em aortas de ratas normotensas, e em aortas de SHR. Ao 

compararmos a expressão desta proteína entre aortas de ratas prenhes, 

observamos menor expressão em aortas de SHR (Figura 5). 

 

 

Figura 5: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas Bach-1/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5-6) dos diferentes grupos. *p<0.05 entre SHR prenhe 

e Wistar não prenhe e, SHR prenhe vs Wistar prenhe, ** p<0.01 entre SHR não 

prenhe e Wistar não prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pós 

teste de Tukey.  
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5.3 Análise da expressão proteica das isoformas das enzimas SOD, SOD-1 

e SOD-2, e da NQO1 em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR não 

prenhes e prenhes 

 

Nossos resultados demonstram que não há diferença na expressão da 

enzima antioxidante SOD-1 entre aortas de ratas normotensas e hipertensas 

não prenhes, e que também não há alteração da expressão desta enzima entre 

aortas dos grupos Wistar e SHR prenhes (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas SOD-1/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos.  
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A expressão da enzima antioxidante SOD-2 foi maior em aortas de 

Wistar prenhes quando comparada a Wistar não prenhes. Não observamos 

diferenças na expressão de SOD-2 entre aortas de SHR prenhes (Figura 7) e 

de SHR não prenhe.  

 

 

Figura 7: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas SOD-2/β-actina em homogenatos de aortas de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos. *p<0.05 entre os grupos 

Wistar não prenhe versus Wistar prenhe e Wistar prenhe versus SHR prenhe. 

Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  
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Observamos redução da expressão de NQO1 no grupo de ratas 

espontaneamente hipertensas quando comparadas ao grupo de ratas 

normotensas não prenhes. A prenhez não alterou a expressão desta enzima 

antioxidante em aortas de ratas normotensas. Entretanto, a expressão desta 

enzima foi diminuída no grupo SHR prenhe quando comparada ao grupo SHR 

não prenhe (Figura 8). 

 

 

Figura 8: Imagens representativas das bandas e quantificação da expressão de 

proteínas NQO1/β-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR 

não prenhes e prenhes. As barras representam a média ± EPM dos resultados 

obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos. * p<0.05 entre o grupo SHR 

não prenhe vs Wistar não prenhes, *** p<0.001 SHR prenhe vs SHR não 

prenhe, SHR prenhe vs Wistar prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs Wistar 

não prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  

 

 

 



54 
 

5.4 Análise do efeito do Brusatol em células endoteliais  

 

A fim de quantificarmos um possível efeito do Brusatol, inibidor do Nrf2, 

nas células vasculares de aortas de ratas prenhes e não prenhes, Wistar ou 

SHR, inicialmente avaliamos o efeito do Brusatol em células endoteliais de veia 

umbilical humana (HUVEC). Realizamos experimentos para avaliar se o 

Brusatol promoveria alteração na concentração intracelular de NO nestas 

células. Para isso quantificamos a intensidade de fluorescência, expressa por 

unidades arbitrarias, emitidas pela sonda DAF-2DA, seletiva para NO. Células 

incubadas por 30 minutos com Brusatol 10 µmol/L, 1 µmol/L, 0,1 µmol/L e 0,01 

µmol/L não apresentaram diferença na variação de fluorescência do DAF-2DA, 

quando comparadas as células não incubadas, controles (Figura 9). 
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Figura 9: Intensidade de fluorescência emitida pelo DAF-2/DA (5 µmol/L) que 

quantifica a concentração de óxido nítrico (NO) em HUVEC, em condições 

basais ou não incubadas (Controle) e após 45 minutos de incubação com 

Brusatol 0,01 µmol/L, 0,1 µmol/L, 1 µmol/L e 10 µmol/L. O gráfico mostra os 

valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a média ± EPM destes 

valores.  
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Também avaliamos um possível efeito do Brusatol sobre a concentração 

intracelular de ERO.  Para tanto analisamos a intensidade de fluorescência, 

emitida pela sonda DHE, seletiva para ERO, em HUVEC. Todas as 

concentrações de Brusatol, ou seja, 10 µmol/L, 1 µmol/L, 0,1 µmol/L e 0,01 

µmol/L foram capazes de aumentar a intensidade de fluorescência ao DHE, 

mostrando que o Brusatol nas diferentes concentrações, aumenta as  

concentrações intracelulares de ERO quando comparadas aos valores 

observados nas células controle, não incubadas. Na concentração 10 µmol/L, 

observamos o maior efeito do Brusatol sobre a concentração de ERO em 

HUVEC (Figura 10). 
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Figura 10: Intensidade de fluorescência emitida pelo DHE (2,5 µmol/L) em 

HUVEC, em condições basais, não incubadas (Controle) e após incubação por 

45 minutos com Brusatol 0,01 µmol/L, 0,1 µmol/L, 1 µmol/L e 10 µmol/L.  O 

gráfico mostra os valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a 

média ± EPM destes valores. p*<0,05 nas diferentes concentrações de Brusatol 

versus Controle. # Brusatol 10 µmol/L versus Brusatol 0,01 µmol/L. Aplicado 

teste One-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey.  
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5.5 Análise do efeito do Brusatol sobre a biodisponibilidade de NO em 

aortas de ratas prenhes e não prenhes, Wistar e SHR 

 

Verificamos se o Brusatol seria capaz de alterar o a biodisponibilidade 

de NO estimulada pela acetilcolina em aortas de ratas normotensas e 

hipertensas. Observamos que aortas de ratas normotensas Wistar prenhes 

estimuladas com ACh apresentaram maior concentração de Nitrito quando 

comparadas as aortas de ratas Wistar não prenhes (17.72 ± 3.47 µmol/mg de 

tecido úmido, n = 4). Além disso, podemos verificar que a incubação com 

Brusatol foi capaz de reduzir a concentração de nitrito em aortas de ratas 

Wistar prenhes, mas não alterou em Wistar não prenhes (Figura 11). 
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Figura 11:  Concentração de nitrito em anéis de aorta de Wistar, estimulados 

com ACh (1 µmol/L por 5 minutos) na ausência e na presença de Brusatol 

(0,1µmol/L por 30 minutos), (n=3-4). As barras representam a média ± SEM da 

diferença (delta) entre os valores obtidos. *** p<0.001 entre os grupos Wistar 

não prenhe ACh vs Wistar prenhe ACh e Wistar prenhe ACh vs Wistar prenhe 

Brusatol. Aplicado teste One-way ANOVA, seguido de pós teste de Tukey, a 

comparação entre prenhes e não prenhes no mesmo grupo foi realizada pelo 

teste t de Student. 
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Verificamos que não há diferença na concentração de nitrito entre aortas 

de ratas SHR prenhes e SHR não prenhes.  O Brusatol não alterou a 

concentração de nitrito estimulada pela ACh em aortas de SHR não prenhes, 

mas reduziu em aortas de SHR prenhes (Figura 12). 
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Figura 12: Concentração de nitrito em anéis de aorta de SHR, estimulados com 

ACh (1 µmol/L por 5 minutos) na ausência e na presença de Brusatol 

(0,1µmol/L por 30 minutos), (n=4-5). As barras representam a média ± SEM da 

diferença (delta) entre os valores obtidos. **p=0,0065 entre aortas do grupo 

SHR prenhe ACh vs do grupo SHR prenhe incubado com Brusatol. Aplicado 

teste t de Student).  
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5.7 Efeito do Brusatol na Reatividade vascular à fenilefrina (PE) em aortas 

de ratas prenhes e não prenhes, Wistar e SHR 

 

 A incubação com Brusatol (0,1µmol/L), um inibidor de Nrf2, foi capaz de 

aumentar a reatividade à PE em anéis de aorta de ratas Wistar não prenhes, 

quando comparadas aos anéis não incubados, controles. Aortas intactas de 

ratas Wistar prenhes incubadas com Brusatol apresentaram maior reatividade à 

fenilefrina quando comparadas as aortas não incubadas, controle (Figura 13). 
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Figura 13: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio, controles (C) e incubados com 

Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis 

de aortas de ratas Wistar não prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 5-6). Os valores 

de Emax foram comparados entre aortas incubadas ou não com Brusatol nos 

grupos (Teste t de Student). *p< 0,05 valores de Emax das curvas em anéis de 

ratas WNP B vs WNP C. δ p<0,05 valores de Emax das curvas em anéis de 

ratas WP B vs WP C. 
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Não observamos efeito do Brusatol sobre a reatividade vascular de anéis 

de aorta de ratas Wistar não prenhes sem endotélio quando comparado aos 

anéis não incubados, indicando que o efeito do Brusatol seria depende do 

endotélio (Figura 14). 
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Figura 14: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta sem endotélio, de Wistar não prenhes, não 

incubados (controle) ou incubados com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. 

Os pontos representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 6).  
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O Brusatol não alterou a reatividade à PE em anéis de aortas com 

endotélio de SHR não prenhes. O inibidor também não alterou a reatividade à 

PE em anéis de aorta com endotélio de SHR prenhes (Figura 15). 
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Figura 15: Curvas concentração-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio controles (C) e incubados com 

Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis 

de aortas de ratas SHR não prenhes (SHR NP) e prenhes (SHR P). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 6-10). Os 

valores de Emax foram comparados entre aortas incubadas ou não com 

Brusatol nos grupos (Teste t de Student). *p< 0,05 valores de Emax das curvas 

em anéis de ratas SHR NP C vs SHR P C. 
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5.8 Efeito do Brusatol na Reatividade vascular à Acetilcolina (ACh) em 

aortas de ratas prenhes e não prenhes, Wistar e SHR 

 

Não observamos diferenças na reatividade à ACh entre aortas de ratas 

não prenhes e ratas prenhes. O efeito do Brusatol no relaxamento de aortas 

estimuladas por Acetilcolina (ACh) foi avaliado e observamos que a incubação 

com Brusatol não foi capaz de alterar o relaxamento induzido pela ACh em 

aortas de ratas Wistar, prenhes ou não prenhes (Figura 16). 
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Figura 16: Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio não incubados (controle) e incubados 

com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com 

anéis de aortas de ratas Wistar não prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos 

representam a média ± EPM dos experimentos realizados (n = 4-6).  
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A reatividade à ACh em aortas de SHR não é alterada pela prenhez. O 

efeito do Brusatol na reatividade à acetilcolina em aortas com endotélio de SHR 

não prenhes não foi observado, assim como em aortas com endotélio de ratas 

SHR prenhes. Observamos que a incubação com Brusatol também não 

promoveu diferença na reatividade à ACh entre aortas de SHR não prenhes e 

prenhes (Figura 17). 
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Figura 17: Curvas concentração-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1 

mmol/L) em anéis de aorta com endotélio controles e incubados com e 

incubados com Brusatol (0,1µmol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram 

feitos com anéis de aortas de ratas SHR não prenhes (SHR NP) e prenhes 

(SHR P). Os pontos representam a média ± EPM dos experimentos realizados 

(n = 6-7). 
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6 Discussão 

 

Neste estudo mostramos que em aortas de ratas SHR prenhes há 

redução da expressão das subunidades regulatórias NOXO-1 e p47phox, 

porém em Wistar prenhes há redução somente da subunidade NOXO-1. A 

prenhez é uma condição capaz de aumentar a expressão do fator de 

transcrição Nrf2 e da enzima antioxidante SOD-2 em aortas de ratas Wistar. 

Em aortas de SHR observamos redução na expressão do inibidor Bach-1 e da 

enzima antioxidante NQO1 quando comparadas as ratas Wistar. Além disso, a 

prenhez foi capaz reduzir ainda mais a expressão de NQO1 em SHR. Não 

encontramos diferenças na expressão de Keap-1 e SOD-1 entre ratas 

normotensas e hipertensas, prenhes e não prenhes. Em células HUVEC 

observamos que a incubação com Brusatol foi capaz de aumentar a 

biodisponibilidade de ERO, sem alterar a biodisponibilidade de NO. Nossos 

experimentos bioquímicos mostraram que aortas de ratas Wistar prenhes 

apresentam maiores níveis de NO2
- quando comparadas as aortas de ratas não 

prenhes e que a incubação com Brusatol reduziu os níveis de NO2
- em aortas 

de ratas Wistar e SHR prenhes. Nossos resultados de experimentos funcionais 

mostraram que o Brusatol foi capaz de aumentar a reatividade à PE em aortas 

de ratas Wistar prenhes, porém não alterou a reatividade à PE em aortas de 

SHR, além de não alterar o relaxamento induzido pela ACh em aortas de 

ambas as linhagens.  

Estudos prévios de nosso grupo mostraram que a prenhez é uma 

condição fisiológica que reduz a produção de espécies reativas de oxigênio 

(ERO) em aortas de SHR (TROIANO et al., 2016), revertendo o desequilíbrio 

redox observado em aortas de SHR não prenhes. Como o Nrf2 é um fator 

redox-sensível, esta alteração associada à prenhez poderia modular a ativação 

do Nrf2 e de sistemas antioxidantes em vasos de SHR, contribuindo para maior 

biodisponibilidade de NO nestes vasos.  

Avaliamos inicialmente, possíveis diferenças na expressão destas 

proteínas associadas a hipertensão. Os resultados obtidos na primeira parte 

deste estudo mostraram que não há diferença na expressão de NOXO-1 

(Figura 1) entre aortas de ratas hipertensas (SHR) não prenhes e de ratas 

Wistar, assim como na expressão de NOX1 (TROIANO et al., 2016). 
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Resultados prévios de nosso grupo mostraram que a expressão da NOX1 e de 

sua subunidade regulatória NOXO-1, não estão alteradas em aortas e leito 

mesentéricos de machos SHR (PERASSA et al., 2016, GRATON et al., 2019) 

quando comparada aos vasos de ratos normotensos. No entanto, a expressão 

de NOX2 e de sua subunidade regulatória p47phox estão aumentadas em 

aorta e leito mesentérico de machos SHR (PERASSA et al., 2016, GRATON et 

al., 2019) e apesar da expressão de NOX2 ser maior em aortas de fêmeas 

SHR do que em aortas de ratas normotensas (TROIANO et al., 2016), 

nenhuma alteração da expressão de p47phox foi observada nestes vasos 

(Figura 2). Já a expressão de NOX4 não está alterada em vasos de machos 

SHR, mas está aumentada em aorta de fêmeas SHR não prenhes. A maior 

expressão de isoformas de NAD(P)H oxidase e de suas subunidades 

regulatórias associada a maior atividade enzimática medida em aorta e leito 

mesentérico, maior quantidade de ERO em células endoteliais de aorta e maior 

peroxidação lipídica em aortas de SHR (PERASSA et al., 2016, TROIANO et 

al., 2016, GRATON et al., 2019), corroboram dados da literatura que mostram 

maior produção de ânion superóxido (O2
•–) ou de ERO em células de vasos 

sanguíneos periféricos e centrais de ratos hipertensos SHR (CAI e HARRISON, 

2000, PARAVICINI et al., 2004, LODI et al., 2006, RAHALI, LI e ANAND-

SRIVASTAVA, 2018). 

 Em condições fisiológicas, Nrf2 está constitutivamente expresso no 

citoplasma das células e associado ao Keap-1, uma proteína repressora de sua 

atividade. Radicais livres favorecem a translocação do Nrf2 para o núcleo e a 

ligação aos genes do elemento de resposta antioxidante (ARE) que codificam 

proteínas antioxidantes. Apesar do papel do Nrf2 no sistema cardiovascular 

não ser totalmente conhecido, evidências indicam que a menor atividade do 

Nrf2 contribui para o estresse oxidativo (apud da COSTA et al., 2019). 

Resultados apresentados previamente por outros grupos mostraram redução 

da expressão proteica, ou de  RNAm, de Nrf2 e Keap-1 em  células vasculares 

(aortas ou artérias mesentéricas) de machos SHR e SHR-SP se comparadas 

as mesmas células de ratos normotensos (EREJUWA et al., 2012, LI et al., 

2019, LOPES et al., 2015, YAN e WANG, 2019). Interessantemente e diferente 

do esperado, não observamos alteração da expressão basal de Nrf2 (Figura 3) 

ou de sua proteína regulatória Keap-1 (Figura 4) em aortas de SHR se 
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comparadas às aortas de ratas Wistar não prenhes.  Como não encontramos 

alterações na expressão destas proteínas, avaliamos possíveis alterações na 

expressão de Bach-1, outra proteína repressora da atividade de Nrf2 e 

observamos que em condição basal, não estimulada, a expressão de Bach-1 é 

menor em aortas de SHR não prenhes (Figura 5) do que em aortas de Wistar 

não prenhes. Nos estudos de Lopes et al., (2015) foi observado que o estímulo 

de célula do músculo liso vascular com angiotensina II (Ang II) leva o aumento 

a expressão de Bach-1 apenas em SHR-SP se comparado ao rato normotenso 

WKY, indicando que esta proteína teria um papel importante na ativação 

deficiente do Nrf2 que ocorreria com o aumento do estresse oxidativo pela Ang 

II. Aumento da expressão de Bach-1 dependente do estímulo com Ang II 

também foi observado em tecido renal de camundongos (LOPES et al., 2015, 

WEBER et al., 2018).   

 Avaliamos também possíveis alterações na expressão de enzimas 

antioxidantes em aortas de ratas hipertensas. Nossos resultados mostraram 

redução da expressão de NQO1 (Figura 8), mas nenhuma alteração na 

expressão de SOD-1 (Figura 6) e de SOD-2 (Figura 7) em aortas de SHR não 

prenhes quando comparadas a aortas de Wistar não prenhes. Em vasos 

sanguíneos de ratos machos hipertensos (SHR-SP e SHR) há redução da 

expressão proteica, de RNAm ou da atividade de SOD-1, SOD-2 e NQO1 

(LOPES et al., 2015, MAJZUNOVA et al., 2019).  

 Os resultados desta primeira parte de nosso estudo mostraram que, 

diferente do encontrado em vasos de ratos machos hipertensos, a hipertensão 

associada ao desequilíbrio redox em fêmeas não altera de forma significativa a 

expressão de muitas proteínas envolvidas nos mecanismos de modificações 

pós-traducionais associados ao Nrf2 em aortas. Não encontramos na literatura 

resultados prévios que comparassem diferenças entre vasos sanguíneos de 

machos e fêmeas hipertensos. Assim, como nossa contribuição, nesta primeira 

parte do estudo, mostramos que nenhuma alteração na expressão de Nrf2, 

Keap-1, SOD-1 e de SOD-2 é observada em aortas de fêmeas SHR, mas há 

redução da expressão de Bach-1 e de NQO1 nestes vasos. 

 Considerando que a prenhez é uma condição fisiológica que reduz a 

quantidade de ERO em células endoteliais, a produção de ERO e a expressão 

de NOX1, NOX2 e NOX4 em aortas de fêmeas SHR (TROIANO et al., 2016), 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Majzunova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31885800
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contribuindo desta forma para reverter o desequilíbrio redox observado em 

vasos de SHR, levantamos a hipótese que a prenhez modularia a expressão de 

todas as proteínas acima citadas.      

 Observamos que a prenhez reduz a expressão de NOXO-1, mas não 

altera a expressão de p47phox em aortas de ratas Wistar, porém, 

interessantemente, em aortas de SHR, a prenhez reduz a expressão de 

NOXO-1 e de p47phox (Figuras 1 e 2 respectivamente). A redução da 

expressão de NOXO-1 em aortas de ratas prenhes foi mais significativa em 

SHR do que em ratas Wistar (Figura 1). A redução das subunidades 

regulatórias NOXO-1 e p47phox em aortas de SHR prenhes poderia ser 

associada a menor expressão das isoformas NOX1 e NOX2 e a menor 

produção de ERO (TROIANO et al., 2016) encontrada nestes vasos, 

reforçando a sugestão que a prenhez, como processo fisiológico, é capaz de 

reduzir a geração ERO em células de vasos sanguíneos periféricos, 

principalmente de SHR. 

 Em aortas de ratas normotensas prenhes observamos aumento da 

expressão de Nrf2 (Figuras 3) e da expressão de SOD-2 (Figura 7), mas sem 

alteração da expressão de Keap-1, Bach-1 (Figuras 4 e 5), SOD-1 (Figura 6) ou 

de NQO1 (Figura 8), sugerindo que a prenhez em ratas normotensas, poderia 

aumentar a expressão/atividade de alguns sistemas antioxidantes, como SOD-

2, associados a maior expressão/atividade de Nrf2 em aorta. Também foi 

observado aumento da atividade de catalase em leito mesentérico de ratas 

normotensas prenhes (OGNIBENE et al., 2012), e de SOD-2, mas não de 

SOD-1, em endométrio de ovelhas ao final da prenhez (AL-GUBORY, FAURE 

e GARREL, 2017). Ao contrário do esperado, não observamos aumento, mas 

redução apenas da expressão da enzima antioxidante de NQO1 (Figura 8), 

sem alteração de expressão de SOD-1 e SOD-2 em aortas de SHR prenhes. 

Menor atividade de SOD, mas aumento na atividade de glutationa redutase 

(GPx), foi também observada em leito mesentérico de SHR prenhes 

(OGNIBENE et al., 2012). O mecanismo envolvido no efeito da prenhez sobre 

as enzimas antioxidantes é para nós até o momento desconhecido, mas os 

resultados apresentados sugerem claramente que em ratas hipertensas, a 

prenhez não seria capaz de induzir o aumento da atividade de enzimas 

antioxidantes. 
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 Juntos os resultados obtidos nas primeiras partes de nosso estudo 

mostram que a prenhez modula a biodisponibilidade de ERO em vasos 

sanguíneos, mas de forma distinta entre ratas normotensas e hipertensas. 

Nossos dados sugerem que enquanto em aortas de ratas normotensas 

prenhes a maior expressão/atividade de enzimas antioxidantes parece ser mais 

relevante, em aortas de SHR prenhes, a menor expressão e atividade de 

enzimas produtoras de ERO, isoformas de NAD(P)H, NOX1 e NOX2, e 

subunidades regulatórias, NOXO-1e p47phox, seriam mais importantes para 

manutenção da menor biodisponibilidade vascular de ERO. 

 Para confirmarmos esta hipótese, realizamos estudo bioquímico e 

funcionais utilizando o Brusatol, um inibidor de Nrf2 (CAI et al., 2018, BAI et al., 

2020). Inicialmente, verificamos que a pré-incubação de HUVEC com 

diferentes concentrações de Brusatol não alterou a quantidade de NO, mas 

promoveu um aumento da quantidade de ERO nestas células (Figuras 9 e 10, 

respectivamente). O efeito do Brusatol sobre a biodisponibilidade de NO 

também foi avaliado em aorta. Verificamos que os níveis de NO2
- estão 

aumentados em aortas de ratas Wistar prenhes, corroborando a sugestão de 

que a atividade da eNOS estaria aumentada em vasos sanguíneos de ratas 

prenhes (BALLEJO et al., 2002, ZANCHETA et al., 2016, TROIANO et al., 

2016). A pré-incubação de aortas com Brusatol (0,1µmol/L) reduziu a 

quantidade de NO2
- estimulada por ACh apenas em aortas de ratas Wistar 

prenhes (Figura 11), sugerindo que nestes vasos, a atividade do Nrf2 estaria 

associada a maior biodisponibilidade de NO. Esta sugestão é reforçada pelos 

nossos resultados que mostraram que a expressão de Nrf2, assim como de 

SOD-2, está aumentada em aortas de ratas Wistar prenhes.  

 Em aortas de SHR prenhes, a quantidade de NO2
-  estimulada por ACh 

não foi diferente da encontrada em aortas de SHR não prenhes (Figura 12), 

apesar das concentrações de NO basal, ser maior em células endoteliais 

isoladas de aortas de SHR prenhes (TROIANO et al., 2016). Em aortas de SHR 

não prenhes, o Brusatol não alterou a quantidade de NO2
- estimulada por ACh, 

mas reduziu em aortas de SHR prenhes sugerindo participação da via do Nrf2 

na prenhez (Figura 12). 

 Nos experimentos funcionais, para avaliação da reatividade de aortas, o 

Brusatol aumentou o efeito contrátil à PE em aortas de ratas não prenhes e 
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prenhes normotensas (Figura 13), efeito este que não foi observado em aortas 

sem endotélio (Figura 14), sugerindo que a atividade de Nrf2 participa do efeito 

modulador do endotélio sobre a reatividade à PE, o qual depende da 

biodisponibilidade de NO. Na presença de Brusatol, inibidor da atividade de 

Nrf2, a quantidade de ERO (Figura 10) foi aumentada em HUVEC. 

Considerando que este mesmo efeito ocorreria em células endoteliais de aortas 

de ratas, consequentemente, menor modulação endotélio-dependente sobre a 

resposta contrátil seria esperada, ou seja, na presença do Brusatol, a maior 

quantidade de O2
•– reduziria a biodisponibilidade de NO e seu efeito anti-

contrátil, reduzindo assim o efeito modulador do endotélio e/ou aumentando a 

contração das aortas ao agonista α1-adrenérgico.  

A presença de Brusatol, no entanto, não aboliu a diferença de 

reatividade entre aortas de ratas prenhes e não prenhes (Figura 13), sugerindo 

que este mecanismo não seria responsável pela maior modulação endotelial e 

menor reatividade de aortas à PE observada em ratas prenhes. Por outro lado, 

considerando que a maior expressão Nrf2 seria associada a maior atividade de 

Nrf2 em aortas de ratas Wistar prenhes, possivelmente uma maior 

concentração de Brusatol seria necessária para inibir totalmente sua atividade 

e abolir a diferença de reatividade entre aortas de prenhes e não prenhes. Até 

o momento não realizamos um experimento funcional utilizando uma maior 

concentração de Brusatol para testarmos esta hipótese, mas avaliando as 

curvas concentração-efeito (Figura 13) pode ser observado que a concentração 

de Brusatol usada foi suficiente para igualar a contração entre aortas de ratas 

prenhes e de aortas de ratas não prenhes não incubadas com Brusatol, 

sugerindo a participação do Nrf2 na hiporeatividade de aortas de ratas prenhes 

à PE. Até o momento nossos resultados sugerem que a atividade de Nrf2, que 

é inibida pelo Brusatol, participa do efeito modulador do endotélio sobre a 

reatividade à PE, e que esta participação seria maior em aortas de ratas 

prenhes, uma vez que a mesma concentração de Brusatol reverteu apenas 

parcialmente a maior modulação endotelial sobre contração vascular à PE 

observada na prenhez (BALLEJO et al., 2002, ZANCHETA et al., 2015, 

TROIANO et al., 2016). Interessantemente, ausência de efeito do Brusatol 

sobre a reatividade à PE foi observada em aortas de SHR não prenhes e 

prenhes (Figura 15), reforçando nossos achados prévios que sugerem que o 
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Nrf2, assim como a expressão/atividade de enzimas antioxidantes, não teria, 

em aortas de SHR prenhes, participação tão importante nos mecanismos 

envolvidos na hiporeatividade à PE como observado em aortas de Wistar 

prenhes. 

Estudos prévios mostraram que a reatividade de aortas de ratas Wistar 

ou SHR, à ACh, assim como a outros vasodilatadores, não está alterada na 

prenhez (BALLEJO et al., 2002, ZANCHETA et al., 2015). O Brusatol não 

alterou significativamente o efeito vasodilatador da ACh em aortas dos grupos 

avaliados (Figuras 16 e 17). Este resultado corrobora a sugestão que a 

hiporeatividade de aortas de ratas prenhes à PE seria consequente de um 

maior efeito modulador do NO sobre as contrações vasculares dependentes de 

maior atividade da via PI3K-AKt e fosforilação da eNOS (ZANCHETA et al., 

2015), mecanismo distinto do ativado pela ACh. 
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7 Conclusão 

 

Em conclusão, nossos resultados sugerem que a atividade da via de 

sinalização do Nrf2 pode estar aumentada, favorecendo a maior atividade de 

enzimas antioxidantes como a SOD-2, que contribuiria para maior 

biodisponibilidade de NO e maior modulação endotélio-dependente da 

contração vascular à PE em aortas de ratas normotensas prenhes. No entanto, 

em aortas de SHR prenhes, este mecanismo parecer não ser mais importante 

que a redução da atividade de isoformas NOX e de suas subunidades 

regulatórias que contribuiriam para menor geração de O2
•- e 

consequentemente, maior biodisponibilidade de NO e maior modulação 

endotélio-dependente da contração vascular à PE associada à prenhez.  
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9 Apêndice  

 

1. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos de 

Western Blot 

 

 

Tabela 1- Valores dos resultados apresentados na Figura 1, referentes à 

expressão de NOXO-1 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 1,068 ± 0,038  9 

Wistar Prenhe 0,846 ± 0,076  9 

SHR Não Prenhe 0,898 ± 0,046  9 

SHR Prenhe 0,454 ± 0,056  8 

 

 

Tabela 2- Valores dos resultados apresentados na Figura 2, referentes a 

expressão de p47phox em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 1,102 ± 0,081  4 

Wistar Prenhe 0,947 ± 0,039  5 

SHR Não Prenhe 0,942 ± 0,015  5 

SHR Prenhe 0,647 ± 0,061  5 

 

 

Tabela 3- Valores dos resultados apresentados na Figura 3, referentes à 

expressão de Nrf2 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 0,785 ± 0,094 5 

Wistar Prenhe 1,128 ± 0,038  5 

SHR Não Prenhe 0,844 ± 0,062  5 

SHR Prenhe 0,712 ± 0,137  4 
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Tabela 4- Valores dos resultados apresentados na Figura 4, referentes à 

expressão de Keap-1 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 0,948 ± 0,053  5 

Wistar Prenhe 0,952 ± 0,088  4 

SHR Não Prenhe 0,872 ± 0,069  4 

SHR Prenhe 0,773 ± 0,109  4 

 

 

Tabela 5- Valores dos resultados apresentados na Figura 5, referentes à 

expressão de Bach-1 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 0,485 ± 0,035  5 

Wistar Prenhe 0,439 ± 0,023  6 

SHR Não Prenhe 0,366 ± 0,026  5 

SHR Prenhe 0,311 ± 0,022  4 

 

 

Tabela 6- Valores dos resultados apresentados na Figura 6, referentes à 

expressão de SOD-1 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 0,688 ± 0,018  5 

Wistar Prenhe 0,718 ± 0,059  4 

SHR Não Prenhe 0,707 ± 0,049  4 

SHR Prenhe 0,626 ± 0,026  4 

 

 

Tabela 7- Valores dos resultados apresentados na Figura 7, referentes à 

expressão de SOD-2 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 1,127 ± 0,035  5 

Wistar Prenhe 1,443 ± 0,089  4 
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SHR Não Prenhe 1,213 ± 0,064  5 

SHR Prenhe 1,176 ± 0,056  5 

 

 

Tabela 8- Valores dos resultados apresentados na Figura 8, referentes à 

expressão de NQO1 em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores em Unidade 

Arbitrárias (UA) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 1,131 ± 0,045  5 

Wistar Prenhe 0,948 ± 0,071  4 

SHR Não Prenhe 0,899 ± 0,055  5 

SHR Prenhe 0,435 ± 0,059  5 

 

 

2. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos 

fluorimétricos 

 

 

Tabela 9- Valores dos resultados apresentados na Figura 9, referentes à 

intensidade de fluorescência do DAF-2/DA em HUVEC após a incubação 

com diferentes concentrações de Brusatol 

Concentração de 

Brusatol (µmol/L) 

Intensidade de 

fluorescência (UA) 
Número amostral 

Controle 8460 ± 281,3 4 

0,01 µmol/L 8833 ± 162,0  4 

0,1 µmol/L 9040 ± 199,2  4 

1 µmol/L 9215 ± 335,2  4 

10 µmol/L 8793 ± 302,2  4 

 

 

Tabela 10- Valores dos resultados apresentados na Figura 10, referentes à 

intensidade de fluorescência do DHE em HUVEC após a incubação com 

diferentes concentrações de Brusatol 

Concentração de 

Brusatol (µmol/L) 

Intensidade de 

fluorescência (UA) 
Número amostral 

Controle 8983 ± 75,50  4 
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0,01 µmol/L 11834 ± 268,2  4 

0,1 µmol/L 13030 ± 195,6  4 

1 µmol/L 13370 ± 501,6  4 

10 µmol/L 13852 ± 216,3  4 

 

 

3. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos para 

quantificação de Nitrito utilizando o Método de Griess em aortas 

dos diferentes grupos 

 

 

Tabela 11- Valores dos resultados apresentados na Figura 11, referentes a 

concentração de nitrito quantificada em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 

Concentração de 

Nitrito em aortas 

(µmol/mg de tecido 

úmido) 

Número amostral 

Wistar Não Prenhe + 

ACh 
17,72 ± 3,47  4 

Wistar Prenhe + ACh  50,93 ± 3,48  3 

Wistar Não Prenhe + 

ACh + Brusatol  
7,434 ± 5,06 4 

Wistar Prenhe + ACh + 

Brusatol  
0,522 ± 0,29 3 

 

 

Tabela 12- Valores dos resultados apresentados na Figura 12, referentes a 

concentração de nitrito quantificada em aortas dos diferentes grupos 

Grupos 

Concentração de 

Nitrito em aortas 

(µmol/mg de tecido 

úmido) 

Número amostral 

SHR Não Prenhe + ACh 35,29 ± 19,37  5 

SHR Prenhe + ACh  23,44 ± 2,85  4 

SHR Não Prenhe + ACh 

+ Brusatol  
17,88 ± 8,94  5 

SHR Prenhe + ACh + 

Brusatol  
0  5 
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4. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos de 

reatividade vascular. 

 

 

Tabela 13- Valores dos resultados apresentados na Figura 13, referentes 

ao Emax das curvas concentração-efeito para fenilefrina em aortas dos 

diferentes grupos 

Grupos 
Valores de Emax 

 (mN) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 

Controle  
25,10 ± 2,97  6 

Wistar Prenhe Controle 18,98 ± 2,01  5 

Wistar Não Prenhe 

Brusatol 
37,13 ± 2,89  6 

Wistar Prenhe Brusatol  26,60 ± 2,01  5 

 

 

Tabela 14- Valores dos resultados apresentados na Figura 14, referentes 

ao Emax das curvas concentração-efeito para fenilefrina em aortas sem 

endotélio não-incubadas (controle) e incubadas com Brusatol 

Grupos 
Valores da contração 

(mN) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 

Controle (Sem 

endotélio) 

36,50 ± 0,96  6 

Wistar Não Prenhe 

Brusatol (Sem 

endotélio) 

38,27 ± 3,32  6 

 

 

Tabela 15- Valores dos resultados apresentados na Figura 15, referentes 

ao Emax das curvas concentração-efeito para fenilefrina em aortas não-

incubadas (controle) e incubadas com Brusatol, nos diferentes grupos 

Grupos 
Valores de Emax 

 (mN) 
Número amostral 

SHR Não Prenhe 

Controle  
25,43 ± 1,13 6 

SHR Prenhe Controle 19,12 ± 1,79 10 

SHR Não Prenhe 

Brusatol 
24,50 ± 1,28  9 
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SHR Prenhe Brusatol  19,56 ± 0,82 10 

 

 

Tabela 16- Valores dos resultados apresentados na Figura 16, referentes 

ao Emax das curvas concentração-efeito para acetilcolina em aortas não-

incubadas (controle) e incubadas com Brusatol, nos diferentes grupos 

 Grupos 
Valores de Emax 

(% de relaxamento) 
Número amostral 

Wistar Não Prenhe 

Controle  
94,07 ± 0,98 6 

Wistar Prenhe Controle 95,56 ± 1,30 4 

Wistar Não Prenhe 

Brusatol 
93,57 ± 1,56 6 

Wistar Prenhe Brusatol  92,81 ± 0,61 5 

 

 

Tabela 17- Valores dos resultados apresentados na Figura 17, referentes 

ao Emax das curvas concentração-efeito para acetilcolina em aortas não-

incubadas (controle) e incubadas com Brusatol, dos diferentes grupos 

Grupos 
Valores de Emax 

(% de relaxamento) 
Número amostral 

SHR Não Prenhe 

Controle  
94,65 ± 1,28  6 

SHR Prenhe Controle 96,56 ± 1,05 7 

SHR Não Prenhe 

Brusatol 
92,83 ± 2,23 7 

SHR Prenhe Brusatol  96,84 ± 0,67 7 

 

 


