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RESUMO

Alteracdes em diferentes vias de sinalizacdo levam a disfuncdo vascular e
endotelial e consequentemente a hipertensdo. A hipertensao esta relacionada
diretamente com o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e diminuicdo da biodisponibilidade de oOxido nitrico (NO) nos vasos
sanguineos. A via do Nrf2 (fator nuclear eritréide 2) estd envolvida nos
mecanismos que levam ao aumento da biodisponibilidade vascular de NO, pois
controla a expressdo de enzimas antioxidantes. A ativacdo do Nrf2 € modulada
por sua ligacdo com a Keap-1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) e sua
atividade € modulada pelo fator de transcricdo 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 reducdo da pressao
arterial ao final da prenhez, que tem sido associada a reducdo do estresse
oxidativo e maior biodisponibilidade de NO. Com o aumento da
biodisponibilidade de NO, é aumentada a modulacdo do endotélio sobre a
reatividade vascular & agonistas vasoconstritores, como a fenilefrina (PE).
Levantamos a hip6tese que a prenhez altera a expressado e ou a atividade do
Nrf2 e de seus inibidores Keap-1 e Bach-1 e que estas possiveis alteracdes
estariam associadas a maior modulacéo endotelial sobre contracdo de aortas a
PE. Para testarmos esta hipGtese, a expressao de Nrf2, Keap-1 e Bach-1 e
também das enzimas antioxidantes transcritas pelo Nrf2, como a NADP(H)
guinona oxirredutase-1 (NQO1), SOD-1 e SOD-2 foram avaliadas em aortas de
ratas prenhes e comparadas as aortas de ratas nao-prenhes. A fim de
identificarmos outros possiveis mecanismos alterados pela prenhez em ratas
Wistar e SHR, avaliamos a expressao de NOXO-1, subunidade regulatéria da
NOX1 e de p47phox, subunidade regulatoria de NOX2. A participacdo do Nrf2
na producdo de NO endotelial em aortas de ratas prenhes, foi avaliada pela
utilizacdo de Brusatol, uma droga inibidora do Nrf2. Avaliamos também a

participacdo do Nrf2 na reatividade de aortas de ratas prenhes a fenilefrina e a



acetilcolina, utilizando o Brusatol. Todos os resultados foram comparados entre
ratas nao-prenhes normotensas (Wistar) e hipertensas (SHR) e entre ratas
ndo-prenhes e prenhes nos grupos (andlise de multivariancia, post-test Tukey,
p<0,05). Os resultados mostraram que a expressao de Nrf2 estd aumentada
em aortas de ratas prenhes Wistar, apesar da expresséo de Keap-1 e de Bach-
1 ndo estar alterada. Associado a expressdo aumentada de Nrf2 observamos
maior expressédo de SOD-2, mas ndao de SOD-1 ou NQO1, em aortas de ratas
prenhes. Em aortas de ratas SHR nao prenhes, observamos entre todas as
proteinas avaliadas, menor expressdao de Bach-1 e de NQO1 quando
comparadas as aortas de ratas normotensas. A prenhez reduziu ainda mais a
expressdo apenas de NQO1l em aortas de SHR. A prenhez reduziu a
expressao de NOXO-1 e de p47phox em aortas de SHR, enquanto que em
aortas de ratas Wistar reduziu apenas a expressao de NOXO-1. Os resultados
obtidos neste estudo mostraram também que a incubacdo de HUVEC com
Brusatol aumentou as concentracdes intracelulares de ERO, mas néo alterou
as concentracbes de NO, no entanto, reduziu significativamente a
concentracéo de NOx estimulada pela ACh em aortas de ratas prenhes, Wistar
ou SHR. Além disto, o Brusatol aumentou a reatividade a PE em aortas de
ratas normotensas nao prenhes e prenhes, igualando a reatividade de aortas
de ratas prenhes as aortas de ratas ndo prenhes. No entanto, o Brusatol ndo
alterou a reatividade de aortas de SHR, prenhes ou nao-prenhes. Nenhum
efeito significativo do Brusatol foi observado na reatividade a Acetilcolina em
aortas de ratas Wistar ou SHR, prenhes ou n&o prenhes. Em concluséo,
nossos resultados sugerem que a atividade da via de sinalizacdo do Nrf2 esta
aumentada, favorecendo a maior atividade de enzimas antioxidantes como a
SOD-2, que contribuiria para maior biodisponibilidade de NO e maior
modulacdo endotélio-dependente da contracdo vascular a PE em aortas de
ratas normotensas prenhes. No entanto, em aortas de SHR prenhes, este
mecanismo parecer ndo ser mais importante que a reducdo da atividade de
isoformas NOX e de suas subunidades regulatérias que contribuiria para menor

geracdo de Oz e consequentemente, maior biodisponibilidade de NO.

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



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 Oz generation and, consequently, greater NO bioavailability.

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



ABREVIATURAS

% — Porcentagem

°C — Graus Celsius

ug — Micrograma

uL — Microlitro

pmol/L — Micromol por litro
ACh — Acetilcolina

Akt — Proteina quinase B
Ang Il — Angiotensina Il

ARE — Elemento de resposta antioxidante (do termo em ingles, antioxidant
response elemento)

BSA — Albumina de soro bovino (do inglés, bovine serum albumin)
CsH1206 — Glicose

CaClz — Cloreto de célcio

cm — Centimetro

CO: — Dioxido de carbono

DAF-2DA — Sonda de fluorescéncia diacetato diaminodifluorofluoresceina
DHE — Sonda de fluorescéncia dihidroetidina.

DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco (do inglés, Dulbecco's Modified
Eagle Medium)

DNPH - 2,4-dinitrofenil-hidrazina

E+ — Presenca de endotélio

ECso — Concentracao efetiva 50 % (do inglés, Efetive Concentration 50%)
EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético

Emax — Efeito maximo

eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial

EPM — Erro padrdo da média

ERO — Espécies reativas de oxigénio

FBS — Soro bovino fetal (do inglés Fetal Bovine Serum)

g — Grama

GPx — Glutationa peroxidase



GST-1 — Glutationa S-transferase-1
H3PO4— Acido fosférico
HO-1 — Heme-oxigenase-1

HUVEC - Células endoteliais de veia umbilical humana (do inglés, Human
Umbilical Vein Endothelial Cells)

KCI — Cloreto de potassio

Keap-1 — Kelch-like ECH-associated protein
KH2PO4 — Fosfato de potassio monohidratado
mg- Miligrama

mg/kg — Miligrama por quilograma

MgSOa4 — Sulfato de magnésio

mmol/L — Milimol por litro

MmN — miliNewton

mol/L — Mol por litro

MRNA — RNA mensageiro

NazHPO4 — Fosfato dissodico

NaCl — Cloreto de sadio

NaHCOs — Bicarbonato de sodio

NaNO2 — Nitrito de sédio

nm — Nandmetro

nmol/mg — Nanomol por miligrama

NO — Oxido nitrico

NO2 — Nitrito

NOX — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase nao fagocitica
NP — Nao prenhes

NQO1 — Quinona oxidorredutase-1 NAD(P)H
Nrf2 — Fator de transcricdo nuclear eritroide 2 NF-E2
O2 — Oxigénio molecular

02~ — Radical Anion superoxido

P — Prenhes

pD2 — Logaritmo negativo da EC50

PE — Fenilefrina



pH — Potencial hidrogeniénico

PI3K — Fosfatidilinositol-3-quinase

PPAR-y - Receptor ativado proliferador de peroxisoma gama
RCF - Relative centrifugal force, Forca centrifuga relativa
RIPA — Tampao para ensaio de imunoprecipitacao

RUPP — Modelo de presséo de perfusdo uterina reduzida (do inglés, Reduced
Uterine Perfusion Pressure)

SHR - Ratos espontaneamente hipertensos (do inglés, Spontaneously
Hypertensive Rats)

SHR-SP — Ratos espontaneamente hipertensos propensos a acidente vascular
cerebral (do inglés, Spontaneously Hypertensive Rats - Stroke prone)

SOD-1 — Superoéxido dismutase de cobre/zinco
SOD-2 — Superoéxido-dismutase de manganés
TBS-T — Tampao tris-salina acrescido de Tween 20
UA — Unidades arbitrarias

v/v — Volume/volume

vs — Versus

w/v — Peso por volume (do inglés, weight by volume)
WB — Western blotting

WKY - Ratos Wistar Kyoto

B — Beta

0 — Delta

pMg/mg — Micrograma por miligrama

Mg/mL — Micrograma por mililitro
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basais ou ndo incubadas (Controle) e apds 45 minutos de incubacdo com
Brusatol 0,01 umol/L, 0,1 pumol/L, 1 pmol/L e 10 umol/L. O grafico mostra os
valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a média + EPM destes

valores.

Figura 10: Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE (2,5 pmol/L) em
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versus Controle. # Brusatol 10 pmol/L versus Brusatol 0,01 pmol/L. Aplicado

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

Figura 11: Concentracdo de nitrito em anéis de aorta de Wistar, estimulados
com ACh (1 pmol/L por 5 minutos) na auséncia e na presenca de Brusatol
(0,1umol/L por 30 minutos), (n=3-4). As barras representam a média + SEM da
diferenca (delta) entre os valores obtidos. *** p<0.001 entre os grupos Wistar
n&do prenhe ACh vs Wistar prenhe ACh e Wistar prenhe ACh vs Wistar prenhe
Brusatol. Aplicado teste One-way ANOVA, seguido de pdés teste de Tukey, a
comparacao entre prenhes e ndo prenhes no mesmo grupo foi realizada pelo
teste t de Student.

Figura 12: Concentracao de nitrito em anéis de aorta de SHR, estimulados com
ACh (1 pmol/L por 5 minutos) na auséncia e na presenca de Brusatol
(0,2pmol/L por 30 minutos), (n=4-5). As barras representam a média + SEM da
diferenca (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 concentracao-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 (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis
de aortas de ratas Wistar ndo 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 ndo 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. & p<0,05 valores de Emax das curvas em anéis de
ratas WP B vs WP C.

Figura 14: Curvas concentragao-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1
mmol/L) em anéis de aorta sem endotélio, de Wistar ndo prenhes, nédo
incubados (controle) ou incubados com Brusatol (0,1umol/L) por 30 minutos.

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

Figura 15: Curvas concentracao-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 (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis
de aortas de ratas SHR nao 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 ndo 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 concentracao-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1
mmol/L) em anéis de aorta com endotélio ndo incubados (controle) e incubados
com Brusatol (0,1umol/L) por 30 minutos, Os experimentos foram feitos com
anéis de aortas de ratas Wistar ndo prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos

representam a média + EPM dos experimentos realizados (n = 4-6).
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Figura 17: Curvas concentracao-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 (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram
feitos com anéis de aortas de ratas SHR nédo prenhes (SHR NP) e prenhes
(SHR P). Os pontos representam a média + EPM dos experimentos realizados
(n =6-7).

62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Diluicdo dos anticorpos primarios e secundarios utilizados nos
experimentos de Western Blotting.

37



Sumario

N a1 0T U Tot= o B PP PPTTT TR 24
pZ o 11 0 (=S = SRR 31
S ODJELIVOS ... 33
T @ o] =11V o I T = | 33
3.2. Objetivos ESPECITICOS......uuii i 33
|V 11 (o o (0] (oo | - NP 35
N g1 0 = 1L PO OUUUPPPPPPPPPPRPR 35
4.2 Western BIotting (WB) ......cooiiiiiiiiiiiie e 36
4.3 Andlise do efeito do Brusatol sobre a produc¢éo de anion superoxido e seu
efeito sobre a medida de 6xido nitrico em células endoteliais...................... 38
4.4 Analise BIOQUIMICA ......cceveiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e eeeeeeennes 39
4.4.1 Avaliacao das concentracfes de nitritro em amostras de aortas de ratas
Prenhes € N0 PreNNES ......ii i e e et e e e e e e eeaenes 39
4.5 Reatividade VaSCUIAr .........coouuiiiiiieiei e 40
4.6 ANAIISE ESTALISTICA ...uuuii e ee et e e e e e eeeenaees 42
4.6.1 WesStern DIOtiNG .......coooiiiiiiiii e 42
4.6.2 Analise dos experimentos fluOrMELrCOS .........ccovvveieiiiiiiiiiie e, 43
ST R 1Y/ 1= (o [0 I L= € [ 43
4.6.4 Reatividade VaSCUIA .........c.uuiiiiiiiiii e 43
5 RESUAUOS ...t 46
5.1 Analise da expressao proteica da subunidade NOXO-1, p47phox e Nrf2
em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR nédo prenhes e prenhes............. 46

5.2 Andlise da expresséo proteica dos inibidores fisioloégicos da Nrf2, Keap-1
e Bach-1 em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR ndo prenhes e prenhes
.................................................................................................................... 49

5.3 Andlise da expressao proteica das isoformas das enzimas SOD, SOD-1 e
SOD-2, e da NQO1 em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR nédo prenhes e

(1] 0] 01T PRSPPI 51
5.4 Andlise do efeito do Brusatol em células endoteliais................cceevvvnnnnns 54
5.5 Andlise do efeito do Brusatol sobre a biodisponibilidade de NO em aortas
de ratas prenhes e ndo prenhes, Wistar € SHR ............cccooviiiiiiiiiieeeee, 56
5.7 Efeito do Brusatol na Reatividade vascular a fenilefrina (PE) em aortas de
ratas prenhes e ndo prenhes, Wistar € SHR.........coocoiiiiiiiiiiiiii e 58
5.8 Efeito do Brusatol na Reatividade vascular a Acetilcolina (ACh) em aortas
de ratas prenhes e ndo prenhes, Wistar € SHR............cccceei i, 61
B DISCUSSAD ...eeeeeeiiiieeee et e ettt e e e e et e e e e e e e et e e e e eett e e e e e eestan e eeeeeannnaeeaennes 64
A O] o1 [0 1ST= o TP UPPPPRRRPPPPPN 72

o R E) (=) (2] A [ 1= F TR 74



S A 1= o (o= PSSP 80

1. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos de Western
Blot80

2. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos
11100 10 0= o] 1 RUUERPRPPPRPR 82

3. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos para
guantificacao de Nitrito utilizando o Método de Griess em aortas dos
IfErENTES GIUPOS ..ottt ettt a e e e e e e e e e eaeeennes 83

4. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos de
reatividade VASCUIAT. ..........uuiiii e 84



INTRODUCAO



1 Introducéo

Em todo o mundo, as doencas hipertensivas sao responsaveis por cerca
de 10% das complicacdes 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 ndo s&o conhecidas as
principais causas que levam a esse processo patolégico, porém a obtencao de
informacdes sobre possiveis mecanismos fisioldgicos alterados na gravidez e
gue levam a hipertensdo, podem sugerir novos alvos para terapias mais
precisas e mais eficazes. Nosso grupo tem estudado as alteragbes vasculares
associadas a prenhez de ratas normotensas e hipertensas, com 0 objetivo de
identificar os principais mecanismos fisioldégicos associados a estas alteracdes.
Conhecidos estes mecanismos, poderemos identificar possiveis alteracdes que
estariam associadas a hipertenséo na gravidez.

A pressao arterial média estd 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 oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e da producéo
de oxido nitrico (NO), além de reducdo de producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) (TROIANO et al.,, 2016), contribuindo para o aumento da
biodisponibilidade vascular de NO. Estes mecanismos estdo envolvidos na
modulacdo da reatividade vascular a agonistas vasoconstritores. Como
observado em nossos estudos, a menor reatividade a fenilefrina (PE) em vasos
de ratas Wistar prenhes e SHR prenhes depende da presenca do endotélio e
da atividade da eNOS (ZANCHETA et al., 2015; TROIANO et al., 2016). Estes
resultados nos possibilitaram sugerir que prenhez reverteria a disfuncdo
endotelial associada a hipertensao e observada em vasos de ratas SHR.

Nosso grupo também demonstrou que a expressao das proteinas PI3K e
Akt nas suas formas fosforiladas e eNOS fosforilada em Serinall’’ esta
aumentada em homogenatos de aortas de ratas normotensas e hipertensas
prenhes. Além disso, a incubagdo com Wortmannin (10 nmol/L), um inibidor da
via PI3K/Akt, foi capaz de reverter a hiporreatividade de aortas de ratas

prenhes a PE sugerindo que a via PI3K/Akt/eNOS estaria mais ativada em

24



aortas durante o periodo final da prenhez aumentando a modulacdo endotelial
sobre a reatividade a PE (ZANCHETA et al., 2015).

Por outro lado, na pré-eclampsia, h4 um aumento da pressao arterial por
mecanismos ainda nao totalmente esclarecidos (BAUMWELL e KARUMANCHI,
2007; GOULOPOULOU e DAVIDGE, 2015; DHARIWAL e LYNDE, 2017). Em
modelos experimentais de pré-eclampsia, utilizando ratas ou camundongos
fémeas, a inducdo da hipertenséao é feita pela reducéo da pressao de perfusao
uterina ou RUPP (Reduced Uterine Perfusion Pressure), e os valores de
pressao arterial ao final da prenhez (~128 mmHg) atingem valores muito acima
dos encontrados em ratas prenhes Wistar ou SHR (AMARAL et al., 2013).

Alteracdo fisiopatolégica da funcdo endotelial tem sido apontada, por
estudos clinicos e experimentais, como a principal causa da hipertenséo
associada a gravidez/prenhez, uma vez que o nivel local e circulante de
multiplos fatores, entre eles, as ERO podem causar disfuncdo endotelial
generalizada e hipertensédo, endoteliose glomerular renal e aumento da
permeabilidade glomerular levando a proteindria e endoteliose cerebral levando
a edema e convulsdes cerebrais (apud POSSOMATO-VIEIRA e KHALIL,
2016).

Diferentes vias bioquimicas correlacionadas ao aumento da geracao de
ERO e reducdo da biodisponibilidade de NO em células do mdusculo liso
vascular e células endoteliais estdo envolvidas no processo de hipertensdo. O
estresse oxidativo associado a hipertensdo em SHR € resultante de um
desequilibrio entre a atividade de sistemas antioxidantes e aumento da
producdo de ERO. A atividade de diferentes NOX no sistema cardiovascular,
isoformas da NAD(P)H oxidase que € a principal fonte de anion superdxido
(O2+-), e a producédo de O2+- estdo aumentadas em aortas de SHR machos
guando comparadas a aortas de ratos normotensos (WIND et al., 2010).
Estudos prévios de nosso grupo demonstraram aumento da expressdo da
enzima NOX2 e de sua subunidade regulatéria p47phox em aortas e da
guantidade de ERO em células endoteliais de aortas de SHR machos quando
comparadas as aortas/células de ratos normotensos Wistar, assim como a
producdo aumentada de ERO-dependente da atividade da lucigenina em
aortas de SHR machos e fémeas (PERASSA et al., 2016; TROIANO et al.,
2016; GRATON et al., 2019). Além disso, o tratamento crénico com Apocinina,
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uma droga usada por sua acao inibitéria da atividade da NAD(P)H oxidase, foi
capaz de reduzir a pressao arterial e a expressao destas proteinas, reduzindo a
producdo 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 niveis de biomarcadores plasméaticos de estresse oxidativo em
ratas normotensas e hipertensas devido ao aumento da atividade metabdlica
ocorrida durante a prenhez, porém ha uma reducdo significativa destes
biomarcadores em aortas de ratas prenhes de ambas as linhagens. Além disto,
observamos que em aortas de SHR prenhes, a producédo reduzida de ERO
estaria associada a menor expressao das isoformas NOX1, NOX2 e NOX4
guando comparadas as aortas de SHR nao prenhes (TROIANO et al., 2016).

Alteracbes de vias bioquimicas relacionadas a producdo e/ou
biodisponibilidade de ERO e suas correlacbes com 0
desenvolvimento/manutecédo da hipertensdo sédo bastante estudadas. Entre
estas vias, a via do fator nuclear eritréide-2 (Nrf2) tem despertado interesse
devido ao seu papel na regulagéo direta de sintese de proteinas antioxidantes
e consequentemente, modulacao indireta da biodisponibilidade de ERO e NO.
O papel do Nrf2 na modulagdo da atividade endotelial induzida pela prenhez
ainda néo é totalmente conhecido, por isso se torna relevante estudar possiveis
alteragdes na funcéo e ativagao do Nrf2 em vasos de ratas prenhes.

O fator de transcricdo nuclear eritroide 2 (Nrf2) € um fator redox-sensivel
gue normalmente se encontra no citoplasma associado a proteina
citoplasmatica Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap-1) (KANG, LEE e
KIM 2005). Em condi¢Bes fisiologicas normais, a atividade do Nrf2 é
negativamente regulada pela Keap-1 devido a sua rapida degradacao
proteosdmica (ITOH et al., 1999). Quantidades aumentadas de ERO modificam
os residuos especificos de cisteina da proteina Keap-l, e isso
consequentemente leva a dissociacdo e ativacdo de Nrf2. O Nrf2 entéo
transloca-se para o nucleo celular, onde se heterodimeriza a pequena proteina
Maf (outro fator de transcri¢cdo) e se liga a sequéncias de elemento de resposta
antioxidante (ARE, do termo em ingles, antioxidant response element) nas
regibes promotoras de genes desintoxicantes e antioxidantes mdltiplos (apud
KWEIDER et al., 2014).
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Apoés dissociacdo do Keap-1 e ativacdo, Nrf2 inicia a transcricdo 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-y), superoxido dismutase de cobre/zinco (SOD-1) e superéxido-
dismutase de manganés (SOD-2) (JAISWAL, 2004; HUR; GRAY, 2011). A
proteina Bach-1, que também é um fator de transcricdo, € uma proteina que
forma heterodimeros com pequenas proteinas Maf (SHAN et al., 2004) e que
compete com Nrf2 para regular a expressao génica no sitio de ligacdo ARE
(DHAKSHINAMOORTHY et al., 2005). Conforme mostrado por Balan e Pal
(2014), o aumento da expressdo de Bach-1 e a diminuicdo do Nrf2 nuclear
estariam associados com a regulagdo negativa de sintese de enzimas
antioxidantes como a OH-1. Shan et al. (2004) relataram uma especifica e
seletiva habilidade do Bach-1 em reprimir a expressao da OH-1 hepatica em

humanos.

Estado Basal Estimulos Estressores

1. 2.

Degradacdo do
Nrf2

Via de sinalizacao do fator de transcricdo Nrf2.

A atividade prejudicada do Nrf2 contribui para a disfungdo vascular na
hipertensdo com aumento de biodisponibilidade de ERO, devido a reducao da
expressdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase-1,

catalase, peroxirredoxina-1 e glutationa peroxidase (LOPES et al., 2015). Em
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SHR, a expressao do mRNA do Nrf2 esta diminuida (EREJUWA et al., 2012) e
contribui para reduzida capacidade antioxidante, aumentando desta forma o
estresse oxidativo e a disfuncdo vascular. O tratamento com sulforafano,
ativador de Nrf2, reverteu o desequilibrio redox em vasos de SHR (LOPES et
al., 2015) e aumentou a vasodilatacdo dependente do endotélio (WU et al.,
2004). Além disso, o resveratrol, outro ativador de Nrf2, reduziu o estresse
oxidativo e atenuou a severidade e progressdao da hipertensdo em SHR
(JAVKHEDKAR et al., 2015).

O efeito do Brusatol como um unico inibidor da via Nrf2 foi identificado
inicialmente em muitos tipos de células cancerigenas devido a alta expresséo
constitutiva de Nrf2 encontrada nestas células. Nestas células, o Brusatol
reduziu seletivamente o nivel de proteina Nrf2 através da ubiquitinacdo e
degradacdo do Nrf2 e consequentemente, a expressao dos downstream-genes
do Nrf2 e a resposta antioxidante dependente de Nrf2 foram suprimidas (REN
et al., 2011). O Brusatol induz potentemente a deplecédo rapida e transitoria de
Nrf2 por meio de um mecanismo pos-transcricional, independente de
alteracbes em mRNA, e sem efeitos citotoxicos, podendo ser usado como
ferramenta farmacoldgica experimental para a inibicdo da sinalizacdo Nrf2
(OLAYANJU et al., 2015). Recentemente, Bai et al. (2020) mostraram que o
Brusatol usado como inibidor de Nrf2, inibiu o efeito do &cido betulinico que
ativa vias antioxidantes reguladas por Nrf2. Neste estudo foi demonstrado que
a hiporreatividade a acetilcolina (ACh) observada em aortas de ratos em
choque séptico estava associada, entre outros fatores, ao excesso de ERO, e
era revertida pelo acido betulinico por um mecanismo associado ao aumento
da expressdo de mRNA de SOD, GPx e HO-1, no entanto, este efeito ndo 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
guantidade e a producdo de ERO em células vasculares, a peroxidagado
lipidica, utilizada como marcador de estresse oxidativo, e a expressao de
isoformas NOX em aortas de fémeas SHR (TROIANO et al., 2016). Possiveis
alteragbes nas subunidades regulatorias NOXO-1 e p47phox das enzimas
NOX1 e NOX2 respectivamente, poderiam estar associadas a menor

expressao destas enzimas e menor atividade da NAD(P)H oxidase em aortas
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de SHR prenhes. Ndo sabemos até o momento se a prenhez modularia a
expressao de subunidades regulatérias NOXO-1 e p47phox em aortas de ratas
normotensas e SHR. Apesar de ndo observarmos alteragdes significativas na
expressao de SOD-1 em aortas de SHR prenhes (TROIANO et al., 2016), nédo
investigamos até o momento se a prenhez altera a expressao de SOD-2 ou de
outras enzimas antioxidantes em aortas de ratas Wistar e SHR. Outros estudos
demonstraram que a atividade da SOD-1 esta diminuida, mas a atividade da
glutationa peroxidase (GPx) estd aumentada em artéria mesentérica de SHR
prenhes (OGNIBENE et al., 2012). Juntos, os resultados encontrados na
literatura até o momento sugerem que 0s mecanismos de modulacdo da
atividade das enzimas antioxidantes na prenhez ainda n&do sdo totalmente
compreendidos. No entanto, considerando que a prenhez aumenta a
biodisponibilidade de éxido nitrico e reduz a producdo de ERO em vasos de
SHR (ZANCHETA et al.,, 2016; TROIANO et al.,, 2016), ela entdo poderia
reverter o desequilibrio redox em aortas de SHR e modular a ativacdo do Nrf2

e de sistemas antioxidantes dependentes da atividade de Nrf2.
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HIPOTESE



2 Hipotese

Levando em consideracdo estas observacdes, levantamos a hipétese
gue a prenhez aumenta a atividade da via do Nrf2 e de sistemas enzimaticos
antioxidantes em aortas de ratas Wistar e SHR. Mais ainda, o aumento da
expressao do fator de transcricdo Nrf2, associado a reducdo da expressao de
Keap-1 e de Bach-1, determinaria maior atividade de sistemas enzimaticos
antioxidantes aumentando assim a modulacdo endotelial sobre a reatividade a

fenilefrina em aortas de ratas Wistar e SHR prenhes.
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OBJETIVOS



3 Objetivos

3. 1. Objetivo Geral

Avaliar possiveis alteracbes na via de ativacdo do fator de transcricdo
Nrf2 que levariam a reducdo 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 Especificos

Os experimentos foram conduzidos a fim de:

A- Avaliar se a expressao das subunidades regulatérias NOXO-1 e p47phox
das enzimas NOX1 e NOX2 respectivamente, estariam alteradas em aortas

de ratas normotensas e SHR prenhes

B- Verificar se a expressédo de Nrf2 estaria alterada em aortas de ratas SHR
ndo prenhes e se a prenhez € uma condi¢cao capaz de modular a expressao

deste fator de transcricdo neste vaso.

C- Verificar se a prenhez modula a expresséo das proteinas regulatorias Keap-

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

D- Avaliar se a expressao de enzimas citoprotetoras de defesa antioxidantes,
como quinona oxidorredutase-1 NAD(P)H (NQO1), superoxido dismutase
de cobre/zinco (SOD-1) e superoxido-dismutase de manganés (SOD-2)
estariam alteradas em aortas de ratas prenhes.

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

aortas de ratas Wistar e SHR prenhes.
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METODOLOGIA



4 Metodologia

Todos os experimentos realizados neste estudo foram conduzidos apos a
andlise e aprovacéo da Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, CEUA-FOA/UNESP (protocolo n°. 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 ndo prenhes (NP) e ratas prenhes (P). As ratas
nao prenhes foram utilizadas nos experimentos na fase estro do ciclo estral e
as ratas prenhes, no periodo final da prenhez, entre o 18° ao 20° dia. O
esfregaco vaginal foi feito em todas as ratas pela manha para a determinagao
da fase do ciclo estral ou para a determinacéo do dia zero de prenhez (Figura
1). O dia zero de prenhez foi determinado pela presenca de espermatozoides
no esfregaco 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 Ciéncias Basicas da Faculdade de Odontologia, Campus de Aracatuba,
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
racdo padrdo e agua ad libitum e foram mantidos em condi¢des controladas de
limpeza, temperatura (22 — 24°C) e umidade (45 — 65 %) com ciclo de luz (12 h

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

Figura 1- Imagens representativas do esfregaco vaginal (a fresco) de ratas na
fase estro do ciclo estral e no dia zero de prenhez. Microscépio Optico

(aumento 10 vezes).

4.2 Western blotting (WB)

Realizamos a técnica de WB para as analises de expressao de proteinas
em segmentos de aorta toracica. Inicialmente as ratas ndo prenhes e prenhes,
Wistar ou SHR, foram previamente anestesiadas em camara saturada com
halotano e em seguida decapitadas. Foi realizada a toractomia, visualizacao e
remocdo do segmento toracico da aorta. A aorta toracica 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 nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C até o dia de
realizagéo do experimento.

No dia do experimento, os tecidos foram triturados em nitrogénio liquido
e homogeneizados separadamente em tampéao RIPA (Tris-base 65,2 mmol/L,
NaCl 154 mmol/L, NP-40 1 % (v/v), deoxicolato de sédio 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,
0s homogenatos foram centrifugados (4 °C, 9300 RCF por 20 minutos) para a

separacao do sobrenadante.
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A quantificacdo da concentracdo de proteina no sobrenadante foi
realizada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951), utilizando diferentes
concentracdes de albumina de soro bovino (BSA - Santa Cruz; sc 2323) como
curva de concentracdo padrdo. Cinquenta microgramas (50 pg) de proteina
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% e,
posteriormente, transferidas para a membrana de nitrocelulose. Depois da
transferéncia, as membranas foram incubadas com leite desnatado (Gléria) a 5
% em tampao tris-salina com Tween 20 (TBS-T), por 1 hora e 30 minutos, a
temperatura ambiente. A seguir, as membranas foram incubadas com o0s
anticorpos primarios (Tabela 1), a 4 °C, overnight.

Apés a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram
lavadas por 10 minutos, 3 vezes, com tampao TBS-T e incubadas com
anticorpos secundarios correspondentes (Tabela 1) por 1 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
visualizadas pelo ImageQuant LAS 500 (GE Healthcare Life Sciences, Little
Chalfont, UK).

A intensidade das bandas foi quantificada por densitometria Optica pelo
programa ImageJ (versao 1.46r, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA). A normalizagao dos resultados foi feita pelos valores de expressao de [3-
actina. Os resultados foram expressos em unidades arbitrarias (UA)/ B-actina e

foram comparados entre 0s grupos.

Tabela 1: Anticorpos primarios e secundarios utilizados nos experimentos

(diluicbes e fabricantes)

Anticorpo L ) Anticorpo o _
o Diluicao | Fabricante . Diluicao | Fabricante
Primério Secundério
sc-271211, Anti- sc-2005,
Bach-1 1:1000 Santa Cruz | camundongo | 1:500 Santa Cruz
Biotechnology IgG Biotechnology
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sc-515432, Anti- sc-2005,
Keap-1 1:500 Santa Cruz | camundongo | 1:500 Santa Cruz
Biotechnology IgG Biotechnology
sc-390927, Anti- sc-2005,
NOXO-1 1:500 Santa Cruz | camundongo | 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology IgG Biotechnology
sc-17845, Anti- sc-2005,
p47phox 1:500 Santa Cruz | camundongo | 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology lgG Biotechnology
sc-271116, Anti- sc-2005,
NQO1 1:1000 Santa Cruz | camundongo | 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology IgG Biotechnology
sc-11407, sc-2004,
Anti-Coelho
SOD-1 1:500 Santa Cruz 0G 1:1000 Santa Cruz
Biotechnology J Biotechnology
30080, sc-2004,
Anti-Coelho
SOD-2 1:1000 Santa Cruz oG 1:500 Santa Cruz
. g :
Biotechnology Biotechnology
_ SC-2768,
Ab121035, Anti-Cabra
Nrf2 1:1000 1:4000 Santa Cruz
Abcam 19G _
Biotechnology
Sc-69879, Anti- sc-2005,
B-actina | 1:10000 | Santa Cruz | camundongo | 1:12000 | Santa Cruz
Biotechnology IgG Biotechnology

4.3 Anédlise do efeito do Brusatol sobre a producédo de anion superoéxido e

seu efeito sobre a medida de 6xido nitrico em células endoteliais

Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC, conforme

abreviacdo em inglés) 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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Apos privacdo sérica no meio de cultura por 12 h, as células confluentes
(10% células / poco) foram incubadas com Brusatol a 0,01 ymol/L, 0,1 uymol/L, 1
pgmol/L, 10 umol/L ou ndo (controle) por 45 minutos. Em seguida, as células
foram incubadas com as sondas de fluorescéncia DHE (seletiva de ERO, 2,5
pmol/L) ou DAF-2DA (seletiva para oxido nitrico, 5 pmol/L), por 30 minutos. As
andlises fluorométricas foram realizadas em um espectrofluorémetro (BioTeK®)
equipado com uma lampada de xendnio de 150 watts (Excitacdo / Emissdo, em
nm: DHE 405/570 e DAF-2DA 488/530).

4.4 Analise Bioguimica

Utilizamos as aortas das ratas para realizacdo do método de Griess
descrito a sequir.

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 pL de solucdo de Krebs Henseleit
(composicdo em mmol/L: NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; MgSOs 1,2;
NaHCOz 14,9; glicose (CeH1206) 5,5; CaClz 1,6, pH 7,4), por 30 minutos a 37°C
e com aeracao constante (95 % de Oz2e 5 % de CO2). Essas amostras foram
divididas em quatro grupos: 1- controle (ndo estimulado), 2- estimulado com
Acetilcolina (ACh, 1 pmol/L) por 5 minutos, 3- incubado com Brusatol (0,1
pmol/L) por 30 minutos e 4- incubado com Brusatol (0,1 pmol/L) por 30 minutos

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

4.4.1 Avaliagdo das concentragdes de nitritro em amostras de aortas de
ratas prenhes e n&o prenhes

A realizacdo do experimento para avaliagcdo das concentracfes de nitrito
consistia das seguintes etapas:

Os eppendorfs que continham os segmentos de aortas e 500 pL de
Krebs Henseleit foram mantidos em banho-maria, incubados ou n&o com
Brusatol (0,1 pmol/L). Todos permaneceram sob as mesmas condi¢cdes

(aeracao constante, pH 7,4 e 37°C) por um periodo de 30 minutos. Apos este
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periodo alguns, segmentos foram estimulados com ACh (1 pmol/L) por 5
minutos. Seguidamente, a solugcédo dos diferentes eppendorfs foram coletadas.

Em uma placa de 96 pocgos foram adicionados em cada po¢o 50uL da
solucdo dos diferentes eppendorfs e 50uL 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 é&cido fosfdrico), e incubados por 10 minutos. A concentracdo de nitrito
foi determinada baseada em uma curva padrdo de nitrito de sédio (NaNO2) em
diferentes concentragdes (12,5 - 0,39 ug/mL). Os valores de absorbancia foram
determinados a 570 nm e os resultados foram expressos em pmol/mL de
NaNO2/ peso (mg) das aortas frescas (os diferentes segmentos de aortas
foram pesados antes do inicio 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 musculo liso vascular e o endotélio vascular de
ratas prenhes. Aortas toracicas isoladas de ratas ndo-prenhes e prenhes,
Wistar ou SHR foram estimuladas com fenilefrina, agonista alfa-1-adrenérgico,
gue promove vasoconstricdo e com acetilcolina, um agonista muscarinico, que
promove vasodilatacdo dependente do endotélio vascular.

As ratas foram decapitadas apds serem anestesiadas em camara
saturada de halotano. A aorta toracica foi removida, dissecada e cortada em
anéis de 2 mm em uma placa de Petri contendo solugdo de Krebs-Henseleit
(composicdo em mmol/L: NaCl 130,0; KCI 4,7; KH2PO4 1,2; MgSOs 1,2;
NaHCOs3 14,9; glicose (CsH1206) 5,5; CaClz 1,6), pH 7,4 a 4 °C.

Alguns anéis foram usados intactos e outros foram usados apds a
remocdo mecanica do endotélio vascular. Os anéis com e sem endotélio foram
posicionados entre dois ganchos de aco inoxidavel conectados a um transdutor
de forca isométrica (DMT, ADInstruments, Melbourne, VIC, Australia) em cubas
(5mL) contendo solugéo de Krebs-Henseleit, 37°C, pH 7,4 e suprimento gasoso
de 95 % de Oz e 5 % de CO2. Os anéis foram mantidos por um periodo de 30

minutos sob tensdo basal de 30 mN para estabilizacdo. Em seguida, os anéis
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foram estimulados com solucdo de Krebs KCI (120 mmol/L) para testar a
integridade funcional (contracdo do musculo liso vascular), e entdo foram
lavados com solucdo de Krebs até o retorno para tensdo basal. Foram
considerados viaveis os anéis que atingiram contracdo = 10 mN. A integridade
e funcionalidade do endotélio vascular foi verificada pelo grau de relaxamento
induzido por acetilcolina (ACh, 1 umol/L) apds contragéo prévia com fenilefrina
(PE, 100 nmol/L). Os anéis de ratas Wistar que apresentaram relaxamento a
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 pmol/L) induziu relaxamento = 70 %. Para os anéis que tiveram o
endotélio removido mecanicamente, a auséncia de endotélio funcional foi

considerada quando o relaxamento a ACh foi £ 10 % da contragédo induzida

pela PE.
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Registros representativos de respostas vasoconstritoras a PE e
vasodilatadoras a 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 a PE e a ACh em anel de aorta de rata

Wistar ap6s remocao mecéanica de endotélio (relaxamento menor que 10%).

Efeito do Brusatol na reatividade vascular a fenilefrina (PE) e a
acetilcolina (ACh) em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR, ndo prenhes

e prenhes:

Alguns anéis de aorta com endotélio (E+) foram estimulados com
concentragdes 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 presenca de Brusatol (0,1 pmol/L), uma droga inibidora do fator de
transcricdo Nrf2, apés 30 minutos de incubacao.

As curvas para PE e ACh obtidas na auséncia e na presenca de Brusatol
foram comparadas entre os anéis de aorta de ratas prenhes e ndo prenhes,

normotensas e hipertensas.

4.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos nos diferentes experimentos realizados foram
analisados conforme o método estatistico mais adequado para cada tipo de
experimento conforme descrito abaixo. Para as analises estatisticas, o0
programa GraphPad Prism (GraphPad Software Corporation, La Jolla, CA,

EUA) verséo 6.0 foi utilizado.

4.6.1 Western blotting

Os valores de densitometria Optica das bandas foram obtidos pelo

programa ImageJ (versao 1.46r, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
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EUA). As proteinas alvo tiveram seus valores de densitometria Optica
normalizados pelos valores das bandas de B-actina e expressos como média +
erro padrdo da meédia (EPM). Os resultados foram comparados pelo teste
estatistico Two-way ANOVA, seguido do poOs-teste de Tukey e as diferencas
entre os valores obtidos nos grupos experimentais foram consideradas

significantes quando p < 0.05.

4.6.2 Analise dos experimentos fluorimétricos

Os dados obtidos relatam fendbmenos de disperséo do laser que reflete
sobre as células, de absorcdo da luz e de emissdao de fluorescéncia. Os
resultados foram apresentados de acordo com a intensidade de fluorescéncia
(IF) das células com marcacdo positiva para as sondas fluorescentes DAF-
2/DA e DHE. Os resultados foram comparados pelo teste One-way, ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas

guando p < 0.05.

4.6.3 Método de Griess

Calculamos a diferenca (delta) entre os valores obtidos em aortas
estimuladas e ndo estimuladas com ACh, e entre os valores obtidos em aortas
incubadas com Brusatol e estimuladas ACh e em aortas incubadas com
Brusatol. Comparamos entdo estes valores entre aortas de ratas ndo-prenhes e
prenhes Wistar ou SHR. Os valores de concentracdo de nitrito nas diferentes
amostras foram comparados entre os grupos pelo teste de ANOVA (One-way)
e pos teste de Tukey, e a comparacao entre prenhes e nao prenhes no mesmo
grupo foi realizada pelo Test t de Student. As diferengcas foram consideradas

significativas quando p < 0.05.
4.6.4 Reatividade Vascular

Analisamos os parametros farmacoldgicos de eficacia (Efeito Maximo —
Emax) e a poténcia (pD2: -log EC50). Os resultados foram expressos com a

média + EPM (erro padrdo da média). Os graficos e os célculos para
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determinacdo do Emax (efeito maximo) e da EC50 (concentracdo que produz
50 % da resposta maxima, calculada pelo método de regressdo nao linear dos
minimos quadrados).

A comparacédo dos valores de Emax e EC50 entre 0s grupos prenhes e
nao-prenhes foi feita aplicando o Test t de Student, e as comparacfes entre 0s
diferentes grupos foi feita pelo teste ANOVA (One-way), seguido do pés-teste
de Tukey sendo adotado nivel de significancia de 5 % (p < 0.05) para que as

diferencas fossem consideradas estatisticamente significativas.
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RESULTADOS



5 Resultados

5.1 Anélise da expresséao proteica da subunidade NOXO-1, p47phox e Nrf2

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

N&o observamos diferencas na expressao da NOXO-1 (Figura 1) entre
aortas de ratas hipertensas e normotensas nao prenhes. Entretanto, foi
possivel observar que a prenhez reduziu a expressao de NOXO-1 em aortas de
ratas Wistar e de SHR. O efeito da prenhez na redugcdo de NOXO-1 foi mais

significativo em aortas de SHR.
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Figura 1: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expressao de
proteinas NOXO-1/B-actina em homogenatos de aortas de ratas Wistar e SHR
ndo 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 ndo-prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs SHR nao prenhe, **
p<0.01 SHR prenhe vs Wistar prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs Wistar ndo
prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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Também nado foi observado diferenca na expressdo da subunidade
regulatéria p47phox entre aortas de ratas normotensas e hipertensas nao
prenhes, apesar de uma tendéncia a um menor valor numérico. A prenhez ndo
alterou a expressdo de p47phox em aortas de ratas Wistar, mas reduziu a
expressao de p47phox em aortas de SHR, mostrando que a expressado desta

subunidade € menor nestes vasos se comparada aos outros grupos (Figura 2).
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Figura 2: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expresséo de
proteinas p47phox/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR
nao 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 n&o prenhes, SHR prenhes vs
Wistar prenhes, e *** p<0.001 SHR prenhes vs Wistar ndo prenhes. Aplicado

teste Two-way ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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A expressédo proteica de Nrf2 em aortas nao foi diferente entre SHR e
Wistar ndo prenhes. Observamos que a prenhez aumentou a expressao de
Nrf2 em aortas de Wistar, mas nao promoveu alteracdo importante na

expressao de Nrf2 em aortas de SHR prenhes (Figura 3).
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Figura 3: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expressao de
proteinas Nrf2/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR nao
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 ndo prenhe, SHR prenhes vs Wistar prenhes. Aplicado teste Two-way

ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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5.2 Andlise da expressao proteica dos inibidores fisiologicos da Nrf2,

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

prenhes

N&o encontramos diferenca na expressdo de Keap-1 entre aortas de
ratas Wistar e SHR ndo prenhes. Também observamos que a prenhez nao foi
capaz de alterar a expressao dessa proteina entre aortas de ratas Wistar e
SHR () (Figura 4).
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Figura 4: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expressao de
proteinas Keap-1/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR
ndo 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 ha reducdo do contetdo proteico de
Bach-1 em aortas de ratas hipertensas quando comparadas as aortas de ratas
normotensas ndo prenhes, e que a prenhez ndo altera a expressédo desta
proteina em aortas de ratas normotensas, e em aortas de SHR. Ao
compararmos a expressao desta proteina entre aortas de ratas prenhes,

observamos menor expresséo em aortas de SHR (Figura 5).
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Figura 5: Imagens representativas das bandas e quantificagcdo da expressao de
proteinas Bach-1/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR
nao 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 ndo prenhe e, SHR prenhe vs Wistar prenhe, ** p<0.01 entre SHR né&o
prenhe e Wistar ndo prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pés

teste de Tukey.
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5.3 Andlise da expressao proteica das isoformas das enzimas SOD, SOD-1
e SOD-2, e da NQO1 em anéis de aortas de ratas Wistar e SHR nao

prenhes e prenhes

Nossos resultados demonstram que ndo ha diferenca na expressao da
enzima antioxidante SOD-1 entre aortas de ratas normotensas e hipertensas
nao prenhes, e que também nao ha alteracdo da expressao desta enzima entre

aortas dos grupos Wistar e SHR prenhes (Figura 6).
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Figura 6: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expresséo de
proteinas SOD-1/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR
nao 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 expressao da enzima antioxidante SOD-2 foi maior em aortas de
Wistar prenhes quando comparada a Wistar ndo prenhes. N&o observamos
diferencas na expressao de SOD-2 entre aortas de SHR prenhes (Figura 7) e

de SHR nao prenhe.
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Figura 7: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expresséo de
proteinas SOD-2/B-actina em homogenatos de aortas de ratas Wistar e SHR
ndo prenhes e prenhes. As barras representam a média £+ EPM dos resultados
obtidos em aortas (n = 4-5) dos diferentes grupos. *p<0.05 entre 0s grupos
Wistar ndo prenhe versus Wistar prenhe e Wistar prenhe versus SHR prenhe.

Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pos teste de Tukey.
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Observamos reducdo da expressdo de NQO1 no grupo de ratas
espontaneamente hipertensas quando comparadas ao grupo de ratas
normotensas ndo prenhes. A prenhez nédo alterou a expressédo desta enzima
antioxidante em aortas de ratas normotensas. Entretanto, a expressédo desta
enzima foi diminuida no grupo SHR prenhe quando comparada ao grupo SHR

nao prenhe (Figura 8).

WNP WP SNP SP

e e

pactina ESEENEDEI 43 k02

*kkk

*

-
3}

]

*

¥

2 o | ,ﬁ*** | N&o Prenh
— o ao rFrennes
e \® T
ST 404 T o e Prenhes
§ B T —F
O‘I:a. lﬁ-! L ] a]o]
6 g .
oS 0.5-
S
= = ®
2
0.0 : .
3
2 <&
Qs\‘} ‘32\

Figura 8: Imagens representativas das bandas e quantificacdo da expresséo de
proteinas NQO1/B-actina em homogenatos de aortas, de ratas Wistar e SHR
ndo 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
nao prenhe vs Wistar ndo prenhes, *** p<0.001 SHR prenhe vs SHR néo
prenhe, SHR prenhe vs Wistar prenhe, **** p<0.0001 SHR prenhe vs Wistar
nao prenhe. Aplicado teste Two-way ANOVA, seguido de pds teste de Tukey.
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5.4 Andlise do efeito do Brusatol em células endoteliais

A fim de quantificarmos um possivel efeito do Brusatol, inibidor do Nrf2,
nas células vasculares de aortas de ratas prenhes e ndo prenhes, Wistar ou
SHR, inicialmente avaliamos o efeito do Brusatol em células endoteliais de veia
umbilical humana (HUVEC). Realizamos experimentos para avaliar se 0
Brusatol promoveria alteracdo na concentracdo intracelular de NO nestas
células. Para isso quantificamos a intensidade de fluorescéncia, expressa por
unidades arbitrarias, emitidas pela sonda DAF-2DA, seletiva para NO. Células
incubadas por 30 minutos com Brusatol 10 umol/L, 1 pmol/L, 0,1 umol/L e 0,01
pumol/L ndo apresentaram diferenca na variacéo de fluorescéncia do DAF-2DA,

guando comparadas as células nao incubadas, controles (Figura 9).
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Figura 9: Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DAF-2/DA (5 pmol/L) que
guantifica a concentracdo de 6xido nitrico (NO) em HUVEC, em condi¢cbes
basais ou ndo incubadas (Controle) e apds 45 minutos de incubacdo com
Brusatol 0,01 pmol/L, 0,1 pmol/L, 1 pmol/L e 10 pmol/L. O gréfico mostra os
valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a média + EPM destes

valores.
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Também avaliamos um possivel efeito do Brusatol sobre a concentracdo
intracelular de ERO. Para tanto analisamos a intensidade de fluorescéncia,
emitida pela sonda DHE, seletiva para ERO, em HUVEC. Todas as
concentracbes de Brusatol, ou seja, 10 umol/L, 1 pmol/L, 0,1 pmol/L e 0,01
umol/L foram capazes de aumentar a intensidade de fluorescéncia ao DHE,
mostrando que o Brusatol nas diferentes concentragbes, aumenta as
concentracdes intracelulares de ERO quando comparadas aos valores
observados nas células controle, ndo incubadas. Na concentragcdo 10 umol/L,
observamos o maior efeito do Brusatol sobre a concentracdo de ERO em
HUVEC (Figura 10).
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Figura 10: Intensidade de fluorescéncia emitida pelo DHE (2,5 umol/L) em
HUVEC, em condi¢Bes basais, ndo incubadas (Controle) e apés incubacéo por
45 minutos com Brusatol 0,01 pmol/L, 0,1 umol/L, 1 pmol/L e 10 umol/L. O
grafico mostra os valores obtidos nos experimentos realizados (pontos) e a
média + EPM destes valores. p*<0,05 nas diferentes concentracdes de Brusatol
versus Controle. # Brusatol 10 pmol/L versus Brusatol 0,01 pmol/L. Aplicado

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

aortas de ratas prenhes e nao 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 concentragdo de Nitrito quando
comparadas as aortas de ratas Wistar ndo prenhes (17.72 + 3.47 umol/mg de
tecido umido, n = 4). Além disso, podemos verificar que a incubacdo com
Brusatol foi capaz de reduzir a concentragdo de nitrito em aortas de ratas

Wistar prenhes, mas né&o alterou em Wistar ndo prenhes (Figura 11).

751 KKk Kok Kk

I 11 1 C—IWNP + ACh
Ezid WNP Brus + ACh
I E== WP + ACh
Il \WP Brus + ACh

amido)
a1
T

N
(3]
1

-

Teor de Nitrito em aorta
(umol/mg de tecido

Figura 11: Concentracdo de nitrito em anéis de aorta de Wistar, estimulados
com ACh (1 pumol/L por 5 minutos) na auséncia e na presenca de Brusatol
(0,2pmol/L por 30 minutos), (n=3-4). As barras representam a média + SEM da
diferenca (delta) entre os valores obtidos. *** p<0.001 entre os grupos Wistar
ndo prenhe ACh vs Wistar prenhe ACh e Wistar prenhe ACh vs Wistar prenhe
Brusatol. Aplicado teste One-way ANOVA, seguido de poés teste de Tukey, a
comparacao entre prenhes e ndo prenhes no mesmo grupo foi realizada pelo

teste t de Student.
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Verificamos que ndo héa diferenca na concentracdo de nitrito entre aortas
de ratas SHR prenhes e SHR ndo prenhes. O Brusatol ndo alterou a
concentracéo de nitrito estimulada pela ACh em aortas de SHR nao prenhes,

mas reduziu em aortas de SHR prenhes (Figura 12).
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Figura 12: Concentracao de nitrito em anéis de aorta de SHR, estimulados com
ACh (1 pmol/L por 5 minutos) na auséncia e na presenca de Brusatol
(0,2pmol/L por 30 minutos), (n=4-5). As barras representam a média + SEM da
diferenca (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 a fenilefrina (PE) em aortas

de ratas prenhes e ndo prenhes, Wistar e SHR

A incubacdo com Brusatol (0,1umol/L), um inibidor de Nrf2, foi capaz de
aumentar a reatividade a PE em anéis de aorta de ratas Wistar ndo prenhes,
guando comparadas aos anéis nao incubados, controles. Aortas intactas de
ratas Wistar prenhes incubadas com Brusatol apresentaram maior reatividade a

fenilefrina quando comparadas as aortas nao incubadas, controle (Figura 13).
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Figura 13: Curvas concentracao-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 (0,1pumol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis
de aortas de ratas Wistar ndo 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 ndo 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. & p<0,05 valores de Emax das curvas em anéis de

ratas WP B vs WP C.
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N&o observamos efeito do Brusatol sobre a reatividade vascular de anéis
de aorta de ratas Wistar ndo prenhes sem endotélio quando comparado aos
anéis nao incubados, indicando que o efeito do Brusatol seria depende do

endotélio (Figura 14).
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Figura 14: Curvas concentracdo-efeito para fenilefrina (PE, 0,1 nmol/L a 0,1
mmol/L) em anéis de aorta sem endotélio, de Wistar ndo prenhes, nédo

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

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

59



O Brusatol ndo alterou a reatividade a PE em anéis de aortas com
endotélio de SHR n&o prenhes. O inibidor também n&o alterou a reatividade a
PE em anéis de aorta com endotélio de SHR prenhes (Figura 15).
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Figura 15: Curvas concentracdo-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 (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com anéis
de aortas de ratas SHR néo 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 ndo 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 a Acetilcolina (ACh) em

aortas de ratas prenhes e nao prenhes, Wistar e SHR

N&o observamos diferencas na reatividade a ACh entre aortas de ratas
nédo prenhes e ratas prenhes. O efeito do Brusatol no relaxamento de aortas
estimuladas por Acetilcolina (ACh) foi avaliado e observamos que a incubagéo
com Brusatol ndo foi capaz de alterar o relaxamento induzido pela ACh em

aortas de ratas Wistar, prenhes ou néao prenhes (Figura 16).
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Figura 16: Curvas concentracao-efeito para acetilcolina (ACh, 0,1 nmol/L a 0,1
mmol/L) em anéis de aorta com endotélio ndo incubados (controle) e incubados
com Brusatol (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram feitos com
anéis de aortas de ratas Wistar ndo prenhes (WNP) e prenhes (WP). Os pontos

representam a média + EPM dos experimentos realizados (n = 4-6).
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A reatividade a ACh em aortas de SHR nao é alterada pela prenhez. O
efeito do Brusatol na reatividade a acetilcolina em aortas com endotélio de SHR
ndo prenhes nao foi observado, assim como em aortas com endotélio de ratas
SHR prenhes. Observamos que a incubacdo com Brusatol também néo
promoveu diferenca na reatividade a ACh entre aortas de SHR nao prenhes e
prenhes (Figura 17).
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Figura 17: Curvas concentracdo-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 (0,1umol/L) por 30 minutos. Os experimentos foram
feitos com anéis de aortas de ratas SHR nédo prenhes (SHR NP) e prenhes

(SHR P). Os pontos representam a média + EPM dos experimentos realizados
(n = 6-7).
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DISCUSSAO



6 Discussao

Neste estudo mostramos que em aortas de ratas SHR prenhes ha
reducdo da expressdo das subunidades regulatorias NOXO-1 e p47phox,
porém em Wistar prenhes ha reducdo somente da subunidade NOXO-1. A
prenhez € uma condicdo capaz de aumentar a expressao do fator de
transcricdo Nrf2 e da enzima antioxidante SOD-2 em aortas de ratas Wistar.
Em aortas de SHR observamos reducdo na expressao do inibidor Bach-1 e da
enzima antioxidante NQO1 quando comparadas as ratas Wistar. Além disso, a
prenhez foi capaz reduzir ainda mais a expressdo de NQO1l em SHR. Né&o
encontramos diferencas na expressao de Keap-1 e SOD-1 entre ratas
normotensas e hipertensas, prenhes e nao prenhes. Em células HUVEC
observamos que a incubacdo com Brusatol foi capaz de aumentar a
biodisponibilidade de ERO, sem alterar a biodisponibilidade de NO. Nossos
experimentos bioquimicos mostraram que aortas de ratas Wistar prenhes
apresentam maiores niveis de NO2 quando comparadas as aortas de ratas nao
prenhes e que a incubacdo com Brusatol reduziu os niveis 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 a PE em aortas
de ratas Wistar prenhes, porém ndo alterou a reatividade a PE em aortas de
SHR, além de nao alterar o relaxamento induzido pela ACh em aortas de
ambas as linhagens.

Estudos prévios de nosso grupo mostraram que a prenhez é uma
condicao fisiolégica que reduz a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) em aortas de SHR (TROIANO et al., 2016), revertendo o desequilibrio
redox observado em aortas de SHR nao prenhes. Como o Nrf2 é um fator
redox-sensivel, esta alteracdo associada a prenhez poderia modular a ativacao
do Nrf2 e de sistemas antioxidantes em vasos de SHR, contribuindo para maior
biodisponibilidade de NO nestes vasos.

Avaliamos inicialmente, possiveis diferencas na expressdo destas
proteinas associadas a hipertensédo. Os resultados obtidos na primeira parte
deste estudo mostraram que ndo ha diferenca na expressdo de NOXO-1
(Figura 1) entre aortas de ratas hipertensas (SHR) ndo prenhes e de ratas
Wistar, assim como na expressdo de NOX1 (TROIANO et al.,, 2016).
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Resultados prévios de nosso grupo mostraram que a expressado da NOX1 e de
sua subunidade regulatéria NOXO-1, ndo estdo alteradas em aortas e leito
mesentéricos de machos SHR (PERASSA et al., 2016, GRATON et al., 2019)
guando comparada aos vasos de ratos normotensos. No entanto, a expressao
de NOX2 e de sua subunidade regulatéria p47phox estdo aumentadas em
aorta e leito mesentérico de machos SHR (PERASSA et al., 2016, GRATON et
al.,, 2019) e apesar da expressdao de NOX2 ser maior em aortas de fémeas
SHR do que em aortas de ratas normotensas (TROIANO et al., 2016),
nenhuma alteracdo da expressdo de p47phox foi observada nestes vasos
(Figura 2). Ja a expressdo de NOX4 ndo esta alterada em vasos de machos
SHR, mas esta aumentada em aorta de fémeas SHR n&o prenhes. A maior
expressao de isoformas de NAD(P)H oxidase e de suas subunidades
regulatorias associada a maior atividade enzimatica medida em aorta e leito
mesentérico, maior quantidade de ERO em células endoteliais de aorta e maior
peroxidacao lipidica em aortas de SHR (PERASSA et al., 2016, TROIANO et
al., 2016, GRATON et al., 2019), corroboram dados da literatura que mostram
maior producdo de anion superéxido (O2) ou de ERO em células de vasos
sanguineos periféricos e centrais de ratos hipertensos SHR (CAl e HARRISON,
2000, PARAVICINI et al.,, 2004, LODI et al.,, 2006, RAHALI, LI e ANAND-
SRIVASTAVA, 2018).

Em condigbes fisiologicas, Nrf2 estd constitutivamente expresso no
citoplasma das células e associado ao Keap-1, uma proteina repressora de sua
atividade. Radicais livres favorecem a translocacdo do Nrf2 para o nucleo e a
ligacdo aos genes do elemento de resposta antioxidante (ARE) que codificam
proteinas antioxidantes. Apesar do papel do Nrf2 no sistema cardiovascular
nao ser totalmente conhecido, evidéncias 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 reducao
da expressao 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, ndo observamos alteracao da expressao basal de Nrf2 (Figura 3)

ou de sua proteina regulatéria Keap-1 (Figura 4) em aortas de SHR se
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comparadas as aortas de ratas Wistar ndo prenhes. Como ndo encontramos
alteracdes na expressdo destas proteinas, avaliamos possiveis alteracdes na
expressdo de Bach-1, outra proteina repressora da atividade de Nrf2 e
observamos que em condicdo basal, ndo estimulada, a expressdo de Bach-1 é
menor em aortas de SHR néo prenhes (Figura 5) do que em aortas de Wistar
nao prenhes. Nos estudos de Lopes et al., (2015) foi observado que o estimulo
de célula do musculo liso vascular com angiotensina Il (Ang Il) leva o aumento
a expressao de Bach-1 apenas em SHR-SP se comparado ao rato normotenso
WKY, indicando que esta proteina teria um papel importante na ativacéo
deficiente do Nrf2 que ocorreria com 0 aumento do estresse oxidativo pela Ang
[I. Aumento da expressdo de Bach-1 dependente do estimulo com Ang Il
também foi observado em tecido renal de camundongos (LOPES et al., 2015,
WEBER et al., 2018).

Avaliamos também possiveis alteracbes na expressdo de enzimas
antioxidantes em aortas de ratas hipertensas. Nossos resultados mostraram
reducdo da expressdo de NQO1 (Figura 8), mas nenhuma alteragcdo na
expressao de SOD-1 (Figura 6) e de SOD-2 (Figura 7) em aortas de SHR néo
prenhes quando comparadas a aortas de Wistar ndo prenhes. Em vasos
sanguineos de ratos machos hipertensos (SHR-SP e SHR) ha reducédo da
expressao proteica, de RNAmM 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 hipertensao
associada ao desequilibrio redox em fémeas néo altera de forma significativa a
expressdo de muitas proteinas envolvidas nos mecanismos de modificacdes
pos-traducionais associados ao Nrf2 em aortas. Nado encontramos na literatura
resultados prévios que comparassem diferencas entre vasos sanguineos de
machos e fémeas hipertensos. Assim, como nossa contribuigédo, nesta primeira
parte do estudo, mostramos que nenhuma alteracdo na expressao de Nrf2,
Keap-1, SOD-1 e de SOD-2 é observada em aortas de fémeas SHR, mas ha
reducdo da expressdo de Bach-1 e de NQO1 nestes vasos.

Considerando que a prenhez é uma condicéo fisiol6gica que reduz a
guantidade de ERO em células endoteliais, a producdo de ERO e a expressao
de NOX1, NOX2 e NOX4 em aortas de fémeas SHR (TROIANO et al., 2016),
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contribuindo desta forma para reverter o desequilibrio redox observado em
vasos de SHR, levantamos a hipétese que a prenhez modularia a expressao de
todas as proteinas acima citadas.

Observamos que a prenhez reduz a expressdo de NOXO-1, mas néo
altera a expressdo de p47phox em aortas de ratas Wistar, porém,
interessantemente, em aortas de SHR, a prenhez reduz a expressao de
NOXO-1 e de p47phox (Figuras 1 e 2 respectivamente). A reducdo da
expressao de NOXO-1 em aortas de ratas prenhes foi mais significativa em
SHR do que em ratas Wistar (Figura 1). A reducdo das subunidades
regulatérias NOXO-1 e p47phox em aortas de SHR prenhes poderia ser
associada a menor expressdo das isoformas NOX1 e NOX2 e a menor
producdo de ERO (TROIANO et al.,, 2016) encontrada nestes vasos,
reforcando a sugestdo que a prenhez, como processo fisioldgico, é capaz de
reduzir a geracdo ERO em células de vasos sanguineos periféricos,
principalmente de SHR.

Em aortas de ratas normotensas prenhes observamos aumento da
expressao de Nrf2 (Figuras 3) e da expressao de SOD-2 (Figura 7), mas sem
alteracédo da expresséao 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 expressao/atividade de alguns sistemas antioxidantes, como SOD-
2, associados a maior expressaol/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 nédo de
SOD-1, em endométrio de ovelhas ao final da prenhez (AL-GUBORY, FAURE
e GARREL, 2017). Ao contrério do esperado, ndo observamos aumento, mas
reducdo apenas da expressdo da enzima antioxidante de NQO1 (Figura 8),
sem alteracdo de expressdo 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 nés até o momento desconhecido, mas o0s
resultados apresentados sugerem claramente que em ratas hipertensas, a
prenhez ndo 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
sanguineos, mas de forma distinta entre ratas normotensas e hipertensas.
Nossos dados sugerem que enquanto em aortas de ratas normotensas
prenhes a maior expressao/atividade de enzimas antioxidantes parece ser mais
relevante, em aortas de SHR prenhes, a menor expressdo e atividade de
enzimas produtoras de ERO, isoformas de NAD(P)H, NOX1 e NOX2, e
subunidades regulatérias, NOXO-1e p47phox, seriam mais importantes para
manutencdo da menor biodisponibilidade vascular de ERO.

Para confirmarmos esta hip6tese, realizamos estudo bioquimico e
funcionais utilizando o Brusatol, um inibidor de Nrf2 (CAl et al., 2018, BAI et al.,
2020). Inicialmente, verificamos que a pré-incubacdo de HUVEC com
diferentes concentracbes de Brusatol ndo 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 niveis de NO2 estdo
aumentados em aortas de ratas Wistar prenhes, corroborando a sugestdo de
gue a atividade da eNOS estaria aumentada em vasos sanguineos de ratas
prenhes (BALLEJO et al., 2002, ZANCHETA et al., 2016, TROIANO et al.,
2016). A pré-incubagdo de aortas com Brusatol (0,1umol/L) reduziu a
guantidade 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 sugestédo é reforcada pelos
nossos resultados que mostraram que a expressdo de Nrf2, assim como de
SOD-2, estd aumentada em aortas de ratas Wistar prenhes.

Em aortas de SHR prenhes, a quantidade de NO2  estimulada por ACh
nao foi diferente da encontrada em aortas de SHR nédo prenhes (Figura 12),
apesar das concentragcdes de NO basal, ser maior em células endoteliais
isoladas de aortas de SHR prenhes (TROIANO et al., 2016). Em aortas de SHR
nao prenhes, o Brusatol ndo alterou a quantidade de NO2 estimulada por ACh,
mas reduziu em aortas de SHR prenhes sugerindo participacédo da via do Nrf2
na prenhez (Figura 12).

Nos experimentos funcionais, para avaliacdo da reatividade de aortas, 0

Brusatol aumentou o efeito contratil a PE em aortas de ratas ndo prenhes e

68



prenhes normotensas (Figura 13), efeito este que nao foi observado em aortas
sem endotélio (Figura 14), sugerindo que a atividade de Nrf2 participa do efeito
modulador do endotélio sobre a reatividade a PE, o qual depende da
biodisponibilidade de NO. Na presenca 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 modulacdo endotélio-dependente sobre a
resposta contratil seria esperada, ou seja, na presenca do Brusatol, a maior
guantidade de O:2~ reduziria a biodisponibilidade de NO e seu efeito anti-
contratil, reduzindo assim o efeito modulador do endotélio e/ou aumentando a
contragao das aortas ao agonista a1-adrenérgico.

A presenca de Brusatol, no entanto, ndo aboliu a diferenca de
reatividade entre aortas de ratas prenhes e nédo prenhes (Figura 13), sugerindo
gue este mecanismo nao seria responsavel pela maior modulacao endotelial e
menor reatividade de aortas a PE observada em ratas prenhes. Por outro lado,
considerando que a maior expressao Nrf2 seria associada a maior atividade de
Nrf2 em aortas de ratas Wistar prenhes, possivelmente uma maior
concentracdo de Brusatol seria necessaria para inibir totalmente sua atividade
e abolir a diferenca de reatividade entre aortas de prenhes e ndo prenhes. Até
0 momento nao realizamos um experimento funcional utilizando uma maior
concentracdo de Brusatol para testarmos esta hipétese, mas avaliando as
curvas concentracao-efeito (Figura 13) pode ser observado que a concentracao
de Brusatol usada foi suficiente para igualar a contracao entre aortas de ratas
prenhes e de aortas de ratas ndo prenhes nao incubadas com Brusatol,
sugerindo a participacéo do Nrf2 na hiporeatividade de aortas de ratas prenhes
a PE. Até o momento nossos resultados sugerem que a atividade de Nrf2, que
€ inibida pelo Brusatol, participa do efeito modulador do endotélio sobre a
reatividade a PE, e que esta participacdo seria maior em aortas de ratas
prenhes, uma vez que a mesma concentragdo de Brusatol reverteu apenas
parcialmente a maior modulacdo endotelial sobre contracdo vascular a PE
observada na prenhez (BALLEJO et al.,, 2002, ZANCHETA et al., 2015,
TROIANO et al.,, 2016). Interessantemente, auséncia de efeito do Brusatol
sobre a reatividade a PE foi observada em aortas de SHR nao prenhes e

prenhes (Figura 15), reforcando nossos achados prévios que sugerem que o

69



Nrf2, assim como a expressao/atividade de enzimas antioxidantes, nao teria,
em aortas de SHR prenhes, participacdo tdo importante nos mecanismos
envolvidos na hiporeatividade a PE como observado em aortas de Wistar
prenhes.

Estudos prévios mostraram que a reatividade de aortas de ratas Wistar
ou SHR, & ACh, assim como a outros vasodilatadores, ndo esta alterada na
prenhez (BALLEJO et al.,, 2002, ZANCHETA et al., 2015). O Brusatol n&o
alterou significativamente o efeito vasodilatador da ACh em aortas dos grupos
avaliados (Figuras 16 e 17). Este resultado corrobora a sugestdo que a
hiporeatividade de aortas de ratas prenhes a PE seria consequente de um
maior efeito modulador do NO sobre as contra¢cdes vasculares dependentes de
maior atividade da via PI3K-AKt e fosforilacdo da eNOS (ZANCHETA et al.,

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

Em conclusdo, nossos resultados sugerem que a atividade da via de
sinalizacdo 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 modulacdo endotélio-dependente da
contragdo vascular & PE em aortas de ratas normotensas prenhes. No entanto,
em aortas de SHR prenhes, este mecanismo parecer ndo ser mais importante
gue a reducdo da atividade de isoformas NOX e de suas subunidades
regulatérias que contribuiiam para menor geracdo de 02" e
consequentemente, maior biodisponibilidade de NO e maior modulacéo

endotélio-dependente da contragdo vascular a PE associada a prenhez.
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9 Apéndice

1. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos de

Western Blot

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

expressdo de NOXO-1 em aortas dos diferentes grupos

Valores em Unidade

Grupos Arbitrarias (UA) Namero amostral
Wistar N&o Prenhe 1,068 + 0,038 9
Wistar Prenhe 0,846 £ 0,076 9
SHR N&o Prenhe 0,898 + 0,046 9
SHR Prenhe 0,454 + 0,056 8

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

expressado de p47phox em aortas dos diferentes grupos

Grupos

Valores em Unidade
Arbitrarias (UA)

NUmero amostral

Wistar N&o Prenhe 1,102 £ 0,081 4
Wistar Prenhe 0,947 £ 0,039 5
SHR Nao Prenhe 0,942 + 0,015 5
SHR Prenhe 0,647 £ 0,061 5

Tabela 3- Valores dos resultados apresentados na Figura 3, referentes a
expressado de Nrf2 em aortas dos diferentes grupos

Grupos

Valores em Unidade
Arbitrarias (UA)

NUmero amostral

Wistar N&o Prenhe 0,785 + 0,094 5
Wistar Prenhe 1,128 + 0,038 5
SHR Nao Prenhe 0,844 + 0,062 5
SHR Prenhe 0,712 + 0,137 4




Tabela 4- Valores dos resultados apresentados na Figura 4, referentes a

expressédo de Keap-1 em aortas dos diferentes grupos

Valores em Unidade

Grupos Arbitrarias (UA) Numero amostral
Wistar N&o Prenhe 0,948 + 0,053 5
Wistar Prenhe 0,952 + 0,088 4
SHR N&o Prenhe 0,872 + 0,069 4
SHR Prenhe 0,773 £ 0,109 4

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

expressédo de Bach-1 em aortas dos diferentes grupos

Grupos

Valores em Unidade
Arbitrarias (UA)

NUmero amostral

Wistar Nao Prenhe 0,485 + 0,035 5
Wistar Prenhe 0,439 + 0,023 6
SHR N&o Prenhe 0,366 + 0,026 5
SHR Prenhe 0,311 + 0,022 4

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

expressdo de SOD-1 em aortas dos diferentes grupos

Valores em Unidade

Grupos Arbitrarias (UA) Namero amostral
Wistar N&o Prenhe 0,688 £ 0,018 5
Wistar Prenhe 0,718 + 0,059 4
SHR Né&o Prenhe 0,707 = 0,049 4
SHR Prenhe 0,626 + 0,026 4

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

expressdo de SOD-2 em aortas dos diferentes grupos

Valores em Unidade

Grupos Arbitrérias (UA) NUmero amostral
Wistar Nao Prenhe 1,127 £ 0,035 5
Wistar Prenhe 1,443 + 0,089 4
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SHR Nao Prenhe

1,213 + 0,064

SHR Prenhe

1,176 £ 0,056

Tabela 8- Valores dos resultados apresentados na Figura 8, referentes a
expressdo de NQO1 em aortas dos diferentes grupos

Valores em Unidade

Grupos Arbitrarias (UA) Numero amostral
Wistar N&o Prenhe 1,131 £ 0,045 5
Wistar Prenhe 0,948 £ 0,071 4
SHR Né&o Prenhe 0,899 + 0,055 5
SHR Prenhe 0,435 £+ 0,059 5

2. Valores numéricos dos

fluorimétricos

Tabela 9- Valores dos resultados apresentados na Figura 9, referentes a
intensidade de fluorescéncia do DAF-2/DA em HUVEC ap6s aincubacao
com diferentes concentra¢cdes de Brusatol

resultados obtidos nos experimentos

Concentracéao de
Brusatol (umol/L)

Intensidade de
fluorescéncia (UA)

NUmero amostral

Controle 8460 + 281,3 4
0,01 pmol/L 8833 £ 162,0 4
0,1 pumol/L 9040 + 199,2 4

1 pmol/L 9215 + 335,2 4

10 pmol/L 8793 + 302,2 4

Tabela 10- Valores dos resultados apresentados na Figura 10, referentes a
intensidade de fluorescéncia do DHE em HUVEC apés a incubacédo com
diferentes concentragdes de Brusatol

Concentracéao de
Brusatol (umol/L)

Intensidade de
fluorescéncia (UA)

NUmero amostral

Controle

8983 * 75,50

4
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0,01 pmol/L 11834 + 268,2 4
0,1 pmol/L 13030 + 195,6 4
1 pmol/L 13370 + 501,6 4
10 pmol/L 13852 + 216,3 4

3. Valores numéricos dos resultados obtidos nos experimentos para
guantificacdo de Nitrito utilizando o Método de Griess em aortas
dos diferentes grupos

Tabela 11- Valores dos resultados apresentados na Figura 11, referentes a
concentracado de nitrito quantificada em aortas dos diferentes grupos

Concentracao de
Nitrito em aortas

Grupos (umol/mg de tecido NUmero amostral
amido)
Wistar Nao Prenhe +
ACh 17,72 + 3,47 4
Wistar Prenhe + ACh 50,93 + 3,48 3
Wistar Nao Prenhe +
ACh + Brusatol 7,434 5,06 4
Wistar Prenhe + ACh + 0,522 + 0,29 3

Brusatol

Tabela 12- Valores dos resultados apresentados na Figura 12, referentes a
concentracado de nitrito quantificada em aortas dos diferentes grupos

Concentracao de
Nitrito em aortas

Grupos (umol/mg de tecido Numero amostral
uamido)
SHR Néo Prenhe + ACh 35,29 + 19,37 5
SHR Prenhe + ACh 23,44 + 2,85 4
SHR Nao Prenhe + ACh 17,88 + 8,94 5
+ Brusatol
SHR Prenhe + ACh +
0 5
Brusatol
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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 concentracao-efeito para fenilefrina em aortas dos

diferentes grupos

Grupos

Valores de Emax

NUmero amostral

(mN)
Wistar Nao Prenhe 25.10 + 2,97 6
Controle
Wistar Prenhe Controle 18,98 + 2,01 5
Wistar Nao Prenhe 37.13 + 2.89 6
Brusatol
Wistar Prenhe Brusatol 26,60+ 2,01 5

Tabela 14- Valores dos resultados apresentados na Figura 14, referentes
ao Emax das curvas concentracao-efeito para fenilefrina em aortas sem
endotélio ndo-incubadas (controle) e incubadas com Brusatol

Grupos

Valores da contracao

NUmero amostral

(mN)
Wistar Nao Prenhe
Controle (Sem 36,50 £ 0,96 6
endotélio)
Wistar Nao Prenhe
Brusatol (Sem 38,27 £ 3,32 6

endotélio)

Tabela 15- Valores dos resultados apresentados na Figura 15, referentes
ao Emax das curvas concentracao-efeito para fenilefrina em aortas nao-

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

Valores de Emax

Grupos (MN) Numero amostral
SHR N&o Prenhe 2543+ 1,13 6
Controle
SHR Prenhe Controle 19,12+ 1,79 10
SHR Nao Prenhe 2450 + 1,28 9

Brusatol
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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 concentracdo-efeito para acetilcolina em aortas nao-
incubadas (controle) e incubadas com Brusatol, nos diferentes grupos

Grupos Valores de Emax NUmero amostral
P (% de relaxamento)
Wistar Nao Prenhe 94.07 + 0,98 6
Controle
Wistar Prenhe Controle 95,56 + 1,30 4
Wistar Nao Prenhe 93.57 + 1.56 6
Brusatol
Wistar Prenhe Brusatol 92,81 +0,61 5

Tabela 17- Valores dos resultados apresentados na Figura 17, referentes
ao Emax das curvas concentracao-efeito para acetilcolina em aortas nao-
incubadas (controle) e incubadas com Brusatol, dos diferentes grupos

Grupos Valores de Emax NUmero amostral
P (% de relaxamento)
SHR N&o Prenhe 94.65 + 1,28 6
Controle
SHR Prenhe Controle 96,56 + 1,05 7
SHR Na&o Prenhe 92.83 + 2,23 7
Brusatol
SHR Prenhe Brusatol 96,84 + 0,67 7
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