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 A tese intitulada: “Avaliação do papel do H2S em modelo experimental de pré-

eclâmpsia” encontra-se dividida em cinco partes. 

 Inicialmente a tese traz uma breve introdução a respeito das principais alterações 

vasculares da gestação e das desordens hipertensivas gestacionais. São rapidamente abordados 

alguns fatores de predisposição que conduzem ao processo de má formação placentária e 

posterior disfunção endotelial característicos da hipertensão gestacional.  Posteriormente a 

tese descreve os principais efeitos do mediador gasoso sulfeto de hidrogênio (H2S) no sistema 

vascular e sua participação na fisiopatologia das desordens hipertensivas gestacionais. 

 O segundo capítulo apresenta o artigo intitulado “Sodium hydrosulfide prevents 

hypertension and increases in vascular endothelial growth factor and soluble fms-like 

tyrosine kinase-1 in hypertensive pregnant rats” publicado na revista Naunyn-Schmiedeberg's 

Archives of Pharmacology em que descrevemos os efeitos do tratamento com hidrossulfeto de 

sódio (NaHS), um doador exógeno de H2S, em um modelo experimental de hipertensão 

gestacional, induzida pelo inibidor da óxido nítrico (NO) sintase (NOS), Nω-nitro-L-arginina-

metil éster (L-NAME). 

 O capítulo três apresenta o manuscrito “Increases in placental nitric oxide, but not 

nitric oxide-mediated relaxation, underlie the improvement in placental efficiency and 

antihypertensive effects of hydrogen sulfide donor in hypertensive pregnancy”, submetido a 

publicação para a revista Nitric Oxide. Nesse manuscrito, relatamos os aumentos da produção 

de NO placentário e a ocorrência de relaxamento não dependente de NO na aorta torácica, 

após o tratamento com NaHS em ratas prenhes hipertensas. 

 A quarta parte apresenta uma breve discussão dos achados nos dois artigos 

apresentados previamente e a última parte da tese apresenta algumas considerações finais e 

conclusões a respeito do objeto de estudo descrito na tese. 
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 Ainda, durante a execução deste curso de doutoramento, outras atividades foram 

desenvolvidas com o objetivo de enriquecer a formação acadêmica e estas são apresentadas a 

seguir: 

 

Disciplinas cursadas  
 

Disciplinas Ano Período 

Letivo 
Créditos Carga 

Horária 
Freq Conceito 

Análise de Vesículas 

Extracelulares Contendo 

miRNAs e Proteínas 

2014 1º 

semestre 
2 30 100 A 

Neurotoxicidade por 

Exposição a Metais Pesados 

e Pesticidas 

2014 1º 

semestre 
4 60 100 A 

Tópicos Especiais em 

Farmacologia: Análise da 

variabilidade da frequência 

cardíaca e da pressão arterial 

e modulação autonômica 

vascular 

2014 1º 

semestre 
1 15 100 A 

Farmacologia do Endotélio 

Vascular 
2014 2º 

semestre 
6 90 100 A 

Prática de Ensino de 

Farmacologia 
2014 2º 

semestre 
4 60 85 A 

Pré-eclâmpsia: da bancada 

ao leito 
2014 2º 

semestre 
4 60 100 A 

Tópicos Avançados em 

Farmacologia e 

Biotecnologia 

2014 2º 

semestre 
3 45 80 B 

Créditos aproveitados do 

mestrado 
  26 390   

Total geral de créditos em 

disciplinas 
  50 750   

Total de Créditos em 

atividades complementares 
  121 1815   

Total geral de créditos   171 2565   
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Pharmacol. 2018 Jan 17.  
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pregnant rats. J Huazhong Univ Sci Technolog Med Sci. 2017 Dec;37(6):904-909. 
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7. Zhu M, Ren Z, Possomato-Vieira JS, Khalil RA. Restoring placental growth factor-
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hypertension in pregnancy. Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2016 Sep1; 

311(3):R505-21. 

 

8. Gonçalves-Rizzi VH, Possomato-Vieira JS, Sales Graça TU, Nascimento RA, Dias-

Junior CA. Sodium nitrite attenuates hypertension-in-pregnancy and blunts increases 

in soluble fms-like tyrosine kinase-1 and in vascular endothelial growth factor. Nitric 

Oxide. 2016 Jul ; 57:71-78. 

 

9. Chaguri JL, Godinho AF, Horta DF, Gonçalves-Rizzi VH, Possomato-Vieira JS, 

Nascimento RA, Dias-Junior CA. Exposure to fipronil elevates systolic blood pressure 

and disturbs related biomarkers in plasma of rats. Environ Toxicol Pharmacol. 2016 

Mar; 42:63-8.  

 

10. Gonçalves-Rizzi VH, Nascimento RA, Possomato-Vieira JS, Dias-Junior CA. 

Sodium Nitrite Prevents both Reductions in Circulating Nitric Oxide and 

Hypertension in 7-Day Lead-Treated Rats. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2016 

Mar;118(3):225-30. 

 

11. Rocha TL, Dias-Junior CA, Possomato-Vieira JS, Gonçalves-Rizzi VH, Nogueira 

FR, de Souza KM, Braz LG, Braz MG. Sevoflurane Induces DNA Damage Whereas 

Isoflurane Leads to Higher Antioxidative Status in Anesthetized Rats. Biomed Res 

Int.2015; 2015:264971.  
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Disease, 2016, San Francisco.  
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Rats. American Heart Association's Council on Hypertension, 2015, Nova Iorque. 

Hypertension, 2015. v. 66. 
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http://lattes.cnpq.br/9300426627682632
http://lattes.cnpq.br/9300426627682632
http://lattes.cnpq.br/9300426627682632
http://lattes.cnpq.br/6296664642422599
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Systolic Blood Pressure and Enhances Placentas Weights in Preeclampsia. 
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1. Hydrogen sulfide (H2S) attenuates hypertension in pregnancy and blunts fetal growth 

restriction through an increase in placental efficiency in hypertensive pregnant rats. 

49th Brazilian Congress of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 2017, 

Ribeirão Preto 

 

Aulas/palestra/cursos ministrados 
 

Aulas na pós-graduação 

 

1. Princípios da Farmacologia do Sistema Nervoso Autônomo. Especialização em 

Assistência Farmacêutica: do diagnóstico ao tratamento, Universidade do Sagrado 

Coração, Bauru (2014). 
 

Aulas na graduação 
 

1. Estágio docência na disciplina de Fundamento da Farmacologia. Curso: Física 

Médica. Instituto de Biociências de Botucatu, UNESP. 1º semestre/2016. Supervisão: 

Prof. Dr. Érick José Ramo da Silva. 

 

2. Estágio docência na disciplina de Farmacologia Endócrina. Curso: Biomedicina. 
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Paulista. Faculdade Sudoeste Paulista, Itapetininga (2017).
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3-MST – 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase 

[Ca
2+

]i – concentração de cálcio intracelular 

AA – ácido araquidônico 

ACh – acetilcolina 

ADAM-10 – metaloproteinase 10 

ADMA – dimetil arginina assimétrica 

Ang II – angiotensina II 

AT1-AA – anticorpo agonista do receptor do tipo I da angiotensina II 

AT1R – receptor do tipo 1 de angiotensina II  

cAMP – adenosina monofosfato cíclica 

CBS – cistationina-β-sintase 

cGMP – guanosina monofosfato cíclica 

CO – monóxido de carbono 

COX – ciclooxigenase 

CSE – cistationina-γ-líase 

CYP450 – citocromo 450 

dNK – natural killer decidual 

DOCA – acetato de desoxicorticosterona 

EDCF – fator de contração derivado do endotélio 

EDHF – fator hiperpolarizante derivado do endotélio 

EDRF – fator de relaxamento derivado do endotélio 

EDTA - ácido etilenodiamino tetra-acético 

EET – ácido epoxieicosatrienóico 

ELISA – ensaio de imunoadsorção enzimática 

eNOS – óxido nítrico sintase endotelial  
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ET-1 – endotelina-1 

ETA-AA - anticorpo agonista do receptor do tipo A de endotelina 

ETAR – receptor do tipo A de endotelina 

ETBR – receptor do tipo B de endotelina 

H2O2 – peróxido de hidrogênio 

H2S – sulfeto de hidrogênio 

HIF – fator induzido pela hipóxia 

HTN-Preg – hipertensão gestacional 

HUVEC – célula endotelial da veia umbilical humana 

IL – interleucina 

iNOS – óxido nítrico sintase induzível  

IP – receptor de prostaciclina 

IUGR – restrição do crescimento intra-uterino 
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Resumo 
 
Durante a gestação, diversas adaptações fisiológicas ocorrem para suportar o feto em 

desenvolvimento. Em algumas mulheres, falhas nesses mecanismos podem causar desordens 

hipertensivas da gestação. A pré-eclâmpsia (PE) é uma desordem hipertensiva da gestação 

caracterizada por um de novo aumento na pressão arterial (> 140x90 mmHg), após a 20ª 

semana gestacional. É normalmente acompanhada de proteinúria e acomete 5-7% das 

gestantes. Atualmente é amplamente aceito que a fisiopatologia da PE envolve dois diferentes 

estágios: o primeiro, relacionado à má placentação e consequente isquemia/hipóxia 

placentária e liberação de fatores bioativos, e o segundo, relacionado à promoção de danos às 

células endoteliais. A disfunção endotelial é caracterizada por um aumento na liberação de 

substâncias vasoconstritoras, como a endotelina, e concomitante redução na liberação de 

substâncias vasodilatadoras, como o óxido nítrico (NO). Recentes estudos apontam para a 

importância do sulfeto de hidrogênio (H2S), uma molécula que apresenta diversas 

semelhanças com o NO, como a natureza gasosa e a produção por enzimas de localização 

endotelial. No sistema cardiovascular, o H2S exerce várias funções, como modulação da 

angiogênese e efeitos vasodilatadores, entretanto, poucos trabalhos avaliaram seu papel na 

hipertensão gestacional. Para a realização dos trabalhos, ratas Wistar prenhes foram 

utilizadas. Inicialmente a hipertensão gestacional foi induzida com o uso do inibidor da NO 

sintase (NOS), Nω-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), e as ratas prenhes hipertensas 

foram tratadas com hidrossulfeto de sódio (NaHS), um doador exógeno de H2S. Nós 

mostramos que o NaHS exerce efeito anti-hipertensivo e melhora os parâmetros materno-

fetais. O tratamento com NaHS ainda previne o aumento nos níveis de fms-like tirosina 

quinase-1 solúvel (sFlt-1) e do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que em 

excesso pode trazer danos à gestação. Esses efeitos benéficos parecem não ter relação com 

diminuições do estresse oxidativo, todavia, de forma interessante, nós mostramos que os 

níveis plasmáticos de NO aumentam em ratas prenhes hipertensas, após o tratamento com 

NaHS. Como o H2S parece interagir com a via do NO e nosso modelo inicial induz a 

hipertensão por meio da inibição da formação de NO, utilizamos um diferente modelo 

experimental para melhor esclarecer nossos achados. Nesse segundo modelo experimental, a 

hipertensão gestacional foi induzida pela injeção de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) 

e consumo de solução salina 0,9%. O tratamento com NaHS também reduziu a pressão 

arterial em ratas prenhes hipertensas nesse modelo e melhorou o peso dos filhotes, o que foi 

seguido por um restabelecimento da eficiência placentária. Um aumento nos níveis de NO 
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placentário parece contribuir para os efeitos do NaHS e pode parcialmente contribuir para o 

restabelecimento da eficiência placentária. Nós observamos um aumento do estresse oxidativo 

nas placentas de ratas prenhes hipertensas tratadas com NaHS e sugerimos que ele pode estar 

relacionado à aumentada atividade metabólica desse tecido. Não foram observadas diferenças 

nos níveis circulantes do fator sFlt-1 e o tratamento com NaHS diminuiu os níveis do fator de 

crescimento placentário (PlGF) e isso parece relacionar-se com a atividade pró-angiogênica 

do NaHS que pode inibir o característico aumento nos níveis de PlGF durante a gestação. 

Além disso, o tratamento com NaHS reverte a hiperreatividade à fenilefrina (PHE), observada 

em ratas prenhes hipertensas, e promove um relaxamento não mediado por NO na aorta 

torácica. Nossos achados sugerem que o NaHS parece atuar na região uteroplacentária, 

melhorando o suprimento nutricional para os filhotes. Isso pode decorrer da modulação na 

produção de fatores angiogênicos. Além do mais, os efeitos do NaHS podem estar 

relacionados ao aumento da biodisponibilidade do NO, o que parece não estar ligado à 

diminuição do estresse oxidativo, e podem ser dependentes de vias alternativas de formação 

de NO ou ativação da NOS. Por fim, ações diretas sobre a vasculatura também parecem 

contribuir para os efeitos benéficos observados com o tratamento com NaHS. 

 

Palavras-chave: hipertensão gestacional, sulfeto de hidrogênio, L-NAME, DOCA, ratas 
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Abstract 
 

Throughout gestation, several physiological adaptations occur to support the growing fetus. In 

some women, fails in these mechanisms may cause gestational hypertensive disorders. 

Preeclampsia (PE) is a gestational hypertensive disorder characterized by a de novo increase 

in arterial blood pressure (> 140x90 mmHg) after the 20th gestational week. It is normally 

accompanied by proteinuria and affects 5-7% of pregnant women. It is currently accepted that 

the physiopathology of PE involves two different stages: the first one is related to a bad 

placentation process, consequent placental ischemia/hypoxia and release of bioactive factors; 

and the second stage is related to the occurrence of endothelial cell damage. Endothelial 

dysfunction is characterized by an increased release of vasoconstrictors substances, such as 

endothelin, and a concurrent reduction in the release of vasodilators substances, such as nitric 

oxide (NO). Recent studies point to the importance of hydrogen sulfide (H2S), a molecule that 

shows several similarities with NO, such as its gaseous nature and the enzymatic production 

in endothelium. In cardiovascular system, H2S exerts numerous functions, such as 

angiogenesis modulation and vasodilators effects, however only a few studies evaluated H2S 

role in gestational hypertension. For the accomplishment of the works, pregnant Wistar rats 

were used.  Initially, gestational hypertension was induced with the use of NO synthase 

(NOS) inhibitor, Nω-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) and hypertensive pregnant rats 

were treated with sodium hydrosulfide (NaHS), an exogenous donor of H2S. We showed that 

NaHS exerts antihypertensive effects and improves feto-maternal parameters. NaHS treatment 

also blunted the increases in soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) and in vascular 

endothelial growth factor (VEGF), which in excess may lead to gestational damage. These 

beneficial effects seems to be unrelated to decreases in oxidative stress, however, we showed 

that NO plasmatic levels are increased in hypertensive pregnant rats treated with NaHS. Since 

H2S seems to interact with NO-pathway, and our first experimental model induces 

hypertension through the inhibition of NO formation, we used a different experimental model 

to better clarify our findings. In this second experimental model, hypertension was induced by 

injection of desoxycorticosterone acetate (DOCA) and 0.9% saline solution consumption. 

Treatment with NaHS also reduced arterial blood pressure in hypertensive pregnant rats in 

this experimental model and improved fetal weight, which was followed by a reestablishment 

in placental efficiency. We observed an increase in placental oxidative stress in hypertensive 

pregnant rats treated with NaHS and we suggest that this increase may be related with an 

increased metabolic activity in this tissue. We did not observe differences in circulating levels 
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of sFlt-1 and, treatment with NaHS decreased placental growth factor (PlGF) levels, which 

seems to be related to the pro-angiogenic activity of NaHS that may inhibit the characteristic 

increases in PlGF levels during pregnancy. Also, treatment with NaHS reverts the 

hyperreactivity to phenylephrine (PHE) observed in hypertensive pregnant rats and exerts a 

non NO-mediated relaxation in thoracic aorta. Our findings suggest that NaHS seems to act in 

uteroplacental region, improving nutritional supply to the fetus and this may be related to the 

modulation of angiogenic factors. Moreover, the effects of NaHS may correlate to increases in 

the bioavailability of NO, which seems to not be linked with reductions in oxidative stress; 

and may depend on alternative pathways to NO formation or NOS activation. Finally, direct 

actions in vasculature may also contribute to the beneficial effects observed with NaHS 

treatment. 

 

Keywords: gestational hypertension, hydrogen sulfide, L-NAME, DOCA, rats 
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1 Introdução 
 

1.1 Adaptações vasculares da gestação 

 

 A gestação é um período que impõe ao organismo materno diversas adaptações para 

suportar o feto em crescimento. De forma significativa, a gestação promove profundas 

transformações na fisiologia da vasculatura uterina e em menor grau na vasculatura sistêmica 

(Boeldt and Bird 2017). As primeiras adaptações na vasculatura iniciam-se logo após a 

implantação do embrião no útero, processo que dá início à invasão trofoblástica e marca os 

primeiros estágios da placentação (Huppertz and Peeters 2005). 

 Nos estágios iniciais da gestação (6-8 semanas), começa a aumentar o volume de 

sangue materno que alcança valores 50% maiores do que em estágios não gravídicos.  

Durante esse período inicial, o débito cardíaco aumenta em 30-50% (Clark, Cotton et al. 

1989). Com o aumento do volume sanguíneo e do débito cardíaco, se esperaria o aumento da 

pressão arterial, entretanto, essas alterações ocorrem concomitantemente a uma drástica 

redução da resistência vascular periférica, promovendo a manutenção da pressão arterial 

normal, durante a gestação (Ouzounian and Elkayam 2012).   

Apesar de uma diminuição na resistência vascular periférica sistêmica participar da 

manutenção da pressão arterial, estima-se que, durante a gestação, as alterações dramáticas na 

resistência vascular ocorram na circulação uterina, uma vez que um aumento de fluxo de 30-

50 vezes é observado em comparação com condições não gravídicas (Sladek, Magness et al. 

1997, Bird, Zhang et al. 2003). 

 A diminuição na resistência vascular é primariamente atribuída a um aumento do 

remodelamento das artérias espiraladas, entretanto, essa redução da resistência vascular 

também depende de outros mecanismos de remodelamento da circulação uterina, como um 

aumento expressivo da angiogênese e um prolongado estado de vasodilatação (Williams, 

Vallance et al. 1997).  

Além disso, embora muitos trabalhos tenham como foco o estudo das adaptações 

vasculares em vasos de resistência, deve-se considerar que um aumento de fluxo de 30-50 

vezes apenas se mantém nos vasos de pequeno calibre porque os vasos de condutância 

também sofrem um considerável aumento de diâmetro e alterações do tônus vascular devido a 

uma elevada capacidade de relaxamento (Boeldt and Bird 2017).  

Durante o início do segundo trimestre de gestação (18ª-20ª semanas), ocorre uma 

migração de citotrofoblastos em direção às artérias espiraladas. Em uma gestação saudável, os 
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citotrofoblastos inicialmente expressam integrinas características de células epiteliais e 

enquanto os citotrofoblastos invadem o miométrio materno, estes assumem um fenótipo 

endotelial em um processo conhecido como pseudovasculogênese (McMaster, Zhou et al. 

2004).  

Essa migração/diferenciação dos citotrofoblastos deve-se a alterações nos perfis de 

expressão de certas citocinas, moléculas de adesão, constituintes da matriz extracelular, 

metaloproteinases e o antígeno de histocompatibilidade (Damsky, Fitzgerald et al. 1992, 

Fisher and Damsky 1993, Damsky, Librach et al. 1994, Trowsdale and Moffett 2008, 

Wallace, Goulwara et al. 2014, Yu, Wang et al. 2015).  

Mediadores do tônus vascular também exercem um papel importante nas adaptações 

ocorridas durante a gestação. Desde que os estudos iniciais de Furchgott e Zawadski 

mostraram o papel do endotélio no relaxamento vascular (Furchgott and Zawadzki 1980) e 

com a posterior demonstração de que o óxido nítrico (NO) é responsável por grande parte do 

relaxamento vascular mediado pelas células endoteliais (Furchgott and Jothianandan 1991, 

Furchgott 1996), diversos estudos destacaram o papel desse mediador gasoso na participação 

de diversos processos fisiológicos, inclusive nas adaptações vasculares da gestação (Williams, 

Vallance et al. 1997, Nelson, Steinsland et al. 2000, Dotsch, Hogen et al. 2001).  

O NO é um gás produzido enzimaticamente no endotélio, majoritariamente pela 

isoforma endotelial da NO sintase (eNOS). A eNOS, ao ser ativada, converte o aminoácido L-

arginina em NO e citrulina. Após essa conversão, o NO produzido difunde-se para o músculo 

liso e promove o aumento intracelular do monofosfato cíclico de guanosina (cGMP), 

causando a vasodilatação (Shaamash, Elsnosy et al. 2000, Gheibi, Jeddi et al. 2018).  

Estudos mostraram que a infusão do vasoconstritor noradrenalina produziu uma menor 

resposta contrátil sobre o fluxo sanguíneo das mãos de mulheres grávidas comparado a 

mulheres não-gestantes (Williams, Vallance et al. 1997). Esses estudos também mostraram 

que a redução do fluxo sanguíneo das mãos de gestantes, após a aplicação do inibidor da 

eNOS, Nω-monometil-L-arginina (L-NMMA), era maior do que em não-gestantes (Williams, 

Vallance et al. 1997). Isso sugere a elevação dos níveis de NO em vasos periféricos, durante a 

gestação saudável.  

Também se observou um aumento dos níveis de nitrito, um metabólito estável do NO, 

em soro de gestantes saudáveis, comparado com mulheres não-gestantes (Shaamash, Elsnosy 

et al. 2000), além de um aumento da expressão e atividade da óxido nítrico sintase (NOS) em 



39 
 

artérias uterinas (Nelson, Steinsland et al. 2000) e na placenta (Dotsch, Hogen et al. 2001) 

com a progressão da gestação (Nelson, Steinsland et al. 2000, Dotsch, Hogen et al. 2001).  

Além do mais, estudos em animais, também suportam a hipótese da participação do 

NO nas adaptações vasculares da gestação, demonstrando que a pressão arterial se eleva ao 

longo da gestação em camundongos prenhes knockout para eNOS (Hefler, Reyes et al. 2001). 

A expressão gênica da eNOS, da NOS induzível (iNOS) e da NOS neuronal (nNOS) e a 

expressão protéica da eNOS fosforilada estão aumentadas nos rins de ratas prenhes 

comparado à ratas virgens, bem como os níveis urinários de nitrito (Alexander, Miller et al. 

1999). Portanto, esses mecanismos evidenciam a importância do NO nas adaptações 

vasculares da gestação. 

Outros estudos sugerem também que as células endoteliais modulam a resposta 

vascular a importantes agentes vasoconstritores. Um desses agentes é a endotelina-1 (ET-1), 

que é considerada potente vasoconstritor e antagonista parácrino clássico do NO (Dotsch, 

Hogen et al. 2001). De maneira interessante, a expressão de mRNA para o gene ET-1 eleva-se 

ao longo da gestação e como a atuação do NO também encontra-se exacerbada, parece haver 

um aumento da liberação de ET-1 para contrabalancear o excesso de sinalização do NO, 

mantendo o tônus vascular (Dotsch, Hogen et al. 2001).  

Outros estudos mostram que, em baixas concentrações (10
-12

 – 10
-9

 M), a ET-1 

induziu o relaxamento de vasos placentários (Sabry, Mondon et al. 1995). Esse relaxamento 

pode ocorrer pela ativação de receptores do tipo B de endotelina (ETBR), presentes no 

endotélio. Esses receptores produzem o relaxamento vascular durante a gestação normal 

(Mazzuca, Li et al. 2014), e o relaxamento induzido por essas baixas doses de ET-1 foram 

abolidos após a remoção do endotélio (Sabry, Mondon et al. 1995). 

Entretanto, em algumas mulheres podem ocorrer falhas nos mecanismos de adaptações 

vasculares durante a gestação e 5-7% das gestantes ao redor do mundo podem desenvolver 

um quadro clínico conhecido como pré-eclâmpsia (PE). A PE é uma desordem específica da 

gestação humana, caracterizada pelo aumento da pressão arterial (>140x90 mmHg) após a 20ª 

semana de gestação. Normalmente, ela está acompanhada de proteinúria ou edema periférico, 

cefaléia, distúrbios visuais ou alterações em testes laboratoriais, especificamente, baixa 

contagem de plaquetas e valores anormais das enzimas hepáticas (ACOG 2013). 

Além disso, algumas mulheres apresentam um de novo aumento na pressão arterial, 

sem a presença de proteinúria ou outros sintomas e essas são classificadas como portadoras de 

hipertensão gestacional (ACOG 2013). Entretanto, apesar de representar uma das maiores 
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causas de mortalidade e morbidade tanto para mães, como para os bebês, a fisiopatologia da 

PE não está totalmente elucidada e a terapêutica disponível é extremamente limitada, 

contando com poucos fármacos disponíveis para aplicação clínica (Berzan, Doyle et al. 2014). 

 

1.2 O papel chave da placenta na fisiopatologia da PE 

 

Atualmente, é amplamente aceito que a fisiopatologia da PE envolve dois diferentes 

estágios (Roberts 1998): o primeiro, relacionado à placentação deficiente, acarretando 

isquemia/hipóxia placentária; e o segundo estágio, relacionado à disfunção endotelial 

generalizada, promovida por fatores ativos liberados pela placenta em decorrência da 

isquemia/hipóxia placentária.  

Na PE, uma série de fatores, que podem ser genéticos, demográficos ou relacionados 

ao estilo de vida materno (Ali and Khalil 2015) conduzem a uma redução da invasão das 

artérias espiraladas (Lyall, Robson et al. 2013, Cotechini, Komisarenko et al. 2014, Labarrere, 

DiCarlo et al. 2017). Isso impede uma resposta adequada à demanda de aumento do fluxo 

sanguíneo, resultando em uma diminuição da perfusão da região uterina e, consequentemente, 

isquemia/hipóxia placentária.  

Portanto, a remissão dos sintomas da PE, após o parto, indica que a placenta pode ser 

responsável pelos eventos iniciais da PE, relacionando o seu desenvolvimento anormal à 

redução da pressão de perfusão uterina (RUPP) e consequente isquemia/hipóxia, como 

importantes eventos iniciais do desencadeamento da PE (Alexander, Kassab et al. 2001, 

Gilbert, Babcock et al. 2007, Intapad, Warrington et al. 2014, Rodriguez, Couve-Perez et al. 

2017, Stampalija, Monasta et al. 2017).  

A placenta é uma interface materno-fetal que começa a se desenvolver nos períodos 

iniciais da gestação. Estudos  clínicos e observacionais sugerem que diversos fatores de risco 

podem estar relacionados à ocorrência de uma falha do processo de placentação e consequente 

desenvolvimento de desordens hipertensivas da gestação (Ali and Khalil 2015).  

Fatores genéticos parecem ter grande influência no desenvolvimento da PE e estudos 

mostram que mulheres com PE possuem 31 de 36 genes com expressão placentária reduzida 

(Founds, Conley et al. 2009). Os genes ACVR2A no cromossomo 2q22 e o gene STOX1 no 

cromossomo 10q22 foram dois dos primeiros genes identificados na susceptibilidade à PE e 

ambos envolvem a ocorrência de polimorfismos de um único nucleotídeo (SNPs).  
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O polimorfismo STOX1 Y153H é comumente observado em famílias nas quais 

diversas mulheres exibem um histórico de PE e parece se relacionar à disfunção da invasão 

trofoblástica e restrição do crescimento intrauterino (IUGR) (van Dijk and Oudejans 2013). 

Além disso, camundongos fêmeas selvagens acasaladas com camundongos machos 

transgênicos superexpressando o gene STOX1 humano mostram características de PE, como 

hipertensão arterial e proteinúria (Doridot, Passet et al. 2013).  

Fatores demográficos e ambientais também podem servir como fator de risco ao 

surgimento das desordens hipertensivas da gestação. A taxa de ocorrência de PE parece ser 

maior em mulheres afro-americanas (5,2%) em comparação com mulheres asiáticas (3,5%) 

(Rosenberg, Garbers et al. 2005). A idade pode ser outro fator de risco importante, pois 

mulheres em idade avançada apresentam maior risco de desenvolver PE do que mulheres 

jovens (Lamminpaa, Vehvilainen-Julkunen et al. 2012, Kanagal, Rajesh et al. 2014). 

O processo de invasão trofoblástica e remodelamento das artérias espiraladas, durante 

a gestação, depende fortemente do sistema imune materno (Lala and Chakraborty 2003, Wells 

2007). A decídua, que forma a porção materna da placenta, contém um grande número de 

células imunes  que trabalham para garantir que a invasão trofoblástica ocorra de forma 

apropriada, por meio da secreção de citocinas e de fatores angiogênicos (King 2000, Trundley 

and Moffett 2004, Williams, Bulmer et al. 2009, Williams, Searle et al. 2009).  

Portanto, qualquer alteração nessas respostas imunes locais pode levar a alterações no 

processo de formação placentária e potencialmente contribuir para o desenvolvimento das 

desordens hipertensivas da gestação (Veenstra van Nieuwenhoven, Heineman et al. 2003, 

Redman and Sargent 2010).  

Estudos sugerem que a PE é marcada pela expressão anormal de citocinas, alterações 

da funcionalidade de moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC), modificações 

do funcionamento de células natural killer (NK) e aumento de resposta imune, causando a 

apoptose de células trofoblásticas. Além disso, outros fatores, como a expressão anormal de 

integrinas (McMaster, Zhou et al. 2004, Roberts and Escudero 2012, van Dijk and Oudejans 

2013), podem contribuir para o processo de diminuída invasão trofoblástica, remodelamento 

deficiente das artérias espiraladas e consequente má formação placentária (McMaster, Zhou et 

al. 2004, Roberts and Escudero 2012, van Dijk and Oudejans 2013). 

Na PE, as respostas inflamatórias encontram-se elevadas e, de forma bastante 

interessante, a incidência de desordens hipertensivas da gestação parece ser menor em 

condições de supressão da atividade imunológica, como em pacientes portadoras do vírus do 
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HIV  (Hall, Gebhardt et al. 2014). Na gestação normal, as células trofoblásticas expressam 

moléculas do MHC de classe I que interagem com receptores inibitórios presentes em células 

NK, os quais impedem que essas células ataquem o tecido fetal e placentário (Trowsdale and 

Moffett 2008). Entretanto, estudos mostram que na PE essas interações podem estar 

diminuídas, como as interações HLA-C/KIR, promovendo danos no tecido placentário e 

consequente isquemia/hipóxia tecidual (Hiby, Walker et al. 2004). 

Existe ainda uma grande participação de células NK deciduais (dNK) no processo de 

desenvolvimento placentário. As células dNK são estimuladas pela interleucina (IL)-15 a 

liberar interferon-γ, importante agente no processo de remodelamento das artérias espiraladas 

(Sones, Lob et al. 2014). Contudo estudos demonstram que a expressão gênica e protéica de 

IL-15 encontra-se diminuída na placenta de mulheres com PE e isso pode estar associado ao 

surgimento de desordens hipertensivas da gestação (Agarwal, Loganath et al. 2001).  

Um excesso de ativação do sistema complemento também parece estar relacionado ao 

surgimento das desordens hipertensivas da gestação e trabalhos mostram que os níveis dos 

produtos de ativação do sistema complemento Bb, C3a e C5a elevam-se em mulheres com PE 

(Lillegard, Johnson et al. 2013) e m modelos experimentais, em que a hipertensão gestacional 

foi induzida por RUPP, a inibição da ativação do sistema complemento causa uma diminuição 

da pressão arterial independentemente de alterações nos níveis de moléculas angiogênicas 

(Lillegard, Johnson et al. 2013).  

Também faz parte das alterações presentes em gestantes com PE uma maior infiltração 

de neutrófilos no endotélio de vasos de resistência da gordura subcutânea (Leik and Walsh 

2004). De forma interessante, com a depleção de neutrófilos em ratas RUPP, houve a 

diminuição da pressão arterial, indicando o papel da imunidade inata na fisiopatologia da 

hipertensão gestacional (Regal, Lillegard et al. 2015). 

 Conforme previamente descrito, em um primeiro estágio, fatores de predisposição 

podem levar ao processo de placentação deficiente e consequente isquemia/hipóxia da 

placenta que passa a liberar diversos fatores bioativos que atuam sobre a célula endotelial, 

promovendo o surgimento de disfunção endotelial generalizada na PE (Fig. 1). 
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Figura 1. Fatores de predisposição, fatores bioativos intermediários e disfunção endotelial em pré-eclâmpsia. 

Fatores genéticos, demográficos, ambientais e outros fatores de risco causam um aumento da resposta 

imunológica, apoptose de células trofoblásticas e diminuição da invasão trofoblástica, gerando um processo de 

placentação anormal e diminuição do remodelamento das artérias espiraladas e consequente redução da pressão 

de perfusão uterina (RUPP). A isquemia/hipóxia placentária promove a liberação de diversos fatores bioativos 

circulantes que atingem o endotélio e promovem disfunção endotelial sistêmica suscitando vasoconstrição 

generalizada, aumento da resistência vascular periférica e hipertensão; também promovem a disfunção endotelial 

na circulação cerebral, causando distúrbios visuais, dores de cabeça, convulsões e posterior eclampsia; e na 

circulação hepática causando hemólise, aumento nos níveis das enzimas hepáticas e queda da contagem de 

plaquetas (Síndrome HELLP). AT1-AA, anticorpo agonista do receptor do tipo I da angiotensina II; EDHF, fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio; ET-1, endotelina-1; ETA-AA, anticorpo agonista do receptor do tipo A 

de endotelina; HIF, fator induzido pela hipóxia; IL, interleucina; NO, óxido nitric; PGI2, prostaciclina; PlGF, 

fator de crescimento placentário; ROS, espécies reativas de oxigênio; sEng, endoglina solúvel; sFlt-1, fms-like 

tirosina-quinase-1 solúvel; TGF-β, fator de transformação do crescimento; TNF-α, fator de necrose tumoral α; 

TXA2, tromboxano A2; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular.Possomato-Vieira and Khalil. 

Advances in Pharmacology, 2016. 

 

1.3 A disfunção endotelial na hipertensão gestacional 

 

 A hipótese proposta inicialmente por Roberts em 1998 declara que a PE desenvolve-se 

em dois diferentes estágios: o primeiro é o processo de má formação placentária e 

consequente isquemia/hipóxia tecidual e o segundo é o dano às células endoteliais, promovido 

pelos fatores bioativos liberados pela placenta (Shah and Khalil 2015), sendo que a hipótese 
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da ação de fatores bioativos circulantes sobre as células endoteliais pôde ser confirmada por 

meio da incubação de plasma/soro de mulheres com PE em células endoteliais. Após a 

realização desse procedimento, verificaram-se alterações por meio de análise de expressão 

gênica e diversos outros tipos de ensaios funcionais (Donker, Asgeirsdottir et al. 2005, 

Mackenzie, Sandrim et al. 2012, Wang, Ahmad et al. 2013, Luizon, Caldeira-Dias et al. 2016, 

Sandrim, Dias et al. 2016, Virtanen, Toimela et al. 2016, Rocha-Penha, Caldeira-Dias et al. 

2017).  

Posteriormente, inúmeros trabalhos passaram a identificar diferentes fatores ativos que 

podem contribuir para o dano endotelial durante a hipertensão gestacional, como a endoglina 

solúvel (sEng) (Venkatesha, Toporsian et al. 2006, Maynard, Epstein et al. 2008, Jardim, Rios 

et al. 2015), fator de necrose tumoral (TNF-α) (Alexander, Cockrell et al. 2002, Cindrova-

Davies, Sanders et al. 2011, Sanchez-Aranguren, Prada et al. 2014), fator induzido pela 

hipóxia (HIF) (Tal 2012, Akhilesh, Mahalingam et al. 2013), anticorpo agonista do receptor 

do tipo I da angiotensina II (AT1-AA) (Bai, Wang et al. 2013, Siddiqui, Irani et al. 2013, 

Yang, Li et al. 2015) e anticorpo agonista do receptor do tipo A de endotelina (ETA-AA) 

(Velloso, Pimentel et al. 2016) (Fig. 2). 

 Um dos mais importantes fatores circulantes na PE foi inicialmente descrito em 1996, 

no trabalho de Kendall, Wang e Thomas (Kendall, Wang et al. 1996). Esses autores 

demonstraram a existência de uma forma solúvel do receptor de fator de crescimento do 

endotélio vascular (VEGF, do inglês Vascular Endothelial Growth Factor) (VEGFR).  

Posteriormente, estudos demonstraram que essa forma solúvel do VEGFR era 

produzida por placentas humanas e liberada na circulação materna (Clark, Smith et al. 1998). 

Entretanto, apenas no ano de 2003, o grupo de pesquisa do Dr. Ananth Karumanchi 

demonstrou que essa forma solúvel do VEGFR, o fms-like tirosina quinase-1 solúvel (sFlt-1) 

possuía papel importante no dano às células endoteliais e sugeria que o excesso de sFlt-1 

poderia ter papel na fisiopatologia da PE (Maynard, Min et al. 2003). 

 Foi inicialmente mostrado que a expressão gênica e protéica de sFlt-1 está elevada na 

placenta de pacientes com PE e que os níveis plasmáticos do sFlt-1 também encontram-se 

elevados nessas pacientes. Esses estudos mostraram ainda que o aumento nos níveis de sFlt-1 

plasmáticos eram seguidos de reduções nos níveis circulantes de VEGF e que a formação do 

tubo endotelial, em um ensaio de angiogênese, era inibida pelo plasma de mulheres pré-

eclâmpticas (com altos níveis circulantes de sFlt-1) e revertida por um aumento nos níveis de 

VEGF (Maynard, Min et al. 2003).  
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De forma interessante, a co-incubação do plasma de mulheres com PE com anticorpos 

específicos para o sFlt-1 restaurou a formação do tubo endotelial, evidenciando a ação desse 

fator circulante sobre as células endoteliais (Ahmad and Ahmed 2004). Além disso, os 

estudos iniciais de Maynard e colaboradores mostraram que o sFlt-1 abole as respostas 

vasodilatadoras mediadas por VEGF e pelo fator de crescimento placentário (PlGF, do inglês 

Placental Growth Factor) em microvasos renais de ratos e que a infusão de sFlt-1 em ratas 

prenhes induz a hipertensão e a endoteliose glomerular, semelhante ao observado mulheres 

com PE (Maynard, Min et al. 2003).  

Diversos estudos posteriores mostram que os níveis de sFlt-1 encontram-se elevados 

em mulheres com PE (Maynard, Min et al. 2003, Eleuterio, Palei et al. 2014, Bian, Shixia et 

al. 2015, Garamvolgyi, Prohaszka et al. 2015, March, Geahchan et al. 2015, Tuzcu, Asicioglu 

et al. 2015) e em diversos modelos experimentais de hipertensão gestacional (Gilbert, 

Babcock et al. 2007, Ramesar, Mackraj et al. 2011, Gillis, Williams et al. 2015, Murphy and 

Cockrell 2015, Goncalves-Rizzi, Possomato-Vieira et al. 2016, Possomato-Vieira, Goncalves-

Rizzi et al. 2016, Zhu, Ren et al. 2016). 

  

 

Figura 2. Fatores bioativos circulantes causam disfunção endotelial e hipertensão gestacional. A 

isquemia/hipóxia placentária causa um aumento nos níveis de HIF-1 e a liberação de fatores bioativos como o 
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sFlt-1, sEng, AT1-AA, ROS, TNF-α, IL-6, and ETA-AA. O sFlt-1 liga-se ao VEGF e PlGF e impede seus efeitos 

angiogênicos mediados pela ligação desses fatores ao VEGFR. sEng liga-se ao TGF-β e impede os efeitos 

angiogênicos mediados pela ativação do receptor TGF. O sFlt-1 e a sEng também podem levar à disfunção 

endotelial, diminuindo a liberação de fatores de relaxamento derivados do endotélio como o NO, PGI2, EDHF e 

EET. Polimorfismos da eNOS e níveis elevados de ADMA também diminuem a produção de NO. AT1-AA age 

nos receptores AT1R e contribui para a contração do músculo liso vascular. Citocinas como o TNF-α e a IL-6 

podem aumentar a produção de ROS, que diminuem a biodisponibilidade de NO e estimula a liberação de 

substâncias vasoconstritoras como Ang II, ET-1 e TXA2, as quais aumentam o [Ca
2+

]i, PKC e ROCK 

estimulando mecanismos de contração muscular. Receptores ETBR estimulam a liberação de NO e a expressão 

diminuída desses receptores na hipertensão gestacional diminui o relaxamento mediado por ETBR. ETA-AA 

estimulam os ETAR e aumentam a contração vascular na hipertensão gestacional. O relaxamento vascular 

reduzido e um aumento na contração participam do surgimento de hipertensão na PE. Setas contínuas indicam 

estímulo. Setas pontilhadas indicam inibição. [Ca
2+

]i, concentração de cálcio intracelular; AA, ácido 

araquidônico; ADMA, dimetil arginina assimétrica; Ang II, angiotensina II; AT1-AA, anticorpo agonista do 

receptor do tipo I da angiotensina II; AT1R, receptor do tipo 1 de angiotensina II; cAMP, adenosina monofosfato 

cíclica; cGMP, guanosina monofosfato cíclica; COX, ciclooxigenase; CYP450, citocromo 450; EDHF, fator 

hiperpolarizante derivado do endotélio; EET, ácido epoxieicosatrienóico; eNOS, óxido nítrico sintase endotelial; 

ET-1, endotelina-1; ETAR; receptor do tipo A de endotelina; ETA-AA, anticorpo agonista do receptor do tipo A 

de endotelina; ETBR, receptor do tipo B de endotelina; H2O2, peróxido de hidrogênio; HIF, fator induzido pela 

hipóxia; IL-6, interleucina-6; IP, receptor de prostaciclina; NO, óxido nítrico; O2
•-
, ânion superóxido; OH

•
, íon 

hidroxila; PGI2; prostaciclina; PKC, proteína quinase C; PlGF, fator de crescimento placentário; ROCK, Rho-

quinase; ROS, espécies reativas de oxigênio; sEng, endoglina solúvel; sFlt-1, fms-like tirosina quinase-1 solúvel; 

SR, retículo sarcoplasmático; TGF-β, fator de transformação do crescimento β; TGF-R, receptor de fator de 

transformação do crescimento; TNF-α, fator de necrose tumoral α; TP, receptor de tromboxano; TXA2, 

tromboxano A2; VEGF, fator de crescimento do endotélio vascular; VEGFR, receptor do fator de crescimento do 

endotélio vascular. Possomato-Vieira and Khalil. Advances in Pharmacology, 2017. 

 

 

A disfunção endotelial é caracterizada por uma diminuição na liberação de fatores de 

relaxamento derivados do endotélio (EDRFs) e um aumento na liberação de fatores de 

contração derivados do endotélio (EDCFs). O NO é um importante EDRF e estudos mostram 

que os níveis de NO encontram-se diminuídos em mulheres com PE (Sandrim, Palei et al. 

2008, Ehsanipoor, Fortson et al. 2013, Eleuterio, Palei et al. 2013, Pimentel, Pereira et al. 

2013, Wang, Yang et al. 2015) e em modelos animais experimentais de hipertensão 

gestacional (Mazzuca, Li et al. 2014, Amaral, Cornelius et al. 2015). Além disso, um aumento 

no estresse oxidativo (Tsukimori, Fukushima et al. 2005, Peracoli, Bannwart et al. 2011, 

Amaral, Pinheiro et al. 2013), que diminuí a biodisponibilidade de NO ou mesmo elevados 

níveis de dimetil arginina assimétrica (ADMA) (Bian, Shixia et al. 2015), um inibidor 

reversível da NOS, foram observados durante a hipertensão gestacional e podem contribuir 

para a disfunção endotelial, observada nessas desordens hipertensivas (Bian, Shixia et al. 

2015). 

Como esperado, a inibição da NOS utilizando o inibidor Nω-nitro-L-arginina-metil 

éster (L-NAME) em ratas prenhes promove aumento da pressão arterial, diminuição do peso 

placentário e do número de filhotes viáveis, além de aumentar os níveis circulantes de sFlt-1 
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(Ramesar, Mackraj et al. 2011, Kemse, Kale et al. 2014, Goncalves-Rizzi, Possomato-Vieira 

et al. 2016).  

Apesar de diversos trabalhos focarem no papel do NO e suas interações com diversas 

substâncias de interesse em hipertensão gestacional, uma nova molécula tem despontado na 

literatura, o sulfeto de hidrogênio (H2S). O H2S apresenta diversas similaridades com o NO, 

afinal trata-se de uma molécula gasosa, com produção enzimática, produzida no endotélio e 

possui capacidade para modular efeitos no sistema cardiovascular (Altaany, Yang et al. 2013, 

Coletta, Modis et al. 2015, Kuo, Kim et al. 2016, Saha, Chakraborty et al. 2016, Kanagy, 

Szabo et al. 2017, Tao, Wang et al. 2017, Zhang, Chen et al. 2017).  

 

1.4 Efeitos vasculares do sulfeto de hidrogênio (H2S) 

 

O sulfeto de hidrogênio (H2S) é um gás de odor pútrido e classicamente descrito como 

um gás tóxico. Em 1996, o trabalho de Abe & Kimura descreveu a produção endógena do 

H2S (Abe and Kimura 1996) e este passou a integrar o rol de transmissores gasosos, 

juntamente com o NO e o monóxido de carbono (CO) (Abe and Kimura 1996).  

O H2S pode ser produzido por vias enzimáticas e não-enzimáticas, sendo que as vias 

enzimáticas são responsáveis pela maior produção de H2S no organismo (Cirino, Vellecco et 

al. 2017). As principais vias enzimáticas produtoras do H2S são a cistationina-γ-líase (CSE), a 

cistationina-β-sintase (CBS) e a 3-mercaptopiruvato sulfurtransferase (3-MST) (Abe and 

Kimura 1996, Hosoki, Matsuki et al. 1997, Cirino, Vellecco et al. 2017, Kanagy, Szabo et al. 

2017), sendo estas endogenamente expressas em células endoteliais (Altaany, Yang et al. 

2013, Coletta, Modis et al. 2015, Kuo, Kim et al. 2016, Saha, Chakraborty et al. 2016, Tao, 

Wang et al. 2017, Zhang, Chen et al. 2017). Os níveis de H2S livre no organismo são muito 

baixos (Whitfield, Kreimier et al. 2008), porém o H2S pode ser estocado como sulfato de 

enxofre e liberado sob condições alcalinas ou estocado juntamente a grupamentos ferrosos 

(normalmente ligados a enzimas mitocondriais) e liberado sob condições ácidas (Toohey 

2011, Shen, Peter et al. 2012). Todas essas fontes parecem ser responsáveis pelos efeitos 

biológicos do H2S.  

Estudos mostram que o H2S participa de diversos processos biológicos, como por 

exemplo, a angiogênese (Chen, Feng et al. 2017, Szabo 2017). O H2S estimula a proliferação, 

migração e organização de células endoteliais em estruturas tubulares (semelhantes a vasos 

sanguíneos) em uma série de estudos de angiogênese in vitro (Cai, Wang et al. 2007, 
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Papapetropoulos, Pyriochou et al. 2009, Pupo, Pla et al. 2011, Bir, Kolluru et al. 2012, 

Coletta, Papapetropoulos et al. 2012, Altaany, Yang et al. 2013, Tao, Liu et al. 2013, Wang, 

Ahmad et al. 2013, Jang, Oh et al. 2014).  

Foi também demonstrado que a superexpressão de CSE aumenta a proliferação 

endotelial e promove a formação de estruturas vasculares in vitro (Coletta, Papapetropoulos et 

al. 2012, Altaany, Yang et al. 2013), enquanto que a inibição da produção de H2S (seja por 

inibidores farmacológicos ou pelo silenciamento da expressão da CSE, CBS ou 3-MST) reduz 

a proliferação, migração e a formação de estruturas tubulares em células endoteliais 

(Papapetropoulos, Pyriochou et al. 2009, Coletta, Papapetropoulos et al. 2012, Altaany, Yang 

et al. 2013, Coletta, Modis et al. 2015, Saha, Chakraborty et al. 2016). Estudos que avaliaram 

a angiogênese in vivo demonstraram ainda que a angiogênese induzida pelo H2S parece ser 

eNOS dependente, visto que as respostas angiogênicas do H2S estão reduzidas em 

camundongos knockout para eNOS (Bir, Kolluru et al. 2012, Coletta, Papapetropoulos et al. 

2012). 

 Pesquisas sugerem que o H2S pode promover suas ações angiogênicas via canais KATP, 

uma vez que a abertura desses canais “imita” a resposta do H2S e os bloqueadores desses 

canais reduzem as resposta angiogênicas do H2S (Cai, Wang et al. 2007, Papapetropoulos, 

Pyriochou et al. 2009, Altaany, Yang et al. 2013, Umaru, Pyriochou et al. 2015). Além disso, 

o uso de doadores exógenos do H2S promove a fosforilação da Akt, p38 e ERK1/2 e 

estimulam a migração e proliferação de células endoteliais, ao passo que a inibição 

farmacológica da PI3K/Akt e MAPK bloqueia-as (Cai, Wang et al. 2007, Papapetropoulos, 

Pyriochou et al. 2009, Altaany, Yang et al. 2013, Jang, Oh et al. 2014). 

A inibição ou silenciamento da CSE/CBS diminui a angiogênese estimulada pelo 

VEGF em células endoteliais (Papapetropoulos, Pyriochou et al. 2009, Pupo, Pla et al. 2011, 

Coletta, Papapetropoulos et al. 2012, Saha, Chakraborty et al. 2016) e estudos demonstraram 

que doadores exógenos de H2S aumentam a expressam de VEGF (Wang, Cai et al. 2010, Bir, 

Kolluru et al. 2012, Kondo, Bhushan et al. 2013, Holwerda, Burke et al. 2014, Jang, Oh et al. 

2014).  

O VEGFR2, ao ser estimulado, promove a angiogênese. Ele possui pontes dissulfeto 

entre os resíduos Cys1045 e Cys1024 que inibem a atividade tirosina quinase desse receptor 

(Tao, Liu et al. 2013). Foi demonstrado que o H2S é necessário para promover uma redução 

dessas pontes dissulfeto e ativar o resíduo tirosina quinase do VEGFR2 (Tao, Liu et al. 2013). 

É necessário destacar que o silenciamento da CBS, em células endoteliais, diminuiu a 
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sinalização do VEGF, devido a reduções da expressão do VEGFR2 (Saha, Chakraborty et al. 

2016). Juntos, esses resultados sugerem a participação do H2S nos processos angiogênicos 

mediados pelo VEGF. 

Foi também descrito que o H2S é capaz de exercer efeitos diretos sobre a vasculatura, 

com resposta predominantemente vasodilatadora (d'Emmanuele di Villa Bianca, Sorrentino et 

al. 2011, Aydinoglu, Dalkir et al. 2017, Ertuna, Loot et al. 2017, Sheibani, Lechuga et al. 

2017), mas alguns estudos demonstram ações vasoconstritoras do H2S (Lim, Liu et al. 2008, 

d'Emmanuele di Villa Bianca, Sorrentino et al. 2011, Li, Ping et al. 2015). Embora essas 

diferenças de respostas pareçam ser relacionadas principalmente ao leito vascular estudado, a 

concentração do doador de H2S utilizado e ao fato de o vaso encontrar-se pré-contraído ou 

relaxado, esses estudos claramente demonstram a importância do H2S no controle do tônus 

vascular. 

Em doses  de até 100 µM, o H2S levou a contração da artéria mesentérica de ratos, 

enquanto maiores concentrações levaram à vasodilatação (d'Emmanuele di Villa Bianca, 

Sorrentino et al. 2011). Observações de contração induzida pelo H2S foram também 

observadas na aorta de camundongos (Tang, Yang et al. 2013), artéria gástrica de ratos 

(Kubo, Kajiwara et al. 2007) e em artérias basilares de ratos (Li, Ping et al. 2015).  

Ainda que os mecanismos pelos quais o H2S leva à vasodilatação não estejam 

totalmente elucidados, foi descrito que suas ações vasodilatadoras podem estar relacionadas à 

inibição de atividade da fosfodiesterase (PDE) do tipo 5 e consequente aumento da 

disponibilidade de cGMP, no músculo liso vascular (Bucci, Papapetropoulos et al. 2010), à 

fosforilação do resíduo eNOS
Ser1177

, promovendo maior liberação de NO (Coletta, 

Papapetropoulos et al. 2012), à sulfidração da eNOS no resíduo Cys443 e consequente 

estabilização da eNOS na sua forma dimérica ativa (Altaany, Ju et al. 2014) e à regulação do 

estado redox da sGC para a forma ferrosa-responsiva ao NO (Zhou, Martin et al. 2016). 

Ainda, diversos estudos demonstraram a importância dos canais de KATP para as 

respostas vasodilatadoras do H2S em diferentes espécies (Siebert, Cantre et al. 2008, Liang, 

Adebiyi et al. 2011, Mustafa, Sikka et al. 2011, Liu, Liu et al. 2012, Baragatti, Ciofini et al. 

2013, Tang, Yang et al. 2013). 

 De forma importante, a sinalização exercida pelo H2S no sistema vascular possui 

impacto direto no controle da pressão arterial, visto que a deleção global da CSE (Yang, Wu 

et al. 2008) ou a inibição farmacológica das enzimas produtoras do H2S resulta em aumento 

da pressão arterial (Zhao, Ndisang et al. 2003, Roy, Khan et al. 2012, Wang, Ahmad et al. 
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2013), acompanhada de perda do relaxamento endotélio-dependente (Yang, Wu et al. 2008). 

Ademais, a utilização de doadores exógenos de H2S promove diminuição da pressão arterial 

em diferentes modelos de experimentação animal (Zhao, Zhang et al. 2001, Yan, Du et al. 

2004, Shi, Chen et al. 2007, Li, Whiteman et al. 2008, Lu, Liu et al. 2010, Ahmad, Sattar et 

al. 2012, Holwerda, Burke et al. 2014, Possomato-Vieira, Goncalves-Rizzi et al. 2016). 

  

1.5 O sulfeto de hidrogênio (H2S) na PE e hipertensão gestacional 

  

O trabalho inicial desenvolvido por Holwerda e colaboradores mostrou uma redução 

na expressão de mRNA para CBS em placenta de mulheres com PE, sem alterações da 

expressão protéica ou mesmo da expressão gênica e protéica da CSE (Holwerda, Bos et al. 

2012). Posteriores análises imunohistoquímicas revelaram a existência de CSE em vasos da 

região uteroplacentária e diminuição, na imunoreatividade, de CSE em pacientes com PE 

(Cindrova-Davies, Herrera et al. 2013).  

Esses estudos também demonstraram o envolvimento de micro RNAs (miRNAs - 

pequenas porções de RNA não-codificantes) na via de produção do H2S (Cindrova-Davies, 

Sanders et al. 2011). Observou-se que os níveis do miRNA-21, que regula negativamente a 

expressão de CSE, encontram-se elevados em placentas de mulheres com PE e fluxo 

placentário anormal (Cindrova-Davies, Herrera et al. 2013) e que culturas de placentas 

submetidas à ciclos de hipóxia/re-oxigenação apresentam reduções nos níveis de mRNA para 

CSE e aumento da expressão de miRNA-21 (Cindrova-Davies, Herrera et al. 2013).  

Destaca-se que o trabalho de Cindrova-Davies e seus colaboradores demonstrou os 

efeitos vasculares do H2S na região uteroplacentária. Observou-se que a perfusão de placentas 

normais com um doador de H2S, após a pré-contração com um análogo do tromboxano, 

resultou em um relaxamento dose-dependente e que os efeitos vasodilatadores do doador de 

H2S foram parcialmente bloqueados, após a aplicação de glibenclamida ou L-NAME. Isso 

indicou que os efeitos vasculares mediados pelo H2S, na região uteroplacentária, dependem de 

canais KATP e da biodisponibilidade de NO (Cindrova-Davies, Herrera et al. 2013). 

Um importante estudo foi posteriormente publicado pelo grupo de pesquisa do Dr. 

Asif Ahmed (Wang, Ahmad et al. 2013). Trata-se de “Dysregulation of Hydrogen Sulfide 

Producing Enzyme Cystathionine-γ-lyase Contributes to Maternal Hypertension and 

Placental Abnormalities in Preeclampsia”, cujos resultados mostraram que: (1) os níveis 

plasmáticos de H2S e a expressão gênica de CSE placentário encontram-se reduzidas em 
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pacientes com PE; (2) o cultivo de tecido placentário juntamente com o inibidor 

farmacológico da CSE, DL-Propargilglicina (PAG) não altera os níveis de sFlt-1 e sEng, 

entretanto, diminui em aproximadamente três vezes os níveis de PlGF; (3) o silenciamento da 

expressão de CSE promove um aumento na liberação de sFlt-1 e sEng em células endoteliais 

da veia umbilical humana (HUVECs), enquanto que a superexpressão de CSE diminui a 

liberação desses dois fatores anti-angiogênicos; (4) a co-incubação do plasma de mulheres 

pré-eclâmpticas com um doador de H2S restaura a formação do tubo endotelial em um ensaio 

de angiogênese; (5) a aplicação de PAG leva a uma diminuição dos níveis plasmáticos de 

H2S, aumento na pressão arterial, vascularização anormal da placenta, diminuição do peso 

fetal e aumento nos níveis circulantes de sFlt-1 e sEng em camundongos prenhes; e (5) a 

utilização do doador de H2S, GYY4137, após a inibição da CSE pelo PAG, reverte o aumento 

da pressão arterial, da vascularização anormal da placenta e da diminuição do peso fetal e 

diminui os níveis circulantes de sFlt-1 e sEng. 

Alguns trabalhos dedicaram-se a investigar a modulação do H2S sobre a produção dos 

fatores pró e anti-angiogênicos. A metaloprotinase 10 (ADAM-10) é uma desintegrina que 

pode estar envolvida no processo proteolítico de Flt-1 para sFlt-1. A expressão de pró-

ADAM-10 e de ADAM-10 ativa encontram-se elevadas em placenta de mulheres com PE e 

estão inversamente correlacionadas com a expressão de CBS e CSE em tecido placentário 

(Hu, Wang et al. 2015).  

 O uso de doadores exógenos de H2S diminui a expressão de pró-ADAM-10 e de 

ADAM-10 ativa em cultura de tecido placentário e, consequentemente, a liberação de sFlt-1, 

sugerindo que a modulação do H2S sobre a ADAM-10 pode estar envolvida nos mecanismos 

fisiopatológicos da PE (Hu, Wang et al. 2015).  

Além disso, o silenciamento da CBS e CSE inibiu a formação de VEGF mediada pelo 

hidrossulfeto de sódio (NaHS), um doador exógeno de H2S, e pelo precursor L-cisteína em 

células trofoblásticas e em cultura de tecido placentário (Hu, Wang et al. 2016). O uso de 

NaHS e L-cisteína aumentou a expressão de VEGF em placentas de gestantes saudáveis.  Esse 

aumento foi seguido de uma diminuição dos miRNAs-200c, -20a e -20b, que regulam 

negativamente a expressão de VEGF (Hu, Wang et al. 2016).  

De forma interessante, a expressão de CBS e CSE está diminuída em placenta de PE, 

enquanto que a expressão dos miRNAs-200c, -20a e -20b encontra-se elevada, sugerindo que 

falhas na sinalização do H2S podem promover aumento na expressão desses miRNAs não-

codificantes para VEGF (Hu, Wang et al. 2016). Além do mais, foi demonstrado que os níveis 
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diminuídos de expressão de CBS e CSE, em placentas de mulheres com PE, correlacionam-se 

com níveis aumentados do miRNA-133b, o qual regula negativamente a expressão de sFlt-1. 

Ademais, o tratamento de culturas de tecido placentário com NaHS e L-cisteína diminuiu a 

expressão gênica de sFlt-1 e aumentou a expressão do miRNA-133b (Hu, Guo et al. 2017). 

Finalmente, estudos experimentais em modelos animais de hipertensão gestacional 

mostraram que o tratamento de ratas prenhes hipertensas com NaHS diminui a pressão arterial 

(Holwerda, Burke et al. 2014, Possomato-Vieira, Goncalves-Rizzi et al. 2016) e as lesões 

renais típicas da hipertensão gestacional (Holwerda, Burke et al. 2014). O tratamento com 

NaHS levou à diminuição dos níveis plasmáticos de sFlt-1 (Holwerda, Burke et al. 2014, 

Possomato-Vieira, Goncalves-Rizzi et al. 2016), aumento dos níveis de VEGF circulante e 

aumento da expressão renal de VEGF (Holwerda, Burke et al. 2014), embora os efeitos anti-

hipertensivos e uteroplacentários do NaHS tenham sido descritos mesmo após a diminuição 

dos níveis circulantes de VEGF, promovida pelo uso desse doador (Possomato-Vieira, 

Goncalves-Rizzi et al. 2016) (Fig. 3).  
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Figura 3. Efeitos mediados pelo H2S em vasos (A) e em placenta (B) na hipertensão gestacional e PE. (A) Os 

níveis plasmáticos de H2S encontram-se diminuídos na circulação de mulheres com PE e o H2S endógeno ou o 

doador exógeno GYY4137 inibem a formação de sFlt-1 e sEng em células endoteliais. (B) O H2S estimula a 

produção de PlGF e inibe a formação de sFlt-1 e sEng. O doador exógeno NaHS estimula a produção de VEGF. 

A expressão de 3-MST não se altera na hipertensão gestacional e PE, entretanto, a expressão de CBS e CSE 

encontra-se reduzida. O H2S modula a expressão de diversos miRNAs que controlam a expressão de substâncias 

pró- e anti-angiogênicas. O H2S inibe a expressão de ADAM-10 que, por sua vez, promove a proteólise de Flt-1 

em sFlt-1. A diminuição nos níveis de H2S causamo aumento na expressão de ADAM-10. O H2S também 

promove o relaxamento dos vasos uteroplacentários e este relaxamento é abolido por glibenclamida e L-NAME. 

O tratamento com NaHS também aumenta os níveis circulantes de NO e este aumento pode contribuir com a 

diminuição da expressão de sFlt-1. Setas contínuas indicam estímulo. Setas com pontas de barra indicam 

inibição. 3-MST, 3- mercaptopiruvato sulfurtransferase; ADAM-10, metaloproteinase-10; CBS, cistationina-β-

sintase; CSE, cistationina-γ-líase; L-NAME, Nω-nitro-L-arginina-metil éster; ; miRNA, micro RNA; NaHS, 

hidrossulfeto de sódio; PAG, DL-propargilglicina; PE, pré-eclâmpsia; PlGF, fator de crescimento placentário; 

sEng, endoglina solúvel; sFlt-1, fms-like tirosina quinase-1 solúvel; siRNA, RNA de silenciamento; VEGF, fator 

de crescimento do endotélio vascular. 
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Desta maneira, os trabalhos realizados durante esse curso de doutoramento, tiveram 

como objetivo avaliar o efeito anti-hipertensivo do H2S e avançar nos mecanismos pelos quais 

esse gás exerce suas funções. Também avaliamos como esse gás interage com os níveis 

circulantes de fatores anti-angiogênicos e pró-angiogênicos de interesse na hipertensão 

gestacional, bem como, investigamos os efeitos feto-placentários do tratamento com o doador 

de H2S na hipertensão gestacional  
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Sodium hydrosulfide prevents hypertension and increases
in vascular endothelial growth factor and soluble fms-like tyrosine
kinase-1 in hypertensive pregnant rats
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Abstract Sodium hydrosulfide (NaHS) has presented antihy-
pertensive and antioxidant effects and may reduce circulating
soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1). We examined
whether NaHS prevents maternal and fetal detrimental chang-
es in a model of hypertension in pregnancy induced by N(G)-
nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME). Forty pregnant rats
were divided into four groups (n = 10 per group): Norm-Preg,
Preg + NaHS, HTN-Preg, or HTN-Preg + NaHS. Systolic
blood pressure (SBP), number of viable fetuses, litter size,
pups, and placentae weights were recorded. Circulating plas-
ma sFlt-1, vascular endothelial growth factor (VEGF),
myeloperoxidase (MPO), trolox equivalent antioxidant capac-
ity (TEAC) levels, and biochemical determinants of nitric ox-
ide (NO) formation were assessed. SBP values were elevated
in the HTN-Preg group on gestational days 16, 18, and 20.
However, HTN-Preg + NaHS group presented lower SBP
values on days 18 and 20. Lower number of viable fetuses
and litter size were found only in HTN-Preg group compared
to other. Reductions in placental weight were found in HTN-
Preg and HTN-Preg + NaHS groups. Increases in fetal weight
were found only in Preg + NaHS group. Increases in circulat-
ing sFlt-1 and VEGF levels were observed only in HTN-Preg
group compared to other. Higher MPO and lower TEAC plas-
ma levels were found in HTN-Preg + NaHS and HTN-Preg
groups. NO was diminished in HTN-Preg animals, and NaHS
treatment increased NO levels only in hypertensive pregnant
animals. Treatment with NaHS prevents hypertension in preg-
nancy and concomitantly reduces circulating plasma sFlt-1

and VEGF levels; this correlates with improved litter size with
more viable fetuses and increase in NO levels. However, these
beneficial effects presented no relation with oxidative stress.

Keywords Hydrogen sulfide donor . N(G)-nitro-L-arginine
methyl ester . Preeclampsia . Rats

Introduction

Preeclampsia affects ∼5–8 % of pregnancies in the USA and
eight million worldwide (Uzan et al. 2011). Currently, pre-
eclampsia is a major cause of fetal morbidity and mortality
and causes 15–20 % of maternal deaths (Chang et al. 2003).
Importantly, there is no Bcure^ for preeclampsia except for
preterm delivery of the baby and placenta, leaving a major
health risk for both babies and mothers (Uzan et al. 2011;
Palei et al. 2013). Preeclampsia is manifested as maternal hy-
pertension after 20 weeks of gestation (Noris et al. 2005), and
the mechanisms involved are not clearly understood. In this
concern, elevated levels of circulating soluble fms-like tyro-
sine kinase-1 (sFlt-1), the soluble form of the vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) receptor, has been considered a
key factor to the hypertension and multisystem organ injury
during preeclampsia (Levine et al. 2004; Di Marco et al.
2009).

It has been reported that dysregulation of hydrogen sulfide
(H2S) producing enzymes contributes to maternal hyperten-
sion and impaired placental vascularization in preeclampsia.
Moreover, inhibition of H2S production in mice leads to hy-
pertension, abnormal vascularization of the placenta, and re-
duced fetal weight (Wang et al. 2013). Recently, Holwerda
et al. (2014) reported that H2S donor (sodium hydrosulfide
(NaHS)) may reduce circulating sFlt-1, which, in turn, may
decrease maternal blood pressure and may play an important
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role in the pathogenesis of hypertension in pregnancy. In ad-
dition, H2S donors have presented proangiogenic
(Papapetropoulos et al. 2009; Wang et al. 2010), antioxidative
stress (Kabil et al. 2014), antiinflammatory (Sodha et al.
2009), and antihypertensive effects (Ahmad et al. 2012); thus,
targeting H2S may help to clarify the physiopathology of
preeclampsia.

Several lines of evidence support the concept that there
may be reduction of endogenous nitric oxide (NO) production
during hypertension in pregnancy (Eleuterio et al. 2013;
Pimentel et al. 2013; Possomato-Vieira and Khalil 2016;
Wang et al. 2015) and that chronic NO synthase blockade
from mid to late gestation in rats results in many pathological
changes similar to those found in women with preeclampsia
(Agunanne et al. 2010; Ramesar et al. 2011; Gillis et al. 2015;
Morris et al. 2016). Thus, in this study, pregnant rats were
treated chronically with N(G)-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) from mid to late gestation in order to block NO
synthesis. Therefore, we hypothesized that NaHS attenuates
the deleterious (maternal and fetal) changes in a rat model of
hypertension in pregnancy and these beneficial effects are
associated to the reductions in circulating sFlt-1. In order to
investigate mechanisms involved in this phenomenon, we
measured circulating sFlt-1 and VEGF and biochemical deter-
minants of oxidative stress and NO formation.

Materials and methods

Animals and experimental protocol

Wistar rats (200–250 g) were housed in cages at 22 ± 2 °C on a
12-h light/dark cycle and given free access to water and rat
chow. Each female rat was separately mated overnight. Day 0
of pregnancy was defined as the day when spermatozoa were
found in a vaginal smear.

On day 14 of pregnancy, each pregnant rat mother was
first placed into a single cage and randomized to one of the
four treatment groups *(n = 10 per group, total of 40 rats):
Norm-Preg, Preg + NaHS, HTN-Preg, and HTN-Preg +
NaHS. Pregnant rats received daily intraperitoneal (i.p.) in-
jections of 0.9 % saline solution in Norm-Preg group or i.p.
injections of NaHS (Sigma, St. Louis, MO, no. 161527) 50
µmol/kg/twice daily for 7 days (Holwerda et al. 2014) in
Preg + NaHS group, or i.p. injections of L-NAME (Sigma,
St. Louis, MO, no. 5751; 60 mg/kg/daily) (Yang et al.
2011) in HTN-Preg group, or i.p. injections of L-NAME
(60 mg/kg/daily) (Yang et al. 2011) and i.p. injections of
NaHS (50 μM/kg/twice daily for 7 days) (Holwerda et al.
2014) in HTN-Preg + NaHS group. This NaHS treatment
(50 μmol/kg = 0.30 mg/kg) was chosen based on previous
study (Holwerda et al. 2014). So, the rats received the first
NaHS injection 3 h before and 1 h after the systolic blood

pressure measurements. Rats were euthanized on gestation
day 21 under overdose of isoflurane followed by exsangui-
nation. Blood samples were collected in lyophilized ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA) (Vacuntainer Becton-
Dickinson, Oxford, UK) for plasma separation. Plasma
was stored at −80 °C until use for biochemical analysis.

All procedures for animal experimentation were approved
by the Ethics Committee, Biosciences Institute of Botucatu,
State University of Sao Paulo (protocol no. 619/2014).

Blood pressure measurements

Systolic blood pressure (mmHg) was measured on gestational
days 14, 16, 18, and 20, using tail-cuff plethysmography
(Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil, catalog no. EFF
306). Briefly, all pregnant rats were first acclimated in a quiet
room, conditioned, and restrained for 5–10min in a warm box
(Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil, catalog no. EFF-
307) to the measurements for 3 days before the pregnancy day
14 (these data were discarded), and then, the baseline systolic
blood pressure was determined as the average of the cuff in-
flation–deflation (three to six) cycles by a trained operator on
pregnancy day 14 (Gonçalves-Rizzi et al. 2016).

Effects on placenta and fetuses

On gestational day 21, after euthanasia, animals were placed
in supine position and cesarean section was performed. The
number of viable fetuses, litter size, fetal weight, and placental
weight were recorded. Viable fetuses were determined as
those which showed no macroscopical sign of malformation
and could apparently have a normal outcomewith the progres-
sion of the pregnancy, as previously reported (Ma et al. 2010).

Determination of sFlt-1 and VEGF

Commercial enzyme immunoassay (ELISA) kits for sFlt-1
(no. MVR100) and VEGF (no. RRV00) both of R&D
Systems Inc. (Minneapolis, MN) were used to determine plas-
ma levels. Assays were performed according to the manufac-
turer’s instructions. Plasmatic levels of sFlt-1 and VEGF were
expressed in pg/mL.

Determination of myeloperoxidase activity

Circulating plasma levels of myeloperoxidase (MPO) reflect
the inflammatory response, as according to the method previ-
ously proposed by Suzuki et al. (1983). Briefly, 30 μL of
centrifuged plasma samples received 100 μL of tetramethyl
benzidine (TMB) and 0.04 % H2O2. Posteriorly, microplate
was incubated for 10 min at 37 °C, protected from light. The
reaction was stopped with 100 μL H2SO4 (2 N), and the ab-
sorbance at 450 nm with correction to 630 nm was read with
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the spectrophotometer (Synergy 4, BIOTEK, Winooski, VT).
The results were expressed in ΔA630/min/mL).

Measurements of plasma antioxidant capacity

The trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) was per-
formed as previously described by Erel (2004). Briefly, a stan-
dard curve was established using 100 μg of Trolox (6-
hidroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid,
Sigma, St. Louis, MO, no. 238813) in 1 mL of sodium acetate
buffer (0.4M, C2H3NaO2·3H2O) + glacial acetic acid (0.4M).
Firstly, 20 μL of plasma samples were added to 200 μL of
sodium acetate buffer + glacial acetic acid, and the absorbance
at 660 nm was read with the spectrophotometer (Synergy 4,
BIOTEK, Winooski, VT). Secondly, 20 μL of sodium acetate
buffer (0.03M) and glacial acetic acid (0.03M) + H2O2 + 2,2-
azino-bis(3-ethylbenz-thiazolin-6 sulfonic acid (ABTS,
Sigma A 1888) was added to the samples and incubated for
5 min. Finally, a second reading was performed at 660 nm.
The second reading values were subtracted from the first read-
ing values, and the antioxidant activity was expressed as
mmol of Trolox equivalent/L.

Measurement of plasma nitrite + nitrate concentrations

The plasma nitrite + nitrate (NOx) concentrations were deter-
mined in duplicate using the Griess reaction, as previously
described (Dias-Junior et al. 2010). Briefly, 40 mL of plasma
was incubated with the same volume of nitrate reductase buff-
er (0.1 M potassium phosphate, pH 7.5, containing 1 mM β-
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate and 2 U of ni-
trate reductase/mL) in individual wells of a 96-well plate.
Samples were allowed to incubate overnight at 37 °C in the
dark; 8 mL of freshly prepared Griess reagent (1 % sulfanil-
amide, 0.1 % naphthylethylenediamine dihydrochloride in
5 % phosphoric acid) was added to each well, and the plate
was incubated, for 15 additional minutes, at room tempera-
ture. A standard nitrate curve was obtained by incubating so-
dium nitrate (0.2–200 μM) with the same reductase buffer.
The NOx levels in plasma were expressed in μmol/L.

Statistical analysis

Using commercially available statistical software (GraphPad
Prism® 6.0 for Windows, San Diego, CA), a Shapiro–Wilk
test was applied to verify normality of data distribution.
Systolic blood pressure measurements were submitted to a
two-way analysis of variance (ANOVA) with time and treat-
ment defined as main effects, followed by Tukey’s test for
multiple comparisons among groups or by a Dunnett’s test
to compare measurements on pregnancy days 16, 18, and
20. Paired t tests were used to compare fetal and placental
changes or sFlt-1, VEGF, TEAC, MPO, and NO levels.

Statistical significance was considered at P < 0.05. All values
are expressed as mean ± SEM.

Results

There were no significant differences in the systolic blood
pressure values (118 to 127 ± 4 mmHg) among the four
groups on day 14 (P > 0.05, Fig. 1). Systolic blood pressure
values were elevated in the HTN-Preg group on days 16, 18,
and 20 (145 ± 5, 149 ± 3, and 140 ± 4 mmHg, respectively,
P < 0.05, Fig. 1). However, HTN-Preg + NaHS group pre-
sented a trend of low values on day 16 (132 ± 5 mmHg), and
lower systolic blood pressure values were significantly ob-
served on days 18 and 20 (129 ± 4 and 126 ± 3 mmHg) com-
pared with HTN-Preg group (P < 0.05, Fig. 1).

Lower number of viable fetuses was found only in HTN-
Preg group (7 ± 0.7, P < 0.05, Fig. 2) compared with Norm-
Preg, Preg + NaHS, and HTN-Preg + NaHS groups (11 ± 1.0,
12 ± 0.7, and 11 ± 1.0, respectively, Fig. 2). Also, the number
of pups (litter size) was significantly lower in HTN-Preg
group (9.2 ± 0.7) compared with Norm-Preg, Preg + NaHS,
or HTN-Preg + NaHS groups (13 ± 1, 13 ± 1, or 12 ± 1,
respectively). Surprisingly, the fetal weight was significantly
higher only in Preg + NaHS group (3.5 ± 0.11 g, P < 0.05,
Fig. 2) compared with Norm-Preg, HTN-Preg, and HTN-Preg
+ NaHS groups (2.9 ± 0.1, 3.1 ± 0.03, and 3.2 ± 0.06 g, re-
spectively, Fig. 2). Lower placental weights were found in
both groups which received L-NAME without (HTN-Preg
group, 0.53 ± 0.01 g, P < 0.05, Fig. 2) or with NaHS (HTN-
Preg + NaHS group, 0.55 ± 0.01 g, P < 0.05, Fig. 2). Both
Norm-Preg and Preg + NaHS presented higher placental
weight (0.63 ± 0.01 and 0.63 ± 0.01 g, respectively,
P < 0.05) compared with HTN-Preg and HTN-Preg + NaHS
groups (Fig. 2).

NaHS blunted increases in circulating plasma sFlt-1 and
VEGF levels induced by L-NAME (both P < 0.05, Fig. 3).
Increased circulating sFlt-1 plasma levels were observed only
in HTN-Preg group compared with Norm-Preg, Preg + NaHS,
and HTN-Preg + NaHS (368.2 ± 54.17, 162.2 ± 4.37,
138.8 ± 6.57, and 174.3 ± 14.37 pg/mL, respectively,
P < 0.05, Fig. 3). Higher circulating plasmaVEGF levels were
found only in HTN-Preg group compared with Norm-Preg,
Preg + NaHS, and HTN-Preg + NaHS (77.69 ± 4.61,
58.41 ± 6.14, 61.45 ± 3.62, and 60.74 ± 2.48 pg/mL, respec-
tively, P < 0.05, Fig. 3).

Both HTN-Preg and HTN-Preg + NaHS presented de-
creases in antioxidant capacity (0.042 ± 0.016 and
0.039 ± 0.017, respectively) compared with Norm-Preg and
Preg + NaHS groups (0.11 ± 0.013 and 0.12 ± 0.011, respec-
tively, P < 0.05, Fig. 4). Also, HTN-Preg and HTN-Preg +
NaHS presented increases in myeloperoxidase levels
(2.06 ± 0.10 and 2.32 ± 0.12, respectively) compared with
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Norm-Preg and Preg + NaHS groups (1.12 ± 0.20 and
1.35 ± 0.15, respectively, P < 0.05, Fig. 4).

We evaluated NO bioavailability by measuring plasma ni-
trite and nitrate concentrations. We found a diminished NO
bioavailability in HTN-Preg group (45.45 ± 5.76 μmol/L,
P < 0 . 0 5 ) c o m p a r e d t o N o r m - P r e g g r o u p
(73.34 ± 6.61 μmol/L). Treatment with NaHS did not alter
NOx production in normotensive pregnant rats (Preg +
NaHS group, 63.50 ± 15.33 μmol/L) versus Norm-Preg
group. However, NaHS promotes an increase in NOx produc-
tion in hypertensive animals (HTN-Preg + NaHS group,
134.10 ± 14.52 μmol/L, P < 0.05, Fig. 4).

Discussion

This study shows that treatment with NaHS prevents hyper-
tension in pregnancy and concomitantly reduces circulating
plasma sFlt-1 and VEGF levels, with a correlation in improve-
ment of the litter size withmore viable fetuses. However, these
beneficial effects presented no relation with oxidative stress.
Also, reductions in placental weights induced by L-NAME
were not affected by NaHS.

In our hands, following treatment with L-NAME, we ob-
served reductions in placenta weights without changes in fetal
weights in hypertensive pregnant groups without (HTN-Preg)
or with NaHS (HTN-Preg + NaHS). However, in normal preg-
nant rats treated with NaHS, we observed an increase in fetal
weight without changes in placental weight (Preg + NaHS
group). This may be due to the fact that the more rapid growth
of the fetus during later gestation places significant demands
on placental transport function. The relative lag in placental
weight versus fetal weight suggests that there may be a com-
pensatory mechanism such as enhanced placental transport
capacity to meet the demands of the growing fetus. In fact,
the lack of changes in placental weight may result from pla-
cental maturational processes during late gestation rather than
increased placental size, and this phenomenon has been
shown in other studies (Mayr et al. 2005; Ma et al. 2010;

Kaya et al. 2011; Ramesar et al. 2011; Yang et al. 2011;
Baijnath et al. 2014; Motta et al. 2015; Shi et al. 2015).

Importantly, this study demonstrates that NaHS prevents
hypertension in pregnancy and concomitantly reduces circu-
lating plasma sFlt-1 and VEGF levels, which correlates with
improved litter size with more viable fetuses. Supporting our
results, a previous study suggested that NaHS may be in-
volved in reducing sFlt-1, which, in turn, may decrease ma-
ternal blood pressure during hypertension in pregnancy in-
duced by overexpression of sFlt-1, and that Bin vitro^ NaHS
was proangiogenic in an endothelial tube assay and attenuated
the antiangiogenic effects of sFlt-1 (Holwerda et al. 2014).
Those authors proposed that the reductions in circulating
sFlt-1 were due to upregulation of VEGF induced by NaHS
(Holwerda et al. 2014). We observed an increase in plasmatic
VEGF in hypertensive animals that was blunted following
treatment with NaHS. The diminished bioavailability of NO
caused by L-NAME may induce a consistent vasoconstricted
state in our hypertensive pregnant animals, and considering
that VEGF normally acts as a vasodilator, its increase may
represent an unsuccessful vascular rescue response. H2S do-
nor may promote improvement of blood flow by a non-NO-
mediated relaxation (Tang et al. 2013; Dunn et al. 2016), and
this relaxation may counterbalance the vasoconstrictive state
in hypertensive animals treated with NaHS, consequently nor-
malizing the VEGF levels. This is supported by previous re-
sults showing that maternal plasma VEGF concentrations in-
creased before the clinical onset of preeclampsia and were
further elevated during the vasoconstricted state observed in
preeclampsia (Bosio et al. 2001). We suggest that NaHS could
affect circulating sFlt-1 and VEGF levels, since NaHS
prevented both elevations of circulating sFlt-1 and VEGF,
which were associated with antihypertensive effects and pre-
vention of detrimental fetal changes.

Also, supporting our results showing increases in circulat-
ing sFlt-1 (Ramesar et al. 2011) and VEGF induced by L-
NAME, recent evidences have emphasized that VEGF over-
expression may increase sFlt-1 levels, resulting in pregnancy
losses, placental vascular defects, increases in the number of
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resorption sites with decreases in the number of viable fetuses,
and preeclampsia-like symptoms including hypertension in
the mother (Fan et al. 2014). Moreover, sFlt-1 knockdown in
VEGF-overexpressing animals aggravated the symptoms pro-
duced by VEGF overexpression alone (Fan et al. 2014).
Therefore, these previous findings suggested that although
sFlt-1 is an endogenous antagonist of VEGF, resulting in del-
eterious effects to the mother during preeclampsia (Thadhani
et al. 2011), sFlt-1 may play an essential role in maintaining
vascular integrity in the placenta by sequestering excess of

maternal VEGF (Ozawa et al. 2004), potentially contributing
to the pathogenesis of preeclampsia (Zhao et al. 2009). Thus,
the present study suggests that there is an important regulatory
relationship between increases in circulating sFlt-1 and VEGF
levels, i.e., indicating that VEGF is tightly controlled at the
maternal–fetal interface, at least in part throughmodulation by
sFlt-1 (Miquerol et al. 2000).

The VEGF acts through VEGF receptor 2 and can directly
stimulate the production of sFlt-1 by modulating the alterna-
tive splicing of Flt-1’s transcripts (Saito et al. 2013), driving
sFlt-1 production in different cell types, including human pla-
centa (Ahmad and Ahmed 2004). Therefore, the reductions in
circulating plasma sFlt-1 and VEGF levels observed with
NaHS may have prevented the concomitant damages to the
mother and fetus that would otherwise be caused by VEGF
signaling (Miquerol et al. 2000; Fan et al. 2014). So, these
results provide potentially clinical implications for the design
of therapies for preeclampsia that manipulate sFlt-1 and/or
VEGF levels, being through systemic administration of
VEGF or extracorporeal removal of circulating sFlt-1
(Thadhani et al. 2011). Thus, it should be weighted that minor
deviations from normal VEGF and sFlt-1 levels for therapeu-
tic purposes during preeclampsia may have serious conse-
quences to mother and fetus (Zhao et al. 2009; Saito et al.
2013).

Previous findings have showed significant raised plasma
sFlt-1 and VEGF levels in preeclampsia compared to normo-
tensive healthy pregnancies (Zhao et al. 2009; Saito et al.
2013; Fan et al. 2014), and currently, there is a potential for
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treating symptoms in the mother through manipulation of
plasma sFlt-1 levels (Thadhani et al. 2011). We then explored
more mechanisms relating the source of increases in circulat-
ing sFlt-1. In this regard, sFlt-1 may be originated from circu-
lating mononuclear cells (Rajakumar et al. 2005), releasing
simultaneously proteases and reactive oxygen species that
along with sFlt-1 cause vascular endothelial injury (Wallace
et al. 2014). Accordingly, we found that MPO, a prooxidant
enzyme abundantly expressed in neutrophil granulocytes, pre-
sented high levels in groups that received L-NAME (HTN-
Preg and HTN-Preg + NaHS groups). Furthermore, exoge-
nous H2S donors have showed to protect against ischemia/
reperfusion injury, exhibiting antiinflammatory effects (Bos
et al. 2009; Sodha et al. 2009). Also, endogenous H2S reduced
oxidative stress after renal ischemia/reperfusion (Bos et al.
2013). However, our results display that NaHS failed in af-
fecting changes in MPO and antioxidant capacity caused by
L-NAME; thus, we propose that beneficial effects with NaHS
observed here are not associated with modulations of

antioxidant response and oxidative stress. Therefore, the the-
ory that sFlt-1 originates from circulating mononuclear cells
causing vascular endothelial injury is not confirmed by the
present study, since NaHS reduced circulating plasma sFlt-1
levels and concomitantly presented antihypertensive effects
with no change in MPO levels (Rajakumar et al. 2005).

In order to expand our findings, we measured NO in our
animals. In our hands, treatment with NaHS increased NO
levels in hypertensive pregnant rats (HTN-Preg + NaHS
group) but not in normotensive pregnant rats (Preg +
NaHS). Studies on the cross talk between H2S and NO have
shown conflicting results. It has been found that H2S inhibited
eNOS activity and thus the synthesis of NO in endothelium
(Kubo et al. 2007). Also, H2S suppressed NO production by
inhibition of eNOS transcription, abundance, and activity in
aortic tissue (Geng et al. 2007). On the other hand, treatment
with NaHS promoted an increase in NO production in endo-
thelial cells (Predmore et al. 2011; Altaany et al. 2013), and
knockdown of cystathionine γ-lyase (CSE), the producing
enzyme of H2S, diminished NO production, while overex-
pression of CSE increased NO production in endothelial cells
(Altaany et al. 2013). Moreover, H2S increased eNOS phos-
phorylation (Predmore et al. 2011; Altaany et al. 2013).
Studies suggest an important role of NO in maintaining
healthy pregnancy (Nelson et al. 2000; Shaamash et al.
2000; Dötsch et al. 2001); thus, the increases in NO may be
partially responsible for improvements followed by treatment
with NaHS. The inhibition of NOS promoted by L-NAME
suggests that the increased levels of NO observed in animals
from HTN-Preg + NaHS group may occur in a NOS-
independently pathway. For instance, we strongly recommend
that future researches focus on the cross talk between H2S and
NO in healthy and hypertensive pregnancies, as this is a
unique physiological condition that may trigger different re-
sponses compared to a non-pregnant situation.

Importantly, some limitations should be taken into account.
Firstly, as a unique condition in rats, there is a second circu-
latory system via the amniotic vessels in addition to blood
supply from the uterine artery; thus, L-NAME-induced chang-
es on microcirculatory and/or cellular levels could have influ-
enced placenta weight, litter size, and viable fetuses. Since
parameters of cellular function were not evaluated in this
study, more investigations are needed to clarify functions of
the utero-placental unit in preeclampsia-like syndrome.
Furthermore, we failed to detect any significant differences
in fetal weights with L-NAME, since intrauterine growth re-
tardation may be a feature of preeclampsia. Secondly, as clin-
ical studies in obstetric patients always remain a delicate eth-
ical issue, animal models serve to answer specific questions
regarding the pathophysiology of preeclampsia. Moreover,
comparability of data from clinical studies and experimental
models always remains speculative (Podjarny et al. 2004;
McCarthy et al. 2011). Thirdly, proteinuria was not assessed
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in this study. Although protein excretion has been figured for
years as an essential parameter for the diagnosis of preeclamp-
sia, it is no longer mandatory for diagnostic purposes.
Importantly, proteinuric and non-proteinuric preeclampsias
are now considered in two separate categories (Mol et al.
2016). In addition, experimental studies using L-NAME have
shown conflicting results, either elevated (Souza et al. 2012)
or unchanged proteinuria (Ramesar et al. 2010) in pregnant
rats. In fact, it has been reported that there is a gradual increase
in proteinuria throughout pregnancy in rats as a result of se-
lective glomerular filtration and non-selective reabsorption in
the proximal tubule, i.e., urinary protein concentrations in
pregnant rats are not reliable to detect significant differences
(Alexander et al. 1999). Lastly, further studies are necessary to
address the potential therapeutic of H2S donor analogs during
preeclampsia (Yang and Wang 2015).

Treatment with NaHS prevents hypertension in pregnancy
induced by L-NAME and concomitantly reduces circulating
plasma sFlt-1 and VEGF levels; this correlates with improving
in the litter size with more viable fetuses, suggesting that al-
though high circulating sFlt-1 may cause damage to the moth-
er, the excess of maternal VEGF can be deleterious to the
fetuses. Also, NaHS treatment induces increases in NO that
may be partially responsible for the effects of NaHS on hy-
pertensive pregnancy. However, these beneficial effects with
NaHS presented no relation with oxidative stress.
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Abstract 

Dysregulation of producing enzymes of hydrogen sulfide (H2S) has been related 

with hypertensive pregnancy and H2S donor, sodium hydrosulfide (NaHS) exerts 

antihypertensive effects, modulates angiogenic factors production and acts as an 

antioxidant. Moreover, reduction in nitric oxide (NO) bioavailability is related with 

hypertensive pregnancy and H2S may interact with NO to modulate NO production. We 

aimed to investigate the antihypertensive effects in hypertension in pregnancy and also 

effects in feto-placental parameters exerted by NaHS. Female Wistar rats (200-250 g) 

were mated and desoxycorticosterone acetate injections followed by replacement of 

water by 0.9% saline solution were used to induce hypertensive pregnancy. Rats were 

divided into four groups: normal pregnant (Norm-Preg), pregnant+NaHS (Preg+NaHS), 

hypertensive pregnant (HTN-Preg) and HTN-Preg+NaHS. Systolic blood pressure was 

increased in HTN-Preg and this increase was blunted in HTN-Preg+NaHS. Fetal and 

placental weights were decreased in HTN-Preg animals, while fetal growth restriction 

was improved in HTN-Preg+NaHS. Placental weight was lower in HTN-Preg+NaHS 

than in HTN-Preg; however, placental efficiency was reestablished in HTN-Preg+NaHS 

rats. We observed that a partial contribution of placental nitric oxide (NO), but not  

changes in antiangiogenic/proangiogemic balance may mediate the increases in 

placental efficiency in HTN-Preg+NaHS. HTN-Preg presented thoracic aorta 

hyperreactivity to phenylephrine while treatment with NaHS blunted this 

hyperreactivity, which seems not to be related with increases in endothelial NO-

pathway. Moreover, treatment with NaHS in HTN-Preg rats promoted a relaxation that 

is non-NO mediated and vascular effects of NaHS treatment may also underlie the 

beneficial effects in systolic blood pressure and feto-placental parameters in our study. 

 

 

 

 

Keywords: hypertensive pregnant rats, hydrogen sulfide, nitric oxide, vascular 

reactivity. 
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1. Introduction 

 Pregnancy-related hypertensive disorders are a major cause of fetal and maternal 

morbidity and mortality [1, 2]. Preeclampsia is a hypertensive disorder of pregnancy 

manifested as maternal hypertension after 20 weeks of gestation and often proteinuria 

[3]; also, preeclampsia may imposes growth restriction to the fetus and a 4-fold 

increased risk for perinatal death [4]. It is now widely accepted that preeclampsia 

development involves two different stages. First, a poor placentation process leads to 

reduction in uterine perfusion, then ischemic/hypoxic placenta releases several bioactive 

factors, such as the antiangiogenic factor soluble fms-like tyrosine kinase-1 (sFlt-1) [5, 

6], that target endothelial cells causing systemic endothelial dysfunction [7]. 

Importantly, there is no “cure” for preeclampsia except for preterm delivery of the baby 

and placenta, leaving a major health risk for both babies and mothers [8, 9].  

 Better understanding the mechanisms involved in hypertensive-pregnancy 

related disorders would help to propose new therapies. It has been recently 

demonstrated that the gaseous molecule hydrogen sulfide (H2S) has several 

physiological effects [10] and  there are evidences that H2S exerts a vasoprotective 

effect in hypertension and atherosclerosis [11, 12] and attenuates vascular dysfunction 

[13]. Moreover, it has been shown that dysregulation of the producing enzymes of 

hydrogen sulfide (H2S) contributes to maternal hypertension and impaired placental 

vascularization in preeclampsia [14]. Also, the inhibition of cystathionine-γ-lyase 

(CSE), one of the producing enzymes of H2S, reduces the release of proangiogenic 

factor placental growth factor (PlGF) in human placental explants [14] and transfection 

of small-interfering RNA to silence human CSE in human umbilical vein endothelial 

cells (HUVECs) increases the release of sFlt-1[14]. Also, previous studies from our and 

other groups have shown that sodium hydrosulfide (NaHS), a H2S donor, decreases 



69 

 

maternal blood pressure and may play an important protective role in the pathogenesis 

of hypertensive pregnancy [15, 16]. In addition, H2S exogenous donors may exert 

proangiogenic [17, 18], antioxidant [19, 20] and antiinflamatory [21] effects; thus, 

targeting H2S may help to clarify the physiopathology of preeclampsia. 

 Reductions in endogenous nitric oxide (NO) bioavailability in hypertensive 

pregnancy is supported by several studies [15, 22-25] and interactions between H2S and 

NO have been described before [26-28]. Indeed, a previous study from our group 

suggest H2S and NO interaction in hypertension-in-pregnancy [15], thus, we aimed to 

investigate the antihypertensive effects in hypertension in pregnancy and also effects in 

feto-placental parameters exerted by NaHS; moreover, we hypothesized that this 

beneficial effects could be related with increased NO biovailability, modulation of 

antiangiogenic/proangiogenic balance and also changes in vasculature promoted by 

NaHS treatment. 

  

2. Materials and Methods  

2.1 Animals and experimental protocols 

 Wistar rats (200-250 g) were housed in cages at 22 ± 2ºC on a 12-hr light/dark 

cycle and given free access to water and rat chow. Each female rat was separately mated 

overnight and day one of pregnancy was defined as the day when spermatozoa were 

found in a vaginal smear. Hypertensive pregnancy was induced by weekly injections of 

desoxycorticosterone acetate (DOCA - Sigma, St. Louis, MO, #D7000), as previously 

described [29-32]. Briefly, pregnant rats were injected initially with 12.5 mg of DOCA 

intraperitoneally (i.p.) in a depot form, followed by 6.5 mg on a weekly basis and water 

was replaced with 0.9% saline solution. Pregnant rats were allocated in a single cage 

and randomized to one of the four treatment groups: Normal pregnant (Norm-Preg, n = 
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8); pregnant rats wich received weekly injections of DOCA   (HTN-Preg, n = 8); 

pregnant rats receiving i.p. injections of sodium hydrosulfide (NaHS) (Sigma, St. Louis, 

MO, no. 161527) (50 µmol/kg/twice daily) for 7 days (pregnancy day 12-19) [15, 16] 

(Preg+NaHS, n = 8); pregnant rats with DOCA-induced hypertension receiving i.p. 

injections of NaHS (50 µmol/kg/twice daily) for 7 days (HTN-Preg+NaHS, n = 8). Rats 

received the first NaHS injection 3 h before and 1 h after the systolic blood pressure 

measurements. Animals were killed on gestation day 19 under overdose of isoflurane 

followed by exsanguination. Blood samples were collected in lyophilized 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Vacuntainer BectonDickinson, Oxford, UK) 

for plasma separation. Plasma was stored at −80 °C until use for biochemical analysis. 

All procedures for animal experimentation were approved by the Ethics Committee, 

Biosciences Institute of Botucatu, São Paulo State University (protocol no. 619/2014), 

which is complied with international guidelines of the European Community for the use 

of experimental animals. 

 

2.2 Blood pressure measurements 

 Systolic blood pressure (mmHg) was measured using tail-cuff plethysmography 

(Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brazil, catalog #EFF 306) on gestational days 12, 

14, 16, and 18. Briefly, conscious rats were first acclimated in a quiet room, conditioned 

and restrained for 5-10 minutes in a warm box (Insight, Ribeirao Preto, Sao Paulo, 

Brazil, catalog #EFF- 307) to the measurements for 3 days before the pregnancy day 12 

(these data were discarded). Systolic blood pressure was determined as the average of 

the cuff inflation–deflation (three to six) cycles by a trained operator [15, 25, 33].  

 

2.3 Fetal and placental parameters 
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 On gestational day 19, after euthanasia, dams were placed in a supine position 

and a cesarean section was performed. The numbers of viable fetuses, placental and 

fetal weight were recorded. Placental efficiency was calculated as a ratio between fetal 

weight and placental weight, as previously demonstrated [34, 35]. Viable fetuses were 

determined as those which showed no macroscopical sign of malformation and could 

apparently have a normal outcome with the progression of the pregnancy, as previously 

reported [15, 36]. 

 

 2.4 Determination of plasmatic and placental nitrite/nitrate (total NOx) 

 Plasma and placental total NOx concentrations were determined using Griess 

reagents followed by reduction of nitrous species with vanadium chloride III [37]. 

Placental tissue was homogenized in cold Krebs solution and the homogenates were 

centrifuged at 15000g at 4ºC for 15 minutes. Supernatant was removed and used in 

Griess reaction. Briefly, before addition of Griess reagents, samples were incubated 

with 100µL of saturated solution of vanadium chloride III for three hours at 37ºC with 

agitation. After incubation, 50 µL of 1% sulfanilamide solution in 5% phosphoric acid 

was added and plate incubated for 10 minutes protected from light. Then, 50 µL of 

0.1% N-(1-Naphthyl)- ethylenediamine dihydrochloride solution were added followed 

by 10-minute incubation in dark. Absorbance at 535nm was read in spectrophotometer 

(Synergy 4, BIOTEK, Winooski, VT) and NOx concentration was calculated using a 

standard curve of sodium nitrite (1.56-100 µM). The NOx levels in plasma were 

expressed in μmol/L and in placental tissue results were expressed in μmol/100mg 

tissue. 

 

2.5 Determination of lipid peroxidation 
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Lipid peroxidation was determined in placenta through the formation of 

malondialdehyde (MDA). MDA reacts with 2-thiobarbituric acid (TBA) and produce a 

colorimetric reaction that is measured by spectrophotometer at wavelength of 532nm 

[38]. In test tubes, a reaction mixture containing 100 µL of destilled water, 50 µL of 

8.1% sodium dodecyl sulfate (SDS), 100 µL of samples, 375 µL of acetic acid 20% and 

375 µL of TBA 0.8% were incubated in water-bath at 95ºC for one hour and 

subsequently centrifugated at 15000g for 10 minutes. Standard curve was prepared in a 

similar manner, replacing samples with 25 µL of known concentrations of MDA. 

Plasmatic TBA reactive species (TBARS) were calculated against a standard curve of 

MDA (20-320 nmol). Results were expressed as MDA levels/100mg tissue.  

 

2.6 Determination of H2S in plasma 

Plasma obtained from experimental animals was used to the determination of 

H2S as previously [14, 39, 40]. In brief, 75 µL of plasma was mixed with 250 µL of zinc 

acetate 1% (wt/vol) and 12.5 µL of NaOH 10% (w/v) and incubated for 30 minutes at 

37ºC. To the mixture, 150 µL of 20 mmol/L of N-dimethyl-p-phenylenediamine sulfate 

in HCl 7.2M and 150 µL of 30 mmol/L of FeCl3 in HCl 1.2M were added. After 10 

minutes of incubation at 37ºC, 250 µL of 10% trichloroacetic acid was added and the 

reaction mixture was centrifugated at 12000g for 15 minutes. The absorbance of the 

resulting supernatant (200 µL) was measured at 670 nm with a spectrophotometer 

(Synergy 4, BIOTEK, Winooski, VT, USA) in a 96-well plate. The concentration of 

H2S in the solution was calculated against a calibration curve of NaHS (100 - 3.13 µM). 

 

2.7 Determination of sFlt-1 and PlGF 
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Commercial enzyme immunoassay (ELISA) kits for sFlt-1 (RayBiotech Inc., 

Norcross, GA, #ELM-VEGFR1) and PlGF (Elabscience Inc., Houston, TX, #E-EL-

R0742) were used to determine plasmatic levels. Assays were performed according to 

the manufacturer’s instructions. Plasmatic levels of sFlt-1 and PlGF were expressed in 

pg/mL.  

 

2.8 Vascular reactivity 

 Thoracic aortas were dissected in 3-4 mm segments. The rings were mounted 

into a 10 mL organ chamber containing Krebs-Henseleit solution (NaCl 130; KCl 4.7; 

CaCl2 1.6; KH2PO4 1.2; MgSO4 1.2; NaHCO3 15; glucose 11.1; in mmol/L) and 

suspended between two wire hooks; one hook was fixed to a stationary support, and the 

other hook connected to an isometric force transducer. The Krebs–Henseleit solution 

was kept at pH 7.4 and 37°C and bubbled continuously with a mixture of 95% O2 and 

5% CO2. Arterial rings were stretched under 1.5g basal tension and were allowed to 

equilibrate for 45 min. Changes in aorta tension were recorded using FORT10 isometric 

force transducers (WPI, USA) connected to Transbridge 4M Transducer Amplifier 

(WPI, USA) connected to a PC based MP100 System and analysed off-line using 

AcqKnowledge version 3.5.7 software (Biopac Systems Inc., U.S.A.).  

A control contraction to 96 mM of KCl was elicited after tissue equilibration. 

Once KCl maximum contraction was reached, tissue was rinsed with Krebs three times, 

15 minutes each. Aorta rings were stimulated with increasing concentrations of 

phenylephrine (PHE, 10
-10

 to 10
-4

M). In order to investigate endothelial function, 

vascular tissues were pre-contracted with PHE (10
-6

M), increasing concentrations of 

acetylcholine (ACh, 10
-9

 to 10
-5

M) were added to the bath. Participation of 

endothelium-dependant NO in aortic rings relaxation was evaluated in concentration-
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response curves to ACh obtained in the presence of Nω-nitro-L-arginine-methyl ester 

(L-NAME, 3x10
-4

M), added in the last 30-min stabilization period [41, 42]. 

Concentration-contraction curves were constructed, and the maximal response to PHE 

was measured. Concentration-effect curves to ACh, with or without L-NAME, were 

expressed as the % relaxation to PHE contraction. Non-linear regression (variable slope) 

of the obtained concentration-effect curves revealed the Rmax (maximal response) and 

the pEC50 (negative logarithm of the concentration that evoked 50% of the maximal 

response).  

 

2.9 Data analysis and statistics  

 The results are expressed as means ± SEM. Comparisons between groups were 

assessed by two-way analysis of variance (GraphPad Prism
®

6.0 – San Diego, CA) or 

one-way ANOVA followed by Tukey test. For vascular reactivity experiments, 

individual concentration-contraction or concentration-relaxation curves were 

constructed; sigmoidal curves were fitted to the data using the least square method, and 

the pEC50 values were measured using GraphPad Prism
®
6.0 Software. The comparisons 

among Rmax and pEC50 values were determined by ANOVA followed by Tukey test. A 

probability value P < 0.05 was considered significant.  

 

3. Results 

 

3.1 NaHS blunts increases in systolic blood pressure, improves fetal weight and 

reestablishes placental efficiency in hypertensive pregnant animals 

 

In order to understand the effect of H2S in hypertensive pregnant rats, we 

performed experiments with H2S donor in hypertensive pregnant rats. No significant 

differences were observed in systolic blood pressure on days 12 and 14 (132±5-143±6 
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mmHg, Fig.1). Systolic blood pressure values were elevated in HTN-Preg group (153±3 

mmHg) compared with Norm-Preg (132±2 mmHg, P = 0.0048) and Preg+NaHS groups 

(131±8 mmHg) (P = 0.085, Fig. 1) and treatment with NaHS was not able to blunt 

increases in blood pressure (143±2 mmHg in HTN-Preg+NaHS group, Fig. 1) on 

gestational day 16. However, on gestational day 18, HTN-Preg systolic blood pressure 

(155±5 mmHg) was greater than Norm-Preg (132±2 mmHg, P = 0.0001), Preg+NaHS 

(130±2 mmHg, P = 0.0001) and treatment with NaHS in blunted increases in systolic 

blood pressure (130±2 mmHg in HTN-Preg+NaHS group, P = 0.0001, Fig. 1). 

 

Figure 1 – Systolic blood pressure measured with tail-cuff plethysmography on 

gestational days 12, 14, 16 and 18 among the four groups. Nomal pregnant (Norm-

preg), pregnant + sodium hydrosulfide (Preg+NaHS), hypertensive pregnant (HTN-

Preg) and hypertensive pregnant+sodium hydrosulfide (HTN-Preg+NaHS). Data 

represents mean±SEM. *P < 0.05 versus Norm-Preg; +P < 0.05 versus Preg+NaHS; # P 

< 0.05 versus HTN-Preg.  

 

Number of viable fetuses was not different among the four experimental groups 

(12.4±0.7, 10.6±1.4, 13.5±0.6 and 10.9±0.7 in Norm-Preg, Preg+NaHS, HTN-Preg and 
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HTN-Preg+NaHS groups, respectively, Fig. 2A). Fetal weight in Norm-Preg group was 

3.66±0.13 g and this value was decreased in Preg+NaHS (3.18±0.12, P = 0.0038, Fig. 

2B), HTN-Preg (1.72±0.03, P = 0.0001, Fig. 2B) and HTN-Preg+NaHS (2.33±0.06, P = 

0.0001, Fig. 2B), however, treatment of hypertensive pregnant animals with NaHS 

improved fetal growth restriction and significant differences were found between HTN-

Preg and HTN-Preg+NaHS groups (P = 0.0001, Fig. 2B). Placental weight was 

increased in Preg+NaHS group (0.59±0.02 g) compared with all the other groups (P < 

0.05, Fig. 2B). Placental weight was 0.42±0.01 g in Norm-Preg group and values were 

lower in HTN-Preg group (0.38±0.01 g, P = 0.0349, Fig. 2C) and even lower in HTN-

Preg+NaHS (0.31±0.01 g, P = 0.0001, Fig. 2C). Moreover, a statistically significant 

decrease was observed between HTN-Preg+NaHS and HTN-Preg placental weight (P = 

0.0009). Placental efficiency was taken as a ratio between fetal weight and placental 

weight and values decreased in Preg+NaHS and HTN-Preg group (5.0±0.2 and 5.3±0.2, 

respectively) compared with Norm-Preg group (9.4±0.4, Fig. 2D) while placental 

efficiency was restores in HTN-Preg+NaHS group (7.6±0.2 in HTN-Preg+NaHS, P = 

0.0001, Fig. 2D). 
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Figure 2 – Feto-placental parameters recorded on pregnancy day 19 among the four 

groups. Nomal pregnant (Norm-preg), pregnant + sodium hydrosulfide (Preg+NaHS), 

hypertensive pregnant (HTN-Preg) and hypertensive pregnant+sodium hydrosulfide 

(HTN-Preg+NaHS). (A) Number of viable fetuses. (B) Fetal weight. (C) Placental 

weight. (D) Placental efficiency. Data represents mean±SEM.  *P < 0.05 versus Norm-

Preg; # P < 0.05 versus HTN-Preg; +P < 0.05 versus Preg+NaHS. 
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3.2 NaHS increases placental total NOx and MDA levels in normotensive and 

hypertensive pregnant rats 

 

H2S and NO must crosstalk and H2S may regulate NO production. Total NOx 

concentration was increased in placental tissue from rats of Preg+NaHS and HTN-

Preg+NaHS groups (28.54±1.33 and 22.31±3.97 µg/100 mg tissue, respectively) 

compared with Norm-Preg group (11.32±1.89 µg/100 mg tissue, P = 0.0005 and P = 

0.0216, respectively, Fig. 3A), also total NOx levels in HTN-Preg (15.31±1.46 

µmol/100 mg tissue) was significantly lower from Preg+NaHS group (P = 0.0038, Fig. 

3A).  

As MDA is a metabolite of lipid peroxidation [43], increased MDA levels 

indicate higher levels of oxidative stress. We then determined MDA placental levels in 

our experimental animals. Placental MDA was elevated in Preg+NaHS and HTN-

Preg+NaHS groups (11.64±0.59 and 15.44±1.82 nmol/100mg tissue) compared with 

Norm-Preg (5.16±0.34 nmol/100 mg tissue, P = 0.0087 and P = 0.0001, respectively, 

Fig. 3B). Also, MDA levels were significant higher in HTN-Preg+NaHS versus HTN-

Preg group (8.00±0.05 nmol/100 mg tissue, P = 0.001, Fig. 3B). 
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Figure 3 –Placental total NOx and MDA levels among the four groups. Nomal pregnant 

(Norm-preg), pregnant + sodium hydrosulfide (Preg+NaHS), hypertensive pregnant 

(HTN-Preg) and hypertensive pregnant+sodium hydrosulfide (HTN-Preg+NaHS). (A) 

Placental total NOx. (B) MDA placental levels. Data represents mean±SEM. *P < 0.05 

versus Norm-Preg; +P < 0.05 versus Preg+NaHS; #P < 0.05 versus HTN-Preg.  

 

3.3 Benefical effects of NaHS in hypertensive pregnant rats seems to not relate with 

antiangiogenic/proangiogenic balance 

 

Beneficial effects of NaHS in feto-placental parameters are thought to be related 

with improved angiogenesis. Plasmatic H2S levels were increased in Preg+NaHS 

(66.09±7.30 µM) and HTN-Preg (63.77±5.36 µM) groups when compared to Norm-

Preg (38.87±4.07 µM, P = 0.0038 and P = 0.0227, respectively, Fig. 4A). However, 

treatment of hypertensive pregnant animals with NaHS (HTN-Preg+NaHS group) did 

not change H2S plasmatic levels (48.72±6.30 µM) compared to Norm-Preg rats (Fig. 

4A). 

 

P
la

c
e

n
ta

l 
to

ta
l 

N
O

x

(


g
/1

0
0

 m
g

 t
is

s
u

e
)

0

1 0

2 0

3 0

4 0

*

*

+

M
D

A
 p

la
c

e
n

ta
l 

le
v

e
ls

(n
m

o
l/

1
0

0
 m

g
 t

is
s

u
e

)

0

5

1 0

1 5

2 0

*

* #

(A )

(B )

H T N -P re gN o rm -P re g H T N -P re g + N a H SP re g + N a H S



80 

 

sFlt-1 levels did not differ among the experimental groups (515.50±24.75, 

461.60±57.80, 406.50±48.46 and 453.70±30.08 pg/mL in Norm-Preg, Preg+NaHS, 

HTN-Preg and HTN-Preg+NaHS, respectively, Fig. 4B) and PlGF was decreased in 

Preg+NaHS (41.46±7.15 pg/mL), HTN-Preg (43.02±9.13 pg/mL) and HTN-

Preg+NaHS (49.03±11.24 pg/mL) versus Norm-Preg (82.51±5.00 pg/mL, P < 0.05, Fig. 

4C).  

 

Figure 4 – Plasmatic levels of H2S, anti- and pro-angiogenic factors among the four 

groups. Nomal pregnant (Norm-preg), pregnant + sodium hydrosulfide (Preg+NaHS), 

hypertensive pregnant (HTN-Preg) and hypertensive pregnant+sodium hydrosulfide 

(HTN-Preg+NaHS). Data represents mean±SEM.  (A) H2S plasmatic levels. (B) sFlt-1 

plasmatic levels. (C) PlGF plasmatic levels. *P < 0.05 versus Norm-Preg. 
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3.4 Hypertensive pregnant rat aortas are hyperreactive to PHE and NaHS elicits an 

ACh-induced non-NO mediated relaxation 

 

Vascular reactivity experiments were performed to assess direct vascular 

responses among the four different animal groups. KCl-induced contraction in 

endothelium intact thoracic aorta was not different among the four groups (1.17±0.19, 

1.25±0.16, 1.18±0.22 and 1.40±0.14 g in Norm-Preg, Preg+NaHS, HTN-Preg and 

HTN-Preg+NaHS, respectively, Fig. 5A, Table 1). Emax to PHE was not different among 

groups (Fig. 4B, Table 1). However, pEC50 to PHE was increased in HTN-Preg 

compared with the other experimental groups (P < 0.05, Fig. 5B, Table 1). No 

differences were reached in maximum ACh-induced relaxation among the groups (Fig. 

5C, Table 1). However, Preg+NaHS presented greater pEC50 values compared to HTN-

Preg group (P = 0.0296, Fig. 5C, Table 1). Blockade of nitric oxide synthase (NOS) 

using L-NAME caused a decrease in relaxation in Norm-Preg, Preg+NaHS and HTN-

Preg, however, a significant relaxation was observed in HTN-Preg+NaHS versus HTN-

Preg group (P= 0.0468, Fig. 5D, Table 1). 



82 

 

 

 

Figure 5 – Vascular reactivity of thoracic aorta rings with endothelium from animals of 

four different groups.  Nomal pregnant (Norm-preg), pregnant + sodium hydrosulfide 

(Preg+NaHS), hypertensive pregnant (HTN-Preg) and hypertensive pregnant+sodium 
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hydrosulfide (HTN-Preg+NaHS). (A) KCl-induced contraction. (B) PHE-induced 

contraction. (C) ACh-induced relaxation. (D) ACh-induced relaxation in presence of L-

NAME. Data represent mean±SEM. # P < 0.05 versus HTN-Preg. + P < 0.05 versus 

Preg+NaHS. 

 

ACh elicits a vasodilatory effect that is dependent of endothelial NO. As we 

observed relaxation in HTN-Preg+NaHS group even in the presence of L-NAME, we 

sought to investigate the effect of NaHS treatment in NO production. We found that 

total NOx in plasma was not different among the four groups (52.97±2.20, 63.50±15.33, 

67.49±4.95, 59.55±5.12 µg/mL in Norm-Preg, Preg+NaHS, HTN-Preg and HTN-

Preg+NaHS, respectively, Fig. 6).  

 

Figure 6 – Total NOx in plasma among the four groups. Nomal pregnant (Norm-preg), 

pregnant + sodium hydrosulfide (Preg+NaHS), hypertensive pregnant (HTN-Preg) and 

hypertensive pregnant+sodium hydrosulfide (HTN-Preg+NaHS). Data represents 

mean±SEM. 
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Table 1. KCl-induced contraction, PHE-induced contraction and ACh-induced relaxation in 

thoracic aorta of Norm-Preg, Preg+NaHS, HTN-Preg and HTN-Preg+NaHS rats 

Data represents mean±SEM, n= 5-7. #P < 0.05 versus HTN-Preg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Thoracic aorta 

 Norm-Preg Preg+NaHS HTN-Preg HTN-Preg+NaHS 

KCl Rmax, g 1.17±0.19 1.25±0.16 1.18±0.22 1.40±0.14 

PHE Rmax, g 1.96±0.20 1.52±0.15 2.22±0.39 1.47±0.19 

PHE pEC50,-log 

M 
6.78±0.12

#
 7.07±0.05

#
 7.80±0.30 7.17±0.09

#
 

ACh Rmax, % 

 
88.85±5.42 93.43±2.14 74.12±9.98 80.19±7.23 

ACh pEC50, -log 

M 
7.19±0.12 7.36±0.07

#
 6.62±0.30 6.95±0.24 

ACh+L-NAME 

Rmax, % 
6.28±0.87 6.07±2.56 0.00±0.00 12.61±6.86

#
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4. Discussion 

 This study shows that treatment with NaHS blunted the increases in systolic 

blood pressure, improved fetal weight and restored placental efficiency in hypertensive 

pregnant rats. Our results suggest that reestablishment of placental efficiency in 

hypertensive pregnant rats treated with NaHS may not be related with circulating levels 

of sFlt-1 and PlGF, but may be partially modulated by increases in placental NO 

formation. This may induce greater vasodilation and decrease vascular resistance, 

allowing better blood supply to the growing fetuses. We also show that treatment with 

NaHS reduces the hyperreactivity to PHE in thoracic aorta and that this reduction may 

not depend on endothelial NO. Also, NaHS treatment triggers a vasorelaxation that is 

non-NO mediated in aortic rings. 

In our hands, treatment with NaHS blunted the increases in systolic blood 

pressure in hypertensive pregnant animals (HTN-Preg+NaHS group). Our results are in 

accordance with previous results from our and other groups, in which H2S donors 

presented antihypertensive effects in hypertensive pregnancy [14-16].  

We did not observe any differences in number of viable fetuses among 

experimental groups; however, fetal weight was decreased in hypertensive animals. 

Fetal growth restriction is a common feature of preeclampsia and experimental models 

of hypertensive pregnancy [15, 25, 30, 42, 44-47]. Here we confirmed that hypertensive 

pregnancy caused a decrease in fetal weight while a treatment with NaHS improved 

fetal weight in HTN-Preg+NaHS animals. Also, placental weight was decreased in 

HTN-Preg and further decreased in HTN-Preg+NaHS group; however, placental 

efficiency, a parameter used to measure nutrient transfer capacity from the placenta to 

the fetus [48-50], was reestablished in HTN-Preg+NaHS group.  
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Decreased fetal weight was followed by an increase in placental weight in 

animals from Preg+NaHS group; therefore, placental efficiency was reduced in these 

animals. It has been shown before that H2S may act as a pro-angiogenic [14, 17, 51-54], 

and increased angiogenesis could explain the increases in placental weight in 

Preg+NaHS group. Also, H2S may exert direct vasoactive responses and though H2S 

response is primarily vasodilation, it has been shown before that H2S may also induce 

vasoconstriction [55-57]. Our results suggest that although increases in angiogenesis 

may happen as a result of NaHS treatment, nutrient transfer capacity from placenta to 

the fetus is compromised and we speculate that this may be due to increases in 

vasoconstriction promoted by NaHS in non-hypertensive animals, which explains the 

slightly reduced fetal weight in Preg+NaHS compared with Norm-Preg group. 

Increases in nutrient transfer capacity from the placenta to the fetus in HTN-

Preg+NaHS animals could be a consequence of increased vasodilation and diminished 

vascular resistance in placental tissues. Indeed, placental total NOx were increased in 

placentas from both groups treated with NaHS (Preg+NaHS and HTN-Preg+NaHS 

groups) when compared to Norm-Preg. In recent studies, it has been proposed that H2S 

may modulate NO production [58, 59] and our results regarding placental NOx levels 

are in accordance with this idea. In our study, no significant differences were found 

between placental NOx levels from HTN-Preg and HTN-Preg+NaHS animals, however, 

the significant increases in HTN-Preg+NaHS versus Norm-Preg, suggests that placental 

NO may partially contribute to the reestablishment of placental efficiency in HTN-

Preg+NaHS animals. 

Since our treatment with NaHS seems to affect utero-placental region, we also 

evaluated oxidative stress in placenta. We found increased levels of MDA, a metabolite 

of lipid peroxidation [43], in normotensive (Preg+NaHS group) and hypertensive 
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(HTN-Preg+NaHS group) groups treated with NaHS. As placental efficiency was 

increased in HTN-Preg+NaHS group, we suggest that an increased metabolism of 

placenta may be related with increases in oxidative stress. Also, increased oxidative 

stress scavenges NO [60, 61] and may partially consume the placental NO and blunt the 

significant increase in NOx between HTN-Preg and HTN-Preg+NaHS.  

Placental efficiency in rats has been shown to be related with reductions in sFlt-1 

and increases in PlGF levels [35]. We sought to investigate if changes in angiogenic 

factors would be related with increased placental efficiency in NaHS treated 

hypertensive rats. As expected, treatment with NaHS increased H2S plasmatic levels in 

Preg+NaHS group. It has been shown before that decreased levels of H2S are related 

with hypertension [14, 62-64]; however, we surprisingly found increased H2S plasmatic 

levels in HTN-Preg when compared to Norm-Preg. We suggest that DOCA-induced 

hypertension may trigger mechanisms that increases H2S production, as it has been 

shown that H2S may exert protective effects during cardiovascular disorders [65-67]. 

Taken together, our data show that increases in H2S levels in HTN-Preg rats were 

unsuccesful to exert protective effects.  

Previous reports on literature show that H2S may modulate sFlt-1 production 

[68, 69], moreover, exogenous H2S as donated by NaHS decreases sFlt-1 production 

[16, 68, 69]. Though sFlt-1 is commonly increased in preeclampsia and experimental 

hypertensive pregnant rats [15, 16, 25, 70-72], no differences were observed in sFlt-1 

plasmatic levels in HTN-Preg animals, as previously reported [73, 74]. Moreover, we 

observed decreased PlGF plasmatic levels in Preg+NaHS, HTN-Preg and HTN-

Preg+NaHS groups. PlGF is a pro-angiogenic factor that increases during healthy 

pregnancies [75] and decreased levels of PlGF are related with preeclampsia [70, 75-78] 

and delivery of small for gestational age neonates, without preeclampsia [75]. 
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Moreover, it has been shown before that PlGF levels are reduced in an animal model of 

reduced uterine perfusion pressure [79] and in DOCA-salt hypertensive pregnant rats 

[74], which is in accordance with our findings on HTN-Preg group. 

As H2S may act as a pro-angiogenic factor [14, 17, 51-53], direct effects of H2S 

in angiogenesis may overlap the actions of PlGF and reduce its availability, partially 

contributing to reductions in PlGF in NaHS treated animals. In our hands, treatment of 

hypertensive pregnant rats with NaHS improved fetal weight, but not restored it to 

normal levels and did not improved placental weight. Thus, increases in PlGF levels 

seem not to be involved with the beneficial effects of NaHS in our study. However, it 

has been shown before that treatment with NaHS in hypertensive pregnant rats, 

increased Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) levels in plasma [16], and 

though PlGF levels were not increased in our studies, increases in VEGF may also 

contribute to the beneficial effects observed upon the use of NaHS. 

H2S may have direct effects in vessels and it could explain the beneficial effects 

of NaHS observed in our study. No differences were reached in KCl-induced 

contraction between groups. Also, no differences in Emax to PHE were observed; 

however, aortic rings from HTN-Preg animals presented an increase in pEC50. While the 

findings on KCl-induced contraction do not point to increased vascular Ca
2+

 influx 

through voltage-gated Ca
2+

 channels [42, 80], PHE may also activate Ca
2+

 influx 

through receptor and store-operated Ca
2+

 channels [42, 80], thus a greater influx of Ca
2+

 

induced by DOCA-induced hypertension must be considered. Consistent 

vasoconstriction is a hallmark of hypertension and hyperreactivity to PHE may 

contribute to the increases in systolic blood pressure in HTN-Preg rats. Importantly, 

treatment with NaHS blunted the increases in pEC50 in HTN-Preg+NaHS group and this 

may contribute to the observed decreases in systolic blood pressure.  
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The increased sensitivity to PHE in HTN-Preg rats may arise from fails in the 

release of vasodilator factors from the endothelium, as endothelial dysfunction is 

closely related to hypertension [81, 82]. Thus, the blunted hyperreactivity to PHE 

observed in HTN-Preg+NaHS could be related with reestablishment of endothelial 

relaxant responses. Interactions between H2S and NO have been previously described 

[15, 26, 83-85], and as H2S may potentiate NO responses [86], this interaction could 

explain the reestablished sensitivity to PHE in HTN-Preg+NaHS animals. To test this 

hypothesis, ACh-induced relaxation curves, that trigger releases of endothelial NO, 

have been performed. No differences were observed in pEC50 and Emax to ACh in HTN-

Preg+NaHS when compared to HTN-Preg group; however, we found that aortic rings 

from Preg+NaHS presented an increased pEC50 when compared to HTN-Preg in 

concentration-response curves to ACh. This increased sensibility to ACh in Preg+NaHS 

aortas suggests the occurrence of interactions between H2S and NO, however, the 

presence of hypertension blunted the effects of these interactions. Also, our results 

suggest that decreased hyperreactivity to PHE in HTN-Preg+NaHS animals is not 

related to an improvement in endothelial NO-dependent relaxation. 

When relaxation was triggered by ACh in the presence of NOS inhibitor L-

NAME, a greater relaxation was reached in aortic rings from animals of HTN-

Preg+NaHS compared to HTN-Preg group. Previous studies showed that H2S may 

increase expression and activity of eNOS [58, 59], thus generating excessive amounts of 

NO that could be responsible for the relaxation observed even in the presence of L-

NAME. Also, it has been described that H2S was responsible for NO formation under 

hypoxic conditions [87]. In this study, NO was generated in a NOS-independent 

manner, through the reduction of nitrite back to NO [87] and since our results in feto-

placental parameters suggest utero-placental hypoxia, this mechanism could be 
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triggered in our study. However, we did not observe any alteration in plasmatic total 

NOx from animals of different groups.  

This result supports our observation in vascular reactivity experiments that 

relaxation in HTN-Preg+NaHS group may be triggered in a NO-independent way. Since 

NO-independent relaxation was reached in vessels from HTN-Preg+NaHS group and 

not in vessels from animals treated only with NaHS, we speculate that only in presence 

of hypertension, which may trigger several defensive mechanisms in the organism, H2S 

promote relaxation independently from NO presence and strongly recommend future 

studies in the field. 

   

5. Conclusion 

 Taken together, our results suggest that the H2S donor, NaHS, blunts increases in 

systolic blood pressure and also ameliorates fetal weight and restores placental 

efficiency in hypertensive pregnant rats. We suggest that effects of NaHS are not related 

with changes in the plasmatic levels of sFlt-1 and PlGF, but a partial contribution of 

placental NO may underlie these effects. Also, NaHS treatment affects vascular 

function preventing hyperreactivity to PHE and inducing a non NO-mediated relaxation 

in thoracic aorta and this may also be related with the beneficial effects of NaHS 

observed in our studies. 
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4 Discussão 
 
 As desordens hipertensivas gestacionais, como a PE, ainda representam um importante 

fator de morbidade e mortalidade para mães e filhos.  Embora sua fisiopatologia não esteja 

totalmente esclarecida, atualmente aceita-se que ela envolve dois diferentes estágios: o 

primeiro relaciona-se à má placentação que conduz à isquemia/hipóxia placentária e o 

segundo liga-se à liberação de fatores bioativos, os quais promovem danos a células 

endoteliais  (Roberts 1998).  

A disfunção endotelial, portanto, é uma característica das desordens hipertensivas da 

gestação, evidenciada por estudos que mostram a ocorrência da disfunção endotelial em 

mulheres pré-eclâmpticas (Knock and Poston 1996, Kenny, Baker et al. 2002, Brandao, Felix 

et al. 2014, Guimaraes, Brandao et al. 2014) e em diferentes modelos experimentais de 

hipertensão gestacional (Alexander, Kassab et al. 2001, Payne, Alexander et al. 2003, 

Mitchell, Cook et al. 2007, Mazzuca, Li et al. 2014, Amaral, Cornelius et al. 2015, Morris, 

Spencer et al. 2016).  

A disfunção endotelial é marcada por aumentos da liberação de substâncias 

vasoconstritoras, como a ET-1 (Pollock and Pollock 2011, Coelho, Berillo et al. 2018), e 

diminuições na liberação de substâncias vasodilatadoras. Dentre essas substâncias 

vasodilatadoras, o NO tem sido amplamente estudado em uma série de diferentes condições 

fisiológicas e patológicas, o que inclui a gestação (Williams, Vallance et al. 1997, Alexander, 

Miller et al. 1999, Shaamash, Elsnosy et al. 2000, Hefler, Reyes et al. 2001) e a hipertensão 

gestacional (Sandrim, Palei et al. 2008, Ehsanipoor, Fortson et al. 2013, Eleuterio, Palei et al. 

2013, Pimentel, Pereira et al. 2013, Wang, Yang et al. 2015).  

Em nosso modelo experimental de hipertensão gestacional utilizado para os estudos 

descritos no artigo descrito no Capítulo I, observamos a importância do NO na manutenção da 

homeostase vascular durante a gestação, uma vez que o uso de L-NAME causou o aumento 

da pressão arterial sistólica, diminuição do número de filhotes viáveis, do tamanho da ninhada 

e do peso placentário, indicando que NO produz efeitos na circulação sistêmica e 

uteroplacentária.  

Portanto, nossos resultados confirmam achados de estudos prévios, nos quais uso de 

L-NAME levou à ocorrência de características da PE em animais prenhes (Agunanne, Uddin 

et al. 2010, Ramesar, Mackraj et al. 2011, Gillis, Williams et al. 2015, Morris, Spencer et al. 

2016). Além disso, em suporte a nossa observação, evidências anteriores relataram uma forte 

correlação entre os parâmetros materno-fetais e o fluxo sanguíneo uteroplacentário, sendo que 
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reduções nestes parâmetros podem refletir a isquemia/hipóxia induzida por L-NAME em ratas 

(Kaya, Boztosun et al. 2011). 

 Em nosso estudo, as ratas prenhes hipertensas foram tratadas com um doador de H2S, 

o NaHS. O uso do doador preveniu os aumentos de pressão arterial sistólica nesses animais e 

corrobora com os achados de outros estudos que mostraram o efeito anti-hipertensivo do H2S, 

em diferentes modelos de hipertensão (Zhao, Zhang et al. 2001, Yan, Du et al. 2004, Shi, 

Chen et al. 2007, Li, Whiteman et al. 2008, Yang, Wu et al. 2008, Lu, Liu et al. 2010, Huang, 

Shen et al. 2016) e na hipertensão gestacional (Wang, Ahmad et al. 2013, Holwerda, Burke et 

al. 2014).  

Nós também observamos que a redução da pressão arterial foi acompanhada de 

melhora nos parâmetros fetais e, uma vez que evidências anteriores mostraram que os 

parâmetros materno-fetais correlacionam-se com o fluxo sanguíneo uteroplacentário (Kaya, 

Boztosun et al. 2011), melhoras produzidas pelo doador podem indicar efeitos do H2S na 

circulação uteroplacentária. Portanto, podemos sugerir que a diminuição da pressão arterial 

pode também decorrer da consequência de uma redução da resistência vascular periférica 

mediada pelo H2S na circulação uteroplacentária, afinal a redução da resistência vascular 

oriunda da circulação uteroplacentária é um importante mecanismo de regulação da pressão 

arterial durante a gestação (Sladek, Magness et al. 1997). 

 Curiosamente, nós observamos um aumento do peso fetal em animais normotensos 

tratados com doador de H2S. Estudos prévios mostraram que, durante os estágios finais da 

gestação, a maturação do tecido placentário, seguido por um rápido crescimento do feto, leva 

à maior da capacidade de transporte da placenta (Mayr, Lederer et al. 2005, Ma, Sun et al. 

2010, Kaya, Boztosun et al. 2011, Baijnath, Soobryan et al. 2014, Motta, Grosso et al. 2015, 

Shi, Chen et al. 2015). Portanto, é possível que o doador de H2S sirva como um “facilitador” 

dos processos de transporte de nutrientes através da placenta.  

Contudo, o tratamento com o doador de H2S em ratas prenhes hipertensas não 

promoveu aumento do peso fetal, sugerindo que a presença de hipertensão inibe essa 

“facilitação” promovida pelo doador. Além disso, foi observada a diminuição do peso 

placentário em ratas prenhes hipertensas e essa redução não foi inibida com o uso do doador, 

indicando que doador não foi capaz de suplantar o efeito da inibição do NO sobre o tecido 

placentário.  

 A teoria dos dois estágios da PE proposta por Roberts (Roberts 1998) declara que 

fatores bioativos liberados pela placenta promovem danos às células endoteliais e posteriores 



101 
 

estudos demonstraram a importância do fator anti-angiogênico sFlt-1 na PE  (Maynard, Min 

et al. 2003, Eleuterio, Palei et al. 2014, Bian, Shixia et al. 2015, Garamvolgyi, Prohaszka et al. 

2015, March, Geahchan et al. 2015, Tuzcu, Asicioglu et al. 2015) e na hipertensão gestacional 

experimental (Gilbert, Babcock et al. 2007, Ramesar, Mackraj et al. 2011, Gillis, Williams et 

al. 2015, Murphy and Cockrell 2015, Goncalves-Rizzi, Possomato-Vieira et al. 2016, Zhu, 

Ren et al. 2016).  

Em conformidade com esses achados, nós também encontramos aumento dos níveis 

circulantes de sFlt-1 nas ratas prenhes hipertensas. Nosso modelo experimental consistiu-se 

na inibição da NOS pelo L-NAME e nossos achados, referente aos níveis de sFlt-1, também 

confirmam achados prévios que demonstram que a redução dos níveis de NO é inversamente 

proporcional aos níveis de sFlt-1 (Sandrim, Palei et al. 2008, Pimentel, Pereira et al. 2013, 

Amaral, Cornelius et al. 2015).  

O tratamento das ratas prenhes hipertensas com o doador de H2S levou a reduções dos 

níveis de sFlt-1 em nosso modelo experimental. Reduções nos níveis de fatores anti-

angiogênicos (Wang, Ahmad et al. 2013, Holwerda, Burke et al. 2014) ou a correção do 

desequilíbrio entre os níveis circulantes de fatores anti/pró-angiogênicos (Zhu, Ren et al. 

2016) foram correlacionadas com melhora da pressão arterial em outros modelos animais de 

hipertensão gestacional. Portanto, baseado na hipótese de que os fatores bioativos liberados 

pela placenta originam a disfunção endotelial (Roberts 1998), as diminuições dos níveis de 

sFlt-1, promovidas pelo tratamento com o doador de H2S (e consequente diminuição das 

injúrias endoteliais) do nosso modelo também podem contribuir para a diminuição da pressão 

arterial.  

Ademais, estudos prévios mostram que a utilização de anticorpos específicos para 

sFlt-1 promove a redução dos níveis de sFlt-1 e restabelece a formação do tudo endotelial em 

um ensaio de angiogênese (Ahmad and Ahmed 2004). Dessa maneira, a diminuição nos níveis 

de sFlt-1, observadas em nossos estudos, podem contribuir para uma melhora dos processos 

angiogênicos e consequente melhora da vascularização uteroplacentária, evidenciada pelo 

restabelecimento do número de filhotes viáveis e do tamanho da ninhada de ratas prenhes 

hipertensas tratadas com o doador de H2S.  

Durante a realização dos nossos experimentos, o trabalho de Holwerda e 

colaboradores, “Hydrogen sulfide attenuates sFlt1-induced hypertension and renal damage 

by upregulating vascular endothelial growth factor” foi publicado pelo Journal of the 

American Society of Nephrology (Holwerda, Burke et al. 2014). Nesse trabalho, os autores 
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utilizaram o doador de H2S em um modelo experimental de hipertensão gestacional induzida 

pela superexpressão de sFlt-1 em ratas prenhes e mostraram, assim como em nossos achados, 

reduções da pressão arterial e reduções dos níveis de sFlt-1. Além disso, os autores 

relacionaram os efeitos benéficos do doador de H2S com um aumento da expressão renal e 

dos níveis circulantes de VEGF. 

Assim como Holwerda e seus colaboradores, esperávamos encontrar aumento dos 

níveis de VEGF após o tratamento com o doador de H2S em nossos animais, entretanto, 

nossos resultados, surpreendentemente, mostraram que o tratamento com o doador de H2S 

preveniu os aumentos dos níveis de VEGF, observados em ratas prenhes hipertensas. 

 Embora o H2S seja um importante mediador das funções angiogênicas, ainda não é 

consenso se os níveis de VEGF encontram-se inalterados (Masoura, Kalogiannidis et al. 

2014), diminuídos (Maynard, Min et al. 2003, Gilbert, Babcock et al. 2007, Agunanne, Uddin 

et al. 2010, George, Palei et al. 2013) ou aumentados (Hunter, Aitkenhead et al. 2000, 

Tsatsaris, Goffin et al. 2003, Celik, Avci et al. 2013) na hipertensão gestacional. De forma 

que nossos resultados referentes ao grupo de prenhes hipertensas apresentam suporte de 

achados prévios na literatura. 

O VEGF pode agir como vasodilatador (Wei, Chen et al. 2007), logo, os aumentos dos 

níveis plasmáticos de VEGF poderiam indicar uma resposta vascular compensatória falha ao 

estado de vasoconstrição crônica causado pela diminuição da biodisponibilidade de NO 

promovida pelo L-NAME.  O H2S pode promover uma melhora do fluxo sanguíneo por 

induzir o relaxamento vascular não mediado por NO (Tang, Yang et al. 2013, Dunn, 

Alexander et al. 2016), e nós sugerimos que um relaxamento não mediado por NO, 

promovido pelo doador de H2S, em ratas prenhes hipertensas, pode contribuir para a 

diminuição dos níveis de VEGF circulantes observados.  

Estudos também mostraram que a superexpressão de VEGF pode promover aumento 

dos níveis de sFlt-1 (Saito, Takeda et al. 2013, Fan, Rai et al. 2014) e consequente hipertensão 

materna. Portanto, mesmo que o sFlt-1 possa agir como um antagonista de VEGF, resultando 

em efeitos danosos à mãe durante a gestação, o sFlt-1 pode exercer um papel essencial em 

regular o excesso de VEGF na região uteroplacentária, “sequestrando” o excesso de VEGF 

placentário (Ozawa, Banfi et al. 2004) e mantendo condições adequadas ao desenvolvimento 

do feto. 

Estudos também demonstraram que o sFlt-1 pode ser derivado de células 

mononucleares circulantes (Rajakumar, Michael et al. 2005). Em paralelo a isso, trabalhos 
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demonstraram a existência de aumento do número de neutrófilos aderidos a vasos de 

resistência de mulheres com PE, comparado com gestantes saudáveis (Leik and Walsh 2004).  

Os neutrófilos abundantemente expressam a enzima pró-oxidante mieloperoxidase 

(MPO), e a quantidade de MPO pode se correlacionar à quantidade de neutrófilos presentes 

em um sistema (Brennan, Penn et al. 2003, Klebanoff 2005, Zhu, Zhao et al. 2017). Em 

concordância, trabalhos demonstraram que os níveis dessa enzima encontram-se elevados em 

mulheres com PE (Rocha-Penha, Caldeira-Dias et al. 2017) e em modelos animais de 

hipertensão gestacional (Zhu, Zhao et al. 2017).  

Em nossos estudos, encontramos níveis elevados de MPO em ratas prenhes 

hipertensas, e uma vez que os níveis de MPO correlacionam-se aos níveis de neutrófilos, esse 

mecanismo poderia contribuir para o aumento do sFlt-1 em ratas prenhes hipertensas. 

Entretanto, as diminuições dos níveis de sFlt-1 circulante, após o tratamento com o doador de 

H2S não se correlacionaram à diminuições dos níveis de MPO. Portanto, nossos estudos não 

corroboram com a teoria de que os neutrófilos podem contribuir para o aumento do sFlt-1 

circulante, pois a diminuição dos níveis de sFlt-1 e os efeitos anti-hipertensivos do tratamento 

com doador de H2S ocorreram mesmo com altos níveis de MPO.  

O estresse oxidativo está aumentado na hipertensão gestacional (Tsukimori, 

Fukushima et al. 2005, Cui, Brockman et al. 2006, Matsubara, Matsubara et al. 2010, 

Peracoli, Bannwart et al. 2011) e estudos relataram diminuição da produção de substâncias 

antioxidantes durante a hipertensão gestacional (Chambers, Fusi et al. 2001, Gilbert, Gilbert 

et al. 2009, Nakamura, Sekizawa et al. 2009) e redução da capacidade antioxidante total do 

plasma de mulheres com PE, em comparação a gestantes saudáveis (Turpin, Sakyi et al. 

2015).   

Nossos achados mostraram redução da capacidade antioxidante equivalente do Trolox 

(TEAC) em ratas prenhes hipertensas, o que indica reduções da capacidade antioxidante do 

plasma. Como o H2S também mostrou efeitos antioxidantes (Bos, Leuvenink et al. 2009), nós 

avaliamos o TEAC, após o tratamento com o doador de H2S, entretanto, nós não observamos 

aumentos da capacidade antioxidante do plasma nesses animais, o que sugere que os efeitos 

benéficos observados nos nossos estudos não se relacionam à modulação do estresse 

oxidativo. 

Após a primeira submissão do artigo à revista Naunyn-Schmiedeberg's Archives of 

Pharmacology, um dos questionamentos feito por um dos revisores relacionou-se aos níveis 
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plasmáticos de NO, visto que (1) nosso modelo era dependente da inibição da NOS e (2) o 

H2S pode interagir com a via do NO.  

Estudos que relatam a interação do H2S com o NO ainda apresentam resultados 

conflitantes. Foi demonstrado que o H2S levou à inibição da transcrição e atividade da eNOS 

Consequentemente houve diminuição da produção de NO pelo endotélio (Geng, Cui et al. 

2007, Kubo, Doe et al. 2007). Entretanto, estudos também relataram que o doador do H2S 

leva ao aumento da produção de NO em células endoteliais e da fosforilação da eNOS, 

aumentando sua atividade (Predmore, Julian et al. 2011, Altaany, Yang et al. 2013). Além 

disso, a inibição da CSE causou a diminuição dos níveis de NO, enquanto que a 

superexpressão da CSE aumentou o nível de NO em células endoteliais (Altaany, Yang et al. 

2013). 

Após a realização dos experimentos que mensuraram os níveis de NO plasmático, 

ficamos surpresos ao notar que um aumento dos níveis desse gás ocorreu em ratas prenhes 

hipertensas tratadas com o doador de H2S, (ou seja, após a inibição da NOS com L-NAME) e 

não em ratas prenhes normotensas tratadas com o doador. 

 Esse resultado nos indica que os níveis aumentados de NO nas ratas prenhes 

hipertensas, tratadas com o doador de H2S, ocorreu de forma independente da NOS, pois esta 

encontrava-se inibida pelo L-NAME. Esse mecanismo parece ser desencadeado apenas 

durante essa inibição e consequente hipertensão. Portanto, nós sugerimos a realização de 

futuros estudos que investiguem a interação H2S/NO especificamente na gestação e 

hipertensão gestacional, uma vez que essas condições são únicas e podem apresentar 

diferentes respostas comparadas com uma situação não-gravídica. 

 Visto que o H2S parece interagir com a via do NO e nosso modelo inicial induz a 

hipertensão por meio da inibição da formação de NO, para melhor esclarecer nossos achados, 

nós utilizamos um diferente modelo experimental, não-baseado na inibição farmacológica da 

NOS. Logo, os estudos descritos no manuscrito apresentado no Capítulo II foram conduzidos 

em ratas prenhes hipertensas nas quais a hipertensão gestacional foi induzida pela injeção 

intraperitoneal de acetato de desoxicorticosterona (DOCA) e consumo de solução salina 0,9% 

(modelo DOCA+Sal) ao longo da gestação, como previamente descrito (Ianosi-Irimie, Vu et 

al. 2005, Mitchell, Cook et al. 2007, Tinsley, South et al. 2010, Uddin, Horvat et al. 2011).  

 Nossos resultados confirmaram os efeitos anti-hipertensivos do H2S também neste 

modelo experimental de hipertensão gestacional e observamos que, enquanto a injeção de 
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DOCA e o consumo e salina levou a aumentos da pressão arterial sistólica, o uso do doador 

de H2S promoveu diminuições nos níveis pressóricos.  

Nós não observamos diferenças no número de filhotes viáveis, entretanto, a restrição 

de crescimento fetal, que é característica da PE e de modelos experimentais de hipertensão 

gestacional (Mitchell, Cook et al. 2007, Faulkner, Cornelius et al. 2016, Goncalves-Rizzi, 

Possomato-Vieira et al. 2016, Possomato-Vieira, Goncalves-Rizzi et al. 2016, Zhu, Ren et al. 

2016, Dias-Junior, Chen et al. 2017, Nanjo, Minami et al. 2017, Story and Chappell 2017) foi 

observada nos filhotes dos animais nos quais a hipertensão gestacional foi induzida pelo 

DOCA+Sal; e de maneira importante, a restrição do crescimento fetal foi atenuada pelo uso 

do doador de H2S.   

 Além disso, a hipertensão levou à redução do peso placentário e essa redução foi ainda 

maior após o tratamento com doador de H2S, entretanto, a eficiência placentária, que é um 

parâmetro utilizado para estimar a capacidade de transferência de nutrientes da placenta para 

o feto (McLaren 1965, Fowden, Sferruzzi-Perri et al. 2009, Chen, Sun et al. 2015), foi 

restabelecida para níveis normais em ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador de H2S. 

De forma interessante, o peso placentário foi maior em ratas normotensas tratadas com o 

doador de H2S. 

 As ações do H2S sobre a vasculatura ainda não estão totalmente esclarecidas e é 

possível que (1) o H2S tenha exercido efeito pró-angiogênico, entretanto, a presença de 

hipertensão impediu que ocorresse um aumento do peso placentário em ratas prenhes 

hipertensas tratadas com o doador de H2S, enquanto que essa elevação do peso pôde ser 

observada em ratas normotensas; e/ou (2) haja a indução da contração, mediada pelo H2S, 

uma vez que durante a gestação normal, ocorre um aumento da liberação de substâncias 

vasodilatadoras e uma diminuição na liberação de substâncias vasoconstritoras. Portanto, o 

doador de H2S pode levar a contração vascular em ratas prenhes normotensas (nas quais os 

mecanismos de relaxamento encontram-se exacerbados) e consequentemente redução do 

suprimento nutricional, diminuindo o peso dos fetos do grupo de normotensas tratadas com o 

doador de H2S.  

Entretanto, em ratas prenhes hipertensas (e consequentemente apresentando maior 

contração vascular) tratadas com o doador, o H2S pode desencadear mecanismos 

vasodilatadores que contribuem para o restabelecimento da eficiência placentária, 

aumentando o suprimento nutricional do feto e consequentemente, melhorando a restrição do 
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crescimento fetal que foi observada em filhotes de ratas prenhes hipertensas tratadas com o 

doador. 

 O restabelecimento da eficiência placentária pode ocorrer como consequência de uma 

redução da resistência vascular periférica na região uteroplacentária, e uma vez que nosso 

estudo anterior indicava uma interação entre o H2S e o NO, nós formulamos a hipótese de que 

a melhora da eficiência placentária do grupo de prenhes hipertensas tratadas com o doador 

poderia decorrer de elevações nos níveis de NO placentário.  

 De fato, observamos um aumento nos níveis de NO placentário em ratas normotensas 

tratadas com o doador, o que sugere uma modulação do H2S na produção de NO (Predmore, 

Julian et al. 2011, Altaany, Yang et al. 2013) na circulação placentária. Não foram alcançadas 

diferenças estatisticamente significativas entre os níveis placentários de NO de ratas prenhes 

hipertensas comparadas a ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador de H2S. No entanto, 

os níveis de NO placentário foram maiores em ratas prenhes hipertensas tratadas com o 

doador do que em ratas prenhes do grupo controle, o que sugere que o aumento no NO 

placentário pode parcialmente participar do restabelecimento da eficiência placentária 

observada nesses animais.  

Como observamos que o H2S pode atuar sobre a região uteroplacentária, também 

avaliamos o estresse oxidativo da placenta. Um aumento do estresse oxidativo já foi 

previamente descrito durante a hipertensão gestacional  (Tsukimori, Fukushima et al. 2005, 

Cui, Brockman et al. 2006, Matsubara, Matsubara et al. 2010, Peracoli, Bannwart et al. 2011) 

e uma vez que o H2S exerce efeitos antioxidantes (Dongo, Beliczai-Marosi et al. 2017, Shefa, 

Yeo et al. 2017), nossa hipótese era de que o tratamento com H2S diminuiria o estresse 

oxidativo. Entretanto, surpreendentemente, observamos um aumento do estresse oxidativo 

placentário em ambos os grupos (normotenso e hipertenso) tratados com o doador de H2S.  

De maneira importante, em ratas normotensas tratadas com o doador de H2S, os 

aumentos dos níveis de estresse oxidativo não foram acompanhados de aumentos da pressão 

arterial. Além disso, a diminuição média do peso fetal foi de apenas 0,48 ± 0,01 g enquanto a 

variação de peso entre os filhotes de ratas prenhes do grupo controle e do grupo de prenhes 

hipertensas foi de 1,94 ±0,10 g. Dessa forma, podemos especular que, embora os valores do 

peso fetal tenham diferido estatisticamente entre o grupo de prenhes do grupo controle e 

prenhes do grupo normotensas tratadas com o doador de H2S, a diminuição desses valores não 

necessariamente representa a ocorrência de danos aos filhotes, visto que outros fatores, como 
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por exemplo, o peso das mães ao início da gestação, poderia contribuir para essa pequena 

diminuição do peso dos fetos ao final da gestação. 

Desta forma, o aumento do estresse oxidativo placentário pode não estar ligado a 

efeitos danosos em ratas prenhes normotensas tratadas com o doador de H2S. Todavia, deve-

se considerar que o doador de H2S utilizado em nosso estudos, o NaHS, é considerado um 

doador rápido do H2S, que pode alcançar níveis elevados, alcançando níveis tóxicos, após a 

sua aplicação . Essa é uma limitação do nosso estudo e o uso de um doador mais lento, como 

o GYY4137, pode produzir resultados mais conclusivos referentes à promoção de estresse 

oxidativo em condições normotensas.  

Quanto às ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador de H2S, nós especulamos 

que o aumento nos níveis de estresse oxidativo pode refletir um aumento no metabolismo 

placentário. Além disso, sugerimos que o aumento do estresse oxidativo pode estar 

relacionado à diminuição dos níveis de NO placentário, uma vez que foi previamente 

demonstrado que espécies reativas podem consumir o NO, diminuindo sua biodisponibilidade 

(Kagota, Tada et al. 2007, Macarthur, Westfall et al. 2008). 

Os fatores angiogênicos parecem desempenhar importante papel durante a hipertensão 

gestacional. Por esse motivo, investigamos como esses fatores poderiam correlacionar-se com 

os efeitos observados após o tratamento com o doador de H2S. Conforme esperado, 

observamos um aumento dos níveis de H2S plasmático em ratas prenhes normotensas tratadas 

com o doador. Surpreendentemente, os níveis plasmáticos de H2S também estavam elevados 

em ratas prenhes hipertensas e, uma vez que foi demonstrado que os níveis de H2S estão 

diminuídos na hipertensão (Wang, Ahmad et al. 2013, Cacanyiova, Berenyiova et al. 2016, 

van Goor, van den Born et al. 2016, Greaney, Kutz et al. 2017), nós sugerimos que os 

aumentos dos níveis plasmáticos do H2S desses animais representam uma resposta vascular 

compensatória mal sucedida. 

 Diferentemente do primeiro artigo, apresentado no Capítulo I desta tese, decidimos 

avaliar os níveis do fator pró-angiogênico PlGF, visto que, após a experiência de doutorado 

sanduíche no exterior, publicamos um trabalho que mostrava que a correção do desequilíbrio 

dos fatores sFlt-1/PlGF relaciona-se à diminuição da hipertensão e à regulação das respostas 

vasculares em um modelo experimental de hipertensão gestacional induzida por RUPP (Zhu, 

Ren et al. 2016).  

Além do mais o aumento da eficiência placentária foi previamente relacionado à 

diminuição dos níveis de sFlt-1 e aumento dos níveis de PlGF (Gilbert, Banek et al. 2012). 
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Apesar de aumentos dos níveis de sFlt-1 estarem ligados à PE e hipertensão gestacional 

experimental (Holwerda, Burke et al. 2014, Molvarec, Czegle et al. 2015, Murphy and 

Cockrell 2015, Tuzcu, Asicioglu et al. 2015, Goncalves-Rizzi, Possomato-Vieira et al. 2016, 

Possomato-Vieira, Goncalves-Rizzi et al. 2016), nós não observamos diferenças dos níveis 

circulantes de sFlt-1 em nenhum dos grupos experimentais, entretanto, resultados semelhantes 

foram previamente descritos (Agunanne, Uddin et al. 2010, Bobek, Surmon et al. 2015).  

Os níveis de PlGF elevam-se durante a gestação saudável (Romero, Nien et al. 2008) e 

encontram-se diminuídos na PE (Tsatsaris, Goffin et al. 2003, Romero, Nien et al. 2008, 

Ramma, Buhimschi et al. 2012, Bian, Shixia et al. 2015, Molvarec, Czegle et al. 2015). Além 

disso, a diminuição dos níveis de PlGF foram observadas em modelos experimentais de 

hipertensão gestacional induzidas por RUPP (Gilbert, Babcock et al. 2007)  e por DOCA+Sal 

(Agunanne, Uddin et al. 2010), o que confirma os achados do grupo de prenhes hipertensas 

em nosso trabalho.  

Curiosamente, os níveis de PlGF estavam diminuídos em ambos os grupos 

(normotensas e hipertensas) de ratas prenhes tratadas com o doador de H2S e nós sugerimos 

que, como o H2S apresenta efeitos angiogênicos per se (Papapetropoulos, Pyriochou et al. 

2009, Szabo, Coletta et al. 2013, Szabo and Hellmich 2013, Wang, Ahmad et al. 2013, Sonke, 

Verrydt et al. 2015), o efeito pró-angiogênico direto do H2S pode estar relacionado com a 

não-elevação dos níveis de PlGF.  

Nós também investigamos os efeitos vasculares do tratamento com o doador de H2S e, 

inicialmente,  observamos uma hiperreatividade à PHE em ratas prenhes hipertensas.  Uma 

vasoconstrição constante é uma característica da hipertensão e essa hiperreatividade à PHE 

pode contribuir para os aumentos de pressão arterial, observados nas ratas prenhes 

hipertensas. 

 De forma importante, nós demonstramos que o tratamento com H2S impediu a 

hiperreatividade à PHE e, como a disfunção endotelial está relacionada à hipertensão 

(Lockette, Otsuka et al. 1986, Vanhoutte, Shimokawa et al. 2017), nós sugerimos que a 

diminuição da hiperreatividade à PHE poderia representar um restabelecimento das respostas 

relaxadoras derivadas do endotélio. Entretanto, não observamos diferenças nas curvas à ACh 

realizadas entre os grupos de prenhes hipertensas e prenhes hipertensas tratadas com o doador 

de H2S.  

Nós observamos um aumento de sensibilidade à ACh em ratas prenhes normotensas 

tratadas com o doador em relação à ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador e 
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acreditamos que isso possa indicar a presença de interações H2S/NO como previamente 

descrito (Hosoki, Matsuki et al. 1997, Wang, Mainali et al. 2008, Possomato-Vieira, 

Goncalves-Rizzi et al. 2016, Aydinoglu, Dalkir et al. 2017, Materazzi, Zagli et al. 2017), 

entretanto, os efeitos dessa interação são abolidos pela presença da hipertensão. 

De forma interessante, demonstramos que após a incubação com L-NAME, anéis de 

aorta torácica de ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador de H2S apresentam um 

relaxamento mediado por ACh maior do que o de ratas prenhes hipertensas. Esse relaxamento 

parece ser independente do NO, todavia, o H2S pode aumentar a expressão e atividade da 

eNOS, gerando, dessa forma, quantidades excessivas de NO, que poderiam contribuir para o 

relaxamento vascular, mesmo após a inibição com L-NAME (Chen, Fu et al. 2014, Huang, 

Chen et al. 2015). 

 Foi também previamente demonstrado que o H2S levou à formação de NO em 

condições de hipóxia. Esse trabalho demonstrou que em condições de hipóxia, o NO pode ser 

produzido de forma independente da NOS, por meio da redução do nitrito à NO (Bir, Kolluru 

et al. 2012). Como nossos achados sugerem uma isquemia uteroplacentária, esse mecanismo 

poderia contribuir para os efeitos vasculares observados em nosso estudo.  

Todavia, os níveis plasmáticos de NO não diferiram entre os grupos, evidenciando 

nossa observação de que esse relaxamento parece ocorrer de forma independente do NO 

circulante. Além disso, uma vez que observamos esse relaxamento aparentemente 

independente do NO apenas nos vasos de ratas prenhes hipertensas tratadas com o doador em 

comparação com ratas prenhes normotensas tratadas com o doador de H2S, nós sugerimos que 

esse mecanismo é apenas ativado durante a hipertensão. 

Finalmente, apesar de nossas observações do comportamento vascular, após o 

tratamento com doador de H2S, terem sido feitas em aorta torácica, especulamos que a 

ativação de mecanismos similares (como a redução da hiperreatividade à PHE e um 

relaxamento não mediado por NO) na circulação uteroplacentária também pode contribuir 

para os efeitos observados quanto aos parâmetros feto-placentários e quanto à diminuição da 

pressão arterial.  
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5 Conclusões e considerações finais 
 

Tomados em conjunto, nossos dados confirmam resultados prévios do efeito anti-

hipertensivo do H2S e demonstram os efeitos do H2S sobre a circulação uteroplacentária, 

evidenciado pelos resultados obtidos nos parâmetros feto-placentários após o tratamento com 

o doador de H2S. 

De maneira importante, nossos resultados parecem indicar um papel dual do H2S, uma 

vez que nossas observações demonstram que o H2S parece agir de uma maneira durante a 

gestação normotensa e de outra forma durante a hipertensão gestacional. Estudos prévios 

também demonstram uma ação dual do H2S, principalmente no que tange a sua modulação do 

tônus vascular, visto que o H2S pode levar à contração (Lim, Liu et al. 2008, d'Emmanuele di 

Villa Bianca, Sorrentino et al. 2011, Li, Ping et al. 2015) ou ao relaxamento vascular 

(d'Emmanuele di Villa Bianca, Sorrentino et al. 2011, Aydinoglu, Dalkir et al. 2017, Ertuna, 

Loot et al. 2017, Sheibani, Lechuga et al. 2017).  

Além disso, poucos grupos de pesquisa trabalham com a investigação do papel do H2S 

na hipertensão gestacional e encontramos uma grande deficiência na literatura, o que de certa 

forma dificulta a elaboração de conclusões mais assertivas. Além disso, nós encorajamos 

futuros estudos nessa área, uma vez que nossos resultados e o de outros grupos de pesquisa 

indicam a potencialidade do H2S como terapêutica no tratamento das desordens hipertensivas 

gestacionais. 

 Outro ponto de interesse parece ser a interação H2S/NO observada em nossos estudos. 

Essas interações foram previamente descritas (Geng, Cui et al. 2007, Kubo, Doe et al. 2007, 

Predmore, Julian et al. 2011, Altaany, Yang et al. 2013), entretanto (1) esses estudos ainda 

apresentam resultados conflitantes quanto a demonstrar se o H2S modula positiva ou 

negativamente a produção de NO e (2) nenhum desses estudos investigou a interação H2S/NO 

na gestação e na hipertensão gestacional e, uma vez que a gestação impõe alterações 

fisiológicas importantes, as respostas encontradas durante esse período podem diferir 

grandemente daquelas encontras em condições não-gestacionais.  

 Além do mais, a teoria proposta por Roberts (Roberts 1998) afirma que os fatores 

bioativos produzidos pela placenta levam à disfunção endotelial e consequentes sinais e 

sintomas da PE. Portanto, outro ponto que merece consideração é que os estudos apresentados 

nessa tese não demonstraram como os fatores bioativos liberados durante a isquemia/hipóxia 

placentária podem afetar a produção/ação do H2S produzido endogenamente, dado que 

estudos mostram que as células endoteliais expressam as enzimas produtoras do H2S 
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(Altaany, Yang et al. 2013, Coletta, Modis et al. 2015, Kuo, Kim et al. 2016, Saha, 

Chakraborty et al. 2016, Tao, Wang et al. 2017, Zhang, Chen et al. 2017) e a disfunção 

endotelial promovida pelos fatores liberados pela placenta podem interferir com a produção 

desse mediador gasoso. 
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