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A tese intitulada: “Avaliagdo do papel do H,S em modelo experimental de pre-
eclampsia” encontra-se dividida em cinco partes.

Inicialmente a tese traz uma breve introducdo a respeito das principais alteracdes
vasculares da gestacdo e das desordens hipertensivas gestacionais. Sdo rapidamente abordados
alguns fatores de predisposi¢cdo que conduzem ao processo de méa formacdo placentaria e
posterior disfuncdo endotelial caracteristicos da hipertensdo gestacional. Posteriormente a
tese descreve os principais efeitos do mediador gasoso sulfeto de hidrogénio (H,S) no sistema
vascular e sua participacdo na fisiopatologia das desordens hipertensivas gestacionais.

O segundo capitulo 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
sodio (NaHS), um doador exdgeno de H,S, em um modelo experimental de hipertensédo
gestacional, induzida pelo inibidor da 6xido nitrico (NO) sintase (NOS), Nw-nitro-L-arginina-
metil éster (L-NAME).

O capitulo trés apresenta 0 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
publicacdo para a revista Nitric Oxide. Nesse manuscrito, relatamos os aumentos da producao
de NO placentario e a ocorréncia de relaxamento ndo dependente de NO na aorta torécica,
apos o tratamento com NaHS em ratas prenhes hipertensas.

A quarta parte apresenta uma breve discussdo dos achados nos dois artigos
apresentados previamente e a Ultima parte da tese apresenta algumas consideracdes finais e

conclusdes a respeito do objeto de estudo descrito na tese.

14



Ainda, durante a execucdo deste curso de doutoramento, outras atividades foram
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Resumo

Durante a gestacdo, diversas adaptacGes fisiologicas ocorrem para suportar o feto em
desenvolvimento. Em algumas mulheres, falhas nesses mecanismos podem causar desordens
hipertensivas da gestacdo. A pré-eclampsia (PE) é uma desordem hipertensiva da gestacdo
caracterizada por um de novo aumento na pressao arterial (> 140x90 mmHg), apds a 20?
semana gestacional. E normalmente acompanhada de proteindria e acomete 5-7% das
gestantes. Atualmente é amplamente aceito que a fisiopatologia da PE envolve dois diferentes
estagios: o primeiro, relacionado a ma placentagdo e consequente isquemia/hipoxia
placentéria e liberacdo de fatores bioativos, e o segundo, relacionado a promocéo de danos as
células endoteliais. A disfuncdo endotelial é caracterizada por um aumento na liberacdo de
substancias vasoconstritoras, como a endotelina, e concomitante reducdo na liberacdo de
substancias vasodilatadoras, como o o6xido nitrico (NO). Recentes estudos apontam para a
importancia do sulfeto de hidrogénio (H,S), uma molécula que apresenta diversas
semelhancas com o NO, como a natureza gasosa e a producdo por enzimas de localizacédo
endotelial. No sistema cardiovascular, o H,S exerce varias fungdes, como modulacdo da
angiogénese e efeitos vasodilatadores, entretanto, poucos trabalhos avaliaram seu papel na
hipertensdo gestacional. Para a realizagdo dos trabalhos, ratas Wistar prenhes foram
utilizadas. Inicialmente a hipertensdo gestacional foi induzida com o uso do inibidor da NO
sintase (NOS), Nw-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), e as ratas prenhes hipertensas
foram tratadas com hidrossulfeto de sodio (NaHS), um doador exdgeno de H,S. Nbs
mostramos que o NaHS exerce efeito anti-hipertensivo e melhora os parametros materno-
fetais. O tratamento com NaHS ainda previne o aumento nos niveis de fms-like tirosina
quinase-1 solavel (sFlt-1) e do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), que em
excesso pode trazer danos a gestacdo. Esses efeitos benéficos parecem ndo ter relacdo com
diminuicbes do estresse oxidativo, todavia, de forma interessante, nés mostramos que 0s
niveis plasmaticos de NO aumentam em ratas prenhes hipertensas, ap0s o tratamento com
NaHS. Como o H,S parece interagir com a via do NO e nosso modelo inicial induz a
hipertensdo por meio da inibicdo da formagdo de NO, utilizamos um diferente modelo
experimental para melhor esclarecer nossos achados. Nesse segundo modelo experimental, a
hipertensdo gestacional foi induzida pela injecdo de acetato de desoxicorticosterona (DOCA)
e consumo de solucdo salina 0,9%. O tratamento com NaHS também reduziu a pressao
arterial em ratas prenhes hipertensas nesse modelo e melhorou o peso dos filhotes, o que foi
seguido por um restabelecimento da eficiéncia placentaria. Um aumento nos niveis de NO
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placentério parece contribuir para os efeitos do NaHS e pode parcialmente contribuir para o
restabelecimento da eficiéncia placentaria. N6s observamos um aumento do estresse oxidativo
nas placentas de ratas prenhes hipertensas tratadas com NaHS e sugerimos que ele pode estar
relacionado a aumentada atividade metabdlica desse tecido. Ndo foram observadas diferencas
nos niveis circulantes do fator sFlt-1 e o tratamento com NaHS diminuiu os niveis do fator de
crescimento placentario (PIGF) e isso parece relacionar-se com a atividade pré-angiogénica
do NaHS que pode inibir o caracteristico aumento nos niveis de PIGF durante a gestacéo.
Além disso, o tratamento com NaHS reverte a hiperreatividade a fenilefrina (PHE), observada
em ratas prenhes hipertensas, e promove um relaxamento ndo mediado por NO na aorta
tordcica. Nossos achados sugerem que o NaHS parece atuar na regido uteroplacentéria,
melhorando o suprimento nutricional para os filhotes. Isso pode decorrer da modulagdo na
producdo de fatores angiogénicos. Além do mais, os efeitos do NaHS podem estar
relacionados ao aumento da biodisponibilidade do NO, o que parece ndo estar ligado a
diminuicdo do estresse oxidativo, e podem ser dependentes de vias alternativas de formacéo
de NO ou ativacdo da NOS. Por fim, acbes diretas sobre a vasculatura também parecem

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

Palavras-chave: hipertensdo gestacional, sulfeto de hidrogénio, 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 mmHgq) 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 (H,S), a molecule that
shows several similarities with NO, such as its gaseous nature and the enzymatic production
in endothelium. In cardiovascular system, H,S exerts numerous functions, such as
angiogenesis modulation and vasodilators effects, however only a few studies evaluated H,S
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, Nw-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) and hypertensive pregnant rats
were treated with sodium hydrosulfide (NaHS), an exogenous donor of H,S. 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
H,S 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 (PIGF) levels, which
seems to be related to the pro-angiogenic activity of NaHS that may inhibit the characteristic
increases in PIGF 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 Introducéo

1.1 Adaptac6es vasculares da gestacao

A gestacdo é um periodo que impde ao organismo materno diversas adaptagdes para
suportar o feto em crescimento. De forma significativa, a gestacdo promove profundas
transformacdes na fisiologia da vasculatura uterina e em menor grau na vasculatura sistémica
(Boeldt and Bird 2017). As primeiras adaptacdes na vasculatura iniciam-se logo apés a
implantacdo do embrido no Utero, processo que da inicio a invasdo trofoblastica e marca os
primeiros estagios da placentacdo (Huppertz and Peeters 2005).

Nos estagios iniciais da gestacdo (6-8 semanas), comeca a aumentar o volume de
sangue materno que alcanca valores 50% maiores do que em estdgios ndo gravidicos.
Durante esse periodo inicial, o débito cardiaco aumenta em 30-50% (Clark, Cotton et al.
1989). Com o aumento do volume sanguineo e do débito cardiaco, se esperaria 0 aumento da
pressdo arterial, entretanto, essas alteracGes ocorrem concomitantemente a uma drastica
reducdo da resisténcia vascular periférica, promovendo a manutencdo da pressdo arterial
normal, durante a gestagcdo (Ouzounian and Elkayam 2012).

Apesar de uma diminuigdo na resisténcia vascular periférica sistémica participar da
manutencdo da pressdo arterial, estima-se que, durante a gestacdo, as alteracdes draméticas na
resisténcia vascular ocorram na circulagdo uterina, uma vez que um aumento de fluxo de 30-
50 vezes é observado em comparacdo com condicdes ndo gravidicas (Sladek, Magness et al.
1997, Bird, Zhang et al. 2003).

A diminuigdo na resisténcia vascular é primariamente atribuida a um aumento do
remodelamento das artérias espiraladas, entretanto, essa reducdo da resisténcia vascular
também depende de outros mecanismos de remodelamento da circulacdo uterina, como um
aumento expressivo da angiogénese e um prolongado estado de vasodilatacdo (Williams,
Vallance et al. 1997).

Além disso, embora muitos trabalhos tenham como foco o estudo das adaptagdes
vasculares em vasos de resisténcia, deve-se considerar que um aumento de fluxo de 30-50
vezes apenas se mantém nos vasos de pequeno calibre porque os vasos de condutancia
também sofrem um consideravel aumento de didmetro e alteragdes do ténus vascular devido a
uma elevada capacidade de relaxamento (Boeldt and Bird 2017).

Durante o inicio do segundo trimestre de gestacdo (182-20% semanas), ocorre uma

migracao de citotrofoblastos em direcdo as artérias espiraladas. Em uma gestacdo saudavel, os
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citotrofoblastos inicialmente expressam integrinas caracteristicas de células epiteliais e
enquanto os citotrofoblastos invadem o miométrio materno, estes assumem um fenotipo
endotelial em um processo conhecido como pseudovasculogénese (McMaster, Zhou et al.
2004).

Essa migracdo/diferenciacdo dos citotrofoblastos deve-se a alteracGes nos perfis de
expressdo de certas citocinas, moléculas de adesdo, constituintes da matriz extracelular,
metaloproteinases e o antigeno 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 tonus vascular também exercem um papel importante nas adaptacoes
ocorridas durante a gestacdo. 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 demonstracdo de que o éxido nitrico (NO) é responsavel 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 participacao
de diversos processos fisiologicos, inclusive nas adaptacdes vasculares da gestacao (Williams,
Vallance et al. 1997, Nelson, Steinsland et al. 2000, Dotsch, Hogen et al. 2001).

O NO é um gés produzido enzimaticamente no endotélio, majoritariamente pela
isoforma endotelial da NO sintase (eNOS). A eNOS, ao ser ativada, converte o aminoacido L-
arginina em NO e citrulina. Apos essa conversdo, 0 NO produzido difunde-se para o muasculo
liso e promove o aumento intracelular do monofosfato ciclico de guanosina (cGMP),
causando a vasodilatacdo (Shaamash, Elsnosy et al. 2000, Gheibi, Jeddi et al. 2018).

Estudos mostraram que a infusdo do vasoconstritor noradrenalina produziu uma menor
resposta contratil sobre o fluxo sanguineo das médos de mulheres gravidas comparado a
mulheres ndo-gestantes (Williams, Vallance et al. 1997). Esses estudos também mostraram
que a reducdo do fluxo sanguineo das méos de gestantes, apds a aplicacdo do inibidor da
eNOS, No-monometil-L-arginina (L-NMMA), era maior do que em ndo-gestantes (Williams,
Vallance et al. 1997). Isso sugere a elevagdo dos niveis de NO em vasos periféricos, durante a
gestacao saudavel.

Também se observou um aumento dos niveis de nitrito, um metabolito estavel do NO,
em soro de gestantes saudaveis, comparado com mulheres nao-gestantes (Shaamash, Elsnosy

et al. 2000), além de um aumento da expressdo e atividade da éxido nitrico sintase (NOS) em
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artérias uterinas (Nelson, Steinsland et al. 2000) e na placenta (Dotsch, Hogen et al. 2001)
com a progressdo da gestacdo (Nelson, Steinsland et al. 2000, Dotsch, Hogen et al. 2001).

Além do mais, estudos em animais, também suportam a hipotese da participacdo do
NO nas adaptacOes vasculares da gestacdo, demonstrando que a pressao arterial se eleva ao
longo da gestacdo em camundongos prenhes knockout para eNOS (Hefler, Reyes et al. 2001).
A expressdo génica da eNOS, da NOS induzivel (iNOS) e da NOS neuronal (nNOS) e a
expressao protéica da eNOS fosforilada estdo aumentadas nos rins de ratas prenhes
comparado a ratas virgens, bem como os niveis urinarios de nitrito (Alexander, Miller et al.
1999). Portanto, esses mecanismos evidenciam a importancia do NO nas adaptacoes
vasculares da gestacao.

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 paracrino classico do NO (Dotsch,
Hogen et al. 2001). De maneira interessante, a expresséo de mRNA para o gene ET-1 eleva-se
ao longo da gestacdo e como a atuacdo do NO também encontra-se exacerbada, parece haver
um aumento da liberacdo de ET-1 para contrabalancear o excesso de sinalizacdo do NO,
mantendo o ténus vascular (Dotsch, Hogen et al. 2001).

Outros estudos mostram que, em baixas concentragdes (10 — 10° M), a ET-1
induziu o relaxamento de vasos placentérios (Sabry, Mondon et al. 1995). Esse relaxamento
pode ocorrer pela ativacdo de receptores do tipo B de endotelina (ETgR), presentes no
endotélio. Esses receptores produzem o relaxamento vascular durante a gestacdo normal
(Mazzuca, Li et al. 2014), e o relaxamento induzido por essas baixas doses de ET-1 foram
abolidos ap6s a remocao do endotélio (Sabry, Mondon et al. 1995).

Entretanto, em algumas mulheres podem ocorrer falhas nos mecanismos de adaptagdes
vasculares durante a gestacdo e 5-7% das gestantes ao redor do mundo podem desenvolver
um quadro clinico conhecido como pré-eclampsia (PE). A PE é uma desordem especifica da
gestacdo humana, caracterizada pelo aumento da pressao arterial (>140x90 mmHg) apos a 202
semana de gestacdo. Normalmente, ela estd acompanhada de proteinUria ou edema periférico,
cefaléia, disturbios visuais ou alteracbes em testes laboratoriais, especificamente, baixa
contagem de plaguetas e valores anormais das enzimas hepaticas (ACOG 2013).

Além disso, algumas mulheres apresentam um de novo aumento na pressao arterial,
sem a presenga de proteindria ou outros sintomas e essas sao classificadas como portadoras de

hipertensdo gestacional (ACOG 2013). Entretanto, apesar de representar uma das maiores
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causas de mortalidade e morbidade tanto para maes, como para os bebés, a fisiopatologia da
PE ndo estd totalmente elucidada e a terapéutica disponivel é extremamente limitada,

contando com poucos farmacos disponiveis para aplicacédo clinica (Berzan, Doyle et al. 2014).

1.2 O papel chave da placenta na fisiopatologia da PE

Atualmente, € amplamente aceito que a fisiopatologia da PE envolve dois diferentes
estagios (Roberts 1998): o primeiro, relacionado a placentacdo deficiente, acarretando
isquemia/hipdxia placentéria; e o segundo estdgio, relacionado a disfuncdo endotelial
generalizada, promovida por fatores ativos liberados pela placenta em decorréncia da
isquemia/hipdxia placentaria.

Na PE, uma série de fatores, que podem ser genéticos, demograficos ou relacionados
ao estilo de vida materno (Ali and Khalil 2015) conduzem a uma reducdo da invasdo das
artérias espiraladas (Lyall, Robson et al. 2013, Cotechini, Komisarenko et al. 2014, Labarrere,
DiCarlo et al. 2017). Isso impede uma resposta adequada a demanda de aumento do fluxo
sanguineo, resultando em uma diminui¢do da perfusao da regido uterina e, consequentemente,
isquemia/hipdxia placentaria.

Portanto, a remissao dos sintomas da PE, apds o parto, indica que a placenta pode ser
responsavel pelos eventos iniciais da PE, relacionando o seu desenvolvimento anormal a
reducdo da pressdo de perfusdo uterina (RUPP) e consequente isquemia/hipoxia, 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 comeca a se desenvolver nos periodos
iniciais da gestacdo. Estudos clinicos e observacionais sugerem que diversos fatores de risco
podem estar relacionados a ocorréncia de uma falha do processo de placentacdo e consequente
desenvolvimento de desordens hipertensivas da gestagdo (Ali and Khalil 2015).

Fatores genéticos parecem ter grande influéncia no desenvolvimento da PE e estudos
mostram que mulheres com PE possuem 31 de 36 genes com expressdo placentaria reduzida
(Founds, Conley et al. 2009). Os genes ACVR2A no cromossomo 2922 e o0 gene STOX1 no
cromossomo 10922 foram dois dos primeiros genes identificados na susceptibilidade a PE e

ambos envolvem a ocorréncia de polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs).
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