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A elaboracdo de um modelo de regulacdo da
fungdo e estrutura vascular centrado em proces-
sos redox (i.e., reacdes de transferéncia de elétrons)
foi um dos mais significativos avancos da fisiologia
vascular. As inimeras investigagdes recentes rela-
cionadas a tal modelo foram desencadeadas pela
identificagdo do 6xido nitrico (NO) — um radical li-
vre gasoso instavel e altamente difusivel - como um
importante fator vasorrelaxante derivado do endo-
télio. 0 conceito inovador de que um simples e pe-
queno intermediario quimico fosse capaz de exer-
certransducao de sinais biol6gicos especificos de
modo autdcrino (i.e., na propria célula de origem)
ou paracrino (i.e., em células fisicamente contiguas)
foilogo estendido a outras espécies ativas em sis-
temas redox, particularmente espécies reativas de-
rivadas do oxigénio(ERO). O radical superéxido, uma
das principais ERO de interesse hioldgico, reage de
modo rapido e favoravel com o dxido nitrico, ndo
apenas inibindo sua bioatividade, como também
gerando potencialmente outras espécies reativas
oxidantes secundarias, p. ex.;, peroxinitrito. 0 equi-
librio interativo entre esses intermediarios é um for-
te determinante da funcdo celular, por meio da re-
gulacdo de certas proteinas especificas ou de lipi-
des. Dessa forma, a disfungdo endotelial/vascular
pode, sob varios dngulos, ser resumida como uma
disfuncéo da sinalizagao redox vascular. Esta (lti-
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ma pode ser definida como a transdugéo de sinais
celulares mediada porreacgdes de transferéncia de
elétrons envolvendo radicais livres (definidos como
intermediarios capazes de existéncia independen-
te, que apresentam um elétron desemparelhado na
Gltima camada), metais de transigdo ou equivalen-
tes redutores (p. ex.;, 0 ion hidrogénio, que possui
um prdton e um elétron).

A sinalizacao redox pode, assim, ter duas faces
reconhecidamente distintas. Em condi¢des normais,
niveis controlados, regulados ou compartimentaliza-
dos (i.e., em um microambiente celular especifico) de
ERO exercem funcao de segundos mensageiros de
processos celulares vitais para as constantes adap-
tacdes fisiologicas do vaso. Entretanto, a produgéo
excessiva, nao-compensada ou descompartimentali-
zada de ERO, conhecida como estresse oxidativo, leva
atoxicidade, que pode ser de dois tipos:

B um desequilibrio na sinalizacdo de células vas-
culares (processo que nds denominamos recen-
temente “toxicidade bioldgica das ERQ”,

B toxicidade quimica direta de ERO, que é devida
a altareatividade dessas espécies contra virtu-
almente todos os componentes quimicos celu-
lares. A produgdo de ERO é usualmente um pro-
cesso enzimatico e estimulado por agonistas es-
pecificos cujos niveis estdo anormais em con-
dicdes patologicas.

Atabela 1lista varios alvos protéicos celulares,
cujamodulacdo é dependente de processos redox
e que podem, assim, mediar as conseqiiéncias de
um estresse oxidativo na fisiopatologia de doengas
vasculares. Os dados estdo revistos com maior de-
talhe nas referéncias 3,4,6,7¢e 9.
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conceitos basicos e implicacdes clinicas

Vias de sinalizacao intracelular sensiveis a regulacao redox

B Quinases'
(ex.: MAP quinases,
tirosinoquinases)

B Fosfatases?
(ex.: tirosinofosfatases)

B Fatores de transcricao’
(ex.: NF-kappaB, AP-1)

B Receptores
(ex.: glicocorticoides)

B Proteases
(ex.: metaloproteinases de matriz*)

" Quinases sao proteinas que adicionam um grupo fosfato a um dado substrato, usualmente uma proteina, que é entdo ativada.
Existem vdrias quinases, essenciais a regulacdo do metabolismo e a sinalizacdo celular; p. ex.: o receptor de insulina.

2 Fosfatases sao enzimas que fazem o contrdrio das quinases, i.e., desfosforilam um dado substrato.

3 Fatores de transcri¢do sdo proteinas, usualmente citoplasméticas, que respondem a estimulos bastante especificos (ex.: estresse
oxidativo, no caso do NF-kappaB) e, quando ativadas, migram para o nucleo, ligando-se a sequéncias de DNA na regido
promotora de genes responsivos a este fator e dando inicio a todo o programa de sintese de vdrias proteinas (associadas a

resposta inflamatéria, no caso do NF-kappaB).

4 Metaloproteinases sdo uma familia de enzimas que digerem matriz extracelular e estdo ativadas durante a remodelagéo tecidual;

p. ex.: na capsula do ateroma instavel.

Uma das principais vias finais comuns do estres-
se oxidativo é a perda da bioatividade do 6xido ni-
trico, que freglientemente pode ser detectada como
uma reducdo da vasodilatacdo dependente do en-
dotélio. Este Gltimo processo, entretanto, é apenas
uma dentre varias manifestacdes do complexo de-
sequilibrio redox e dos mdltiplos déficits funcionais
associados a disfungdo endotelial/vascular. Aocor-
réncia de estresse oxidativo tem sido documenta-
da na aterosclerose, hipertensao arterial, Diabetes
mellitus, hiper-homocisteinemia e reestenose pds-
angioplastia, e pode ser relevante para um enten-
dimento aperfeicoado da fisiopatologia dessas con-

VIAS ENZIMATICAS DE PRODUCAO
DE ERO EM SISTEMAS VASCULARES

Enquanto as vias enziméaticas de produc&o do 6xi-
do nitrico estdo bem caracterizadas, com trés isofor-
mas conhecidas das NO sintases (neuronal ou NOST,
induzivel ou NOS2 e endotelial ou NOS3), as enzimas
responsaveis pela geracdo de superoxido e dgua oxi-
genada novaso estdo ainda por ser esclarecidas. Fica
claro, entretanto, que tais enzimas e 0s mecanismos
que as regulam sao elementos integrativos importan-
tes na sinalizacao e, em ultima anélise, no ambiente
redox celular. As principais vias enzimaticas de pro-

digdes.

ducdo de ERO estao listadas na tabela 2.

Principais fontes enzimaticas de superdxido no vaso

NAD(P)H oxidase
Complexo enziméatico semelhante aquele utilizado pelo fagécito
para eliminagao de bactérias, cuja importancia seré discutida no
texto.

NO sintase(s)

Sob condigoes de deficiéncia de cofatores da enzima podem gerar,
ao invés do NO, o radical superéxido. Esse mecanismo pode contri-
buir para o estresse oxidativo nas fases iniciais da aterosclerose e na
vasculopatia diabética. A reposicao do derivado do 4cido félico te-
trahidrobiopterina, um dos principais dentre esses cofatores, pode
normalizar agudamente a funcdo endotelial na aterosclerose em pa-
cientes.

Xantina oxidase
Pode aderir a membrana basal da parede vascular. Varios estudos
clinicos tém sido dirigidos para avaliar a importancia desta enzima
na geracao de ERO em patologias vasculares como a aterosclerose;
porém, em geral provas mais definitivas nao foram ainda fornecidas.

Citocromo P450
Pode oxidar o acido araquidonico a eppxi-metabélitos com propri-

edades vasodilatadoras e hiperpolarizantes da musculatura lisa. Essa
atividade constitui-se em uma das faces do assim denominado “fa-
tor hiperpolarizante derivado do endotélio”, importante na fisiopa-
tologia da hipertensao arterial. O papel desta enzima como produ-
tora de superoxido na aterosclerose foi pouco estudado.

Lipoxigenases
Podem ser importantes na peroxidacao lipidica enzimatica nos es-
tagios iniciais da aterosclerose. Estudos clinicos com inibidores da
15-lipoxigenase, entretanto, nao conseguiram confirmar tal impor-
tancia.

Cadeia de transferéncia de elétrons em mitocéndrias
Talvez seja o principal mecanismo de geracéo fisiologica celular de
ERO. Sua participacao em patologia vascular, entretanto, nao foi con-
vincentemente documentada.

Ativacao de leucocitos
Participam de varios estagios da aterosclerose. Os intimeros estu-
dos mostrando producao de ERO diretamente pelas células vascu-
lares indicam que leucocitos, embora potencialmente importantes,
ndo sao a tnica fonte de ERO no ambiente da placa.
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NAD(P)H OXIDASE VASCULAR

Embora esteja claro que uma NAD(P)H oxidase
semelhante a do leucocito é umaimportante, se nao
a principal, fonte de espécies radicalares na pare-
de vascular, a estrutura desta enzima nao esta com-
pletamente elucidada. Além disso, processos fisio-
l6gicos reguladores e interagdes protéicas da oxi-
dase ndo estdo claros. A oxidase vascular é um
complexo enzimatico com varias subunidades, que
geram superoxido apenas quando montadas (como
se fosse um quebra-cabecas). A existéncia dessas
subunidades reflete um sofisticado mecanismo de
regulac@o dessa enzima potencialmente letal a cé-
lula. Uma das subunidades mais expressas e estu-
dadas no vaso é a proteina p22phox (i.e., um pepti-
dio de peso molecular 22 kD); alguns polimorfismos
genéticos dessa proteina estdo associados arisco
aumentado de doenca coronéria e acidente vascu-
lar cerebral. Em relagdo a principal subunidade da
oxidase, os estudos mostram diferencas entre a oxi-
dase vascular e a dos leucdcitos, principalmente a
subunidade gp97phox, ausente nas células muscu-
lares lisas, que expressam em seu lugar a subuni-
dade nox-1, que é induzida pela angiotensina Il.
Recentemente, nosso laboratdrio evidenciou impor-
tante papel de tiois reativos (i.e., peptidios ou pro-
teinas contendo o aminoacido cisteina, que contém
um grupo -SH ou sulfidrila) na modulagao da ativi-
dade da NAD(P)H oxidase vascular.

A principal funcdo da oxidase vascular parece
estar associada a sinalizagao celular em resposta
a varios agonistas estimuladores ou, em células
especializadas, a mecanismos sensores de oxigé-
nio. Dessa forma, os principais ativadores conheci-
dos da oxidase exercem seus efeitos fisiologicos
(crescimento, secre¢do de matriz, morte celular),
pelo menos em parte, via produgdo intracelular de
superdxido ou dgua oxigenada. Os principais ago-
nistas da NAD(P)H oxidase vascular estdo listados
natabela 3 e correspondem a mediadores envolvi-
dos em diversos processos fisiopatolégicos vascu-
lares. Dentre estes, destaca-se a angiotensina ll.

Antagonistas potenciais da NAD(P)H oxidase es-
tao sendo procurados e estudados quanto a um
eventual beneficio terapéutico em doengas vascu-
lares.

PRODUCAO DE ERO NA RESPOSTA
VASCULAR A LESAO E ATEROSCLEROSE

Uma das situacdes clinicas em que mudangas

dotipo da aterosclerose acelerada ocorrem novaso
é areestenose pos-angioplastia. Nosso laboratdrio
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tem estudado o perfil redox da resposta vascular a
lesdo. Imediatamente apos a distensdo da parede
vascular por cateter-balao, ocorre intenso estres-
se oxidativo provavelmente secundéario a ativagao
de NAD(P)H oxidase vascular, uma vez que a pro-
ducdo de radicais foi bloqueada por um inibidor
dessa enzima, mas nao por varios outros inibidores
de outras fontes de ERO. A lesdo vascular levou a
ativacdo redox do fator de transcricdo NF-kappaB,
que ativa um programa génico associado a protei-
nas mediadoras de processo inflamatério. Dessa
forma, mesmo um estresse oxidativo transitorio
pode ter efeitos a longo prazo nas respostas vas-
culares. Medidas tardias de estresse oxidativo ndo
mostraram nas fases de reparagdo o mesmo grau
de estresse oxidativo verificado logo ap6s a lesao,
embora estudos recentes tenham mostrado aumen-
tos da NAD(P)H oxidase na parede vascular. Dados
recentes de nosso laboratério mostram ainda que
a deficiéncia sustentada da superéxido dismutase,
a principal enzima seqiiestradora do radical supe-
roxido, contribui para o remodelamento negativo do
vaso apds uma lesdo por inibir a bioatividade do NO.

Na aterosclerose, inimeros trabalhos tém evi-
denciado a ocorréncia de estresse oxidativo vas-
cular, tanto em modelos experimentais como em si-
tuacgdes clinicas. 0 aumento da producdo de supe-
roxido tem sido demonstrado em todas as camadas
da parede vascular, particularmente o endotélio e
a adventicia. A via enzimatica responsavel por essa
geracdo parece ser a NAD(P)H oxidase, estimula-
da especificamente pela angiotensina ll. Tal estres-
se oxidativo leva a um dos achados mais caracte-

Principais agonistas ativadores da NAD(P)H oxidase vascular

B Angiotensina ll

B Fatores de crescimento, particularmente PDGF (fator de

crescimento derivado de plaquetas)
B Trombina
B Acido araquiddnico

B Forcas hemodinamicas (fluxo pulsatil oscilatério)

B [ DL-oxidada
B [ esdo vascular por angioplastia
B Citocinas (TNF-a ou IL-1p)
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risticos de artérias ateroscleroticas, que é a perda
do relaxamento dependente do endotélio na pare-
de vascular. Areducao do relaxamento dependen-
te do endotélio ocorre também em vasos sem evi-
déncia de placas, na presenca de fatores de risco
da doenca (ex.: hiperlipidemia, diabetes, hiperten-
sdo), fazendo supor que um dos mecanismos pelos
quais os fatores de risco levam a aterosclerose é a
disfungao endotelial.

0 estresse oxidativo na aterosclerose esta inti-
mamente relacionado e mescla-se com a assim
chamada “teoria oxidativa da aterogénese”, que
propde um papel essencial da oxidagao da particu-
la de LDL na patogenia da aterosclerose. Os princi-
pais efeitos pro-aterogénicos da LDL-oxidada (re-
vistos nas refs. 25 e 26) sdo: retengdo no espago
subendotelial, quimiotaxia para monadcitos, toxici-
dade para a célula endotelial, ativagcao da produ-
¢do de superoxido, inducdo de enzimas pré-infla-
matorias, como a NO sintase induzivel, e, particu-
larmente, fagocitose pelos macrofagos, que assim
se transformam nas caracteristicas células espu-
mosas da aterosclerose. Varios estudos tém con-
clusivamente demonstrado no homem a presenca
da oxidacdo da LDL e efeitos pré-inflamatdrios da
mesma. Os estudos com compostos hipolipemian-
tes da familia das vastatinas tém demonstrado sig-
nificativa melhora da fungao endotelial em cone-
xdo com reducdo do “pool” total de LDL-oxidada.
Entretanto, os estudos com antioxidantes, que se-
riam a comprovacao direta dessa teoria, ndo foram
ainda capazes de valida-la no ambito clinico.

ESTUDOS CLINICOS
COM ANTIOXIDANTES

Na reestenose pds-angioplastia, estudos clini-
cos mostram um efeito relativamente consistente
do antioxidante probucol (revisto na ref. 19), cujo
beneficio parece ser devido principalmente a inibi-
cdo do remodelamento constritivo do vaso, ao in-
vés da proliferagado neo-intimal. Em contraste, es-
tudos clinicos com multivitaminas (betacaroteno, vi-
taminas C e E) ndo mostraram efeitos conclusivos.
Recentemente, o estudo multicéntrico local ANIST
(“Antioxidants in Stent”, coordenado pelo Prof. Pro-
tasio L. da Luz, InCor) avaliou o papel do probucol
nareestenose apos implantagao de “stents” coro-
narios. Os resultados mostraram pequeno efeito
protetor do probucol, que ndo alcangou significan-
cia estatistica.

Varios outros estudos com antioxidantes (revis-
tos nas refs. 25 e 26) tém sido conduzidos na pre-
vencao primaria e secundéria da aterosclerose, par-
ticularmente a vitamina E. Em geral, entretanto, tais

) 3

estudos tém demonstrado auséncia de efeito des-
ses compostos na reducdo da incidéncia de morte
de origem cardiovascular, mortalidade total e outras
ocorréncias cardiovasculares. Nessa categoria es-
tdo incluidos os estudos HOPE, GISSI, ATBC e
CHAOS, bem como uma metandlise desses estudos
perfazendo quase 50 mil pacientes tratados. O estu-
do CHAOQS foi uma excegdo a essa tendéncia e mos-
trou protecao contra novos eventos cardiacos em
pacientes que sofreram infarto do miocardio e fo-
ram tratados com vitamina E. Recentemente, os re-
sultados do “Heart Protection Study” envolvendo
cerca de 20 mil pacientes ndo demonstraram efei-
tos a curto ou longo prazo de multivitaminas (vitami-
nas E, C e betacaroteno) na mortalidade cardiovas-
cularou geral, bem como nos eventos cardiovascu-
lares. Em contraste, o tratamento com vastatinas de-
monstrou beneficio nas variaveis cardiovasculares
analisadas, incluindo acidente vascular cerebral.

ANGIOTENSINA E
ESTRESSE OXIDATIVO
NA ATEROSCLEROSE

Estudos recentes (revistos na ref. 28) tém de-
monstrado que o sistema renina-angiotensina-al-
dosterona contribui para a patogénese da ateros-
clerose. Essa contribuicdo néo reflete apenas as
ac0es vasoconstritoras e estimulantes do cresci-
mento de células musculares lisas, tradicionalmente
consideradas quanto ao envolvimento desse siste-
ma na hipertensao arterial. Além disso, principal-
mente por meio da inducdo de estresse oxidativo, a
angiotensina Il tem um papel significativo na ativa-
cdo de mecanismos pro-inflamatérios na parede
vascular, com agdes que incluem: ativacdo da
NAD(P)H oxidase vascular, produgdo de superoxi-
do e 4gua oxigenada, estimulo para secrecédo de
fatores de crescimento, ativacao de leucdcitos e es-
timulo, via processos redox, de inimeras citocinas
inflamatdrias. A angiotensina Il pode estimular di-
retamente também a NAD(P)H oxidase dos neutré-
filos. Varios estudos experimentais demonstram an-
tagonismo da aterosclerose induzida porinibidores
da enzima conversora ou antagonistas dos recep-
tores AT1; em particular, losartaninibe a ateroscle-
rose em primatas hipercolesterolémicos. Estudos
clinicostém dado suporte a tal conceito, sugerindo
beneficio de antagonistas da angiotensina na pre-
vencdo da aterosclerose e na reversao da disfun-
cao do endotélio vascular, particularmente o estu-
do HOPE. Dessa forma, o antagonismo da angioten-
sina Il pode ser uma importante intervencg@o anti-
oxidante, capaz de retardar a génese e as conse-
giiéncias clinicas da aterosclerose.
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CONCLUSAO:

RESULTADOS NEGATIVOS DOS ESTUDOS CLINICOS COM ANTIOXIDANTES
INVALIDAM O PAPEL DO ESTRESSE OXIDATIVO NA ATEROSCLEROSE?

Uma vez que estudos com antioxidantes sao
os mais imediatamente aplicaveis a clinica, € licito
perguntar se esse tipo de investigagdo ndo deveria
ter prioridade por ser aquele que fornece os dados
mais diretos. Ao mesmo tempo, é l6gico perguntar
se os resultados negativos discutidos acima invali-
dam até certo ponto o papel do estresse oxidativo
na doenca aterosclerdtica.

Aresposta a essas perguntas é sime ngo. Sim,
pois esse tipo de estudo é, em Gltima anélise, a fer-
ramenta necessaria e essencial para demonstrara
aplicabilidade clinica de qualquer intervencgéo an-
tioxidante. N4o, pois existem vérias limitagcdes nas
implicacdes mecanisticas desse tipo de estudo com
antioxidantes, dentre as quais:

B muitos processos redox antagonizados pelos
antioxidantes podem ser benéficos;

B os antioxidantes disponiveis atualmente sao
muito pouco especificos e podem ndo ser aces-
siveis a microambientes celulares essenciais;

B processosredox dependem ao mesmo tempo de
eventos oxidativos e redutores, e os resultados
de um antioxidante podem ser contraditorios;

B muitos antioxidantes exibem um efeito pré-
oxidante dependente da concentragao.

Acreditamos que um conhecimento mais rele-
vante sobre estratégias antioxidantes efetivas de-
vera requerer estudos aprofundados sobre a fisio-
logia e mecanismos bioquimicos do estresse oxi-
dativo vascular. Como freqiientemente acontece, 0
investigador clinico, para atingir objetivos relevan-
tes e as vezes ndo-suspeitados, deve sacrificar o
pragmatismo e exercitar sua curiosidade nos mol-

des do método cientifico classico. [ |
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