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Resumo






Actualmente, a aterosclerose € reconhecida como uma doenga resultante de uma resposta
inflamatodria da parede vascular a diferentes formas de lesdo. O caracter cronico do processo
conduz a formacao de lesdes na parede arterial ou placas que poderao ocluir o limen dos vasos,
directamente ou através de complicacdes trombdticas. No decorrer das ultimas duas décadas,
diversos alvos moleculares de cascatas inflamatorias foram identificados. Niveis suprafisiologicos
de espécies reactivas de oxigénio e de azoto, excedendo a capacidade dos sistemas scavenger
celulares, causam stress oxidativo e a activagdo de mecanismos préo-inflamatérios. Nestas
circunstancias, o anido superoxido produzido reage com o 6xido nitrico vascular gerando niveis
elevados de peroxinitrito, donde resulta a diminui¢ao dréstica do 6xido nitrico biodisponivel.
Para além de ser um poderoso oxidante, o peroxinitrito ¢, também, um agente nitrante de
biomoléculas, particularmente de proteinas, comprometendo a sua funcao fisioldgica. Assim,
as espécies reactivas contribuem para a disfuncao endotelial e subsequente formacao de lesdes
ateroscleroticas.

Neste contexto, estabelecer como alvo espécies altamente reactivas, como o peroxinitrito,
constitui uma estratégia promissora na prevencao das doencas cardiovasculares. Os produtos
naturais derivados de plantas tém sido uma fonte de moléculas bioactivas para o desenvolvimento
de farmacos anti-inflamatorios e dentro destas, os polifendis, um dos principais grupos de
metabolitos secundarios das plantas de que fazem parte as antocianinas, t€m merecido particular
interesse. Os frutos e vegetais contém uma panodplia de compostos benéficos considerados
responsaveis pelos seus efeitos protectores contra uma série de patologias cronicas, incluindo as
cardiovasculares. O papel das antocianinas na prevenc¢ao destas patologias ¢, de entre os produtos
naturais, seguramente dos mais estudados e com mais evidéncias até a data. A causalidade de tal
interesse recai na capacidade destes polifendis actuarem sobre as principais células implicadas
no processo aterosclerotico.

E neste contexto que a presente tese encontrou motivagdo e razdo para o seu
desenvolvimento. Neste estudo, pretendeu-se, em primeiro lugar, investigar a capacidade de
quatro antocianinas de reconhecida prevaléncia na dieta e com diferentes padroes de substitui¢ao
no anel B, a cianidina-3-glucésido (Cy3glc), delfinidina-3-glucésido (Dp3glc), a malvidina-3-
glucdsido (Mv3glc) e a pelargonidina-3-glucésido (Pg3glc), em prevenirem a morte de células
endoteliais mediada pelo peroxinitrito, utilizando como modelo experimental células endoteliais
da aorta de bovinos (BAEC).

Numa primeira fase deste trabalho, demonstrou-se que uma pré-incubagao das células
endoteliais com as diferentes antocianinas protege as mesmas da lesdo oxidativa mediada pela

adi¢do de peroxinitrito 500 pM, de uma forma dependente da concentracdo. A concentragao de
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antocianina 25 pM foi a seleccionada para os estudos subsequentes, em virtude de proporcionar

uma quantidade intracelular mensuravel, de acordo com os resultados de analises por HPLC.
Ulteriormente, investigaram-se os mecanismos através dos quais as antocianinas conseguem
prevenir a morte celular apoptdtica induzida pelo peroxinitrito, focando a atengdo em vias a montante
e a jusante da mitocondria. Todas as antocianinas testadas impedem o dano celular infligido pelo
peroxinitrito interrompendo a via de morte mitocondrial, ao inibirem a actividade das caspases-3 e
-9, mas nao da caspase-8; diminuem, igualmente, os niveis intracelulares da proteina Bax e inibem

ainda a transloca¢ao nuclear desta proteina pro-apoptotica, facto demonstrado, pela primeira vez,
neste trabalho, em células endoteliais, em consequéncia do processo de apoptose (Capitulo 2).

No Capitulo 3, optou-se por seleccionar apenas uma das antocianias para prosseguir os
estudos, considerando o grau de protec¢do similar manifestado por todas elas. Optou-se pela Mv3glc,
tendo em conta a sua prevaléncia alimentar, as suas caracteristicas estruturais particulares e, bem
assim, a escassez de trabalhos com esta antocianina, quando comparada com as demais. Esclarecidos
que estavam os principais aspectos relativos as suas propriedades antioxidantes, direccionou-se
entdo o estudo para o seu papel na inflamagao endotelial despoletada pelo peroxinitrito, em vias
reconhecidamente implicadas no processo aterogénico. Em concreto, constatimos a capacidade
da Mv3glc ndo s6 em aumentar a biodisponibilidade do "NO dependente da eNOS, através da
fosforilacdo do Akt, como também em inibir a activagdo do NF-kB induzida pelo peroxinitrito o
que se traduziu na supressao da producao de mediadores pro-inflamatorios como a IL-6, a COX-
2 e a iINOS, em células endoteliais activadas por aquele oxidante. Esta inibi¢do da activacdo do
NF-kB resultou do impedimento da nitragao, devida ao peroxinitrito, do inibidor citoplasmatico
deste factor de transcri¢do, o IkBa. Confirmou-se, também, que a accdo da Mv3glc se exerce ao
nivel transcricional, ao diminuir os niveis de mRNA da iNOS, aumentando os da eNOS, situacao
particularmente evidente em cé€lulas tratadas com peroxinitrito.

Por fim, consolidamos os estudos efectuados em células endoteliais isoladas de
aortas bovinas, confirmando a transposi¢cdo dos resultados obtidos para células endoteliais
microvasculares de origem humana (HMEC) (Capitulo 4). Procurou-se ainda explorar, neste
modelo celular, outras vias de accdo da Mv3glc como agente de protec¢ao endotelial, em particular,
o seu papel modulador na activagdo do proteassoma e na producao de heme oxigenase-1 (HO-1)
decorrente da activagao do factor de transcri¢ao Nrf2, induzidas pelo peroxinitrito. Os resultados
alcangados, para além de corroborarem os obtidos até entdo, consentiram a conclusdo de que a
Mv3glc permite que seja alcangado um equilibrio favoravel entre os factores de transcri¢ao NF-«xB
e Nrf2 através, respectivamente, da inibi¢ao e da estimulag@o, de proteinas resultantes da activagao
de ambos, balanco este crucial para a homeostase vascular. Em concreto, esta ac¢ao, por parte
da antocianina estudada, parece dever-se a uma inibi¢do ndo toxica da actividade proteassémica

exacerbada pelo peroxinitrito, traduzindo-se, por um lado, na estabilizagdo citoplasmatica do
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NF-xB e por outro, na activacao dos sistemas de defesa orquestrados pelo Nrf2, traduzida no
aumento dos niveis de HO-1. Conclui-se ainda, que a intervengdo da Mv3glc contribui para a
diminuicao do grau de inflamacao e do nivel oxidativo do endotélio vascular sob a ac¢ao deletéria
do peroxinitrito e, consequentemente, para o restabelecimento da homeostasia celular.
Globalmente, os resultados apresentados neste trabalho esclarecem e desvendam
novos mecanismos celulares implicados na actividade antiapoptética e anti-inflamatéria das
antocianinas, expandindo assim, modesta mas convictamente, os nossos conhecimentos acerca dos
seus potenciais efeitos protectores vasculares, no contexto da prevencao da disfun¢do endotelial
e da aterosclerose. Reforgam ainda o potencial das antocianinas como moléculas promissoras
no desenvolvimento de alimentos funcionais e nutracéuticos direccionados, fundamentalmente,

para a normalizagdo da disfuncdo endotelial.
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Abstract






Nowadays, atherosclerosis is recognized as a disease resulting from an inflammatory
response of the vessel wall to different forms of injury. The chronic nature of the process leads
to the formation of lesions in the arterial wall or plaque which may occlude the vessel lumen,
directly or through thrombotic complications. During the last two decades, several molecular
targets for inflammatory cascades have been identified. Supraphysiological levels of reactive
oxygen and nitrogen species, exceeding the capacity of endogenous cellular defenses, are
capable of causing oxidative stress and activation of pro-inflammatory mechanisms. In these
circumstances, the superoxide anion produced reacts with vascular nitric oxide generating high
levels of peroxynitrite, resulting in a drastic decrease of the bioavailability of nitric oxide. Besides
being a powerful oxidant peroxynitrite is also a nitrating agent of biomolecules, particularly
proteins, compromising its physiological function. Therefore, the reactive species contribute to
endothelial dysfunction and subsequent formation of atherosclerotic lesions.

In this context, targeting highly reactive species such as peroxynitrite, is a promising
strategy in the prevention of cardiovascular diseases. Natural products derived from plants
have been a source of bioactive molecules for the development of anti-inflammatory drugs
and among these, polyphenols, one of the major groups of plant secondary metabolites which
comprises anthocyanins, have received particular interest. Fruits and vegetables contain an array
of beneficial compounds considered responsible for their protective effects against a number of
chronic diseases, including cardiovascular ones. The role of anthocyanins in preventing these
pathologies is, among natural products, certainly one of the most investigated and with more
promising evidences to date. The causality of such interest lies in the ability of these polyphenols
to act on the main cells involved in the atherosclerotic process.

It is in this context that this thesis found motivation and reason for its development. This
study was intended primarily to investigate the ability of four anthocyanins with recognized
prevalence in the diet and with different substitution patterns on the B ring, cyanidin-3-glucoside
(Cy3gle), delphinidin-3-glucoside (Dp3glc) , malvidin-3-glucoside (Mv3glc) and pelargonidin-3-
glucoside (Pg3glc) in preventing the death of endothelial cells mediated by peroxynitrite, using,
bovine aortic endothelial cells (BAEC), as an experimental model.

In a first phase of this study, it was demonstrated that pre-incubation of endothelial
cells with different anthocyanins protects them from oxidative damage mediated by 500 uM
peroxynitrite in a concentration-dependent manner. The concentration of 25 uM anthocyanin
was selected in order to provide a detectable amount of intracellular anthocyanin, according to

the results of HPLC analysis.
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Subsequently, we investigated the mechanisms by which anthocyanins can prevent
apoptotic cell death induced by peroxynitrite, focusing attention on pathways upstream
and downstream of mitochondria. All anthocyanins tested prevent cell damage inflicted by
peroxynitrite interrupting the mitochondrial death pathway, by inhibiting the activity of caspases-3
and -9, but not of caspase-8; they also decrease the intracellular levels of Bax protein and inhibit
the nuclear translocation of this pro-apoptotic protein. This fact was demonstrated for the first
time in this work, as a result of apoptosis in endothelial cells (Chapter 2).

In Chapter 3, we decided to select only one of the anthocyanins for further studies,
considering the similar degree of protection manifested by all of them. Mv3glc was chosen,
given its prevalence in the diet and particular structural features and the lack of studies with
this anthocyanin, when compared with the others. Once clarified the main aspects related to its
antioxidant properties, we aimed to investigate this anthocyanin protective role in endothelial
inflammation triggered by peroxynitrite, with a focus in known pathways involved in the
atherogenic process. In particular, we have demonstrated the ability of Mv3glc in increasing the
bioavailability of eNOS-derived NOs, through Akt-dependent phosphorylation. Mv3glc was also
capable to inhibit peroxynitrite-induced NF-kB activation which resulted in the downregulation of
pro-inflammatory mediators such as IL-6 and the expression of COX-2 and iNOS. This inhibition
of NF-«kB activation resulted from the prevention of its cytosolic inhibitor (IkBa) nitration, due
to peroxynitrite. It was also confirmed that the action of Mv3glc occurs at the transcriptional
level, by decreasing iNOS mRNA and increasing eNOSm RNA, a situation particularly evident
in cells treated with peroxynitrite.

Finally, in order to transpose the results obtained so far in endothelial cells isolated from
bovine aortas, the studies were carried out in human microvascular endothelial cells (HMEC)
(Chapter 4). We further explored, in this cellular model, other action mechanisms of Mv3glc as
an endothelial-protecting agent, in particular, its role in modulating proteasome’s activity and in
the production of heme oxygenase-1 (HO-1) resulting from activation of the transcription factor
Nrf2, induced by peroxynitrite. These results, besides corroborating those already obtained,
also permitted the conclusion that Mv3glc leads to a favorable balance between NF-xB and
Nrf2 transcription factors, through, respectively, inhibition and stimulation, of the production
of proteins resulting from their activation, contributing by this way to vascular homeostasis.
Furthermore, this anthocyanin action appears to be due to a nontoxic inhibition of the proteasomal
activity exacerbated by peroxynitrite, resulting, not only in the stabilization of cytoplasmic NF-xkB
but also, in the activation of defense systems orchestrated by Nrf2, namely the increase in HO-1
levels. Thus, Mv3glc contributes to reduce the degree of inflammation and vascular endothelial

stress in cells submitted to peroxynitrite deleterious action, hence restoring cellular homeostasis.

XVI



Overall, the results presented here clarify and uncover new cellular mechanisms involved
in the anti-apoptotic and anti-inflammatory properties of anthocyanins, thus expanding modestly
but firmly, our knowledge about their potential vascular protective effects in the context of
prevention of endothelial dysfunction and atherosclerosis, reinforcing their potential as promising

molecules in the development of functional foods and nutraceuticals.
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Introducio geral

A doenca aterosclerotica, ndo obstante constituir um dos principais alvos de investigacao
desde os anos 50, ¢ considerada de forma persistente a principal causa de morte nas sociedades
ocidentais (Ramsey et al. 2010). Dados recentes da Organiza¢do Mundial de Satde (OMS) esti-
mam em cerca de 17 milhdes as mortes anuais causadas pelas doencas cardiovasculares (DCV)
que incluem as doencas cardiacas, vasculares cerebrais e periféricas, as quais apresentam como
denominador comum o processo aterosclerotico. A mesma instituicao prevé que esta situagao se
mantenha inalterada durante os proximos 20 anos (OMS 2010). Deste nimero total de mortes,
cerca de 2.6 milhdes/ano sdo atribuidos ao consumo inadequado de frutos e vegetais (Lock et
al. 2005).

Segundo a teoria da transi¢do epidemiologica, os paises desenvolvidos encontrar-se-
-30 na fase das “doengas degenerativas adiadas”, na qual se inserem as doengas inflamatorias,
incluindo a aterosclerose, condicdo base para o aparecimento das doengas cardiovasculares
(Olshansky e Ault 1986). Tem-se assistido a um crescimento exponencial destas patologias
nas sociedades ocidentais, cada vez mais envelhecidas, e, com o aumento da esperanca de
vida nos paises subdesenvolvidos, as doengas cardiovasculares t€ém sofrido e irdo continuar a
sofrer uma explosdo na sua prevaléncia (OMS 2009). Para travar esta realidade sao necessarias
novas abordagens que deverao passar pelo cabal esclarecimento da sua etiologia e factores de
risco e pelo estabelecimento de alternativas terapéuticas e dietéticas acessiveis a0 maior nimero
de individuos.

A aterosclerose ¢ um processo complexo que envolve a deposi¢do de lipoproteinas
plasmaticas, a proliferacdo de elementos celulares e uma resposta inflamatoria da parede arterial.
Afecta vasos arteriais de médio e grande calibre e envolve inumeras formas de apresentagao
clinica. Nas tltimas décadas, os progressos nesta area tém sido evidentes, em particular no que
diz respeito a defini¢ao dos factores de risco e das principais interacgdes envolvidas, o que per-
mitiu constatar que a aterosclerose nao € apenas uma simples patologia degenerativa resultante
do envelhecimento mas, fundamentalmente, um processo inflamatorio cronico com risco de
agudizagao por ruptura da placa e trombose (Ramsey et al. 2010).

Embora a causa precisa da aterosclerose ainda nio esteja totalmente estabelecida, a
principal hipotese € a de que ela envolve multiplos mecanismos fisiopatoldgicos, especialmente
a incorporacado e retencdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na parede do vaso. Este
evento leva a lesdo e disfuncdo endotelial, estimulando o desencadear de respostas inflamat6-
rias e imunologicas prolongadas, o que parece exercer um papel fundamental na progressao da
doenca. A presencga de elevados niveis plasmaticos de LDL em termos de colesterol-LDL (>160

mg/dl) é considerado como o principal factor de risco da aterosclerose prematura (Ross 1999;
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Serrano ef al. 2007). No entanto, os factores de risco actualmente conhecidos, apenas explicam
cerca de 40% da incidéncia da doenga corondria pelo que nos ultimos anos muitas tém sido as
tentativas de apurar a origem dos restantes 60%.

Inumeros estudos epidemioldgicos apontam correlagdes entre a ingestdo de determi-
nados componentes dietéticos, nomeadamente polifenois, e a prevencdo das DCV. O papel das
antocianinas neste ambito €, de entre os produtos naturais, seguramente dos mais explorados e
com mais evidéncias até a data. A causalidade de tal interesse recai na capacidade destes poli-
fenois actuarem sobre as principais células implicadas no processo aterosclerético. O enorme
impacto potencial do aumento da ingestdo de frutos e vegetais na diminuicdo da incidéncia de
diversas patologias, particularmente as do foro cardiovascular foi avaliado num estudo de Lock
et al. (Lock et al. 2005). Esta investigagdo determinou que o aumento do consumo individual de
frutos e vegetais para cerca de 600 g/dia poderia traduzir-se numa diminuicao de cerca de 30%
das mortes por doenga cardiaca isquémica.

Apesar das consideraveis repercussoes econodmicas e sociais da aterosclerose e patologias
dela resultantes, a sua grande complexidade etioldgica tem condicionado a elucidagdo completa
das suas vias celulares e moleculares pelo que o cabal entendimento dos mecanismos subjacentes

permitira direccionar e mesmo personalizar o seu diagnostico e tratamento (Scholtes et al. 2011).

1. O processo aterosclerdtico

A aterosclerose ¢ uma doenca vascular multifactorial e complexa que pode ocorrer em
qualquer artéria embora os principais alvos sejam a aorta, as artérias coronarias e as cerebrais.
Caracteriza-se pela formacao, na intima, de placas fibrolipidicas, designadas por placas de ate-
roma, as quais resultam da acumulagao de células inflamatorias, lipoproteinas e tecido fibroso,
geralmente apresentando um nucleo central rico em lipidos (Lusis 2000).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que existem diversos factores de risco in-
dependentes associados a doenca (Figura 1), incluindo a idade, as dislipidémias aterogénicas,
caracterizadas por elevados niveis plasmaticos de LDL e/ou triglicéridos (TG), e reduzidos niveis
de lipoproteinas de alta densidade (HDL), a hipertensdo arterial, a diabetes mellitus, a hiperho-
mocisteinémia, a obesidade visceral e os habitos tabagicos (Previtali et al. 2011). A adopgao do
chamado estilo de vida ocidental, incluindo dietas altamente caldricas e vida sedentaria, tem
sido igualmente responsavel pelo aumento na incidéncia mundial de DCV, sindrome metabodlica
e diabetes mellitus tipo 2. Muitos destes factores de risco actuam de uma forma sinergistica ou

coordenada através de uma ou mais vias que envolvem essencialmente trés tipos de células: as
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células endoteliais, as células musculares lisas e as células do sistema imune (monocitos/ma-
crofagos e linfocitos T). A lesdo e/ou alteragdes da actividade metabdlica destas células pode
conduzir a doenga cardiovascular, sendo o processo inflamatdrio um dos principais responsaveis
por alteragdes no normal funcionamento das mesmas. Os intervenientes no risco cardiovascular
que possuem um componente pré-inflamatorio incluem o stress oxidativo, a interleucina-6, a
lipoproteina (a), a proteina C-reactiva de elevada sensibilidade (AsPCR), a molécula de adesao
intracelular-1 e as LDL (Osiecki 2004).

Neste contexto, foram adoptadas medidas, como por exemplo, a introducdo de far-
macos hipocolesterolemiantes, que nos ultimos anos tém contribuido para minimizar a taxa
de mortalidade devida a aterosclerose. Nao obstante, a incidéncia desta doenga nao tem sido
significativamente reduzida o que podera explicar-se pela auséncia de intervengao directa ao
nivel de alguns dos seus mecanismos bésicos, uma vez que estes permanecem por esclarecer

na sua totalidade.
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Figura 1. Factores de risco aterosclerotico e disfungdo endotelial.
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1.1. Endotélio: alvo e mediador da doenca cardiovascular

1.1.1. Biologia do endotélio, lesao, activacdo e disfuncao

O endotélio actua como uma barreira selectivamente permedvel entre o sangue e os te-
cidos. Para além das suas fungdes sensoriais e executivas ele comporta-se de uma forma similar
as glandulas enddcrinas ou paracrinas ao produzir e libertar mediadores quimicos activos capazes
de regular a trombose, inflamacao, tonus e remodelagao vascular (Lusis 2000; Gong et al. 2004).

Sao diversas as fungdes desempenhadas pelo endotélio vascular, salientando-se a me-
dia¢do do toénus vasomotor, a regulagdo celular e o transporte de nutrientes, para além de manter
a fluidez sanguinea, contribuir para o equilibrio entre mediadores anti e pré-inflamatorios e par-
ticipar na angiogénese (Bombeli ef al. 1997; Gross e Aird 2000). As células endoteliais vivem
em média 10 anos e raramente se dividem. Contudo, elas podem ser estimuladas para uma rapida
divisdo por forma a recuperar uma area lesada. Embora este processo de recuperagdo demore
cerca de uma semana, ele ¢, em regra, seguido por varios meses de alteracoes morfologicas e de
perturbacdo de diversas fungdes do endotélio, nomeadamente a resposta ao 6xido nitrico (‘NO)
(Weidinger et al. 1990).

As células endoteliais intactas sdo capazes de responder a varios estimulos, quer através
das suas fungdes constitutivas quer através de propriedades induzidas especificamente, geran-
do varias moléculas activas em resposta a lesdo, a quimicos toxicos ou a estimulos oxidantes.
Concretamente, estas células podem ser activadas, principalmente por citocinas, conduzindo a
inducdo de moléculas de adesdao (molécula de adesao intracelular, ICAM-1, molécula de adesao
celular vascular, VCAM-1, moléculas de adesao de leucdcitos), factores de crescimento (TGF-f3
e PDGF) (Chauhan, Seggara et al. 2003), outras citocinas ¢ mediadores vasoactivos como a fi-
bronectina, selectinas, interleucina-1 e sulfato de heparina (Balanescu et al. 2010). O endotélio
produz ainda factores envolvidos na coagulagdo (factor tecidular e factor de von Willebrand)
tromboxanos e prostaglandinas, como a prostaciclina (Vane e Botting 1992), factores de fibri-
nolise (activador do plasminogénio tecidular) (Pearson 1999) e componentes do sistema renina-
-angiotensina (Higgins 2003). Na Tabela 1 estao indicados os principais factores vasodilatadores
e vasoconstrictores derivados do endotélio e as suas fun¢des mais relevantes. Uma das fungdes
mais importantes das células endoteliais € a regulacao do tonus vascular através da libertagao
de ‘NO e endotelina-1 (ET-1) (Harrison e Cai 2003). As propriedades do "NO foram ja descritas
em todo o territorio vascular e em todas as espécies animais estudadas (Furchgott 1983; Collins

et al. 1986; Forstermann 2010).
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Tabela 1. Factores vasodilatadores e vasoconstritores derivados do endotélio

Factores vasodilatadores

Prostaciclina (PGI2)

Adrenomedulina
(AM)

Factor
hiperpolarizante
derivado do
endotélio (EDHF)

Peptideo natriurético
tipo-C (PNC)

Oxido Nitrico (NO)

Diminui a adesdo e a agregacao plaquetares; promove o relaxamento do musculo liso
vascular; inibe a libertagao de endotelina-1 (Harrison et al. 2003).

Potente peptideo vasodilatador e antioxidante (Lah e Frishman 2000).

Hiperpolariza o musculo liso vascular activando a bomba K*/Ca* membranar, preve-
nindo assim a contrac¢do muscular. E activado pela pressdo associada ao fluxo sangui-
neo (Harrison et al. 2003).

Sinénimo de factor derivado do endotélio; ¢ um vasodilatador que também inibe o
crescimento e proliferagdo das CML (Chauhan, Nilsson et al. 2003).

Gas que difunde através de ambientes lipidicos ou aquosos, sendo um potente vasodi-
latador. A sua producao ¢ influenciada pelo shear stress hemodinamico, estrogénios,
acetilcolina, bradicinina, substancia P, histamina, insulina, endotoxinas bacterianas,
adenosina e tromboxano (Harrison et al. 2003).

Factores vasoconstritores

Endotelinas (ET)

Tromboxano (TXA2)

Prostaglandina H2

Angiotensina IT

Anilo superoxido
0,9

Existem varias isoformas (ET-1, ET-2 e ET-3); s@o potentes vasoconstritores cuja
libertagao ¢ estimulada pela angiotensina II, hormona antidiurética, trombina, citocinas
e ROS e inibida pelo “NO, prostaciclina e peptideo auricular natriurético (Vane et al.
1992; Harrison et al. 2003).

Activa o seu proprio receptor nas CML levando a vasoconstricdo (Vane et al. 1992;
Harrison et al. 2003).

Activa os receptores dos tromboxanos (Harrison et al. 2003).

Potente vasoconstritor produzido pela conversdo da angiotensina I (Harrison ef al.
2003).

Reage com o “NO originando peroxinitrito; ¢ produzido durante a infecgao, inflamacéo
e stress oxidativo (Harrison ef al. 2003).

O sistema vascular encontra-se num constante estado de vasodilatagcdo resultante da

libertagao basal continua de *NO a partir do endotélio, induzida pela acetilcolina (ACh) ou pela

serotonina. O "NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina, pela 6xido nitrico sintase (NOS). Nas

artérias, o relaxamento do endotélio ¢ inibido pela NG-monometil-L-arginina (L-NMMA), um

inibidor da NOS, e recuperado pela L-, mas ndo pela D-arginina (Richard ez al. 1990). A liber-

tacdo basal de "NO pelas células endoteliais reduz consideravelmente a resposta vasoconstritora

a norepinefrina e endotelina-1 (Ludmer ef al. 1986). O papel destas células ndo se esgota na

regulacao do tonus vascular e fungdo vasomotora, mas estende-se ainda a regulagdo da inflama-
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¢do, da activagdo plaquetar e da trombose (Behrendt e Ganz 2002). Assim, o0 comprometimento
estrutural e funcional do endotélio vascular constitui um pressuposto fundamental em qualquer
das etapas da aterogénese, desde a lesao inicial a ruptura da placa (Ross 1993; Libby 2001). Os
termos activagdo (por exemplo por citocinas), disfuncdo e lesdo endoteliais, associadas a atero-
génese, ndo reinem consenso absoluto acerca do seu significado fisiopatologico e consequentes
implicagdes. Por essa razdo, varios indicadores tém sido usados para aferir o conjunto destas
alteracdes, nomeadamente os niveis plasmaticos de moléculas derivadas do endotélio, o nimero
de células endoteliais circulantes bem como o de células progenitoras endoteliais circulantes e
a reactividade vascular a um determinado estimulo (Brevetti ef al. 2008).

A integridade e a normal fun¢do do endotélio sdo indispensaveis para a saide humana;
de facto, a lesdo endotelial, a apoptose e a activagdo de leucdcitos sao observadas em diversas
doencas que se acompanham de disfuncao endotelial, concretamente a aterosclerose, a vascu-
lopatia alografica, a hipertensao e a sépsis (Stefanec 2000). O endotélio ndo apresenta sinais
significativos de perturbacao na auséncia de doenca; por exemplo, ¢ raro encontrarem-se cé¢lulas
apoptoticas na intima de vasos saudaveis. A circulagdo humana normal contém em média 2.6
células endoteliais nucleadas circulantes por mililitro de sangue (Solovey ef al. 1999), donde
se depreende que os factores antiapoptoticos serdo predominantes em situagdes basais normais.
Contudo, teores elevados de células endoteliais circulantes resultantes de lesdo endotelial ocorrem
em varias situacdes patologicas reconhecidas como causadoras de dano vascular grave (Lee et
al. 2005; Boos et al. 2006) e estdo positivamente correlacionadas com o marcador plasmatico
de disfun¢do endotelial, o factor de von Willebrand (Makin et al. 2004). Por seu lado, as células
progenitoras endoteliais parecem desempenhar importantes fungdes na reparagao endotelial
(Szmitko et al. 2003) sendo que niveis reduzidos destas células estao associados com um pior
prognostico cardiovascular (Werner ef al. 2005). Para além de assegurarem a reparagao endotelial
continua, estas células parecem promover a angiogénese e a neovascularizacao, sugerindo o seu
potencial na revascularizacao de tecidos isquémicos (Rumpold et al. 2004).

A activagdo endotelial inclui uma panoplia de respostas que ocorrem em condigdes
quer fisiologicas quer patologicas. Em condi¢des normais, as células endoteliais estdo perma-
nentemente a detectar e a responder a alteragdes no ambiente extracelular, que podem passar
por uma bacteriémia transitoria, um trauma minor ou qualquer outro stress diario comum, isto
¢, fisiologicamente, o endotélio vascular produz activamente uma resposta adaptativa benéfica,
cuja natureza e duragdo depende ndo sé do tipo de estimulo mas também da dinamica temporal
e espacial do sistema. Contudo, o endotélio activado também ¢ responsavel por mediar uma
série de processos patologicos, particularmente aqueles envolvidos na inflamagao e na ateros-

clerose. A titulo de exemplo, 0 aumento da expressdo de moléculas de adesao promove a adesao
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e trafficking de monocitos/macrofagos através da barreira endotelial. A sobreproducao local de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) pode também causar dano celular, tendo sido implicada
em patologias, tais como a aterogénese e as neoplasias. A disfun¢ao endotelial €, provavelmente,
o primeiro evento no processo da formagao das lesdes.

No contexto da aterogénese, sdo varios os agentes e factores capazes de causar dis-
funcao endotelial, tal como indicado na Figura 1, destacando-se a hiperlipidémia (Anderson et
al. 1995) e a diabetes tipo 2 (Williams et al. 1996). A diabetes pode promover a inflamagao, em
parte devido a formagao de produtos avangados de glicosilagao que interagem com os receptores
endoteliais (Hofmann ez al. 1999). Na realidade, na maioria destes casos, a disfun¢do endotelial
¢ causada, quer pela diminui¢do da formagdo de "NO, quer pelo aumento da sua degradacao,
maioritariamente em resultado das espéces reactivas e LDLox produzidas. Varias intervengoes
terap€uticas t€ém como alvo os aspectos acima mencionados, interferindo ao nivel da actividade
do "NO e no stress oxidativo com repercussao clinica, o que confirma o importante papel da

funcdo endotelial na satide do organismo.

1.1.2 Papel do endotélio na aterogénese

Pela sua posicdo anatomica estratégica entre o sangue circulante e o musculo liso
vascular, as células endoteliais constituem candidatos de eleicdo como alvos ¢ mediadores da
doenga cardiovascular. Durante um longo periodo de tempo o seu papel foi negligenciado ja que
a maior parte dos estudos relacionados com a inflamacao e aterosclerose focava, essencialmente,
o desempenho dos macrofagos e linfocitos T.

O endotélio existente em locais predispostos ao desenvolvimento de aterosclerose
parece ser morfologica e funcionalmente diferente dos restantes locais (Ross 1993), podendo
mesmo promover activamente o processo aterosclerético devido a sua menor capacidade de
proteccao (Yamamoto e Ando 2011). A agressdo cronica ou repetida do endotélio parece cons-
tituir a pedra angular que sustenta a hipotese da “resposta a agressao” para o desenvolvimento
do processo aterogénico.

Ainda que em animais de experiéncia, as lesdes endoteliais que originam areas des-
providas de células, estejam descritas como locais de inicio das modifica¢des que culminam na
aterogénese, tal parece ndo se verificar em humanos ja que nestes as lesoes se desenvolvem de
forma muito mais subtil e em zonas nao desnudadas. Endotoxinas circulantes, hipoxia, produ-
tos derivados do fumo do cigarro, virus e toxinas endoteliais especificas como a homocisteina,

parecem estar envolvidas, actuando concertadamente com as perturbagdes hemodinamicas (al-
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teracdo do fluxo laminar) (Ando e Kamiya 1993; Yamamoto et al. 2011) e hipercolesterolémia
(Steinberg 2005), no desenvolvimento da aterogénese. De um modo geral, todos os factores de
risco que perturbam a homeostase vascular, levam a activagao do endotélio resultando na produ-
¢do exacerbada de citocinas e de moléculas de adesao celular. Estas ultimas desempenham um
papel crucial na interac¢do da superficie endotelial com os leucdcitos circulantes e respectiva
acumula¢do na intima da parede do vaso.

Enquanto a hipercolesterolémia e a inflamagdo persistirem, a adesdo dos monocitos,
a migracdo subendotelial de células musculares lisas e a acumulagdo de lipidos tanto nos ma-
croéfagos como nessas células, também irdo continuar, conduzindo a formagao de agregados
de cé¢lulas esponjosas na intima, cuja aparéncia macroscopica se designa por estrias gordas.
Diversos estudos mostraram que a hipercolesterolémia decorrente de dietas ricas em gordu-
ras e colesterol perturba o relaxamento vascular dependente do endotélio em varias espécies
animais sendo que, a vasodilatagao devida a substancias que ndo interferem com o endotélio,
tais como a nitroglicerina, nitroprussiato de sédio ou adenosina, ndo ¢ comprometida (Minor
et al. 1990).

Assim, de forma resumida, podemos considerar que a disfuncdo endotelial implica um
ou varios dos seguintes processos: 1) sintese e libertacao pelas células endoteliais de citocinas
que atraem os monocitos circulantes ao vaso afectado; ii) aumento da permeabilidade do vaso;
ii1) aumento da adesdo a parede do vaso de mondcitos e outras células circulantes por expressao
de moléculas de adesdao (CAMs); iv) vasoconstricao devida ao predominio de factores endote-
liais vasoconstrictores (endotelina-1, tromboxano A2, angiotensina II) sobre os vasodilatadores
(6x1do nitrico); v) diatese trombotica; vi) proliferacao de células musculares lisas e fibroblastos
na parede do vaso causado pelo desequilibrio entre os factores endoteliais inibidores (‘NO) e

estimuladores (ET-1, angiotensina II) da proliferagao.

1.2. Etiologia e fisiopatologia da aterosclerose

As investigagdes ao longo das Gltimas décadas revolucionaram o nosso entendimento
acerca da patogénese da aterosclerose (Goldschmidt-Clermont et al. 2012). Esta patologia era
inicialmente vista como um processo passivo de acumulagdo de colesterol na parede dos vasos e
cujas manifestagoes clinicas eram atribuidas essencialmente ao grau de estenose. Actualmente, ela
¢ encarada como um processo activo e complexo cuja apresentacao clinica resulta da interac¢ao
entre diversos tipos de células e sistemas de orgdos (Corti ef al. 2004; Libby e Theroux 2005)
0 que, em parte, justifica a multiplicidade de factores de risco conhecidos. Importa acrescentar

que, frequentemente, estes factores de risco ndo sdo simplesmente aditivos, podendo verificar-

10
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-se um aumento exponencial do risco de enfarte agudo do miocardio até quatro vezes quando
se conjugam dois factores e até sete vezes quando se associam trés factores. Estas observagdes
justificam o porqué da designacao da aterosclerose como patologia originariamente multifactorial.

A aterosclerose resulta da contribuicdo de varidveis provenientes de varios orgaos,
destacando-se o sistema vascular, o sistema enddcrino, o tecido adiposo, o figado, o tracto gas-
trointestinal e os rins. Estudos epidemioldgicos demonstraram que esta doenca ¢ modelada por uma
grande variedade de factores genéticos e ambientais (Morrison ef al. 2009) os quais, associados
a um crescente incremento da esperanga de vida média, conduzem a um preocupante aumento na
incidéncia de DCV. Por exemplo, a concentragdo relativa das varias lipoproteinas plasmaticas como
a das LDL e HDL, ¢ considerada de extrema importancia no desenvolvimento da doenga, sendo
influenciada por multiplos factores genéticos (mutagao no receptor das LDL-hipercolesterolémia
familiar; mutacao no gene ABCA1 responsavel pela auséncia de HDL- doenca de Tangier), para

além da dieta, actividade fisica e farmacos (Steinberg e Witztum 2010).

1.2.1. Etapas da aterogénese

Esta patologia progride em multiplos estadios, desde as estrias gordas precoces até as
lesdes avancadas e ruptura da placa de ateroma, sendo que em cada uma destas etapas intervém
diferentes componentes celulares e moleculares. As estrias gordas, os primeiros sinais do pro-
cesso, sao agregados de células esponjosas na intima que apresentam o citoplasma vacuolizado
e que resultam, essencialmente, de macrofagos que incorporaram LDL oxidadas. Tais células
secretam diversos factores de crescimento e citocinas, estimulando a migragao e proliferacao
de células do musculo liso e a produgdo de componentes da matriz extracelular. Desta forma,
a estimulacao paracrina do crescimento destas células, um dos aspectos caracteristicos da ate-
rosclerose, ¢ considerada como sendo um processo reactivo resultante da agressao ao endotélio
(Figura 2).

As estrias gordas, ainda que ndo condicionem sintomatologia, encontram-se na aorta
na primeira década de vida, nas artérias coronarias na segunda década e nas artérias cerebrais
na terceira ou quarta décadas de vida (Lusis 2000) podendo eventualmente desaparecer (Hansson
2005). Observam-se muitas vezes linfocitos T nas margens das estrias gordas/placas de ateroma,
indicando o envolvimento de mecanismos de resposta imune neste processo (Hansson ez al. 1988).

A placa ateromatosa €, sem duvida, um dos elementos chave da aterosclerose. Com a
progressao da doenga, as placas vao sofrendo modificagdes pela deposicao de células muscula-

res lisas, colagénio, elastina e proteoglicanos, formando uma cépsula fibrosa. A medida que as
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placas vao aumentando de dimensdes, elas podem formar protusdes para o limen das artérias e
comprometer o fluxo sanguineo. Podem ainda causar atrofia e fibrose na camada média, alterando
a elasticidade da parede vascular. Os trombos murais podem formar-se nas placas, particular-
mente quando a camada de células endoteliais estd muito danificada. Alteragdes na morfologia
de placas ateroscleroticas cronicas, tais como a ulceragdo na superficie luminal e formagao de
hemorragias em zonas lesadas, aumentam o risco de agregagao plaquetar e trombose nesse local,
o que podera conduzir a completa oclusdo arterial. Em detrimento da estenose, estudos angiogra-
ficos mostraram que a situacdo mais grave ¢ a activacao da placa que pode resultar em oclusdo
aguda devida a formacdo de um trombo ou codgulo sanguineo, podendo assim esta precipitar a

isquémia e o enfarte agudo do miocardio (Hansson 2005).
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Figura 2. Representacdo esquematica que pretende ilustrar, simplificadamente, alguns eventos do processo ate-
rogénico, desde a transcitose endotelial a retengao pela matriz de proteoglicano, das LDL em excesso devido a
varias alteracdes metabolicas, como sdo exemplo a hipercolesterolémia, diabetes, insulino-resisténcia e obesidade.
Esta acumulacdo de lipoproteinas na intima acelera a sua modificagéo oxidativa que parece despoletar uma cascata
pro-inflamatoria que leva a migragao e adesdo de monocitos ao endotélio, a sua entrada na intima onde sdo diferen-
ciados em macréfagos, que ao internalizarem LDL alteradas formam as células esponjosas, precursoras das placas
de ateroma. A proliferacdo das células musculares lisas arterias (CML), bem como a apoptose destas e também das
c¢lulas endoteliais (CE), por ac¢@o das varias espécies reactivas formadas no vaso, contribuem igualmente para a

aterogénese. Adaptado e modificade a partir de Stocker et.al 2004.
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Existem duas causas principais de trombose corondria, a ruptura da placa (60-70% dos
casos) e a erosao endotelial. A primeira ¢ perigosa pelo facto de expor componentes pro-trom-
boticos da placa, particularmente fosfolipidos, factor tecidular e moléculas de adesao (Falk e
Fernandez-Ortiz 1995). A ruptura da placa ocorre, preferencialmente, em locais onde a cépsula
fibrosa ¢ mais fina ou esta lesada. Nestes locais, existem iniimeras células imunes que produzem
moléculas inflamatdrias e enzimas proteoliticas que enfraquecem ainda mais a cépsula para
além de activarem células no interior da placa, aumentando a sua instabilidade e potenciando a

ocorréncia de uma sindrome vascular aguda (Stoll e Bendszus 2006).

1.2.2 Hipoteses mecanisticas da aterogénese

Diversas hipoteses mecanisticas para o processo da aterogénese tém sido propostas.
Neste subcapitulo tentaremos aludir, sucintamente, a algumas das que mais t€ém constituido alvo
de investigacdo, concretamente as hipoteses da “resposta a agressdo”, da “resposta a retengdo” e
da “modificacdo oxidativa”. Para a hipdtese da “resposta a agressao”, as lesdes ateroscleroticas
eram resultado de uma excessiva resposta inflamatéria/ fibroproliferativa a diversas formas de
insulto ao endotélio que resultavam da sua desnudagdo (Ross e Glomset 1976). Sabe-se hoje que
a descamacado endotelial ¢ pouco comum em humanos e que os fendmenos descritos ocorrem em
areas propicias ao desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas e que estas ltimas se encontram
revestidas por células endoteliais (Stocker e Keaney 2004). Estas zonas predispostas a lesdes
sdo, por exemplo, locais em que o fluxo laminar normal € substituido por um fluxo turbulento/
oscilatdrio (shear stress) caracteristico de segmentos vasculares angulosos (Ando e Yamamoto
2009). De acordo com esta teoria da “resposta a agressao modificada”, pequenas areas de endo-
télio lesado, resultam num aumento compensatorio da permeabilidade local, aumento da adesao
de leucdcitos e plaquetas e acumulagao de lipidos no espago subendotelial. Estes leucocitos e
plaquetas recrutados produzem citocinas, agentes vasoactivos e factores de crescimento que
promovem uma resposta inflamatoria que se caracteriza pela migracdo de células musculares
lisas para a intima e sua proliferacdo nesse local. Estas sdo consideradas alteracdes precoces no
desenvolvimento de lesdes aterosclerdticas ¢ constituem evidéncias da activacao e disfungao
endotelial, sendo encontradas nas primeiras etapas da aterogénese e das quais resultam interacgdes
celulares entre as células endoteliais, mondcitos/macrofagos, linfocitos T e células musculares
lisas, nesse local de lesao.
A hipotese da “resposta a retengao” defende que € a retengao das lipoproteinas o evento

inicial da aterosclerose sendo que este aprisionamento na parede arterial parece estar fortemente
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relacionado com componentes da matriz extracelular. Por exemplo a apolipoproteina B-100
associada as LDL ¢ retida por proteoglicanos arteriais (Stocker et al. 2004). A intervencao de
enzimas lipoliticas e lisossomais da matriz extracelular também parece desempenhar um papel
relevante (Stocker ef al. 2004)

A hipodtese da “modificacao oxidativa” baseia-se no conhecimento de que as LDL
oxidadas sdo rapidamente internalizadas pelos macréfagos através de receptores scavenger, ao
contrario das LDL nativas (Goldstein et al. 1979). As LDL atravessam a parede vascular, em
particular em locais de maior turbuléncia sanguinea (shear stress), acumulando-se na intima
onde sdo sujeitas a ac¢do de diversas espécies reactivas produzidas pelas células vasculares
podendo ser modificadas em maior ou menor extensao. A oxidagdo da parte lipidica das LDL
e a modificacdo da apolipoproteina B-100 (Steinbrecher et al. 1984) torna-as susceptiveis a
captagdo pelos macrofagos e consequente formagao das células esponjosas, a partir das quais
se vai desenvolver a lesdo aterosclerdtica. Quando a oxidagdo das LDL ocorre sem alteragdo da
Apo B-100, as particulas designam-se LDL minimamente modificadas (LDLmm) e sdo capazes
de induzir in vitro a sintese da proteina quimiotactica de mondcitos-1 (MCP-1) quer nas células
endoteliais quer nas células musculares lisas, levando ao recrutamento de células inflamatorias
(Cushing et al. 1990). As LDL altamente modificadas, normalmente designadas por LDL oxidadas
sdo quimiotacticas para mondécitos (Quinn et al. 1987) e linfocitos T (McMurray et al. 1993),
estimulam a proliferagao de células musculares lisas, sdo imunogénicas e levam a formagao de
complexos imunes o que potencia a sua captagao pelos macréfagos (Stocker et al. 2004). Este
recrutamento continuo de células inflamatorias resulta na progressao e agravamento das lesdes
aterosclerdticas. As trés hipoteses referidas tém como denominador comum um componente
inflamatorio e as LDL como elemento central do processo.

Actualmente, ¢ amplamente aceite que a aterosclerose consegue reunir todas as carac-
teristicas fundamentais de uma doenga inflamatéria, e, uma vez que a sua incidéncia esta inti-
mamente relacionada com a idade, tem sido considerada como doenga degenerativa, cursando
com perturbagdes persistentes do metabolismo lipidico durante longos periodos de tempo. Para
além disso, opinides mais recentes consideram que existe um mecanismo imune envolvido na
formacao da placa aterosclerotica (de Boer et al. 2000). De facto, estudos epidemiologicos de-
monstraram a existéncia de uma relagdo entre a doenca aterosclerdtica e a presenga de anticorpos
contra determinados agentes infecciosos como o citomegalovirus (CMV) o Helycobacter pylori
e a Chlamydia pneumoniae (High 1999).

Trata-se de um assunto envolto em grande controvérsia principalmente devido a auséncia

de explicagdes mecanisticas para o comportamento de agentes infecciosos, ja que a presenca de
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microrganismos nas placas aterosclerdticas e a resposta humoral por eles desencadeada ndo pode
ser considerada como prova irrefutavel da relacdo causal entre a infec¢do e o processo ateroscle-
rotico, podendo apenas especular-se acerca do seu potencial papel na iniciagdao ou exacerbagao
do processo. Assim, uma vez que varios tipos de patogénios parecem estar implicados na DCV,
parece mais plausivel considerar que seja a actuagao do somatorio de agentes infecciosos existen-
tes no organismo a afectar a progressao da aterosclerose e a desencadear manifestagdes clinicas.

De acordo com a j4 aludida teoria da “resposta a agressao modificada”, uma vez induzida
a disfunc¢do endotelial esta conduz a uma doenca de progressao gradual associada 4 ingestao de
lipidos e inflamacao cronica relacionada com estes nutrientes. O facto de a doenca aterosclerotica
estar clinicamente relacionada com um decréscimo do vasorelaxamento endotelial resultante,
por exemplo do processo inflamatorio intraplaca, indicia que a disfun¢do endotelial constitui
um processo progressivo, ndo se limitando as etapas iniciais da doenca.

A presenca de um infiltrado inflamatorio na placa aterosclerética estd, invariavelmente,
associada a uma maior gravidade dos sintomas coronarios (Willerson 2002). Estudos seroldgicos
efectuados demonstraram que na doenga aterosclerética existem niveis aumentados de marcadores
inflamatorios, tais como a proteina C reactiva de alta sensibilidade (2sPCR) no sangue periférico
sendo que esta generalizagdo do processo inflamatorio tem como consequéncia a inducdo da
resposta imune, por parte do organismo (Whicher ef al. 1999). Efectivamente, a AsPCR tem um
efeito directo ao estimular muitos dos eventos precoces da aterogénese incluindo a expressao
de moléculas de adesdo, quimiocinas e a internaliza¢do de LDL pelos macrofagos, para além de
inibir a produg¢do de "NO derivado da eNOS e de aumentar a producao do potente vasoconstritor
endotelina-1 (Zwaka et al. 2001). No processo inflamatdrio local, os niveis elevados de "NO
resultantes do aumento da expressao de iNOS, constituem, por um lado, um factor téxico para
microrganismos invasores e, por outro, um segundo mensageiro responsavel pela activagao de
mais genes pro-inflamatorios.

Estudos de imunohistoquimica revelaram a presenca em placas ateroscleroticas huma-
nas, de macréfagos, células T activadas e em menor extensao, mastdcitos, sugestivos da existéncia
de uma resposta celular imune intraplaca. Contudo se esta resposta se prolonga excessivamente no
tempo ou se ocorre a produgdo de auto-anticorpos, este mecanismo de defesa imune pode levar a
agressao celular (van der Wal et al. 1989). Como resultado da activagdo de células inflamatorias,
a consequente producao de factores de crescimento, citocinas e outras proteinas podem regular
uma variedade de processos que se traduzem em sintomatologia aguda, afectando a estabilidade
da placa aterosclerotica e podendo culminar na sua ruptura.

Concluindo, a aterosclerose assemelha-se a outras doencgas inflamatérias cronicas no
que diz respeito a existéncia de um infiltrado celular, envolvimento da matriz extracelular e

mecanismos patogénicos (Ross 1999).
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1.2.3. As lipoproteinas e a aterosclerose

As LDL sao particulas esféricas que possuem um nucleo central hidrofoébico constituido
por ésteres de colesterol, triacilglicerois e pequenas quantidades de colesterol livre. Este nucleo
estd envolvido por uma camada de fosfolipidos, colesterol livre, uma proteina glicosilada (a
apolipoproteina B-100) e ainda compostos lipofilicos com actividade antioxidante, maioritaria-
mente o o-tocoferol (Esterbauer ez al. 1992). E o contetido em proteina bem como a componente
polar fosfolipidica que confere as LDL estabilidade e solubilidade na fase aquosa (Esterbauer
etal. 1992).

A sua internalizacdo por parte das células pode ou ndo ser mediada por um receptor
que reconhece um N-dominio terminal da apo B-100, sendo a primeira situagdo a mais co-
mum. Estes receptores de LDL existentes no figado sdo os principais responsaveis pelos niveis
circulantes destas lipoproteinas. Apds o reconhecimento da apo-B pelo receptor especifico, o
complexo formado sofre internalizagdo e posterior dissociagdo nos endolisossomas fruto do seu
pH acido. Os receptores sdo reciclados para a membrana e as LDL degradadas. A relevancia dos
receptores de LDL ¢ posta em evidéncia pelo facto de, na hipercolesterolémia familiar homo-
zigdtica, caracterizada pela total auséncia dos mesmos, se observar uma acumulacdo massiva
de LDL (Goldstein e Brown 1977). A expressao dos receptores de LDL ¢ sujeita a retrocontrolo
negativo pelos niveis intracelulares de colesterol. Niveis reduzidos levam a activagdo do factor
de transcricao SREBP que estimula a transcri¢ao do gene do receptor e de outros envolvidos na
sintese do colesterol (Goldstein et al. 1977).

Uma percentagem consideravel dos acidos gordos presentes nas LDL sdo polinsaturados
0 que as torna importantes alvos susceptiveis a peroxidacao lipidica. A modificacdo oxidativa
das LDL ¢ um processo extremamente complexo porque quer a sua componente lipidica quer a
proteica podem ser alvo de oxidagdo, incluindo os varios antioxidantes existentes nestas parti-
culas. A extensdo da alteragdo oxidativa das LDL depende do ambiente pro-oxidante e do tempo
de exposi¢do ao mesmo. Assim, ndo existe um padrao definido de LDL oxidadas, mas sim um
espectro alargado de alteracdes para as quais a contribui¢do da genética e dos habitos dietéticos
dos individuos tém que ser tidos em consideragdo (Chisolm e Steinberg 2000). Importa referir
que existe uma série de modificacdes das LDL para além das oxidativas que potenciam a sua
internalizacao por macrofagos in vitro, nomeadamente, a auto-agregagao, formagao de comple-
x0s com proteoglicanos, formacao de complexos imunes e degradacao por enzimas hidroliticas
(Steinberg et al. 2010)

Actualmente, a disfun¢ao endotelial € atribuida a responsabilidade pelas etapas iniciais da

aterogénese (Hansson 2005; Lee et al. 2012). Entre as principais causas da disfuncdo do endotélio
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salientam-se o aumento dos niveis plasmaticos de colesterol-LDL e LDLox, na intima (Navab e?
al. 1995). A disfun¢ao endotelial induzida pelo colesterol parece estar mais relacionada com o
grau de oxida¢@o das LDL do que com a concentracdo das mesmas (Sawamura ef al. 1997). As
LDL atravessam passivamente as jungdes intercelulares endoteliais acumulando-se, na matriz
subendotelial nos locais mais predispostos a lesdo e parecem ser oxidadas em microdominios
da parede arterial apos serem sequestradas por proteoglicanos e outros constituintes da matriz
extracelular (Lusis 2000), tornando-as assim indisponiveis a ac¢dao dos antioxidantes plasmaticos.
Para além das LDL, existem outras lipoproteinas que também contém apo-B, como a lipoproteina
(a) e as particulas remanescentes que também se acumulam na intima promovendo a aterogénese.
A lipoproteina (a) parece ser particularmente aterogénica devido aos seus efeitos adicionais na
fibrinolise e proliferacdo das células musculares lisas (Weissberg et al. 1993).

Varios tipos de células parecem ser capazes de oxidar as LDL contudo, a lesao ateros-
clerdtica parece estar intimamente relacionada com uma situagao de stress oxidativo nas células
da parede arterial, nomeadamente nas células endoteliais, musculares lisas e macrdéfagos (Kita
et al. 2001; Higashi et al. 2009). As alteragdes nas LDL podem ser minimas (LDL minimamen-
te modificadas- LDLmm), ndo afectando o seu reconhecimento por parte do seu receptor, ou
modificacdes extensas em que a apo-B ¢ fragmentada e os residuos de lisina covalentemente
modificados com produtos de degradacgdo de lipidos oxidados. Estas particulas nao se vao ligar
ao receptor convencional mas sim a receptores scavenger nos macréfagos da intima.

A importancia dos receptores scavenger dos macrofagos tem sido objecto de discussdo
em torno do facto de ainda estar por esclarecer se estes estimulam a progressao da lesao formando
as c¢lulas esponjosas ou se, pelo contrario, tém um efeito benéfico ao permitirem a clearance
de substancias citotoxicas como as LDLox e outras células alteradas (Steinberg 1997). Estes
receptores scavanger, particularmente os dos macrofagos, ndo sdo saturdveis o que permite
que estas células imunes fiquem sobrecarregadas com colesterol derivado das LDLox captadas,
originando as células esponjosas. Para além disso, os macréfagos e os seus receptores parecem
estar implicados na determinagdo da natureza da lesdo aterosclerotica avancada. Assim, se as
células apoptoticas da lesdo sdo fagocitadas pelos macréfagos antes do seu conteudo intracelu-
lar extravasar, tendencialmente formar-se-4 uma lesao fibrdtica, a qual podera eventualmente
desencadear estenose. No entanto, se uma célula esponjosa se torna necrotica, quer por falha
na internalizagdo por parte dos macrdéfagos, quer por deficiéncia no seu processo apoptotico,
ird ocorrer uma acumulacao extracelular de lipidos, tornando a lesao mais instavel e propicia
a ruptura e consequente trombose por exposi¢ao do seu conteudo pré-coagulante ao fluxo san-

guineo (Stoll et al. 2006).
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A infiltracdo da intima arterial por lipoproteinas ¢ um facto incontornavel. Contudo,
permanece por esclarecer o seu papel nessa localizagdo. Le Brazidec, suportado por dados
recentes da literatura, propds que a acumulacao de lipoproteinas na intima arterial €, na sua
génese, um processo fisiologico constituindo parte das defesas do organismo contra a infec¢ao
por microrganismos (Le Brazidec 2007). Os lipidos resultantes da oxidagdo das lipoproteinas
(incluindo oxiesterdis e lisofosfatidilcolina) actuariam como agentes microbicidas e moléculas
sinalizadoras vasculares, constituindo sinais de alarme que iriam alertar o organismo para a
presenga de uma lesdo, infec¢do ou inflamacdo, activando desta forma uma complexa rede de
respostas defensivas arteriais.

As LDL, apos sofrerem oxidagao, sdo capazes de induzir a activagdo de varias células,
concretamente, células endoteliais com consequente expressao de moléculas de adesdo na sua
superficie que, por sua vez, levam ao recrutamento, adesao e imobilizagao de mondcitos e sua
diferenciagdo em macrofagos na intima arterial; estimulam a formagao de células esponjosas
por internalizacdo das LDL oxidadas em macrdofagos (Rajavashisth ef al. 1990); constituem
antigénios para células imunes (Stemme et al. 1995) e condicionam a apoptose ou necrose das
células endoteliais. Induzem ainda a migragao de células musculares lisas, interfindo com o
relaxamento endotelial e activando propriedades pro-coagulantes vasculares (Berliner ef al.
1995).

A ocorréncia de oxidagdo das LDL in vivo, quer em animais de experiéncia quer
em humanos, foi evidenciada por varias constatacdes, designadamente: o isolamento de
particulas lipoproteicas provenientes de lesdes aterosclerdticas humanas, com caracteris-
ticas de LDLox, nomeadamente a mobilidade electroforética aumentada (Yla-Herttuala et
al. 1989); a presenca de material antigénico compativel com anticorpos monoclonais anti-
-LDLox (Hessler et al. 1983) e que ndo reage com LDL nativas nas lesdes ateroscleroticas
(Yla-Herttuala ef al. 1989); a presenga de anticorpos circulantes reactivos perante LDLox
cujos niveis eram proporcionais ao estado evolutivo das lesdes ateroscleroticas (Chisolm
et al. 2000). Importa ressalvar que, devido a semelhan¢a quimica com outros epitopos, a
imunoreactividade com estes anticorpos podera reflectir a presenca nao s6 de de LDLox
como também de outras proteinas modificadas por produtos da peroxidacao lipidica ou ainda,
células apoptoticas (Akishima et al. 2005).

Os efeitos citotoxicos das LDL podem também ser responsabilizados pelos seus
efeitos aterosclerdticos. As LDLox sdo uma mistura de componentes citotdoxicos tais como
hidroperéxidos lipidicos (por exemplo, o hidroperoxioctadecadienoato de colesterilo), aldeidos
(4-hidroxinonenal e aldeido malonico), e oxiesterdis (7-cetocolesterol, 7B-hidroxicolesterol).

Virios trabalhos demonstraram que a citotoxicidade em células de cultura como fibroblastos,
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células endoteliais e musculares lisas, se deve na sua maioria aos lipidos modificados (Hessler
et al. 1983; Kita et al. 2001). Por exemplo, o aldeido malonico estabelece ligacdes cruzadas
entre proteinas membranares e também no DNA, resultando em toxicidade e mutagenecidade
(Basu e Marnett 1983). Outros efeitos destes produtos da oxidagdo lipidica foram ja descritos
passando pela inactiva¢do de enzimas cruciais (Esterbauer et al. 1987), inducdo de factores
apoptoticos como a Bax (Isner et al. 1995) e inibicdo de factores antiapoptdticos como a Bcl-
2 (Kluck et al. 1997). A lisofosfatidilcolina, um componente activo das LDLox actua como
iondforo de célcio e pode assim iniciar diversos processo celulares citotoxicos dependentes
daquele catido (Serhan et al. 1981).

Sao varios os trabalhos de investigagdo dedicados ao estudo de potenciais sistemas
geradores de agentes oxidantes cujo alvo sejam as LDL incluindo a mieloperoxidase (Podrez et
al. 2000), 6xido nitrico sintase e 15-lipoxigenase (15-LO) (Rubbo e O’Donnell 2005). O "NO ¢
produzido quer pelas células endoteliais quer pelos macréfagos e parece desempenhar um duplo
efeito actuando, como agente aterogénico ou como factor protector arterial, dependendo da sua
fonte e niveis de produgdo (Hogg et al. 1993). O *NO sintetizado pela NOS endotelial tem uma
fun¢do vasodilatadora e, portanto, protectora, uma vez que a delegdo do gene da eNOS resulta
em hipertensao e aumento da aterosclerose (Kawashima e Yokoyama 2004), efeitos estes também
desencadeados pelos niveis deletérios de “NO resultantes do aumento da expressao e actividade
da iNOS. Como ja foi referido, a reac¢ao entre o "NO e o superoxido originando peroxinitrito €
uma das mais faceis reac¢des de recombinagao radicalares na biologia dos radicais livres, sendo
que este ultimo tem também capacidade de oxidar as LDL (Rubbo et al. 2005).

De facto, a produgdo de niveis muito superiores de ‘NO resultantes da NOS indutivel,
expressa em macrofagos e células endoteliais activadas, tem efeitos oxidantes graves por si s0,
mas sobretudo devido a formagdo de peroxinitrito, uma vez que a producao de anido superoxido
também esta exacerbada neste contexto. A acumulacdo de LDLox, mesmo nas lesdes ateros-
cleroticas mais precoces, afecta profundamente a fungdo endotelial, facto que ¢ parcialmente
devido a inibicao da formagdo de “NO por aquelas lipoproteinas alteradas, as quais podem tam-
bém reduzir a biodisponibilidade da L-arginina (Tanner et al. 1991) e induzir a expressao de
ET-1 em culturas de células endoteliais (Boulanger ef al. 1992). Quer as LDL oxidadas, quer as
nativas inactivam o "NO (Galle ez al. 1991, Rubbo et al. 2005). Estas alteragdes no ténus vascu-
lar potenciadas pelas LDLox podem estar envolvidas quer na iniciacdo, quer na progressao da
aterosclerose (Vanhoutte 2009).

Apesar do que foi dito, diferentes mecanismos de oxida¢do parecem predominar con-
soante a etapa de desenvolvimento da placa ateromatosa. Por exemplo, a oxidagao mediada por

metais de transicao parece ocorrer em lesoes avangadas enquanto o dano oxidativo protagonizado
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por espécies reactivas de azoto, como o peroxinitrito, parece nao so surgir desde as fases mais
precoces da doenga como também constituir um insulto permanente (Heinecke 1998).

Estudos epidemiologicos indicam que o consumo de antioxidantes, particularmente
a vitamina E, carotendides e flavonoides, esta associado a um menor risco de doenga cardio-
vascular (McMurray et al. 1993; Rimm e Colditz 1993). Contudo, outros ensaios clinicos
nao revelaram qualquer beneficio (Hollman ez al. 2011). Estes resultados discrepantes entre
os estudos em modelos animais e em humanos podem, em grande parte, explicar-se pela
evolugdo distinta da patologia induzida em animais, a qual se faz num espago temporal de
semanas a poucos meses, enquanto no homem ¢ um processo cronico que se prolonga por
vérias décadas. E também um facto conhecido que compostos conhecidos como antioxi-
dantes possuem efeitos bioldgicos que sdo independentes da sua ac¢do antioxidante. No
que concerne aos ensaios clinicos, aspectos de dosagem, natureza do antioxidante, matrizes
alimentares utilizadas e o recurso a individuos com a patologia cardiovascular ja instalada
e muitas vezes avangada, ndo devem ser negligenciados ao reflectir sobre os resultados
negativos. Neste Ultimo aspecto e considerando, uma vez mais, o factor tempo, importa
ressalvar que as LDLox poderdo ter um efeito mais preponderante na formacao das estrias
gordas do que na lesdo avancada, pelo que o beneficio dos antioxidantes da dieta serd mais
notdrio se usados precocemente e de forma regular ao longo da vida. A abordagem farma-
coldgica e dietética com antioxidantes deve ser encarada nesta perspectiva como adjuvante
na prevencao e tratamento das DCV (Reiner et al. 2011).

Entre os factores que influenciam de forma negativa a aterogénese, os niveis au-
mentados de colesterol-HDL, sdo dos mais importantes. Sucintamente, salientam-se como
mecanismos responsaveis pelos efeitos cardioprotectores das HDL o facto de i) efectuarem
o transporte reverso de colesterol a partir da parede arterial, ii) protegerem as LDL contra o
stress oxidativo, iii) possuirem propriedades anti-inflamatorias e iv) actividade antitrombotica.
Estudos recentes demonstraram ainda que as HDL sdo também capazes de proteger as células
da parede arterial, sobretudo as endoteliais, contra a apoptose induzida pelas LDLox (Suc et

al. 1997).

1.2.4. Papel do o6xido nitrico na aterosclerose

O oxido nitrico foi inicialmente descrito como um radical gasoso extremamente

deletério, constituinte da polui¢do atmosférica, responsavel pela destrui¢do da camada de
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ozono e potencial carcinogénio. O seu reconhecimento como importante mediador fisiologico
so foi alcancado no final dos anos 80 quando diferentes grupos liderados por Ignarro, Mon-
cada e Furchgot, identificaram o "NO como o factor de relaxamento derivado do endotélio
(EDRF) (Ignarro et al. 1987; Palmer et al. 1987; Furchgott 1999).

Desde entdo, foram inimeras as descobertas acerca do papel fisiologico e fisiopato-
logico do ‘NO. Esta molécula ¢ um segundo mensageiro versatil envolvido em importantes
acontecimentos fisioldgicos, incluindo o relaxamento do musculo liso vascular, a prevencao
da agregacao e adesao plaquetar, da oxidagdo do colesterol das LDL, da proliferacdo das cé-
lulas musculares lisas, a diminuicao da expressao de genes pro-inflamatorios, a comunicagao
neuronal (Gally et al. 1990) e a regulagao da resposta imune (Moilanen e Vapaatalo 1995).

Contudo, o "NO actua de formas opostas, sendo por um lado, tal como acima referi-
do, um mensageiro intracelular benéfico e por outro uma molécula toxica associada a varias
situacdes patoldgicas como a disfungdo pulmonar aguda, a esclerose lateral amiotrofica, a
esclerose multipla, a artrite reumatoide, a inflamacdo cronica, a endotoxémia e a lesdo por
isquémia/reperfusdo (Forstermann 2010) .

O termo disfung¢ao endotelial, como ja foi abordado, refere-se a uma série de situagdes
patoldgicas que envolvem o endotélio vascular, incluindo altera¢do das suas propriedades an-
ticoagulantes, antitrombdticas e anti-inflamatorias. Contudo, grande parte da literatura actual
utiliza este termo para designar uma perturbagao do vasorelaxamento dependente do endotélio,
causado por uma perda da actividade do "NO nos vasos. A hiperlipidémia cronica, particularmente
a hipercolesterolémia-LDL, induz uma série de alteragdes na homeostase vascular incluindo uma
diminui¢do na bioactividade do "NO e um aumento da produgdo do anido superoxido, de ET-1
e de moléculas de adesao (Casino et al. 1994; Rubbo et al. 2005).

Estudos clinicos demonstraram que os factores de risco mais preponderantes para
a doenca vascular aterosclerdtica, tais como hipercolesterolémia, diabetes, hipertensao e ta-
bagismo (Ross 1999), t€ém sido invariavelmente associados a disfuncdo endotelial devida a
perturbagdes na actividade do “NO (Panza et al. 1995). Este declinio na biodisponibilidade
do *NO pode ser causado por diversos mecanismos, nomeadamente, diminui¢cdo da expressao
da eNOS, deplegao de substrato ou cofactores para a eNOS, alteragdes da sinalizacdo celular
impedindo a activagdo da enzima, e a rapida degradagcdo do ‘NO por ROS (Harrison et al.
2003). Efectivamente, diversos estudos sugerem que o "NO ¢ uma potente molécula antiate-
rosclerotica enddgena capaz de suprimir processos chave na aterosclerose ao desempenhar

um papel fundamental no tonus e na reactividade vascular (Ross 1999).
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Figura 3. Sintese e efeitos fisiologicos do 6xido nitrico no contexto cardiovascular.

O 'NO ¢ um gas soluvel com um tempo de meia vida de ~2-5 s. Tal como representado
esquematicamente na Figura 3, ele ¢ continuamente sintetizado pela 6xido nitrico sintase a partir
do aminoacido L-arginina e oxigénio, com libertacao de “NO e L-citrulina (Moncada e Higgs
1993). O referido tempo de meia vida in vivo € determinado principalmente pela sua reac¢do com
a oxihemoglobina e anido superdxido (Beckman e Koppenol 1996). Os cofactores requeridos
para esta reaccao incluem a tetrahidrobiopterina (BH4), o FAD, o FMN e o heme (ferro ligado a
protoporfirina IX) (Alp e Channon 2004). A reacgao catalisada pela NOS, ocorre em duas etapas
e requer O, e NADPH como co-substratos, para além do substrato L-arginina, para a formagao
do radical "NO, L-citrulina e NADP. Ainda que o seu curto tempo de meia vida condicione uma
resposta localizada, reagindo com um niimero reduzido de moléculas, intra ou extracelularmen-
te, o "NO difunde rapidamente através das membranas celulares endoteliais, exercendo o seu
efeito de vasodilatagdo no musculo liso vascular (Figura 3), activando a guanilatociclase (GC)
e levando ao aumento da produ¢do de monofosfato de guanosina ciclico (GMPc) e reducao do
calcio intracelular (Rapoport e Murad 1983).

O *NO libertado pelas células endoteliais e pelos nervos nitrérgicos ¢ um vasodilatador
endogeno major que reequilibra a vasoconstricdo produzida pelo sistema nervoso simpatico e
pelo sistema renina-angiotensina. A maioria dos estudos, hoje em dia, utiliza a fungao vasomo-
tora mediada pelo ‘NO como uma ferramenta para avaliar a integridade funcional do endotélio

vascular in vivo (Corretti et al. 2002; Inoue et al. 2008).
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Nos mamiferos, identificaram-se trés isoenzimas da NOS as quais s3o codificadas por
genes distintos: duas sdo constitutivas, a neuronal (nNOS) e a endotelial (eNOS), e uma ¢ in-
dutivel (iNOS) (Stuehr 1997; Crane et al. 1998; Marletta et al. 1998). Todas sao homodimeros
em que cada mondémero possui uma massa molecular que oscila entre os 130 e os 150 kDa (Li
e Poulos 2005).

As duas formas constitutivas, a eNOS e a nNOS sao activadas pelo complexo célcio/
calmodulina (Ca*"/CaM) quando a concentragdo de calcio ¢é elevada (Huang e Lo 1998) e per-
manecem activas por curtos periodos de tempo (segundos a minutos) originando baixas concen-
tracdes de 'NO (Moncada et al. 1993; Peng ef al. 1998). No entanto, na auséncia da L-arginina
ou da BH4, as NOS actuam como NADPH oxidases nas quais o oxigénio molecular se torna
aceitador de electroes em vez da L-arginina. Tal situag¢do leva a produgdo de anido superoxido
e peroxido de hidrogénio em vez de "NO (“desacoplamento da NOS”) (Stroes et al. 1998). O
anido superoxido actua como scavenger do ‘NO, diminuindo o seu efeito vasoprotector. Uma
das explicagdes possiveis para a diminui¢do da L-arginina e/ou BH4 in vivo podera ser a sobre-
-expressao de iNOS. Outros autores defendem que este desacoplamneto ¢ parcial, resultando
na producdo simultdnea de NO e O, que podem reagir entre si formando peroxinitrito, um
poderoso oxidante (Cai e Harrison 2000). A expressdao da forma indutivel (iNOS) depende da
accdo de determinadas moléculas, como por exemplo, citocinas e peroxinitrito (Buttery et al.
1996), ambos aumentados nas lesdes ateroscleroticas (Luoma et al. 1998). Neste caso, a CaM
encontra-se fortemente ligada a iNOS independentemente da concentragdo de calcio intracelular,
ndo sendo, portanto, a actividade da enzima afectada pela concentragao deste ido. A iNOS origina
concentragdes elevadas de "NO durante longos periodos de tempo (de horas a dias desde que
nao ocorra deple¢do dos substratos) denotando actividade bactericida e tumoricida, mas também
lesiva dos tecidos (Moncada et al. 1993). Devido a sua afinidade para o ferro proteico, o "NO
pode interagir com um numero consideravel de alvos fisioldgicos incluindo as proteinas, mas
também com outras moléculas nomeadamente com o DNA e com moléculas contendo grupos
tiol (Radomski e Salas 1995) .

A capacidade do “NO interagir quer com o complexo I e II da cadeia respiratdria mito-
condrial, quer com o ciclo do 4cido citrico e com a aconitase (Nathan e Hibbs 1991), tém sido
relacionadas com a sua citotoxicidade, dirigida ndo s6 a microrganismos como também as célu-
las e tecidos do hospedeiro. Foi demonstrado que a apoptose de células do miocardio durante a
rejeicdo cardiaca alografica ¢é paralela a expressao da iNOS, sugerindo que a apoptose pode ser
desencadeada pelo ‘NO e pelo peroxinitrito (Szabolcs et al. 1996).

As grandes quantidades de “NO produzidas pela iNOS podem também afectar a fun-

¢ao endotelial através da depleccdo de substratos e cofactores para a eNOS. De facto, respostas

23



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

andmalas, dependentes do endotélio, durante as fases iniciais da aterogénese podem dever-se
a quantidades reduzidas de substrato e/ou cofactores para a eNOS. Tal facto podera explicar
porque a administracao de L-arginina ou do cofactor BH4 melhoram a fun¢ao endotelial em
situagdes de hipercolesterolémia e angina pectoris (Egashira et al. 1996).

Nos anos 90, grupos de investiga¢do independentes identificaram uma outra forma
de NOS constitutiva, a mitocondrial, detectada na membrana interna da mitocondria. Esta
isoforma, para alguns autores considerada uma variante da nNOS (Kanai et al. 2001), parece
estar implicada no controlo ndo s6 do consumo de oxigénio, como do potencial da membrana
mitocondrial e da sintese de ATP. Apesar da controvérsia (Lacza et al. 2006), varios grupos
de investigagdo defendem a sua contribuicdo para a patologia cardiovascular (Hulsmans et
al. 2012).

In vivo, os niveis de ‘NO dependem de uma equilibrio rigoroso entre a sua sintese
e a respectiva degradacao sendo que, actualmente, varios estudos mostram que a actividade
da eNOS esta comprometida na hipercolesterolémia e na aterosclerose (Luoma et al. 1998;
Kawashima et al. 2004). O ‘NO ¢ um paradigmatico factor vasoactivo capaz de promover a
vasodilatagdo, para além de outros efeitos vasoprotectores, tais como inibir a adesdo de leuco-
citos e monocitos, suprimir a proliferacdo e migracao de células musculares lisas e atenuar a
inflamacao vascular (Beckman ef al. 1996). Num endotélio normal, o fluxo sanguineo laminar
desencadeia a libertagdo imediata de "NO, para além de aumentar a expressao da eNOS e da su-
perdxido dismutase (Yamamoto ef al. 2011). Assim, em resultado da combinagao de todos estes
efeitos, os niveis baixos de ‘NO produzido pela eNOS sdo considerados antiateroscleroticos.

A eNOS ¢ também activada pela acetilcolina, bradicinina, serotonina, substancia P e
iono6foros de célcio. A importancia fisioldgica da regulagdo da actividade da eNOS permane-
ce por esclarecer. Foi observado em células endoteliais bovinas que o TNF-a, isolado ou em
combinacao com a IL-1B ou IFNy, reduzem nao so6 a actividade da eNOS mas também a sua
expressao (Lamas et al. 1992; Forstermann et al. 1994).

Por outro lado, a exposi¢do do endotélio a um fluxo oscilatorio, associado a outros
factores de risco vascular, como a deposi¢cdo de LDLox, inibe a libertagdo de factores vaso-
activos, tais como o ‘NO, a prostaciclina, o activador do plasminogénio tecidular e o TGFp,
desencadeando alteragdes hemodinadmicas que predispdem a processos envolvidos na atero-
génese. Nestas condi¢des patologicas, parece também existir um desacoplamento da eNOS,
constituindo uma fonte adicional de anido superoxido (Vanhoutte 2009). O balango entre a
formagao destes dois radicais livres, "NO e O, ™, constitui um determinante major na formagao
da lesdao endotelial. O mecanismo exacto ndo ¢ conhecido, mas uma hip6tese adiantada ¢ que

a alteracdao da composicao lipidica da membrana celular possa desempenhar um papel neste
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processo. Existem evidéncias da redu¢do da transcricao e aumento da degradagao de transcritos
de NOS a medida que aumentam os niveis de LDLox (Jessup 1996). De igual modo, a hiper-
colesterolémia estd associada ao aumento das concentragdes circulantes de dimetilarginina
assimétrica (ADMA), um inibidor endégeno da NOS, quer em animais de experiéncia, quer
em humanos (Goumas ef al. 2001; Rassaf et al. 2000).

Todas estas observagdes culminaram na constatacao de que a reducdo da sintese de
*NO derivado da eNOS ¢ o primeiro processo envolvido na disfun¢do endotelial e que a sua
reducao pode resultar da inibicdo devida ao “‘NO ou mesmo a sua destrui¢do por compostos
nitrosados toxicos produzidos pela sobreactivacao da iNOS (Griscavage ef al. 1995).

Pelo exposto, resultam evidenciados os diferentes papéis desempenhados pela iNOS
e eNOS na aterogénese. Em condi¢des normais, a eNOS origina concentragdes baixas de "‘NO
favorecedoras de um ambiente antiaterosclerdtico. Nao obstante, durante a hiperlipidémia
e inflamacao, as concentragdes elevadas de ‘NO resultante da iNOS podem contribuir para
uma situacdo de stress oxidativo devido a redugdo da formagao de "NO dependente da eNOS
e formagdo de anido superoxido. Tratam-se de circunstancias propicias ao desenvolvimento
de concentragdes toxicas de peroxinitrito, sobretudo na placa aterosclerotica. A combinagao
de todos estes efeitos constitui, provavelmente, a base do mecanismo inflamatorio e de stress

oxidativo subjacentes a aterogénese.

1.3. Aterosclerose e stress oxidativo/nitrosativo

1.3.1. Oxidantes intracelulares: espécies reactivas de oxigénio (ROS) e de
azoto (RNS)

O balancgo intrinseco entre a vida e a morte celular pode ser influenciado por diver-
sos agentes de stress no meio envolvente. As ROS e as espécies reactivas de azoto (RNS)
encontram-se entre as mais potentes e omnipresentes ameacas enfrentadas pelos organismos
vivos. Pequenas quantidades de ROS, os principais oxidantes das células, tais como o anido
superdxido (O, ™) peroxido de hidrogénio (H,0O,), oxigénio singuleto ('O,), radical hidroxilo
(HO’) e radical peroxilo (ROO") sao permanentemente produzidos nos organismos vivos du-
rante a sua normal funcdo como resultado do metabolismo aerébio (Halliwell e Cross 1994;
Ray et al. 2012) e também da resposta inflamatoria (Duvall 2005) (Figura 4). Uma situagao
de aumento dos niveis intracelulares de espécies reactivas ¢ referida como uma situagdo de
stress oxidativo (Sies 1997). Actualmente, esta definicdo sofreu uma actualizagdo por forma

a torna-la mais abrangente e ndo conceptualmente limitadora. Uma vez que existem multiplas
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vias de sinalizagdo redox, muitas vezes especificas para um tecido e orgdo, considera-se uma
situagdo de stress oxidativo aquela em que ocorra uma perturbagao da sinalizagao redox e/ou
do seu controlo (Jones 2006).

Embora a fosforilacdo oxidativa mitocondrial constitua um dos principais locais
de produgao de espécies reactivas nas células eucaridticas, estas também podem resultar da
actividade de enzimas (por exemplo, xantina oxidase, NADPH oxidase, lipoxigenases, NOS,
entre outras), de células fagociticas (em resposta a agressao por microrganismos ou células
tumorais), do metabolismo do acido araquidénico, da auto-oxidagdo de catecolaminas e da

exposicao a radiacdo ionizante ou a quimicos oxidantes (Ray et al. 2012).
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Figura 4. Diversidade de potenciais oxidantes implicados na aterosclerose e formas de os neutralizar. Adaptado
de Stocker et al.2004.

A formacao de oxidantes € inevitavel, mas a acumulacao intracelular de espécies reac-
tivas, isto é, quando a sua produgdo se sobrepde as defesas antioxidantes, tem sido implicada em
muitos processos patologicos, como o envelhecimento, a carcinogénese ¢ a inflamacgao cronica,

incluindo a aterosclerose. Estas espécies reactivas, caracterizadas por elevados potenciais de oxi-

26



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

dacdo-reducgdo (Cadenas et al. 1997) podem dividir-se em espécies radicalares e ndo radicalares.
Uma vez que os radicais livres sao moléculas que contém um ou mais electroes desemparelhados
na sua orbital externa, eles reagem facilmente com estruturas bioldgicas, particularmente lipidos
poli-insaturados das membranas, DNA e aminodcidos. Estes agentes, em baixas concentragdes,
constituem moléculas sinalizadoras, regulando a activacdo e proliferac¢do celular, ao actuarem
como segundos mensageiros em resposta a factores de crescimento e citocinas (Simon et al.
1998). Por exemplo, o NF-xB ¢ um importante factor de transcri¢ao que ¢é regulado pelo estado
redox intracelular, estando implicado na expressao de varios genes envolvidos em mecanismos
de resposta celular ao stress oxidativo (Schreck et al. 1991). Contudo, quando produzidos em
excesso, produzem efeitos deletérios potenciados pelo facto da reac¢dao de um radical com um
ndo radical poder originar uma cadeia de reacdes que levam a formacdo de uma nova espécie
radicalar. J& os oxidantes ndo radicalares (peroxido de hidrogénio, acido hipocloroso, entre ou-
tros), que podem até resultar da reac¢ao entre dois radicais (por exemplo, o peroxinitrito) sao
também de extrema relevancia fisiopatoldgica, considerando, particularmente, as modificagdes
oxidativas na parede vascular. Todas as espécies reactivas referidas causam danos a lipidos,
proteinas e ao DNA (Halliwell e Aruoma 1991; Steinberg ef al. 2010), e estdo implicadas na
aterogénese. Na Figura 4 estdo indicadas as espécies reactivas consideradas mais relevantes no
processo ateroclerdtico, a sua origem e as diferentes formas de impedir os seus efeitos deletérios.

As ROS, em particular, podem levar a oxidacao de residuos de aminoacidos, a formagao
de ligagdes cruzadas entre proteinas e mesmo a sua fragmentagdo (Berlett e Stadtman 1997).
Levam ainda a deplegdo das reservas energéticas endoteliais (Spragg et al. 1985), aumento da
adesdo de mondcitos ao endotélio (Lewis ef al. 1988), aumento da permeabilidade endotelial
(Siflinger-Birnboim et al. 1996) e estimulacao da libertacao de prostaciclina (prostaglandina 12)
pelo endotélio (Harlan e Callahan 1984).

A resposta celular ao distirbio redox consite numa plétora de mecanismos biologicos
por forma a evitar que uma situagao de stress se transforme em dano oxidativo, ou seja, em lesdo
tecidular. Estas respostas adaptativas incluem a paragem de crescimento da célula, a transcri¢ao
de genes, a modulacao dos niveis de antioxidantes, a iniciacao de diversas vias de transducao de
sinal, a modificagdo de proteinas e lipidos e a reparagdo do DNA lesado (Stocker et al. 2004).
Estes eventos precoces, em regra, vao determinar o destino da célula o qual podera passar por
necrose, senescéncia, apoptose ou sobrevivéncia e proliferagao.

Estudos de imunohistoquimica em tecidos ateroscleroticos indicaram a presenca de
marcadores de oxidagdo e nitragao, como por exemplo, hidroperoxidos lipidicos e nitrotirosina,
evidenciando a presenca de espécies reactivas de oxigénio e de azoto (Beckman et al. 1996).

Na realidade, o interior de uma lesdo aterosclerdtica humana possui um ambiente pro-oxidante
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(Smith ef al. 1992). Um grande numero de macrofagos e linfocitos T, os quais sdo fontes ricas
de ROS, afluem a estas areas devido a resposta inflamatéria e imune. As células endoteliais e
as células musculares lisas sao também capazes de produzir anido superoxido, assim como "NO
(Moncada et al. 1993). Varias investigagdes, usando tecidos humanos e animais tém evidenciado
que as propriedades antiaterogénicas e vasodilatadoras do ‘NO sado reduzidas por um aumento
do stress oxidativo na parede vascular aterosclerotica (Huie e Padmaja 1993).

Os sistemas de defesa antioxidante enddgenos tém como fungdo proporcionar um
ambiente celular saudavel ao minimizar, € mesmo reverter, os efeitos nefastos resultantes da
produgdo excessiva de espécies reactivas. Estes sistemas incluem scavengers enzimaticos (SOD,
catalase e glutatido peroxidase) e scavengers nao enzimaticos (vitaminas A, C, E, B-caroteno,
flavonodides, cisteina, coenzima Q, acido urico e o glutatiao).

Algumas das espécies reactivas com maior relevancia na activacao e na disfungao do
endotélio serdo abordadas com maior detalhe nos subcapitulos seguintes. De salientar que o ‘NO,

dada a sua relevancia como espécie reactiva vascular foi abordado separadamente no item 1.2.4.

1.3.1.1. O anido superoxido e o peroxido de hidrogénio

O anido superdxido (O,™) resulta da redugdo univalente do oxigénio molecular € €
produzido por vérias enzimas em diferentes tipos de células. Apesar das suas caracteristicas
redutoras ele da origem a espécies que tém grande poder oxidante. As células fagociticas (neu-
trofilos, monocitos e macrofagos) produzem este radical para inactivar virus e bactérias, mas o
anido superoxido pode ser também produzido por fibroblastos, células musculares lisas e células
endoteliais vasculares sendo, nestes casos, importante como molécula sinalizadora intracelular,
participando na regulacao do crescimento. A producdo vascular excessiva do anido superdxido
tem sido implicada no desenvolvimento da aterosclerose (White et al. 1994).

Na realidade, este radical parece intervir na oxidacdo das LDL (Steinbrecher et al.
1984), sendo que a fonte de excesso deste anido parece ndo ser a camada muscular lisa mas
sim as proprias células endoteliais (Ohara ef al. 1993). Neste contexto, € possivel prever que
uma producao aumentada de superdxido pelo endotélio na hipercolesterolémia possa exacerbar
a modificacdo das LDL e a sua acumulagdo na parede vascular. De referir que todas as células
aerObias possuem as enzimas superoxido dismutases (SOD) que catalisam a dismutagdo do O, ™
em H,0,, o qual, por sua vez, pode gerar outras espécies reactivas.

De entre a enzimas produtoras de anido superoxido, as NAD(P)H oxidases (Nox)

merecem destaque uma vez que constituem uma das principais fontes de ROS na vasculatura
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(Pagano et al. 1995). As NAD(P)H oxidases encontram-se associadas a membrana das células e
utilizam 0o NADH ou NADPH como dador de electrdes para produgdo de O, a partir da redugao
do oxigénio molecular (Griendling ef al. 2000) de acordo com a reacgdo 1: NAD(P)H + 20, —
NAD(P)y + H"+20,™.

Nao obstante alguma controvérsia relativa ao local da reacc¢do catalisada por estas enzimas
nas diferentes células vasculares e fagocitos, sabe-se que estas diferem em termos de componentes
proteicos € niveis de produgdo de O, ™.

As NAD(P)H oxidases vasculares apresentam actividade basal durante o metabolis-
mo celular normal, podendo ocorrer um incremento desta actividade quando estdo sujeitas a
diferentes estimulos, tais como aqueles que estdo envolvidos na patogénese da doenga ate-
rosclerotica, nomeadamente, a angiotensina II, a trombina, o factor de crescimento derivado
das plaquetas, o TNF-a, a IL-1, e, particularmente, o shear stress e o factor de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) (Ushio-Fukai et al. 2002). Por seu lado, a enzima fagocitica
¢ capaz de gerar grandes quantidades de anido superoxido na presenga de microrganismos
invasores. De salientar os aumentos da actividade e da expressao das subunidades proteicas
da NAD(P)H oxidase observados em situacdo de hipercolesterolémia, o que real¢a a sua
potencial responsabilidade, pelo menos em parte, pelo stress oxidativo subjacente a ateros-
clerose (Stokes et al. 2001).

Outra das fontes reconhecidas de anido superoxido ¢ uma flavoproteina que contém moli-
bdénio, ferro e enxofre, denominada xantina oxidase. Esta enzima desempenha multiplas fungdes
e esta presente em concentragoes elevadas nas células endoteliais (Jarasch et al. 1981). Ela existe
sob duas formas, xantina desidrogenase e oxidase, sendo a primeira a mais prevalente. Ambas
catalisam a oxidacao da xantina ou da hipoxantina a acido urico, mas enquanto a desidrogenase
produz NADH a oxidase origina anido superdxido. No entanto, a xantina desidrogenase pode ser
convertida em oxidase através de uma clivagem proteolitica irreversivel ou por oxidagao reversivel
dos seus grupos tiol (Stocker et al. 2004). A assinalar o aumento da expressao de xantina oxidase
observado em locais de shear stress, situagdo conhecida como predisponente para formagao de
lesdes ateroscleroticas (McNally et al. 2003).

Importa ainda acrescentar que a cadeia respiratdria mitocondrial constitui um dos prin-
cipais locais de producao intracelular de anido superdxido. Efectivamente, 1 a 2% do oxigénio
molecular consumido ao longo da cadeia de transporte de electrdes na membrana interna da mito-
condria, pode ser convertido em anido superoxido. Esta conversado € levada a cabo, principalmente,
ao nivel do complexo I (NADH desidrogenase) e complexo III (ubiquinol-citocromo ¢ oxidore-
ductase). Sao varias as respostas celulares que tém sido relacionadas com o anido superoxido

mitocondrial, incluindo a paragem do crescimento, apoptose e necrose celulares (Hughes et al.
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2005). Os niveis de O, mitocondriais estdo directamente dependentes da superdxido dismutase
(Mn-SOD) da matriz mitocondrial que converte 0 O, em H,O, e O,. A monoamina oxidase da
membrana mitocondrial externa constitui uma fonte adicional de H,O,.

Assim, o perdxido de hidrogénio ¢ produzido em todos os compartimentos celulares e
sofre difusdo de acordo com os gradientes de concentracdo (Boveris et al. 1972). No contexto
vascular, a hiperglicémia e o desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas tém sido relacionados
com disfun¢do mitocondrial associada a produ¢ao mitocondrial de ROS (Ramachandran et al.
2002; Szabo et al. 2007; Hulsmans et al. 2012) incluindo niveis significativos de peroxinitrito,

como serd objecto de posterior discussao.

1.3.1.2. Outros oxidantes vasculares

A mieloperoxidase ¢ a tinica enzima humana que catalisa a conversao de Cl- em acido
hipocloroso (reac¢do 2: H,0O, + CI'+ H*— HOCI + H,0). O sistema mieloperoxidase/H,0,/Cl e
o HOCI sdo, por sua vez, capazes de originar uma série de produtos de reac¢io secundarios que
conseguem oxidar diferentes biomoléculas e as LDL (Stocker et al. 2004). Este sistema ¢ ainda
responsavel pela oxidag¢do do nitrito ao oxidante ndo radicalar cloreto de nitrilo (NO,CI) € ao
radical dioxido de azoto (NO,"), ambos com capacidade de promover nitragdo e de converter a ti-
rosina em 3-nitrotirosina (van der Vliet et al. 1997), detectada em lesdes ateroscleroticas humanas.

Outros autores constataram que as células endoteliais sao capazes de iniciar a oxidagado
das LDL através de uma via independente do superdxido e que envolve enzimas citosélicas exis-
tentes também em macréfagos e células musculares lisas, designadas lipoxigenases (Takahashi
et al. 2005). As lipoxigenases sdo dioxigenases que contém ferro e que sdo responsaveis pela
inser¢dao de um oxigénio molecular em acidos gordos poli-insaturados originando uma série de
lipidos bioactivos, nomeadamente, prostaglandinas e leucotrienos (Schewe 2002).

Da decomposigdo do H,O, e de outros peroxidos por reac¢do com metais de transi¢ao/
metaloproteinas, podem resultar radicais hidroxilo e peroxilo capazes de iniciar a peroxidagao
lipidica (Beckman et al. 1990). Os radicais peroxilo lipidicos dai resultantes estdo implicados
numa sequéncia de reacg¢des que culminam com a formacao de hidroperdxidos lipidicos (LOOH),
encontrados em lesoes aterosclerdticas humanas. Esta cascata de reac¢des radicalares na parede
arterial envolve também as lipoproteinas e pode conduzir a formacao do radical derivado do
a-tocoferol (a-TO"), que parece também ser responsavel pela propagacao da peroxidagao lipidica,

em determinadas condigdes (Stocker et al. 2004).
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Importa ainda fazer referéncia aos metais de transicao, em particular o ferro, ja que
as suas formas bioldgicas como o heme, a hemoglobina e a mioglobina, sdo todas potenciais
catalisadores de reac¢des de oxidagdo na parede dos vasos (Miller ez al. 1996). De facto, através
da reacg¢do de Fenton, o H O, pode sofrer reduc¢do por um ido metalico como o Fe*, formando
o radical hidroxilo HO". Este radical pode também ter origem através da reac¢do directa entre
o anido superdxido e o peroxido de hidrogénio (Reaccdo de Haber-Weiss). Os radicais HO®
sdo bastante lesivos para as células sendo capazes de iniciar a peroxidagdo lipidica, como ja se

referiu, para além de alterarem hidratos de carbono, proteinas e DNA.

1.3.1.3. O caso particular do peroxinitrito

1.3.1.3.1. A biosintese do peroxinitrito

A investigacdo ao longo das tltimas décadas revolucionou os nossos conhecimentos
acerca da patogénese da aterosclerose e o peroxinitrito (ONOO") tornou-se um interveniente
inquestionavel como potente agente oxidante capaz de multiplos danos biologicos incluindo
a fragmentacdo do DNA, a modificacdo de proteinas, a oxidagdo de grupos tiol, a inducdo da
peroxidacdo lipidica e a apoptose (Szabo et al. 2007).

O ONOO resulta, in vivo, da reacgdo do O, com o0 ‘NO (O, + 'NO — ONOO") com
uma constante de velocidade limitada apenas pela difusdo dos reagentes (k =1 x10'° M-'s™)
(Radi et al. 1991; Beckman et al. 1994; Squadrito e Pryor 1995), sendo produzido por varios
tipos de células, incluindo as imunes durante a resposta inflamatdria, neuronios e células en-
doteliais (Huie ef al. 1993; Griendling et al. 2000). Como ja foi referido, o anido superdxido
forma-se em todas as células com metabolismo aerdbio e € continuamente dismutado em H,O,
¢ O,pela SOD, pelo que o tempo de meia vida deste radical se traduz em alguns milisegundos,
conseguindo permear as membranas apenas através de canais ionicos (Fridovich 1995). Por seu
lado, em condigdes fisiologicas, o "NO ¢ formado em concentragdes da ordem dos picomolar
a nanomolar (Weyrich et al. 1994), tem um tempo de meia vida de alguns segundos (2-5 s) e
difunde facilmente através das membranas (Denicola et al. 1996). Uma vez que o peroxinitrito
¢ sintetizado a partir de concentragdes equimolares de 'NO ¢ O, e tendo estes dois radicais
tempos de meia vida tdo curtos, ndo € provavel que aquele oxidante alcance concentragdes
elevadas, em situacdes fisioldgicas normais, para além de que a sua formagao devera estar
associada espacialmente com os locais de produgédo de O,. Wever e colaboradores referiram

que, em condigdes fisiologicas, a concentragdo de NO excede a de O, ™, o que permite que o
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primeiro actue como antioxidante (Wever et al. 1998). Para além disso, numa situagdao nao
patologica, a SOD ¢ capaz de neutralizar todo o O, em excesso.

Contudo, e uma vez que a velocidade da reacgdo do O, com o "NO ¢ cerca de cinco
vezes superior a dismutagdo do O, catalisada pela SOD (Huie ez al. 1993), quando ocorre
um aumento patologico das concentragdes destes dois radicais, tal resulta em acgdes nefas-
tas para as células, particularmente as vasculares. Estas concentracdes deletérias podem ser
encontradas em lesoes ateroscleroticas nas quais se verifica, simultaneamente, o aumento da
formacdo quer de anido superdxido pelas oxidases endoteliais quer de "NO devido a indugdo
da iNOS por citocinas (Buttery et al. 1996). Para além disso, nas situacdes de hipercoleste-
rolémia subjacentes a tais lesdes, verificou-se que os mecanismos de destoxificagdo contra o
peroxinitrito, proporcionados pelo glutatido, estdo diminuidos (Ma et al. 1997).

O 130 peroxinitrito tem um tempo de meia vida 0.1-1s a pH 7.4, 37°C (Beckman
et al. 1990; Pryor e Squadrito 1995) mas o facto de ser capaz de atravessar as membranas
celulares implica que ele pode influenciar células alvo vizinhas (a distdncias de 5-20 pm).
Devido ao seu pKa=6.8 ao pH fisiologico, ele estd em equilibrio com a sua forma proto-
nada, o acido peroxinitroso (ONOOH) (Radi et al. 2001). Este 4cido ¢ mais reactivo que o
ONOOr, embora também decaia rapidamente numa mistura de produtos de reac¢do (Pryor
et al. 1995). O peroxinitrito e o acido peroxinitroso aumentam dramaticamente a toxicidade,
quer do superdxido quer do ‘NO isolados (Beckman ef al. 1990). Existem outros processos
biologicos de sintese de peroxinitrito cuja contribuigao ¢ minima quando comparados com
as fontes até agora discutidas.

A mitocondria ¢ considerada um local priveligiado de produgdo e de intervengdo do
peroxinitrito (Radi et al. 2002; Poderoso 2009); este pode formar-se no interior da mitocondria
ou sofrer difusdo a partir de compartimentos extramitocondriais. Enquanto que o "NO ¢ uma
molécula neutra, hidrofobica e difusivel (Romero et al. 1999), a difusdo do O, ¢ limitada
principalmente pela ac¢cdo das SOD. Assim, os locais intramitocondriais mais provaveis para
a formagdo do ONOO- serdo aqueles onde existe produgdo de O,™, ou seja, a matriz mitocon-
drial (Boveris et al. 1976; Grivennikova e Vinogradov 2006) e, em muito menor extensao, o

espago intermembranar (Okado-Matsumoto e Fridovich 2001).

1.3.1.3.2. O peroxinitrito como promotor de reaccoes de oxidacao/

nitracao

Tal como indicado na Figura 5, o peroxinitrito em meio bioldgico pode originar diversas

espécies com maior ou menor reactividade.

32



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

"NO, + CO,"
35%
[ONO,CO,] —— NO; +CO,
CO,
"NO +0,*~ _’ONOO' <25 onoon = I NO, OH]T/> NO;

(]

30% | IV

ME+HD+ 'N02 ‘OH

Figura 5. Potenciais reac¢des quimicas do peroxinitrito em meio bioldgico. I) reacgdo directa de oxidagdo por
um electrdo com metais de transi¢ao (Fe, Mn, Cu); II) reacgdo directa de oxidacdo por 2 electrdes, com um subs-
trato alvo, RH; III) reac¢@o com o didxido de carbono, formando o composto nitroso-peroxocarboxilato o qual se
decompde rapidamente em radicais secundarios nocivos para as cé¢lulas; IV) homolise do ONOOH em radicais
agressivos, ocorrendo predominantemente nas membranas, onde tem inicio a peroxidagao lipidica e a nitracao de

lipidos e proteinas; V) rearranjo do ONOOH em nitrato. Adaptado de Radi et al. 2001.

O principal alvo biologico do ONOO- ¢ o dioxido de carbono dadas as suas elevadas
concentracoes fisiologicas proximas de 25 mM, dai resultando uma série de produtos capazes de
promoverem reacgdes de nitragdo (adigdo de um grupo nitro -NO,), nitrosacao (adigao de -NO)
e outras oxidagdes. Assim, da reac¢do do ONOO- com o CO, forma-se um aducto instavel, o
nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO,) (Pavlovic e Santaniello 2007) que sofre homdlise (35%),
originando os radicais CO,"" e 'NO, , e isomeriza¢do em NO, ¢ CO, (65%). Embora os produ-
tos estaveis da reacgdo do peroxinitrito com o CO, sejam o nitrato ¢ o dioxido de carbono, na
presenca de alvos biologicos a maioria do peroxinitrito origina nitrito (NO,’) (Radi ez al. 2001).
O CO,~ ¢ um oxidante relativamente forte € 0 'NO, um oxidante mais moderado, mas tambeém
¢ um agente nitrante, pelo que, a estes dois radicais € atribuida parte da responsabilidade pelos
efeitos deletérios do ONOO em sistemas bioldgicos. Cerca de 30% do acido peroxinitroso pode
também sofrer homolise decompondo-se em HO™ € "NO, enquanto que a restante percentagem
isomeriza directamente a nitrato (NO,") (Beckman et al. 1990; Merenyi et al. 1998).

In vivo, mais de 95% do peroxinitrito formado ¢ consumido em reac¢des directas com
biomoléculas pelo que a contribui¢do dos produtos da clivagem homolitica do ONOOH parece
ser diminuta devido a reduzida velocidade desta reac¢do (Radi et al. 2001). Apesar disso, €

uma vez que o ONOOH atravessa facilmente as membranas celulares, a sua decomposi¢ao
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em ‘OH e 'NO, torna-se relevante em ambientes hidrofobicos, podendo iniciar processos de
peroxidacao lipidica (Szabo et al. 2007; Rubbo et al. 2009).

O peroxinitrito promove, essencialmente, oxidagdes directas dos componentes mitocon-
driais em particular ao nivel dos complexos I, Il ¢ V da cadeia respiratoria mitocondrial, conduzindo
a sua inactivagao, enquanto que os seus derivados protagonizam reacg¢des de nitragao e nitrosagao
(Radi et al. 2002). O complexo IV (citocromo ¢ oxidase, conhecida como altamente resistente
aos danos oxidativos, ndo parece ser afectada pelo ONOO- (Pearce et al. 2001).

Sendo o0 ONOO- mais reactivo que os compostos que lhe deram origem (Crow e
Beckman 1995; Pryor ef al. 1995), sdo multiplos os alvos moleculares que sdo oxidados e/
ou nitrados por este anido e pelos seus derivados, incluindo residuos de tirosina, tidis, tioé-
teres, acidos nucleicos, lipidos e antioxidantes (Gunaydin e Houk 2009; Rubbo et al. 2009).
O ONOO promove a nitragdo de residuos aromaticos e alifaticos. Enquanto que a cisteina
e a metionina sdo particularmente vulneraveis a oxidacdo pelo peroxinitrito, a tirosina € o
triptofano sdo alvos para a nitragdo dependente deste anido ou dos seus produtos secundarios
(Alvarez e Radi 2003). Concretamente, o radical tirosilo resultante, entre outras reacgdes, da
nitragdo da tirosina, combina-se rapidamente com o "NO, formando a 3-nitrotirosina (Goldstein
e Merenyi 2008), um marcador de elei¢do para confirmar a producdo de peroxinitrito (Ischi-
ropoulos 1998). A nitracdo dos residuos de tirosina reveste-se de importancia singular uma
vez que esta reac¢ao impede que os residuos de tirosina sofram interconversao ciclica entre
a forma fosforilada e nao fosforilada (Hunter 1995). Desta forma, a nitragdo compromete um
dos mais importantes mecanismos de regulagdo celular de enzimas chave e vias de sinalizagao.
A nitracdo dos residuos de tirosina € um processo irreversivel, podendo desta forma inactivar
enzimas (Gow et al. 1996). A oxidacao e a nitragdo de proteinas mediada pelo ONOO- pode
também induzir alteragdes na sua estrutura tercidria, tornando-as disfuncionais e em ultima
analise, inacessiveis a degradagdo pelo proteassoma (Grune et al. 2001). Estas proteinas mo-
dificadas tendem a acumular-se e a formar agregados insoluveis, facto que parece contribuir
de forma critica para a patogénese de varias doengas neurodegenerativas, tais como a doenca
de Alzheimer, a de Huntington e a de Parkinson, sendo que o envolvimento do peroxinitrito
nestas patologias tem sido avancado (Torreilles et al. 1999).

Outro dos alvos do peroxinitrito e derivados ¢ o DNA. A nitracdo e nitrosag¢do das
bases puricas do DNA resultam em nitroaductos e outros compostos oxidados, sendo a 8-0xo-
e a 8-nitro-guanina dois dos principais produtos obtidos e que sdo considerados mutagénicos
(Jourd’heuil et al. 1997). O ONOO- oxida também as oses do DNA e induz quebras na sua
cadeia (Kennedy ef al. 1997).

Embora seja amplamente aceite que o aumento da sintese de ONOO" ¢ citotoxico,

varias evidéncias na literatura recente sugerem que teores fisiolégicos de peroxinitrito po-
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dem desempenhar funcdes importantes como reguladores do normal funcionamento celular.
Diversos autores constataram que concentracdes baixas de peroxinitrito se comportam de
forma similar ao *NO, isto é, podem causar vasodilatagdo, diminuir a agregagdo plaquetar e
a adesao de leucocitos ao vaso, exercendo assim efeitos citoprotectores (Adachi et al. 2004;
Uppu et al. 2007), para além da destruicdo oxidativa de microrganismos invasores. Estes efei-
tos parecem estar relacionados com a formagao de S-nitrosotidis que ja foram detectados no
plasma e em outros fluidos biologicos (Stamler ef al. 1997). A activagdo da guanilato ciclase
pelo peroxinitrito ¢ também promovida pela presenca de tiois e parece envolver a formagao
de intermediarios nitrosotiol (Moro et al. 1994).

Assim, ¢ possivel que os efeitos benéficos ou deletérios do peroxinitrito dependam
do balango peroxinitrito/tiois. A partir do momento em que os niveis de ONOO™ excedem a
capacidade dos tidis em assegurarem a sua modificagdo, os seus efeitos negativos comecam a
prevalecer. Ser4, provavelmente, o que acontece na aterosclerose, caracterizada pela producao
continua e excessiva de ROS e RNS.

Porém, foi recentemente reportado que os nitrosotiois ndo sao tdo benéficos como
se suspeitava a partida, o que demonstra quao complexas podem ser as interacgdes do ONOO-
in vivo (Kitagawa et. al. 2005). Embora ainda nao se conheca a extensdo de tal realidade, os
nitrosotidis, para além dos efeitos protectores vasculares, podem também degradar-se em

compostos deletérios.

1.3.1.3.3. O peroxinitrito na aterosclerose

Como ja foi mencionado, as células da parede vascular conseguem produzir si-
multaneamente O, e "NO, pelo que a formagdo de ONOO" podera ocorrer, em particular,
precipitada por aumentos bruscos de O, como os que ocorrem em casos de inflamagao,
isquémia-reperfusao, hipercolesterolémia e hipertensao induzida pela angiotensina (Beck-
man et al. 1996; Rubbo et al. 2005). Nessas condigdes, o peroxinitrito formado nas células
endoteliais pode exercer localmente diversos efeitos nefastos, como esquematizado na
Figura 6, alterando o vasorelaxamento e podendo levar a activacdo da via do NF-kB, como
se abordara mais a frente.

Embora actualmente seja inquestiondvel o envolvimento do ONOO- e dos seus de-
rivados na aterosclerose como agentes oxidantes major das LDL, os mecanismos subjacentes
ainda permanecem por esclarecer cabalmente, muito devido ao facto de ndo existirem métodos

directos para o detectar e quantificar in vivo. Esta limitagdo deve-se ndo s6 ao seu reduzido
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tempo de meia vida, como também as multiplas proveniéncias, ao seu envolvimento em diversas

reacgOes e de ndo se saber quais os derivados que estdo implicados nessas mesmas reacgoes.

Endotélio

VPGI, y biodisponibilidade

“ NO
_—

Vasodilatagao

usculo liso

Figura 6. Alguns dos efeitos propostos para o peroxinitrito no endotélio vascular. O peroxinitrito ¢ capaz de au-
mentar a expressao da enzima iNOS nas células endoteliais através da activacdo do factor de transcricdo NF-kB.
Assim, numa situacao de stress oxidativo, a producdo de peroxinitrito vai aumentar, provocando o decréscimo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico, necessario a vasodilatagdo. Para além disso, o peroxinitrito reduz as concentra-
¢Oes de prostaciclina sintase, inibindo assim a PGI, vasodilatadora e favorecendo a ac¢do vasoconstritora da PGH,

e do tromboxano. Adaptado de Cooke et al.2002.

Estudos in vitro demonstraram que a adi¢cdo, em bolus, de ONOO™ ndo conduziu a uma
significativa peroxidacao lipidica, contrastando com a eficiente peroxidagao lipidica levada a cabo
por infusdes continuas de ONOO" (Botti ef al. 2004), que asseguraram uma produgao sustentada
de radicais lipidicos (Rubbo et al. 2005). Na primeira situagdo, a apolipoproteina e os carote-
nodides das LDL parecem ser os alvos preferenciais do ONOO- (Pannala et al. 1998; Dinis et al.
2002). Uma das principais alteragdes decorrente da oxidacdo de LDL mediada pelo ONOO" ¢ a
formagdo de aductos lipido-proteina que constituem ligandos para os receptores scavenger dos
macrofagos, para além de originarem hidroperdxidos que se decompdem em aldeidos (aldeido

malonico e hidroxinonenal) e outros produtos bioactivos, que estabelecem ligagdes cruzadas
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com grupos amina livres, tornando a particula de LDL mais electronegativa (Trostchansky et al.
2001). Importa, neste ponto, ressalvar que outros agentes nitrantes, tais como o sistema mielo-
peroxidase/H,0,/NO,” podem igualmente contribuir para a nitra¢do lipidica e proteica durante
o processo inflamatorio vascular (Podrez et al. 2000).

A formacgao de nitrotirosina, reconhecido marcador da modifica¢do proteica mediada
pelo peroxinitrito (Beckman et al. 1996) estd aumentada em placas ateroscleroticas humanas,
quer nas suas fases iniciais quer nas etapas cronicas da doenca (Leeuwenburgh et al. 1997), o
que indicia o envolvimento desta espécie reactiva na aterogénese. De facto, Leeuwenburgh et al.
verificaram, ao isolar LDL de lesdes aterocleroticas humanas, que a produ¢ao de peroxinitrito
nessas lesoes, inferida pelas concentracdes de 3-nitrotirosina, era cerca de 90 vezes superior a
encontrada em particulas de LDL circulantes (Leeuwenburgh ef al. 1997). Esta espécie reactiva
tem a capacidade de modificar as LDL de forma a que estas sejam reconhecidas pelos recepto-
res scavenger de macrofagos na intima, levando a formagao de células esponjosas e de estrias
gordas, que constituem a lesdo inicial aterosclerdtica (Steinberg ef al. 1989).

Igualmente, na reperfusdo apds uma situagdo de isquémia, ocorre a formacao de ele-
vados niveis de espécies reactivas, incluindo peroxinitrito, superdxido e radical hidroxilo. Os
neutréfilos e macrofagos que se dirigem a esses tecidos isquémicos sujeitos a reperfusao, a fim
de eliminarem as células invidveis, também libertam quantidades apreciaveis de ROS e RNS,
incluindo anido superdxido e 6xido nitrico que exacerbam a lesao dos tecidos envolvidos (Ron-
son et al. 1999).

O ONOOr produzido pelas células vasculares, em determinadas situagdes adversas, in-
fluencia profundamente as respostas inflamatorias vasculares a varios niveis. Durante o processo
inflamatorio, no qual estdo reunidas as condigdes propicias € formagdo de ONOQO-, as reacgdes
deste id0 com mediadores inflamatorios, como as interleucinas e a iNOS, constituem importan-
tes vias de modulagdo desta resposta celular. Ele proprio € capaz de exacerbar a produgao de
muitos destes mediadores, principalmente devido a activagao das vias de transdugdo de sinal
dependentes do NF-kB e do PARP (Matata e Galinanes 2002). Outras ac¢des pro-inflamatorias
consistem no aumento da expressao de moléculas de adesdao (ICAM-1) e de P-selectina pelas
células endoteliais. Para além do que foi dito, sdo inumeras as acgdes bioldgicas desencadeadas
pelo peroxinitrito e/ou pelos seus derivados cujos efeitos tém implicagdes directas e indirectas
no contexto aterosclerdtico. Sucintamente, a inibi¢ao de enzimas antioxidantes (SOD, glutatido
redutase), a deple¢do de antioxidantes (glutatido, cisteina) e de cofactores enzimaticos (BH4,
NADH), a activa¢dao de enzimas e proteinas (metaloproteinases da matriz, cicloxigenase-2,
citocromo ¢, fibrinogénio, glutatido-S-transferase) e a inibigao de enzimas especificas (eNOS,

SOD), a modificagao de receptores, a lesdo do DNA e a disfungao mitocontrial (inactivacao dos
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complexos I, Il e V, e a libertagdo de factores apoptoticos), sdo apenas alguns desses efeitos
(Szabo et al. 2007).

Sao, portanto, multiplos os factores e mecanismos potencialmente envolvidos na atero-
génese, tendo particular destaque o stress nitroxidativo mediado pelo ONOO- indutor de resposta

inflamatoria/imune e também de morte celular, como se falara mais adiante nesta dissertagao.

1.3.2. Sistemas de defesa antioxidante celulares

Uma das muitas defini¢des de antioxidante resume-os como qualquer composto que,
quando presente em pequenas concentragdes comparativamente ao substrato oxidavel, consegue
atrasar ou impedir de forma significativa a oxidagdo daquele substrato (Halliwell et al. 1995). Os
mecanismos de defesa antioxidantes sao cruciais a sobrevivéncia dos organismos € sao propor-
cionados por sistemas enzimaticos e nao enzimaticos. Os sistemas enzimaticos incluem enzimas
extensamente estudadas como a superdxido dismutase (SOD) e a catalase, as quais actuam espe-
cificamente sobre espécies reactivas de oxigénio (ROS), a glutatido peroxidase (GPX), a gluta-
tido reductase, tioredoxina redutase, a heme oxigenase-1 (HO-1), a peroxidase eosinofilica e os
sistemas enzimaticos regeneradores do glutatido (Stocker ef al. 2004). Por outro lado, os sistemas
ndo enzimaticos, geralmente menos especificos, conseguem também actuar como scavengers
de radicais. Estes antioxidantes podem classificar-se como hidrossoluveis (acido ascérbico e
urato) ou lipossoluveis (ubiquinois, retinoides e tocoferdis) consoante actuem primariamente na
fase aquosa ou na regido lipofilica das membranas celulares. O organismo possui antioxidantes
endogenos, incluindo determinadas proteinas plasmaticas, o glutatido, e o urato, mas necessita
de suplementacdo a este nivel, a qual lhe € proporcionada pela dieta alimentar que lhe fornece,
por exemplo, acido ascorbico, carotenoides, retindides, tocoferdis e polifendis (Mates 2000). Sao
varios os estudos que reportam o efeito benéfico dos antioxidantes alimentares ao actuarem de
forma sinergistica com os sistemas antioxidantes endégenos promovendo o reequilibrio redox

celular (Laranjinha et al. 1994).

1.3.2.1. Defesas arteriais contra o peroxinitrito

Alguns autores consideram que existem trés niveis basicos de defesa contra o peroxinitrito,
a prevencao da sua formagao, a sua intercep¢ao antes de alcangar os respectivos alvos biologicos
e a reparacdo dos danos infligidos (Arteel et al. 1999; Klotz e Sies 2003). As vias de sinalizacao

relacionadas com o0 ONOO- podem afectar qualquer uma destas trés estratégias defensivas.
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A prevencao da exposicao das células ao ONOO- passard por impedir a sua produgao
excessiva e descontrolada . Tal desiderato podera ser conseguido inibindo os sistemas enzimaticos
responsaveis pela formacao do ‘NO (NOS) e/ou do anido superdxido (xantina oxidase, NADPH
oxidase) ou impedindo a sua sobreactivagdo induzida por processos inflamatorios como o ate-
rosclerdtico; a neutralizagdo prévia do "NO e O, por scavengers também sera util.

Sdo varios os compostos, incluindo o CO,, tidis, ascorbato, polifenois e também certas
proteinas como as peroxidases, hemoglobina, albumina e selenoproteinas que demonstraram re-
agir com o ONOO" (Koppenol 1998). Nem todas podem ser consideradas vias de destoxificagao,
mas para além do glutatido endogeno, os produtos de origem natural, de que sdo exemplo os
flavondides, tém adquirido reconhecida importancia (Heijnen ez al. 2001; Rahman, Ichiyanagi
et al. 2006), ndo so6 por actuarem como scavengers do ONOO- mas também por interagirem com
produtos intermediarios formados (radical tirosilo).

A reparagao do dano provocado pelo peroxinitrito ¢ levada a cabo, em circunstancias
ndo patologicas, pelos mecanismos de reparagdao celulares normais que podem passar, por
exemplo, pela degradacdo de proteinas oxidadas ou nitradas (Grune et al. 2001). Contudo, a
produgdo sustentada desta espécie reactiva, caracteristica de processos inflamatorios cronicos

como o aterosclerdtico, torna muitas vezes insuficientes estas estratégias de recuperacao tecidular.

2. A apoptose na doenca aterosclerotica

A apoptose ou morte celular programada, pode ser desencadeada por estimulos intrin-
secos ou extrinsecos e caracteriza-se pela diminui¢do do tamanho da célula, fragmentagao do
DNA, activagdo de endonucleases, condensacao da cromatina que se desloca para a periferia
do nucleo, despolarizagao da mitocondria, alteragdes do citoesqueleto e formacao de invagi-
nacdes membranares que resultam em vesiculas, designadas por corpos apoptdticos, que sao
posteriormente fagocitados, limitando a ocorréncia de um processo inflamatorio (Kerr et al.
1972; Green e Kroemer 1998). Este tipo de morte celular desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento dos tecidos e na manuten¢do da homeostase nos organismos multicelulares.
Quando activada, esta morte programada permite a eliminagao de células produzidas em excesso,
com crescimento inapropriado ou portadoras de alteragdes genéticas que, de outra forma, cons-
tituiriam uma ameaga para o organismo. A apoptose distingue-se da necrose, uma vez que esta
ultima € sempre um processo patologico de morte celular caracterizado por um influxo de agua
e 10es extracelulares, resultando em perda de integridade das membranas celulares (Searle et al.

1982). Esta lise celular, muitas vezes associada a um extenso dano tecidular (infecgdes virais,
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bacterianas e trauma), liberta o contetudo citoplasmatico para o meio extracelular desencadeando
um intenso processo inflamatorio.

Em virtude da sua relevancia bioldgica, a apoptose € um processo complexo mas altamente
controlado, estando a sua desregulagdo implicada no desenvolvimento de vérias patologias, quer
por deficiéncia (cancro e doengas autoimunes), quer por exacerbagdo do processo (doencas dege-
nerativas). Diversos estudos demonstraram que a morte celular apoptdtica tem um importante papel
na aterosclerose ¢ doenga cardiovascular, concretamente, no enfarte do miocardio ¢ insuficiéncia
cardiaca (Kang, Yue et al. 2002). A apoptose endotelial tem um papel essencial nas alteragdes da
parede vascular, tendo sido observada na doenga arterial corondria humana e parece ser causada
pela citotoxicidade induzida por linfocitos T citoliticos (Dong et al. 1996). Foi igualmente detec-
tada em lesOes ateroscleroticas de enxertos de veias safena, assim como em lesdes de reestenose
(Vallet e Wiel 2001). Ela ocorre tanto em macrofagos presentes na placa aterosclerdtica, como em
células musculares lisas e células endoteliais. Uma das principais implicagdes clinicas da apoptose
na doenca aterosclerotica ¢ a destabilizacao da placa. A perda de células endoteliais ¢ musculares
lisas da capa fibrotica, associada a proteolise da matriz extracelular, leva a erosao e/ou ruptura da
placa, com consequente trombose (Kockx e Herman 2000).

A apoptose das células endoteliais ¢ um processo altamente regulado. Por exemplo, me-
diadores libertados em infecgdes sistémicas e processos inflamatdrios podem levar ao aumento
da apoptose endotelial e actividade proé-inflamatoria dentro da lesdo aterosclerdtica, explicando
assim a associagdo entre a aterosclerose sintomatica e a inflamacao sistémica (Ridker et al. 1997,
Hotchkiss et al. 2002). A resposta do endotélio difere consoante a natureza do estimulo agressor, as
condicionantes genéticas do organismo, a idade e a localizacao do leito vascular (Stefanec 2000).
Factores como o LPS, TNF-a, IL-1, interferdo, ONOO" e a hipoxia (Messmer et al. 1999) podem
induzir a apoptose de células endoteliais. Diversos estudos demonstram também que as LDLox
sdo capazes de induzir a apoptose de células endoteliais (Vieira et al. 1998). Para além disso, a
interac¢@o destas com outras circulantes pode ainda aumentar a sinalizagdo pro-apoptotica.

No intuito de esclarecer os diversos intervenientes nos mecanismos de morte apoptdtica
far-se-4, em seguida, uma descri¢ao genérica dos mesmos, focando os aspectos mais relevantes,

tendo em conta o trabalho experimental desenvolvido.

2.1. As caspases

As caspases pertencem a uma familia de cisteina proteases que clivam os substratos apds um

residuo de aspartato. Sao intervenientes chave na apoptose, sendo sintetizadas na forma de monémeros
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inactivos (pro-enzimas), necessitando de ser activadas para exercer a sua actividade catalitica. Esta
activagdo ocorre através de multiplos sinais apoptoticos, como as ROS e as RNS (Salvesen e Abrams
2004). A clivagem proteolitica das caspases, nos seus dominios N-terminais, leva a formacao de su-
bunidades activas de diferentes dimensdes (p10 e p20) que vao constituir tetrameros p10/p20 activos.
A activagdo das caspases ¢ impedida por inibidores especificos pertencentes a familia de inibidores da
apoptose (IAP) de que se falard mais a frente (Verhagen et al. 2001). Durante o processo apoptdtico,
estas [APs sao antagonizadas por proteinas libertadas pela mitocondria, tais como a Smac/Diablo e a
Omi/HtrA2 (Du et al. 2000; Suzuki ef al. 2004).

As caspases de mamiferos sdo cerca de 14 e classificam-se, consoante a sua ordem
e mecanismo de activagdo, em caspases iniciadoras (caspases-2,-8,-9 e -10) e efectoras (cas-
pases-3, -4, -5, -6, -7) (Nicholson 1999). As caspases iniciadoras ou apicais sao recrutadas ao
nivel do receptor de morte através do seu dominio DED (death efector domain) (caspases-8 e
-10) ou no citosol, através do dominio RD (recruting domain) (caspases-2 e -9). Estas caspases
activadas vao clivar as caspases executoras, como a -3 e a -7, activando-as, conduzindo, desta
forma, a apoptose através da clivagem de diversos alvos celulares, que incluem mediadores
e reguladores da apoptose, proteinas estruturais, € proteinas relacionadas com a reparagao do
DNA e com o ciclo celular (Li e Yuan 2008). Para além disso, a caspase-3 activada promove
a activacdo da -2 e da -6 num mecanismo amplificador que acentua a via controlada pela
caspase-9 (Slee et al. 1999).

A forma como o estado redox celular pode controlar a apoptose tem sido objecto de
estudo. As modificagdes pds-traducao da cisteina no local catalitico parecem ser importantes
no controlo da actividade das caspases, uma vez que estes residuos sao susceptiveis a oxidagao,
nitrosac¢ao, nitragdo e glutatiolagdo, tendo ja sido publicados varios trabalhos que documentam

este facto (Borutaite ¢ Brown 2001; Barbouti et al. 2007).

2.2. Mecanismos de apoptose

Existem duas vias major que promovem a morte celular: a via dos receptores de morte

(via extrinseca) e a via mitocondrial (via intrinseca) (Hengartner 2000), tal como mostra, es-

quematicamente, a Figura 7.
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Figura 7. As duas principais vias de apoptose celular. A via intrinseca ou mitocondrial ¢ caracterizada pela liber-
tacdo de factores apoptogénicos, como o citocromo c, o AIF, a Endo G, a Omi/HtrA2 e a SMAC/DIABLO, a partir
da mitocondria. Para que ocorra libertacdo destes factores, ¢ necessario que ocorra a permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial, a qual poderd ser promovida por acgdo das proteinas pro-apoptoticas da familia Bel-2, ou atra-
vés do poro de permeabilidade transitoria mitocondrial (PPT). No citosol, o citocromo ¢ associa-se com o Apaf-1
e com a pro-caspase-9, formando-se o apoptossoma, que conduz a activag@o da caspase-9. Esta caspase vai activar
caspases efectoras, como a caspase-3, que, por sua vez, sao responsaveis por clivagens proteoliticas, conducentes as
alteragdes bioquimicas e morfologicas que caracterizam a apoptose. As IAP, proteinas inibidoras das caspases, sdo
neutralizadas pela Omi/HtrA2 e pela SMAC/DIABLO. O AIF e a Endo G, ap6s serem libertados pela mitocondria
para o citosol, translocam para o nucleo onde, de uma forma independente das caspases, induzem a condensagdo
da cromatina e a fragmentacao nuclear. A via extrinseca ou dos receptores de morte, ¢ activada pela ligagdo de
ligandos de morte ao receptor, conduzindo a sua trimerizagdo e formagdo do complexo de sinalizagdo indutor de
morte (DISC), que vai activar a caspase-8. Esta caspase pode activar a caspase-3 ou clivar a Bid, originando a tBid,
que vai interagir directamente com proteinas multidominio como a Bax, induzindo a sua activacgdo e oligomerizagao,
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e libertagdo dos factores apoptogénicos.
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2.2.1. A via mitocondrial

Na via apoptotica mitocondrial, sinais intrinsecos como o dano no DNA mitocondrial,
o stress causado por oxidantes (ROS) ou a auséncia de factores de crescimento, podem induzir
permeabilizacdo da membrana mitocondrial e libertagdo de factores apoptogénicos do espago
intermembranar mitocondrial para o citosol (citocromo c, AIF, Omi/HtrA2, Endo G ¢ Smac/
Diablo)(Figura 7) em resultado de um processo regulado por proteinas da familia Bcl-2, na
membrana externa da mitocondria e que vao activar varios processos de sinaliza¢do, dependentes
ou nao das caspases (Ryter et al. 2007). Na via dependente das caspases, o citocromo ¢ forma o
complexo apoptossoma juntamente com o factor apoptotico activador de proteases-1 (Apaf-1) e a
pro-caspase-9, a qual, por sua vez, vai activar as caspases efectoras, principalmente a caspase-3.
Para além disso, o segundo activador de caspases de origem mitocondrial/proteina de ligagao
directa ao IAP com baixo pl (Smac/Diablo, second mitochondria-derived activator of caspases/
direct IAP binding protein with low pl) antagoniza o efeito inibitério das IAPs, o que exacerba
a activacdo das caspases. O factor indutor da apoptose (AIF, apoptosis inducing factor) ¢ um
mediador de sinalizacao independente das caspases que vai sofrer translocagao para o ntcleo e
induzir condensacdo da cromatina e fragmentacao nuclear (Susin ef al. 1999).

As ROS conseguem desencadear a via apoptdtica intrinseca através de interacgcdes com
proteinas do complexo do poro de permeabilidade transitoria (PPT) mitocondrial (Tsujimoto
e Shimizu 2007). Os varios componentes do PPT sdo todos alvos das ROS que, ao induzirem
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial, conduzem ao colapso do potencial de membrana
(A,,,), a translocagdo da Bax e Bad para a mitocOndria € a libertagdo do citocromo ¢ (Skulachev
20006). A libertagdo do citocromo c, por sua vez, conduz a um incremento dos niveis de ROS

devido ao colapso da cadeia transportadora de electroes (Chen e Lesnefsky 2006).

2.2.1.1. Factores apoptogénicos mitocondriais

O citocromo c, em células normais, encontra-se no espago intermembranar mitocon-
drial, fazendo parte da cadeia respiratdria, onde € responsavel pelo transporte de electrdes do
complexo III para o IV. Apos a permeabilizagdo da membrana mitocondrial decorrente de um
estimulo apoptotico, o citocromo ¢ ¢ libertado para o citosol, ligando-se ao Apaf-1 que, na
presenca de dATP e/ou ATP, sofre oligomerizagdo, permitindo-lhe expor o seu dominio CARD
(caspase-recruitment domain) € assim recrutar a pro-caspase-9. Forma-se assim um complexo
macromolecular designado apoptossoma que leva a activagao da caspase-9 e por fim das caspases
executoras da morte celular, nomeadamente as caspases-3, -6 ¢ -7 (Riedl e Salvesen 2007). As

proteinas inibidoras da apoptose (IAPs), sdo inibidores naturais das caspases que se ligam, quer

43



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

a estas quer as pro-caspases, impedindo a sua activagdo (Shiozaki e Shi 2004). Desta forma, a
presencga de IAPs no citosol assegura que ndo ocorra uma inapropriada indu¢do do mecanismo
apoptotico.

Os factores apoptogénicos proteicos Smac/Diablo, uma vez libertados para o citosol, sdo
capazes de se ligar a varias IAPs, sendo, por essa razdo, considerados activadores das caspases
(Verhagen e Vaux 2002). A Omi/HtrA2, em particular, parece possuir igualmente uma actividade
proteolitica contribuindo, neste caso, para a apoptose de uma forma independente das caspases
(Suzuki et al. 2004).

O factor indutor da apoptose (AIF) ¢ uma flavoproteina normalmente localizada no espago
intermembranar mitocondrial. Apds estimulo apropriado, a sua forma activa transloca para o citosol
e em seguida para o nucleo, onde induz a condensagao periférica da cromatina e a fragmentagao
nuclear (Daugas et al. 2000). Os mecanismos subjacentes a estes efeitos ndo sao totalmente co-
nhecidos, embora tenha sido sugerido o recrutamento de proteases e nucleases (Hong et al. 2004)
e mesmo o eventual envolvimento das caspases (Cande et al. 2004). Importa salientar ainda que o
AIF parece exercer um papel protector contra o stress oxidativo (Miramar et al. 2001).

Por fim, a endonuclease G (Endo G) tem a mesma localizagao do AIF e sofre o mesmo
tipo de translocagdo, culminando com a fragmenta¢do do DNA nuclear, num processo indepen-

dente das caspases (van Loo et al. 2001).

2.2.1.2. A permeabilizacio da membrana mitocondrial

Um factor transversal a permeabilizag@o e libertagdo de factores apoptogénicos mi-
tocondriais ¢ o poro de permeabilidade transitoria (PPT). Este poro estende-se da membrana
mitocondrial externa a interna e € constituido essencialmente por trés componentes proteicos, a
ciclofilina D (CypD), o canal anidénico dependente de voltagem na membrana externa (VDAC,
voltage-dependent anion chanel) e a translocase dos nucleo6tidos de adenina na membrana in-
terna (ANT, adenine nucleotide translocase). De todos eles, apenas a CypD ¢ um constituinte
permanente e modulador do PPT (Schinzel et al. 2005).

A abertura deste poro, despoletada por varios estimulos incluindo, o Ca** e as ROS, tem
sido implicada quer na apoptose quer na necrose, conduzindo a uma dissipagdo do A,,_e, conse-
quentemente, a uma diminuicao da sintese de ATP. Se esta deplecao de ATP for drastica, resultara
em necrose celular; se, pelo contrario, subsistir uma subpopulagdo de mitocondrias funcionais, po-
dera ocorrer morte celular por apoptose. De facto, a abertura do PPT, dada a elevada concentracao

de solutos na matriz mitocondrial, conduz ao influxo de dgua, levando ao intumescimento dessa
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matriz, expansdo da membrana interna e eventual ruptura da membrana externa mitocondriais,
com libertacdo para o citosol de proteinas envolvidas na morte celular (Marchetti ef al. 1996).

Sao multiplos os efeitos reportados ao ONOO- ao nivel mitocondrial (Radi ez al. 2002).
Vérios autores referem que o peroxinitrito € capaz de induzir apoptose por abertura do PPT, con-
duzindo a libertagdo do citocromo c e a activacao das caspases (Scarlett e al. 1996; Packer et al.
1997; Borutaite et al. 2000). Este efeito ¢ em parte conseguido devido a oxidagao de tidis cruciais
na translocase do nucledtido de adenina da membrana interna mitocondrial (ANT) (Vieira et al.
2001) e também no canal anioénico dependente de voltagem (VDAC), os componentes principais
do PPT. O ONOO" promove também a libertagdo de Ca?" pela mitocondria através da oxidagao
de tiois criticos da via de libertacdo de calcio dependente do nucleotido de piridina (Schweizer e
Richter 1996), sistema este que parece existir em estreita ligagdo com o PPT (Radi ez al. 2002).

Embora subsista alguma controvérsia relativamente aos mecanismos de permeabiliza-
¢do mitocondrial, as hipdteses propostas que envolvem o PPT e a familia das proteinas Bcl-2,
sdo as que reinem maior consenso. As proteinas da familia Bcl-2 sdo reguladores centrais da
susceptibilidade da mitocondria a apoptose e da permeabilizacdo da sua membrana (Kelekar e
Thompson 1998). De acordo com a sua fungdo e com a conservacao dos dominios de homologia
(BHI1 a BH4) elas podem dividir-se em trés grupos (Petros et al. 2004). O grupo I, constituido
por proteinas antiapoptoticas como a Bcl-2, Bel-XL, e Bcel-w, apresentam quatro dominios de
homologia BH (BHI1 a BH4). O grupo II ¢ formado por proteinas pro-apoptdticas como a Bax,
Bak ou Bok, que possuem trés dominios de homologia. Por fim, o grupo III também constituido
por proteinas pro-apoptdticas, tais como a Bad, Bim, e Bid, com apenas um dominio de homo-
logia (BH3) (Antonsson 2004).

Tanto a localizagdo, como a actividade intracelular destas proteinas sdo controladas, fun-
damentalmente, pela sua dimerizagao, fosforilagao e protedlise. De facto, a Bax estd normalmente
presente sob a forma de um monoémero citosolico ou fracamente ligada a mitocondria e, apds um
estimulo apoptotico, sofre modificagdes conformacionais que conduzem a sua oligomerizagao e
transloca¢@o para a membrana externa mitocondrial (Antonsson 2001; Kuwana e Newmeyer 2003);
por seu lado, a Bak ja se encontra inserida nesta membrana, sofrendo ai igual oligomerizagao
(Degenhardt et al. 2002). Ambas vao posteriormente conduzir a permeabilizagdo da membrana
mitocondrial e a libertagdo de factores apoptogénicos para o citosol.

Uma vez que o equilibrio entre proteinas pro e antiapoptodticas ¢ determinante para a
sobrevivéncia ou morte celular, as proteinas do grupo I, em particular a Bcl-2, que normalmente
se encontram na membrana externa mitocondrial, conseguem inibir o processo anterior, atra-

vés da formagao de heterodimeros e sequestracao das proteinas pro-apoptoticas multidominio
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(Chipuk et al. 2008). No que diz respeito as proteinas que contém apenas o dominio BH3, a sua
fun¢ao parece ser exercida através da activagdo directa ou indirecta das proteinas pro-apoptoticas
multidomino Bax e Bak. Por exemplo, na presenca de um estimulo apoptotico, a Bid truncada
(tBid), resultante da clivagem proteolitica da Bid pela caspase-8, promove a oligomerizagao
da Bax e da Bak e a inser¢ao na membrana no caso da primeira, o que resulta na formag¢ao do
megaporo (Eskes et al. 2000). A contribuicdo da Bid truncada para a sinalizagdo apoptdtica quer
na via mitocondrial quer na dos receptores de morte permite a interligagdo entre estas duas vias
de apoptose (Luo et al. 1998). Du e colaboradores observaram, muito recentemente, que outros
peptideos (Bmf e Noxa) para além da Bim e Bid eram também capazes de activar a Bax/Bad,
ainda que de uma forma menos potente que os primeiros, alterando a permeabilidade mitocon-
drial e libertando o citocromo ¢ (Du et al. 2011)

As restantes proteinas contendo apenas o dominio BH3, como a Bad e a Bik actuam
sequestrando as proteinas antiapoptéticas, impedindo-as de actuar (Zha et al. 1996). Embora
os mecanismos de indu¢do da permeabilidade transitoria mitocondrial pelos membros pro-
-apoptoticos da familia Bcl-2, sejam ainda controversos, os modelos actualmente mais aceites
sugerem que a sua actuagdo passa por: 1) formacao de poros proteicos, através da sintese de
novo de proteinas (Epand et al. 2002), ii) formagao de poros lipidicos (Terrones ef al. 2004) e

1i1) interaccao com componentes do PPT (Sharpe ef al. 2004).

2.2.2. Via dos receptores de morte

Na via dos receptores de morte, sinais extrinsecos como o ligando Fas, o TNF-a ou
o TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) ligam-se aos respectivos receptores trans-
membranares que oligomerizam formando trimeros. Os principais receptores de morte incluem
o receptor Fas, também conhecido como CD95 ou APO-1, o receptor do TNF-a (TNF-R1) e
os receptores TRAIL (TRAIL-R1 ou DR4 e TRAIL-R2 ou DRS5) (Ashkenazi e Dixit 1999). Os
receptores TRAIL-R3, TRAIL-R4 e a osteoprotegerina sdo considerados receptores “decoy”,
uma vez que, por nao possuirem o dominio citosélico funcional, a ligacao dos ligandos nao leva
a transmissdo de um sinal apoptdtico (LeBlanc e Ashkenazi 2003).

Ap6s areferida trimerizagdo, sdo recrutadas proteinas adaptadoras, como por exemplo a
FADD (Fas-associated protein with death domain) ou a TRADD (tumor necrosis factor receptor
type-1-associated death domain protein), que possuem um dominio efector de morte (DED) que

vai interagir com um dominio homénimo na pro-caspase 8, formando um complexo de sinali-
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zagdo multiproteico designado DISC (death-inducing signaling complex). E este complexo que
por clivagem da pro-caspase-8, leva a activacdo da caspase-8 (Huang et al. 2007). Em células
em que existe uma quantidade significativa de caspase-8 activada ao nivel do DISC (células do
tipo I), esta protease vai activar directamente as caspases executoras, nomeadamente a caspa-
se-3, que, por sua vez, vao executar a apoptose através da degradacao de proteinas reguladoras.
Pelo contrario, em células com niveis reduzidos de caspase-8 activada (células do tipo II), essa
quantidade ndo ¢ suficiente para activar as caspases efectoras, pelo que cliva inicialmente uma
proteina pré-apoptoética, a Bid, gerando a tBid, que vai activar a via apoptdtica mitocondrial
induzindo a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa por interac¢des da tBid com as
Bax/Bad (Figura 7) (Barnhart ef al. 2003). Consequentemente, ocorre a libertagdo de factores
apoptogénicos mitocondriais (citocromo ¢, Smac/Diablo ou AIF) que vao, por sua vez, activar
a pro-caspase-3, libertando a caspase-3. Esta via constitui um sistema de amplificacao do sinal
de morte.

Evidéncias recentes sugerem a possibilidade das ROS serem responsaveis pela activagdo
directa de receptores de morte através da formagao de complexos lipidicos sinalizadores (Zhang,
Yi et al. 2006; Zhang et al. 2007). No entanto, ainda estd por esclarecer a relevancia fisiologica

desta via de apoptose alternativa comparativamente com a classica.

2.3. A morte celular desencadeada pelo peroxinitrito

Quando o stress oxidativo induzido pelo ONOO" excede a capacidade de resposta celular
reparativa podem ser activados mecanismos que levam a iniciagdo do processo apoptotico ou
necrotico (Calcerrada ef al. 2011). Enquanto a exposicao a elevadas concentragdes de peroxinitrito
leva a uma rapida morte celular associada com distirbios energéticos, baixas concentracdes deste
130, apos varias horas, podem levar a morte apoptética dependente da libertagao do citocromo ¢
da mitocondria e activagdo das caspases-3, -2, -8 € -9 (Virag et al. 1998; Zhuang e Simon 2000).

Embora ainda ndo se conheca totalmente o mecanismo de iniciacdo da morte celular
apoptdtica desencadeada pelo ONOQOr, a primeira evidéncia foi referida em timocitos pelo grupo
de investigacdo liderado por Pryor, em meados dos anos 90 (Salgo et al. 1995). Mais tarde, a
caspase-3 também demonstrou ser importante nesta via de morte, em varios tipos de células (Virag
et al. 1998). Sdo intimeros os investigadores que se dedicaram ao estudo dos efeitos citotoxicos
do ONOO" (Ronson et al. 1999; Radi et al. 2001; Szabo 2003; Botti e al. 2005; Brito et al. 2006;

Paixao et al. 2011; 2012) contudo, a forma exacta como o ONOO" despoleta uma ou outra via

47



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

de morte permanece por esclarecer na integra embora a mitocondria pareca desempenhar um
papel chave (Radi et al. 2002; Ferrer-Sueta e Radi 2009).

A mitocondria é reconhecida como fulcral na apoptose, decorrendo neste organelo
uma sequéncia de importantes acontecimentos, incluindo a abertura do poro mitocondrial de
permeabilidade transitdria, a despolarizagdo mitocondrial, a produgdo de anido superoxido e a
libertacdo de mediadores apoptdticos para o citoplasma (Green ef al. 1998). Alguns dos me-
diadores apoptogénicos libertados pela mitocondria actuam como nucleases (endonuclease G),
activadores das nucleases (AIF, citocromo c) ou serina proteases (Omi/HtrA2). O peroxinitrito
parece inibir a cadeia respiratoria mitocondrial inactivando os complexos I, II e III (Lizasoain
et al. 1996) e tem também como alvo um componente do poro de permeabilidade transitoria,
o ANT (Vieira et al. 2001). O papel da mitocondria na apoptose induzida pelo peroxinitrito ¢
também suportado pelo facto da Bcl-2, uma proteina antiapoptotica, inibir a apoptose induzida
pelo peroxinitrito (Virag e Szabo 2000). A nitrotirosina, libertada por proteinas nitradas pelo
peroxinitrito também parece contribuir para a disfun¢ao do endotélio vascular e citotoxicidade
através da promog¢ao de dano no DNA e/ou apoptose (Mihm et al. 2000; Gunaydin et al. 2009).

A activagdo de caspases, particularmente a caspase-3, foi também observada em células
apoptoticas tratadas com peroxinitrito (Green et al. 1998; Zhuang et al. 2000; Paixao et al. 2011),

evidenciando a via mitocondrial.

3. Inflamacao e doenca cardiovascular

A inflamagao constitui uma resposta normal do organismo quando sujeito a uma agres-
sdo tecidular ou infec¢do e tem como objectivo combater invasores como virus e bactérias e
remover células lesadas ou mortas. Os tecidos envolvidos libertam mediadores inflamatérios
(citocinas) como o TNF-a e a IL-1 que, numa complexa cascata de sinalizagdao, controlam
outras citocinas e imunoglobulinas de leucocitos activados, os quais, por sua vez, levam a
produgdo de moléculas de adesdo nos tecidos inflamados. A fagocitose das bactérias pelos
neutrofilos leva a produgcdao de ROS de forma a neutralizar esses microrganismos. Existe,
simultaneamente, a activagdo de diversos sistemas enzimaticos, incluindo a fosfolipase A2, a
cicloxigenase, a 5-lipoxigenase (5-LOX), 6xido nitrico sintase indutivel (iNOS) e o regulador
central do processo inflamatoério, o NF-«xB.

Nas tltimas décadas, diversos factores metabolicos foram implicados na patogénese da

DCYV incluindo a dislipidémia, hipertensdo, alterag@o da tolerancia a glicose e hiperinsulinémia
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(Previtali et al. 2011). Apesar das abordagens terapéuticas dirigidas, em particular, a dislipidé-
mia e a hipertensdo terem revelado apreciavel eficacia na redugdo da progressdo da DCV, os
resultados nao tém sido satisfatdrios, principalmente no que diz respeito as complicagdes da
doenca. Com o aprofundar dos conhecimentos verificou-se que outros factores, para além dos
niveis elevados de colesterol, desempenhavam um papel relevante, pelo que novos marcadores do
risco cardiovascular passaram a ser considerados: a disfuncao endotelial, a inflamagao vascular,
o stress oxidativo e a insulinoresisténcia (Zalba ef al. 2007; Balanescu et al. 2010). Os trabalhos
de investiga¢cdo mais recentes t€ém incidido na relagdo entre a disfun¢do endotelial/tonus vascular
e a inflamacao (Forstermann 2010; Yamamoto et al. 2011).

Em 1995, Stern propos a “Common Soil Hypothesis™ que estabelecia a liga¢ao entre a
aterosclerose, a inflamagao e a sindrome metabolica (Stern 1995), e desde essa altura inlimeras
investigacoes tém vindo a corroborar esta hipotese (Ziegler 2005; Koshiyama et al. 2006) . O
endotélio vascular tem um papel fundamental na regulacdo da homeostase vascular e varias evi-
déncias sugerem que as alteracdes na sua fung¢ao contribuem para a patogénese da DCV (Vita e
Keaney 2002). Tal regulacao ocorre através da producao de factores que actuam localmente na
parede e lumen do vaso, sendo o 'NO um dos mais importantes (Forstermann 2010; Giles e al.
2012). O normal funcionamento vascular pode ficar comprometido por alteragdes na produgao
de "'NO e de factores pro-inflamatdrios como a endotelina-1 (ET-1), aumento da formagao de
peroxinitrito e lesdo no endotélio (Saini et al. 2011). Este estado de disfuncdo endotelial constitui
a primeira etapa do desenvolvimento da aterosclerose, fazendo parte de uma cascata de eventos
pro-inflamatorios e pro-trombaticos.

A proteina C-reactiva (PCR), em particular, a de alta sensibilidade (AsPCR), um importante
parametro biologico da inflamagao cronica subclinica, tem sido reconhecida como um componente
chave na etiologia da doenga macrovascular (Slevin e Krupinski 2009; Li e al. 2012) e considerada
um marcador de risco independente para DCV, como indicador do processo inflamatdrio cronico
subjacente (Ridker ef al. 2003; Slevin et al. 2009). Esta proteina de fase aguda pode interagir com
as cé¢lulas endoteliais, contribuindo para a progressao do processo aterosclerotico ao induzir a ex-
pressdo de moléculas de adesao (Siasos et al. 2011). Tal processo inflamatdrio pode causar disfungao
endotelial, reduzir a biodisponibilidade do ‘NO e aumentar o stress oxidativo, tendo sido sugerido
como um mecanismo iniciador da doenga (Clapp et al. 2004).

O factor nuclear kB (NF-kB) ¢ um factor de transcri¢ao eucaridtico indutivel da
familia de proteinas rel, critico na regulacao da transcrigao de genes especificos, a maioria dos
quais implicados na resposta inflamatoria e imune. A activagdo do NF-kB conduz a um estado

pro-inflamatdrio resultante da indugao de varios agentes como a IL-1, IL-6, COX-2, iNOS e

49



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

moléculas de adesdo, pelo que compostos capazes de contrariar esta activagdo podem trazer

beneficios e contrariar a aterogénese.

4. Vias implicadas na agressao vascular mediada pelo peroxinitrito

As vias de sinalizac¢do celular com as quais o peroxinitrito pode interferir, no contexto
vascular, sdo diversas e com multiplos pontos de interligacao entre si, originando uma comple-
xa rede de acgdes reconhecidamente implicadas na génese e no desenvolvimento de patologias
cardiovasculares, em particular, na aterosclerose. Neste ponto, pretende-se, ndo uma abordagem
exaustiva desses mecanismos de actuagao, mas apenas referenciar, sucintamente, aqueles que foram
objecto de estudo neste trabalho, em concreto, as vias do NF-kB, PI3K/Akt e Nrf2. Os efeitos do

ONOOr ao nivel das 6xido nitrico sintases foram ja atras referenciados no ponto 1.2.4.

4.1. A via do NF-xB

4.1.1. A activacao do NF-xB

Os disttrbios metabolicos como a obesidade, diabetes mellitus tipo 2 e, particularmente,
a aterosclerose foram, durante muito tempo, considerados meras consequéncias da dislipidémia
decorrente da sobrenutri¢ao. Actualmente, ¢ amplamente consensual, que um processo inflamatorio
de baixo nivel esta implicado na iniciagdo e no desenvolvimento das doengas metabdlicas. Consis-
tente com o seu papel central na coordenacdo da resposta inflamatoria, muitos estudos recentes t€ém
relacionado o factor de transcrigdo NF-kB com o desenvolvimento destas patologias, estabelecendo
assim a inflamagao como factor critico na sua etiologia. Os factores de transcricao da familia Rel/
NF-kB estao envolvidos no controlo de uma vasta série de processos, particularmente os que dizem
respeito a resposta celular a estimulos de stress, iniciagdo e manutencdo da resposta inflamatoria e
imune, processos de desenvolvimento e crescimento e ainda na morte celular programada (Karin
e Ben-Neriah 2000). Este factor de transcricao coordena a indugdo de uma grande variedade de
genes que codificam intimeras citocinas pro-inflamatorias (IL-1, [L-2, IL-6 e TNF-a)), quimiocinas
(IL-8, MIP-1a e MCP-1), moléculas de adesao (ICAM, VCAM e E-selectina), proteinas de fase
aguda, receptores imunes, factores de crescimento (VEGF), enzimas indutiveis (iNOS, COX-2 e
metaloproteinases da matriz, MMPs), todas as moléculas envolvidas na inflamagao, proliferacao

celular, adesdao, migragao e invasao (Nam 2006).
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Figura 8. As principais vias de activacdo do NF-«xB (para detalhes ver texto principal).

O NF-xB ¢ um factor de transcri¢do pleiotropico e consiste num complexo de duas
sub-unidades, que vao variando, pertencentes a familia de proteinas Rel/NF-«kB. Esta familia
¢ composta por cinco membros: NF-kB1 (p50/p105; precursor da p50), NF-xB2 (p52/p100;
precursor da p52), RelA (p65), RelB (p68) and c-Rel (p75). As subunidades p50 e p52 sdo sin-
tetizadas como proteinas precursoras, respectivamente, p105 e p100, que pertencem a familia
IkB. Varios complexos NF-kB podem translocar para o ntcleo, por vezes com consequéncias
distintas (Lernbecher et al. 1993), mas o heterodimero mais comum ¢ formado pelas subunidades
p50 (NF-kB1) e p65 (RelA). Todas as subunidades NF-xB contém um dominio de homologia Rel
(RHD, Rel homology domain), uma longa sequéncia de 300 aminodacidos que ¢ responsavel pela
formacgao do dimero, translocacao nuclear, reconhecimento de sequéncias especificas no DNA e
interac¢do com proteinas inibitorias no citosol (IkBs). Em células ndo estimuladas, as subunidades

do NF-kB mantém-se inactivas no citoplasma sob a forma de homo ou heterodimeros, devido a

51



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

ligacdo com IkBs (Karin et al. 2000), uma familia de proteinas com quatro membros conheci-
dos, a [kBa, [kBB, IxBe e a Bcl3, as quais contém repetigdes de anquirina que sao importantes
para a manuten¢ao do NF-kB no citoplasma (Jobin e Sartor 2000). Estas proteinas estabelecem
multiplas ligagdes com o NF-kB que impedem o reconhecimento da sequéncia de localizacao
nuclear (NLS) deste factor de transcricdo, impedindo a sua transloca¢do nuclear e ligacdao ao
DNA (Ghosh et al. 1995), embora assegurem uma imprescindivel activacao transcricional basal
(Janssen-Heininger et al. 2002).

A ligacdo de citocinas ou outros estimulos a receptores celulares de superficie inicia
cascatas de sinalizagdo que convergem na activacao da IKB cinase (IKK), um sistema enzima-
tico que fosforila as IkBs (Ghosh e Hayden 2008). Esta fosforilacao promove a degradacao das
IkB, seguida por ubiquitinacdo e consequente degradacao proteolitica, libertando o NF-kB, que
transloca para o nucleo, onde vai activar a transcrigao dos genes alvo (Janssen-Heininger et al.
2002). O referido complexo IKK consiste em trés subunidades, as cataliticas, IKKa (IKK1) e
IKKp (IKK2) e a subunidade reguladora NEMO (IKKY). As subunidades IKKf e NEMO sao
imprescindiveis a sobrevivéncia celular, devido a sua intervencao em fun¢des metabolicas vitais
(Perkins 2007).

A activagdo do NF-«kB pode efectuar-se, principalmente, por duas vias, esquematica-
mente representadas na Figura 8, e que se classificam em classica (candnica) e ndo classica (nao
canodnica). Esta distingdo baseia-se na degradago induzida das IkBs, particularmente da [kBa,
ou no processamento da subunidade p100, percursora da p52 (Pomerantz e Baltimore 2002).
Na via classica, a principal via de activagao deste factor de transcrigdo, as células estimuladas
por TNF-a ou IL-1, por exemplo, levam a degradacao da IkBa mediada pela sua fosforilagao
promovida pelo complexo IKK. A subunidade IKK, mas nao a IKKa, fosforilam a [kB em dois
residuos de serina terminais (ser 32 e ser 36), tornando esta tltima um alvo para a ubiquitinagao
e subsequente degradagdo pelo proteassoma. Existem ainda outros alvos de fosforilagdo pela
IKK menos usuais, como por exemplo residuos de tirosina (Beraud ef al. 1999). Em contraste
com a fosforilacdo da serina da IkBa, a fosforilagdo da tirosina da mesma molécula é capaz de
activar o NF-«kB na auséncia de degradacdo dependente da ubiquitina (Imbert ez al. 1996).

Por outro lado, a interven¢ao das cinases NIK e IKKa ¢ fundamental na activag¢do da
via alternativa de activagao do NF-xB (Sun 2011). A estimulacdo de receptores especificos leva
a activagao da cinase NIK, que por sua vez activa a IKKa, a qual vai fosforilar a subunidade
p100 em dois residuos de serina C-terminais, levando a degradagao do seu dominio similar ao
IkB, pelo proteassoma (Xiao et al. 2001). A subunidade p52 resultante, juntamente com a Rel
B, translocam entdo para o nucleo, regulando a expressao génica (Hacker e Karin 2006). Uma

das principais caracteristicas desta via ndo cldssica ¢ a reduzida velocidade de processamento da
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p100, que podera durar varias horas, contrastando com os escassos minutos necessarios para a
degradagao do IkB na via classica de activagdo do NF-kB. Uma das explica¢des adiantadas para
este facto esta relacionada com a maior afinidade do IKK para a p100 comparativamente com o
IxB. Importa acrescentar que formas atipicas ou alternativas de activagao do NF-«xB existem, quer
na via candnica quer na ndo candnica. A titulo de exemplo, foi demonstrado que a IKK e outras
cinases (caseina cinase II, cinases activadas por stress ou mitogénios e a PKC), sdo capazes de

activar o NF-kB de uma forma independente do IkBa (Schmitz et al. 2001).

4.1.2. A activacao do NF-kB pelo peroxinitrito

As evidéncias acumuladas até agora sugerem que o NF-kB ¢é sensivel ao estado redox
da célula. Contudo, o papel das ROS e RNS parece estar intimamente dependente do tipo de
célula e dos niveis de oxidantes e antioxidantes existentes, uma vez que o mesmo estimulo, por
exemplo o ‘NO, pode ter efeitos opostos. Por um lado, é um activador do NF-kB (Umansky et
al. 1998) e, por outro, parece impedir a activagdo prolongada deste factor de transcricao e assim
limitar um processo de inflamacdo cronica, em resultado de um mecanismo de retrocontrolo
protagonizado pelo "NO derivado da iNOS, ela propria expressa por accdo do NF-xB (Peng et
al. 1998). Importa acrescentar que, em geral, situagdes que levam a um aumento da expresssao
de iNOS, pelo menos numa primeira fase, levam também a estimulacao da actividade da SOD.
Esta, ao neutralizar o anido superoxido formado, poupara o "NO, ao impedir a reacg¢ao deste com
aquele para dar peroxinitrito. Portanto, as células capazes de assegurar a actividade da SOD con-
seguirdo manter o ‘NO dentro dos limites necessarios para impedir a sobreactivagdo do NF-kB.

O peroxinitrito ¢ uma das espécies reactivas reconhecidas como capazes de acti-
var o NF-xB (Matata et al. 2002). Recentemente, alguns autores (Bar-Shai e Reznick 2006)
demonstraram em células expostas ao peroxinitrito, a activagao do NF-kB dependente da
nitracdo de residuos de tirosina do IxkBa e independente da fosforilacdo e degradacao da se-
rina. Demonstraram, igualmente, que a exposicao prolongada ao peroxinitrito resultou numa
activacdo nao transitoria do NF-xB, contrastando com a observada para o 6xido nitrico, que
leva apenas a uma activagdo transitéria (Figura 9). Embora a fosforilacdo e a nitracdo de
residuos de tirosina ndo sejam mutuamente exclusivas (Monteiro 2002), varias equipas de
investigacdo verificaram que, para baixas concentracdes de peroxinitrito (10-250 uM) a fos-
forilagdo ¢é preponderante enquanto que para elevadas concentragdes esta torna-se diminuida
ou mesmo inibida, prevalecendo a nitracdo daqueles residuos (Kong ef al. 1996; Mondoro
et al. 1997). Por outro lado, verificou-se que o peroxinitrito at¢ 250 uM promovia uma ini-

bi¢do da IKKp por oxidagdo, enquanto estimulava a NIK e a IKKa (Levrand et al. 2005).
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Figura 9. Activacao do NF-xB promovida quer pelo peroxinitrito quer pelo 6xido nitrico. O aumento dos niveis
de 6xido nitrico conduz a uma activagdo transitoria (classica) do NF-kB. Em concreto o "NO activa a IKK que,
por sua vez, fosforila IxBa, conduzindo a sua ubiquitinacao e subsequente degradacdo. O NF-kB assim libertado
¢ translocado para o nucleo onde activa a expressao de varios genes, incluindo o do proprio IkBa, permitindo a
sintese de novo deste inibidor, causando assim o retrocontrolo inibitdrio e a inactivacao do NF-kB. Em contraste, a
activacao do NF-kB pelo peroxinitrito segue uma via alternativa que conduz a uma resposta inflamatodria sustentada.
Este facto advém da nitracdo do IkBa e ndo da sua fosforilagdo o que parece impedir a ubiquitina¢io e posterior
degradagao proteassomica deste inibidor, o que origina uma activacao prolongada do NF-kB. Adaptado e modificado

a partir de Bar-Shai et al. 2006.

Assim, o ONOO" parece exibir um padrao de comportamento bastante controverso,
activando (Janssen-Heininger et al. 2002) ou inibindo o NF-kB (Levrand et al. 2005), conso-
ante as condi¢des. De facto, foi observado que a nitragdo dependente do ONOO- de residuos de
tirosina do IkBa impediam a fosforilagcao nesse residuo e portanto a sua degradacao (Kong et
al. 1996). Gow e colaboradores observaram que a exposi¢do de células endoteliais ao ONOO"
leva a diminuicao do nivel de proteinas fosforiladas e aumento das nitradas (Gow ef al. 1996).
Outros autores demonstraram ainda que a nitra¢do da tirosina pode mimetizar a ac¢do da sua
fosforilacdo, activando a proteina (MacMillan-Crow et al. 2000). O ONOO" parece ser um me-
diador chave no balanco entre a nitragdo e a fosforilagdo da tirosina do IkB, podendo impedir
esta ultima reac¢do, na presenca de elevadas concentragdes de ONOOr, permitindo que a nitragao

seja a mais prevalente (Brito et al. 1999; Monteiro 2002).
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Dependendo das concentragdes locais desta RNS, a nitragao e a fosforilagao de residuos
criticos de tirosina podem ser processos competitivos (Brito ez al. 1999). As moléculas de [kBa
com tirosinas nitradas parecem elas proprias constituir alvos para vias degradativas alternativas
que resultam no aumento de actividade do NF-«B. De referir que, em contraste com a fosforila-
¢ao da serina mediada pela IKK, a fosforilacao da tirosina do IxBa ¢ capaz de activar o NF-«xB,
mesmo na auséncia de degradagdo dependente da ubiquitina¢do do IkBa alterado (Imbert et al.
1996; Bar-Shai et al. 2006). Assim, em contraste com a fosforilagao canonica do IkB nos dois
residuos de serina, tanto a fosforilagdo como a nitragao da tirosina, constituem duas formas atipi-
cas de promover a activagdo do NF-kB. O facto da nitragdo da tirosina poder prevenir ou reduzir
os efeitos da sua fosforilagao, pode ser uma das razdes pelas quais se observa que a exposi¢ao
ao ONOO" nao bloqueia a activacdo de vias de sinalizagdo que se baseiam na fosforilagdo da
tirosina, podendo mesmo potenciar algumas delas (Klotz et al. 2002). Contudo, esta situagao
deixa de ser possivel, quer na via classica quer na ndo classica, para concentragdes elevadas de
ONOQOr, a partir das quais a nitragdo da tirosina passa a prevalecer (Bar-Shai et al. 2006).

Segundo o grupo de investigacao liderado por Reznick, quando a nitragdo da tirosina
nao ¢ impedida, ocorre a activagdo nao canonica do NF-xB. Por outro lado, quando essa nitragao
estd impedida, com agentes como a epigalhocatequina-3-galhato, ocorre a via canonica. Contudo,
o bloqueio da nitragdo nao exclui a possibilidade de ocorréncia da via oxidativa de activagao do
NF-«B pelo ONOO- através da fosforilagdo da NIK e IKK (Bar-Shai et al. 2006).

Assim, estas duas quimicas do ONOOr, oxidativa e nitrativa, ndo se excluem mutua-
mente. Na realidade, pode assumir-se que as vias alternativas de activacao do NF-kB e modifi-
cacdes pos-tradugdo podem ser desencadeadas pelo ONOO- através da nitracao e/ou oxidacao,
consoante o balanco redox da célula pelo que constitui um desafio saber qual das vias esta a
contribuir para os efeitos observados. A exposi¢do celular as RNS esta também associada com
a deplecdo do GSH e consequente stress oxidativo, aumentando a activagdo do NF-kB (Sen et
al. 1997). Salienta-se ainda que em circunstancias conducentes ao aumento da expressao da
iNOS, as células incapazes de aumentar a actividade e/ou expressdao da SOD, por forma a que
ndo ocorra deple¢ao do ‘NO pelo superdxido (permitindo assim um retrocontrolo negativo para
a sinalizag¢ao pelo NF-kB), reinem condigdes propicias para se verificar aumento do ONOO" e

entdo ocorrer uma forma alternativa de activagdo do NF-«B (Janssen-Heininger et al. 2002).

4.2. A via da PI3K/Akt

A via de sinalizacao da fosfatidil-inositol 3-cinase/proteina cinase B (PI3K/Akt) esta
envolvida em multiplos aspectos da homeostasia celular nomeadamente na proliferacao, cresci-
mento e sobrevivéncia, uma vez que constitui um ponto de partida para muitos outros processos

de sinalizagao celulares.
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Os fosfatidilinositois sao fosfolipidos situados na porgao citosolica das membranas
eucarioticas e que constituem substratos para cinases lipidicas que fosforilam especificamente o
inositol em 3’-OH. A PI3K ¢ uma cinase lipidica heterodimérica que consiste numa subunidade
reguladora (p85) e numa subunidade catalitica (p110), sendo capaz de desencadear uma série de
respostas biologicas (Wymann e Pirola 1998). A PI3K ¢ activada pela fosforilacdo de residuos
de tirosina da p85 por tirosinas cinases provenientes de receptores de factores de crescimento
activados (Heldin 1995) ou de nao receptores (p60-src) (Kapeller e Cantley 1994), através de
ligacdes estabelecidas com os dominios SH2 deste complexo enzimatico. A ligagdo da PI3K
a moléculas sinalizadoras leva ao recrutamento dos complexos p85/p110 para a membrana
plasmatica e a activacao subsequente da subunidade catalitica, p110. A p110 activada fosforila
fosfatidilinositdis, originando assim moléculas que constituem segundos mensageiros necessarios
para a o recrutamento da Akt para a membrana plasmadtica e consequente activacao.

Citocinas, factores de crescimento e certos oncogenes demonstraram actuar como
inibidores da apoptose, sendo que, em muitas situagdes esse efeito ¢ mediado pela activacao da
Akt induzida pela PI3K (Kennedy ef al. 1997; Marte e Downward 1997).

A diversidade de formas de activagdo da PI3K associada a sua afinidade para multiplos
substratos decorrente da sua dupla actividade enziméatica como cinase lipidica e proteica, deter-
minam para esta enzima uma interven¢ao importante no controlo do crescimento celular mas,
o seu efeito principal verifica-se ao nivel da resposta ao stress constituindo um dos principais
factores responsaveis pela transmissao de sinais antiapoptéticos, controlando assim a sobre-
vivéncia celular (Franke ef al. 1997; Gerber ef al. 1998). Neste contexto, estudos das vias de
activa¢do da Akt demonstraram a interven¢do da PI3K (Burgering e Coffer 1995; Franke et al.
1995). A activacdo da Akt ocorre através da ligagao de produtos lipidicos resultantes de reac¢des
da PI3K, seguida da sua translocacdao para a membrana e fosforilagao pelas proteinas cinases
PDK1 e PDK2. Esta descrito que a activacao da Akt pode inibir a morte apoptdtica em varios
tipos de células (Dudek et al. 1997; Kennedy et al. 1997; Fujio et al. 2000). No que diz respeito
as células endoteliais, a activagao da Akt parece ser essencial para a citoprotec¢ao induzida pela
matriz e pelo factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF, vascular endothelium growth
factor) (Gerber et al. 1998; Fujio e Walsh 1999).

Sao conhecidos varios mecanismos independentes de activagao da Akt (Krasilnikov
2000) que impedem ou bloqueiam o processo apoptdtico. Contudo, até a data, de todos os mem-
bros da familia Bel-2, apenas a Bad, parece constituir alvo para a Akt (Zha et al. 1996; Zundel
e Giaccia 1998). Para além disso, em certos tipos de células, a Akt parece inibir directamente
a actividade das caspases, o que também podera estar na base dos seus efeitos antiapoptoticos.

Como ja foi anteriormente discutido, o ‘NO produzido pela eNOS ¢ um importante regu-

lador da homeostase cardiovascular ao promover a vasodilatacao, inibir a agregagao plaquetar e
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a adesdo de leucocitos, e a proliferacdo de células musculares lisas. Por estas razdes, a activagao
da eNOS e alibertagdo do "NO sao altamente reguladas (Corson ef al. 1996; Garcia-Cardena et
al. 1996). Fulton e colaboradores demonstraram que, apds exposi¢ao de células endoteliais ao
VEGEF ou ao shear stress fisiologico, a Akt activava a eNOS através da sua fosforilacao, levando
a um aumento da producao de ‘NO pelas células endoteliais (Fulton e al. 1999). A activagdo da
via da PI3K/Akt, causa a fosforilagdo e activacdo da eNOS, independente dos niveis de Ca?",
coexistindo com um mecanismo dependente deste ido (Dimmeler ez al. 1999). Em situacdes
patogénicas, esta via da PI3K/Akt encontra-se inibida, o que origina uma reducgao dos niveis de
expressao e actividade da eNOS, pelo que o estado de activagdo da Akt endotelial, devera ser
considerado na avaliacdo do tonus vasomotor do endotélio. O reconhecimento de que a Akt ¢ um
regulador da eNOS sugere que a perturbacao da sintese de NO que ocorre na hipercolesterolémia
e aterosclerose podem resultar de alteracdes na interac¢ao Akt-eNOS .

A activagao da via da PI3K tem sido igualmente implicada na ativagao do NF-kB in-

duzida pela fosforilacdo da tirosina-42 do IkBa (Beraud et al. 1999).

4.3. A via do Nrf2 e a producao da HO-1

O factor nuclear E2 p45-related factor 2 (Nrf2), expresso de forma ubiqua, ¢ um
membro da familia de factores de transcri¢ao basicos leucine zipper (bZip) (Surh et al. 2008) e
considerado um regulador chave no sistema de defesas antioxidantes celulares, ao controlar a
expressao basal e induzida de mais de 200 genes (L1, Ichikawa et al. 2009).

Em condigdes normais o Nrf2 encontra-se sequestrado no citoplasma associado a uma
proteina inactivadora, a Keap 1 (Kelch-like ECH-associated protein I) (Kang, Choi et al. 2002;
Jaiswal 2004). A associagao do Nrf2 a esta proteina inibidora também faz dele alvo para a ubi-
quitinacao e posterior degradagdo pelo sistema catalitico proteassomico, resultando na reduzida
expressao basal dos genes associados a este factor de transcri¢ao (Zhang 2006; Niture et al. 2010).

A activacdo do Nrf2 ocorre numa situagdo de agressao celular resultante, por exemplo,
do aumento dos niveis intracelulares de ROS (Itoh et al. 2004), do shear stress, ou da estimula-
¢do por outro tipo de compostos, incluindo fitoquimicos (Eggler ef al. 2008). A proteina Keap 1
¢ extremamente rica em residuos de cisteina, actuando como um sensor redox celular. Embora
estas modifica¢des oxidativas dos residuos de cisteina do Keapl sejam cruciais para a activagao
do Nrf2, dados recentes sugerem que a fosforilacdo de residuos de serina/treonina no proprio
Nrf2 por cinases modula também o movimento deste factor de transcri¢do e a sua acumulacao

nuclear (Surh et al. 2008). Ap6s indugao pelos compostos referidos, ocorrem alteragdes estru-
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turais na Keap1l, que conduzem a dissociacdo do complexo Keap1/Nrf2, impedindo a ubiquiti-
nacdo do Nrf2, e permitindo a sua transloca¢do nuclear (Dinkova-Kostova et al. 2002). Estao
descritos activadores do Nrf2 que actuam nao através da indugdo da sua translocagdo nuclear,
mas sim impedindo a respectiva degradacdo pelo sistema ubiquitina-proteassoma (Dreger ef al.
2010). Importa ainda acrescentar que o sistema Keap 1/Nrf2 podera nao ser apenas regulado
por estimulos pro-oxidantes, mas também por vias independentes de stress como a sinalizagao
mediada pela cinase da glicogénio sintase (GSK)-3B (Paine et al. 2010).

Ap0s translocagdo para o ntcleo, o Nrf2 forma heterodimeros com pequenas proteinas,
as Maf, ligando-se em seguida, a elementos de resposta antioxidante/electrofilica (ARE/EpRE)
situados em regides promotoras de genes que codificam varias proteinas antioxidantes e enzimas
de destoxificacao de fase II.

Os genes activados pelo Nrf2 asseguram a homeostase redox das células, o seu cres-
cimento e apoptose, a biogénese mitocondrial (Piantadosi et al. 2008), funcdes inflamatoérias
e a expressdo de enzimas de fase Il (Zhang 2006). Algumas destas ultimas incluem a heme
oxigenase-1(HO-1), a catalase, a glutatido peroxidase (GPx), a superdéxido dismutase (SOD),
a tioredoxina, a NADPH:quinona oxidoreductase 1 (NQO1) e a glutatido S-transferase (GST)
(Surh et al. 2008) (Figura 10). O gene nrf2 apresenta um elevado nivel de conservagao nos ver-
tebrados (Kobayashi e Yamamoto 2006).

Uma vez que a acumulagdo cronica do Nrf2 no nticleo ¢ lesiva, ele € localmente degra-
dado, por autoregulacdo, apos ligacdo a Keap1 entretanto deslocada para o nticleo, interrompendo
assim a expressao génica (Niture ef al. 2010).

Sdo inimeras as patologias que implicam a desregulacao do Nrf2, incluindo as doengas
cardiovasculares. O Nrf2 ¢ fundamental para o normal funcionamento cardiaco e vascular. Em
células da aorta bovina, dadores de ‘'NO demonstraram aumentar os niveis de Nrf2 e, em células
adrticas humanas, o fluxo laminar teve resultados semelhantes (Griendling e FitzGerald 2003).
O papel do Nrf2 na protec¢ado celular ¢ sugerido como um dos mais importantes mecanismos de
resposta ao insulto oxidativo (Surh ef al. 2008) e diversos estudos em animais knockout para este
factor (Zhu et al. 2008) ou que o sobreexpressam (Levonen et al. 2007) suportam esta afirmagao.

A inducdo coordenada de enzimas citoprotectoras dependentes do Nrf2, capazes de
neutralizar directa ou indirectamente espécies reactivas, incluindo as RNS, ¢ crucial para que as
células consigam sobreviver. A intervenc¢ao do peroxinitrito na activagao do Nrf2 ¢ particularmente
dependente dos tecidos envolvidos e das concentragdes atingidas.

Um dos elementos chave na resposta celular ao stress ¢ a heme oxigenase-1 (HO-1), enzima
que catalisa a etapa limitante da degradacao do heme livre, potencialmente toxico, a biliverdina

(rapidamente metabolizada a bilirrubina), ferro livre e monoxido de carbono e que apresenta acti-
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vidade antioxidante, anti-inflamatoria e antiapoptotica (Tenhunen et al. 1968; Ryter et al. 2006). A
deficiéncia desta enzima tem sido implicada em varias doengas incluindo a aterosclerose, hiperten-
sdo, lesdo pulmonar devida a hipdxia, neoplasias, rejeicao de transplantes, enfarte do miocérdio,
doencga de Alzheimer e doenga renal do diabético (Gozzelino et al. 2010). Esta enzima apresenta uma
reduzida expressao basal na maioria dos tecidos e embora o seu substrato, o grupo heme, seja o seu
principal indutor, a HO-1 pode ser estimulada por muitos outros factores, em concreto, radiagao UV,
endotoxinas, produtos bacterianos, citocinas, factores de crescimento, metais pesados, shear stress

e oxidantes tais como o perdxido de hidrogénio e o peroxinitrito (Maines 2005; Paine et al. 2010).

Xenobiéticos
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NQO1
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Figura 10. Esquema representativo da regulagdo da transcri¢ao génica mediada pelo Nrf2. Sdo varios os mecanismos
propostos para a regulacdo do Nrf2 em resposta ao stress oxidativo. Na auséncia de agressao oxidativa, o Nrf2 ¢
continuamente degradado pelo proteassoma. Em resposta ao stress oxidativo, a xenobioticos ou a antioxidantes,
o Nrf2 dissocia-se do Keapl e transloca para o nucleo. No caso especifico da regulagdo da HO-1, o repressor da
transcricdo Bachl desempenha um importante papel. Em condigdes basais este repressor da transcri¢ao esta ligado
aregido promotora da HO-1. Quando a célula ¢ agredida por um estimulo oxidante ou por niveis elevados de heme,
o Bachl é removido da regido promotora, permitindo a ligagdo, a esse mesmo local, do Nrf2 entretanto translocado
para o nucleo. Sdo varios os factores aparentemente responsaveis pela dissociagdo do Keapl, nomeadamente a oxi-
dagdo dos seus grupos tiol, a fosforilagdo do Nrf2, a localiza¢do nuclear do Keap1l e Nrf2 ou ainda sinais nucleares
para o sistema Keap1/Nrf2. A transcricdo génica mediada pelo Nrf2 via ARE inclui varios genes envolvidos na
resposta ao stress, metabolismo de compostos, destoxificagdo e transporte. Abreviaturas: ARE, antioxidant res-
ponse element; Bachl, BTB and CNC homologue 1; HO-1, heme oxigenase-1; Keapl, Kelch-like ECH-associated
protein 1; Nrf2, NF-E2-related factor 2; ROS; reactive oxygen species. Adaptado e modificado de Paine et al. 2010.
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Os produtos da actividade da HO-1 desempenham importantes fungdes sistémicas,
salientando-se a intervencdo vascular: o CO ¢ um importante vasodilatador, modulando o
tonus vascular, em particular, quando existe deplec¢ao do ‘NO, e a biliverdina e o produto da
sua oxidagao enzimatica, a bilirrubina, sdo potentes antioxidantes. Apesar de ocorrer também
um aumento dos niveis de ferro livre, a inducao simultanea da ferritina intracelular pela HO-1,
diminui os efeitos citotoxicos daquele catido.

S6 recentemente foi indiscutivelmente reconhecido o papel da HO-1 como imunomo-
duladora e anti-inflamatoria, continuando a ser alvo de intensa investigagdo, em particular,
no contexto vascular. A monocamada endotelial, ao constituir uma barreira entre a circulagao
sanguinea e os tecidos inflamados, estd intimamente relacionada com a inflamacao. Como ja
foi descrito neste capitulo introdutorio, o endotélio regula o recrutamento e a transmigragao
de leucocitos polimorfonucleares e linfocitos T para o local da lesdao (Cook-Mills e Deem
2005). Em culturas de células endoteliais a HO-1, e em particular os seus produtos, biliverdina
e bilirrubina, demonstraram afectar a interaccdo daquelas células imunes com o endotélio,
diminuindo a sua adesao. A titulo de exemplo, animais de experiéncia knockout para a enzima
foram mais susceptiveis a lesdo endotelial e a morte apoptdtica (Hayashi et al. 1999; Kawamura
et al. 2005). A sua actividade anti-inflamatoria parece decorrer de varios efeitos nas funcdes
endoteliais, nomeadamente da inibicdo da expressao de varias moléculas de adesdo induzidas
pelo TNF-a e também do recrutamento de células progenitoras endoteliais (Wagener et al.
2003; Soares et al. 2004; Wu et al. 2009). As LDL oxidadas demonstraram também aumentar
a expressao da HO-1 em culturas de células endoteliais e musculares lisas e também durante
a aterogénese, particularmente no local das lesdes ateroscleroticas (Hoekstra et al. 2004).

Embora o CO seja genericamente considerado um gas toxico, aquele especificamente
derivado da HO-1, apresenta importantes fungdes fisiologicas como molécula sinalizadora
(Kim et al. 2006). Parece estar implicado na regulacdo da apoptose, vasodilatagdo e inflamagao
ao ponto de constituir uma promissora abordagem terapéutica, intensamente estudada através
do recurso a moléculas libertadoras de CO (CORMs, CO-releasing molecules), capazes de
fazer chegar o CO as células alvo, contornando os seus efeitos toxicos (Motterlini et al. 2005).

A expressao da HO-1 ¢ primariamente regulada ao nivel transcricional, sendo varios
os factores de transcri¢cdo implicados na sua inducdo, todos eles dependentes do estado redox
celular, em concreto, o Nrf2, o Bachl (BTB and CNC homolog 1), o NF-xB e o AP-1, sendo
o Nrf2 dos mais importantes no controlo da expressao desta enzima. Contudo, ndo ¢ conclu-
sivo se a indugdo de HO-1 dependente do Nrf2 faz parte de uma resposta protectora genérica,
orquestrada pelo Nrf2, e que inclui outros genes como a NQO1 ou a tioredoxina reductase-1,

ou se, constituira um mecanismo especifico de indu¢do da HO-1 envolvendo o gene brahma-
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-related 1 (BRG1I). Este gene parece ser necessario para o recrutamento especifico do Nrf2
para a regido promotora do gene da HO-1, mas ndo para a regido promotora de genes que
codificam outras proteinas destoxificantes de fase Il (Zhang, Ohta et al. 2006).

O repressor da transcri¢ao Bach1 ¢ considerado um regulador chave na expressao indu-
zida da HO-1 (Figura 10). Tal como o Nrf2, pertence a familia CNC de factores de transcri¢ao
e também se liga a proteinas Maf nucleares, que, por sua vez, se ligam a regides promotoras
especificas como as ARE da HO-1 (Igarashi e Sun 2006). No entanto, ao contrario do Nrf2, o
Bachl tem seis motivos reguladores hémicos, que sdo cruciais nas suas fungdes, concretamente
na repressao da expressao da HO-1, na presenca de quantidades intracelulares reduzidas de
heme. Assim que os niveis de heme aumentam, o Bachl altera a sua conformagao e dissocia-se
da regido promotora da HO-1, permitindo a ligagdo do Nrf2 e a expressdo da enzima (Ogawa
et al. 2001). Recentemente, foi também demonstrado que concentragdes elevadas de heme
condicionam a degradacdo proteassémica do Bachl, controlando os seus niveis celulares
(Zenke-Kawasaki et al. 2007).

Evidéncias experimentais tém revelado que, em células vasculares, a expressao da
HO-1 ¢ induzida ndo so6 pela activagao da PI3K/Akt (Martin et al. 2004) mas também por um
mecanismo dependente da mitocondria, em resposta a varios estimulos, incluindo citocinas e
factores de crescimento (Hamdulay ef al. 2010). A indugado da expressao da HO-1 pelo NF-kB
esta envolta em alguma controvérsia, tendo sido sugerido o seu envolvimento directo, uma
vez que foram detectados elementos kB na regido promotora da HO-1, em ratos (L1, Guo et al.
2009); contudo, este facto foi posto em causa por outros autores que defendem que a indugao
da enzima ¢ independente deste factor de transcri¢do (Min et al. 2011).

Sao varios os autores que demonstraram a activagao do Nrf2 e consequentemente
da HO-1, em diversos tipos de células tratadas com peroxinitrito através de diferentes vias
incluindo a da PI3K/Akt atribuindo a este stress, dito moderado, a capacidade de conferir as
células um mecanismo adaptativo de sobrevivéncia (Kang, Choi et al. 2002; Li et al. 2006;
Mattart et al. 2012). Todavia, ¢ necessario ter em consideragdo a sobreproducdo continua
de espécies reactivas, particularmente de peroxinitrito, que ocorre no processo inflamatério
que caracteriza a aterogénese, conducente a disfun¢ao endotelial e morte celular; ou seja, a
permanente exposicao do endotélio vascular a um forte oxidante, como o peroxinitrito, ndo
constituird, a médio/longo prazo, uma agressdo de caracter moderado. Para além disso, nos
vasos sujeitos a shear stress ou com lesao, a produgao desta e de outras espécies reactivas, esta
comprovadamente exacerbada, traduzindo-se numa agressao de elevada toxicidade incapaz

de ser mitigada pelas defesas celulares.
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O restabelecimento do normal metabolismo celular implica a interligacao de respos-
tas provenientes de sistemas antagonizantes, em particular do sistema Nrf2/Keapl e NF-kB
(Figura 11). Por exemplo, a activagao do Nrf2 através de alteragdes do Keapl por produtos
da COX como a 15d-PGI2, o H,0, ou quaisquer outros oxidantes resultantes da actividade de
enzimas como a NOX e LOX, parece ser uma realidade (Brigelius-Flohe e Flohe 2011). Nao
existem evidéncias absolutamente conclusivas indicando que o Nrf2 possa directamente inibir
a sinalizacao pelo NF-«B (Li, Khor ef al. 2008). Porém, o inverso parece ser uma realidade,
Jj4 que o NF-kB consegue reprimir directamente o Nrf2, ao nivel transcricional, ao competir
por uma proteina co-activadora, a proteina ligadora do CREB (cAMP Responsive Element
Binding Protein), a CBP (CREB binding protein) (Liu, Qu et al. 2008).

Concluindo, sao diversas as vias de transdugao de sinal que podem potencialmente ser
influenciadas pelo peroxinitrito, sendo que, para a sua maioria, € possivel encontrar pontos de
ligagdo, directos ou indirectos entre elas, o que justifica a complexidade de respostas celulares

despoletadas por este oxidante.

Mediadores
Anti-inflamatérios

Rsposta ao stress
Destoxificaciao
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Figura 11. NF-xB e Nrf2: duas vertentes opostas na resposta inflamatdria. A formagao de espécies reactivas leva a
activacao do NF-kB mas também oxida o sistema Keap1/Nrf2. O NF-«xB exacerba e perpetua a resposta inflamatoria
ao desencadear a expressao de mediadores pro-inflamatorios como enzimas e citocinas. Por sua vez, a activagdo do
Nrf2, resultante da oxidagdo do Keapl, minimiza aquela resposta inflamatoria, através do aumento da expressao de
proteinas com propriedades anti-inflamatorias. Abreviaturas: ARE, antioxidant response element; Keapl, Kelch-like
ECH-associated protein 1; Ntf2, NF-E2-related factor 2. Adaptado e modificado de Brigelius-Fhloé¢ ef al. 2011.

62



Capitulo 1 - Introdugdo Geral

5. As antocianinas e a aterosclerose

As antocianinas (do Grego anthos, flor € kyanos, azul) constituem uma das principais
classes de flavondides e encontram-se amplamente distribuidas em flores, vegetais e frutos. Este
grupo de pigmentos hidrossoltuveis tem sido alvo de grande interesse nos tltimos anos devido
ao seu elevado consumo na dieta regular humana, quando comparado com outros flavonoides
e ao qual sdo atribuidos inimeros beneficios ao nivel da promogao, prevengao e tratamento de

varias patologias, nomeadamente as do foro cardiovascular.

5.1. Consideracoes quimicas e distribuicao

As antocianinas encontram-se dissolvidas na seiva vacuolar dos tecidos epidérmicos de
flores e frutos, aos quais emprestam cor rosa, vermelha, azul ou violeta. Podem estar presentes
em todos os orgdos da planta, frutos, flores, caules e raizes, onde desempenham fungdes antioxi-
dantes, fotoprotectoras, de defesa (por exemplo, a cianidina-3-glucosido inibe o crescimento de
larvas na planta do tabaco) e perpetuacao das espécies. Servem ainda como critério taxondmico
na classificagdo de plantas. Os niveis de antocianinas dentro do mesmo tipo de fruto podem
variar devido a factores internos e externos, incluindo factores genéticos, intensidade e tipo de
luz, temperatura, processamento e armazenamento.

A estrutura quimica bésica de uma antocianina ¢ a de um difenilpropanoide [C6 (anel
A)-C3(anel C)-Cé6(anel B)] baseado numa estrutura em anel polifenolica (Figura 12). Estes com-
postos ocorrem principalmente como glicésidos da respectiva aglicona (antocianidina), com a
molécula do hidrato de carbono geralmente ligada a posi¢ao 3 do anel C, ou a posigao 5,7 do anel
A. A glicosilagdo em 3°,4°,5’ do anel B € muito rara. Existem mais de 600 antocianinas descritas
sendo classificadas em diferentes tipos consoante os substituintes no anel B, o tipo € o nimero
de acucares conjugados e a presenga ou auséncia de grupos acilo (Prior e Wu 2006). Existem
seis tipos principais de antocianidinas: pelargonidinas, cianidinas, delfinidinas, peonidinas,
petunidinas e malvidinas (Figura 12) que podem estar ligadas a residuos de glicose, galactose,
ramnose, xilose ou arabinose sob a forma de mono-, di-, ou trissacarideos. A sua estabilidade
¢, essencialmente, atribuida a presenga de uma molécula de glicose na posi¢ao 3, para além de
poderem formar complexos com outros flavondides (copigmentagdo). Salvo raras excepgoes, as

agliconas raramente existem nas plantas.
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Figura 12. Estrutura quimica das antocianidinas.

Na dieta humana, as antocianinas sdo encontradas no vinho tinto, em algumas varie-
dades de cereais, em varios vegetais folhosos e tubérculos (couve, feijao, cebola, beringelas e
rabanete), mas a sua maior abundancia ocorre nos frutos. Para a maior parte destes compostos
os pesos moleculares oscilam entre 400 a 1200 Da. As uvas, por exemplo, sdo essencialmente
constituidas por cinco monoglucdsidos de malvidina, peonidina, petunidina, cianidina e delfini-
dina. As antocianinas das uvas apresentam uma enorme simplicidade estrutural mas permitem
que a coloracdo do vinho tinto persista durante longos periodos de tempo (Brouillard et al.
2003). Na maior parte dos frutos destaca-se a cianidina-3-glucosido (Cy3glc), sendo que no
vinho tinto ¢ a malvidina-3-glucésido (Mv3glc) a mais abundante (Ogawa et al. 2008).

A percentagem de antocianinas nos alimentos € geralmente proporcional a intensidade
da cor e pode alcangar valores de 2-4 g/kg de peso fresco em groselhas e amoras, valores que,
em regra, aumentam a medida que o fruto amadurece. Encontram-se, preferencialmente, na
pele, embora algumas também existam na polpa, como sdo exemplo os frutos vermelhos (mo-
rangos e cerejas). O vinho contém entre 100 a 1000 mg de antocianinas /L sendo que estas sdo
transformadas em varias estruturas complexas a medida que o vinho envelhece (Es-Safi et al.

2002; Andlauer et al. 2003).
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Estes pigmentos apresentam diferentes formas quimicas, coradas ou ndo, consoante
o pH (Figura 13). Em condig¢des fortemente acidicas, as antocianinas assumem a forma de um
130 flavilio, apresentam cor vermelha e sdo relativamente estdveis. Em condi¢des de pH pouco
acidicas ou neutras elas sdo convertidas em pseudo-bases incolores devido a reac¢ao com a agua,
tornando-se assim instaveis (Brouillard et al. 2003). As cianidinas, com dois grupos hidroxilo
no anel B sdo as mais amplamente distribuidas, seguindo-se as delfinidinas. A distribui¢ao das
antocianinas nos principais alimentos vegetais tem sido alvo de extensa investigagao (de Pascual-
-Teresa et al. 2010) ainda que se saiba que os consumos diarios sdo muito variaveis (Chun et
al. 2007).

OH
O
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Z O-Glu
OH
OH. . on Z | OH o
_VH0-Glu _
HO\ /\, N HO\(\ 0
K — |
—
\/\0 Glu f Z>0-Glu
OH
Z-chalcona E-chalcona Pseudobase

Figura 13. Alteragdes estruturais das antocianinas, exemplificadas para a Cy3glc, numa soluc¢do aquosa, em funcao do
pH. A antocianina ocorre na forma de chalcona a pH neutro (pH 7-8). Em condigdes ligeiramente acidicas forma-se
uma pseudobase carbinol (pH 4-5). Num meio fortemente acidico (pH 1), o anel C transforma-se em anel aromatico, o
que confere a intensa coloragdo vermelha a molécula. A oxidag@o do anel B, a pH 6-7, origina uma estrutura quinoidal

igualmente corada, com eliminagdo da carga positiva. Abreviaturas: Glu-glucose. Adaptado de (Lapidot ez al. 1999).
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5.2. Absorc¢io, metabolismo e biodisponibilidade

Sao iniimeros os trabalhos dedicados a problematica questao da biodisponibilidade das
antocianinas e que se encontram sintetizados em vdrias revisdes (McGhie e Walton 2007; Crozier
et al. 2009; Williamson et al. 2009; Del Rio et al. 2010; Tsuda 2012), pelo que neste subcapitulo
apenas serdo referenciados alguns dos dados considerados mais relevantes sobre este assunto.

A ingestdo humana de antocianinas varia consideravelmente com os héabitos alimentares
estando a sua actividade biologica intimamente ligada a respectiva absor¢ao e metabolismo. Em
paises ocidentais, o consumo de antocianinas foi estimado em 180-215 mg/dia (Wu et al. 2006)
pelo que em paises como Portugal, onde ainda se pratica a chamada dieta mediterranica, se pre-
vejam valores mais expressivos. O seu consumo, sob a forma de vinho tinto, foi proposto como
parte da justificagdo do designado “Paradoxo Francés” no qual, uma dieta rica em gordura saturada
associada a consumos moderados de vinho tinto, ndo conduz ao aumento do risco cardiovascular
observado noutros paises (Renaud e de Lorgeril 1992). Contudo, os estudos que discriminam as
concentragdes necessarias a uma efectiva actividade biologica sdo muito escassos. Refere-se, a
titulo de exemplo, um estudo clinico sobre a visdo no qual se concluiu que uma dose didria de
50 mg de antocianinas conferia melhorias a esse nivel (Kalt et al. 2010).

De acordo com Prior e colaboradores (Prior et al. 2006) existem pelo menos cinco
caracteristicas particulares das antocianinas, ndo encontradas nos restantes polifenois, e que,
reconhecidamente, condicionam a sua absor¢do: 1) podem ser absorvidas na sua forma intacta,
isto ¢ como glucosidos; ii) sao rapidamente absorvidas e eliminadas embora a eficacia da sua
absorcao seja reduzida; iii) a natureza da sua estrutura quimica altera a absor¢do; iv) a sua de-
gradacdo ¢ mais reduzida no tracto gastrointestinal quando comparada com outros polifendis;
v) outros componentes da dieta podem alterar a sua absorg¢ao.

Em concreto, diversos estudos demonstraram, consistentemente, que as antocianinas sao
rapidamente absorvidas, em maior ou menor grau, na forma intacta no estbmago e no intestino,
quer em animais de experiéncia (Wu et al. 2005; He et al. 2009) quer em humanos (McGhie
et al. 2003; Garcia-Alonso et al. 2009). O facto de tal ndo ocorrer com outros flavonoides tem
merecido especial atencdo. As razdes para este comportamento diferente permanecem por eluci-
dar na sua totalidade, embora as caracteristicas estruturais particulares das antocianinas possam
constituir parte da resposta, ja que estes compostos possuem carga positiva a pH acido ao passo
que os restantes flavonodides sao maioritariamente neutros.

Para além da sua forma intacta, as antocianinas surgem na circulagdo sistémica e na
urina, na forma metilada, como derivados glucoronido e/ou formas sulfoconjugadas, alcangando

o pico de concentragdo plasmatica entre a 0.5 e as 3 h apds consumo, tempo este muito inferior
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a qualquer uma das outras subclasses de flavondides (Kay et al. 2005; Prior et al. 2006). Os
processos de conjugacao, principalmente a metilagdo, sulfatacao e glucoronidagado, quer no in-
testino delgado quer no figado, facilitam a sua eliminagao através da bilis e da urina, uma vez
que aumentam o seu caracter hidrofilico.

Diversos trabalhos de investigacao referem que a absor¢ao gastrica das antocianinas, ao
pH baixo do estdbmago, sob a forma de catido flavilio corado, a sua forma mais estavel (Crozier
et al. 2009), se efectua através de um mecanismo mediado pela bilitranslocase, uma proteina
transportadora expressa na mucosa gastrica (Passamonti ez al. 2003; Maestro ef al. 2010; Ziberna
et al. 2012). Estudos in vitro recentes demonstraram que células endoteliais humanas e de rato
expressam igualmente a bilitranslocase e que este transportador especifico da bilirrubina esta
implicado no transporte das antocianinas para o interior das células (Maestro et al. 2010; Ziberna
et al. 2012). Embora se argumente que estes compostos sao demasiado hidrofilicos para serem
absorvidos directamente pelas células, alguns trabalhos suportam esta via para pequenas molé-
culas como os glicésidos, justificando assim o seu rapido aparecimento sistémico (Passamonti
et al. 2003). Apds a absor¢do gastrica, as antocianinas entram na circulagao sistémica, depois
de passarem pelo figado onde sdo parcialmente metabolizadas por reac¢des de metilagdo e
glucoronidagdo, sendo alguns desses metabolitos transportados para o intestino através da bilis.

As antocianinas ndo absorvidas no estobmago, ao atingirem o intestino delgado sao
convertidas, devido ao pH mais elevado, numa combinacdo de hemicetal, chalcona e formas
quinoidais. A este nivel existem dois mecanismos propostos para a sua absor¢do. Um deles
defende que os glucdsidos sdo transportados para o interior dos enterdcitos através de transpor-
tadores da glucose dependentes do sédio SGLT1 (Hollman et al. 1995; Gee et al. 1998) e uma
vez ali sdo hidrolisados pelas B-glicosidades citosolicas (O’Leary ef al. 2003). A outra hipotese
implica a hidrdlise extracelular através de uma glicosidase (lactase-floricina hidrolase), presente
na membrana da bordadura em escova do intestino delgado, e a sua posterior difusdo através das
microvilosidases (Day et al. 2000). Segue-se também a circulacdo sistémica apos metaboliza-
¢do hepatica. Por fim, as antocianinas que alcancam o c6lon sdo expostas a microflora entérica,
podendo ser degradadas por hidroélise, catalisada por enzimas bacterianas como a -glicosidase,
em glicose e componente fenolico (Gonzalez-Barrio ef al. 2010; Gonzalez-Barrio et al. 2011).
Este ultimo pode ainda ser convertido, por ruptura do anel C, em acidos fendlicos e aldeidos.
Tais produtos poderao ter também efeitos benéficos ao actuarem directamente no tracto gastroin-
testinal ou apos absorg¢ado sistémica. No intestino distal, os metabolitos conjugados das antocia-
ninas excretados pela bilis podem igualmente ser submetidos a ac¢ao das enzimas bacterianas e
reabsorvidos através do ciclo enterohepatico, permitindo assim uma presenga mais prolongada

no organismo (Manach ef al. 2005).
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Embora as concentragdes sistémicas efectivas destes compostos sejam alvo de re-
corrente controvérsia, a farmacocinética em voluntarios saudaveis revela que cerca de 1-2%
da dose total de antocianinas ¢ absorvida intacta (Garcia-Alonso et al. 2009; Del Rio et al.
2010; Wiczkowski et al. 2010; Tsuda 2012). Em estudos com humanos ¢ referido que, apds a
sua rapida absorcdo, sdo atingidas concentragdes plasmaticas maximas de 1-100 nmol/l apos
ingestdo de doses entre 0.7-11 mg/kg, apresentando uma clearence plasmatica de cerca de 6 h
(Prior 2003; Mullen et al. 2008). Recentemente, Garcia Alonso e colaboradores (Garcia-Alonso
et al. 2009) publicaram um estudo que refere niveis plasmaticos de cerca de 4 nM de Mv3glc
inalterada, apos ingestdo de 90 mg dessa antocianina por voluntéarios saudaveis. O tempo de
meia vida plasmatico das antocianinas ¢ variavel, sendo, por exemplo, de 2 h, para a Mv3glc e
de 3,3 h para o seu rutindsido. As antocianinas € os seus metabolitos persistem na urina até 24
h mantendo a sua estrututa basica (Wiczkowski et al. 2010; Stalmach ef al. 2011). No entanto,
a percentagem de antocianinas com eliminacdo renal, quer na sua forma intacta, quer como
conjugados ou agliconas, em relagdo ao total ingerido ¢ muito reduzida, da ordem de 0,004-
5,1% segundo alguns autores (Manach et al. 2005; Wu et al. 2005). Estudos farmacocinéticos
demonstraram que os glicésidos e os derivados glucoronido sdo os mais prevalentes no plas-
ma nas primeiras 5 h, sendo progressivamente metilados, podendo desta forma reduzir a sua
bioactividade, ao longo do tempo (Mazza 2007).

De referir ainda a importancia da variabilidade individual na biodisponibilidade das
antocianinas, que podera ser devida a diferencas no seu metabolismo ao nivel do tracto gas-
trointestinal, figado e outros tecidos, uma vez que os polimorfismos humanos se manifestam
em genes como os da catecol-O-metiltransferase, glutatido S-transferases e UDP glucuronosil
transferase (Lampe e Chang 2007). Também a variagao interindividual na microflora intestinal
humana merece atencao por poder condicionar a biodisponibilidade destes polifenois uma vez
que, como ja se referiu, quando ndo sdo absorvidos no estdmago ou intestino delgado, estes
compostos sdo substancialmente modificados por estas bactérias entéricas. Apesar deste co-

nhecimento, a literatura nesta area ¢ ainda escassa.

5.2.1. Papel da microflora intestinal

Importa ainda assinalar a potencial contribuigdo de metabolitos das antocianinas,
formados pela ac¢do da microflora intestinal humana, nos seus efeitos fisiologicos. Por exem-
plo, o 4cido protocatecuico foi ja identificado como sendo um dos produtos da degradagao

da Cy3glc por clivagem do anel B (Seeram et al. 2001) e, mais recentemente, para além
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deste acido, também o siringico, o vanilico e o galico, para além de outros acidos e aldeidos,
foram reconhecidos como metabolitos derivados das antocianinas (Borges ef al. 2010; Forester
e Waterhouse 2010). A maior parte destes compostos demonstra propriedades antioxidantes e
anti-inflamatodrias similares aos compostos de que derivam. Pensa-se que todos estes acidos
fenodlicos resultam do processamento metabdlico das antocianinas pela flora bacteriana entérica
(Kay et al. 2009) tendo também sido detectados na circulacdo sistémica em humanos (Vitaglione
et al. 2007; Azzini et al. 2010). Assim, € necessario ter em conta a potencial contribuicao destes

metabolitos ao avaliar os efeitos fisiologicos das antocianinas.

5.2.2 Influéncia da matriz alimentar

Embora os flavondides sejam tipicamente consumidos como parte de uma refeigao,
existe escassa informagao sobre a forma como a sua biodisponibilidade ¢ afectada por outros
componentes da dieta. Por exemplo, a quercetina parece inibir a absor¢ao da Cy3glc (Walton et
al. 2006). Pelo contrario, quando as antocianinas de groselhas e o 4cido fitico sdo administrados
em simultaneo verifica-se um aumento consideravel das primeiras na corrente sanguinea, quer
em ratos quer em humanos, quando comparado com a sua administracao isolada (Matsumoto et
al. 2007). Outros trabalhos de investigagdo in vivo sugerem que a matriz alimentar influencia
de forma significativa a absor¢do e metabolismo das antocianinas. Alguns autores recupera-
ram na urina 5% das antocianinas ingeridas no sumo de oxicoco (cranberry) em voluntarios
humanos (Ohnishi ef al. 2006) enquanto outros obtiveram apenas 1.8 -2 % das antocianinas
ingeridas em sumo de morangos (Felgines et al. 2003; Carkeet ef al. 2008). Efectivamente, a
composi¢ao dos alimentos pode ser determinante na eficacia da absor¢ao, condicionando, por
exemplo, um atraso no esvaziamento gastrico, aumentando assim, o tempo de permanéncia
no tracto gastrointestinal.

Embora os resultados sejam dispares, esta estabelecido que o vinho tinto e as uvas
podem conter um teor de antocianinas totais de cerca de 100 a 1000 mg/L e 30 a 750 mg/L,
respectivamente (Mazza 1995; Andlauer ef al. 2003). O alcool presente no vinho, foi desde
sempre considerado como factor com potencial impacto na absor¢ao das antocianinas presentes,
mas este principio tem sido questionado (Frank ez al. 2003). Por outro lado, uma dieta rica em
gorduras ou em hidratos de carbono parece prolongar ou atrasar o transito das antocianinas ao
longo do tracto gastrointestinal, mas tal ndo parece afectar a sua absor¢ao final (Nielsen et al.

2003; Yang et al. 2011).
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5.2.3 A controvérsia da biodisponibilidade

Sendo atribuidos as antocianinas multiplos efeitos benéficos na satide, torna-se im-
portante conhecer a sua distribui¢do tecidular por forma a compreender os mecanismos subja-
centes a esses efeitos. Talavera (Talavera et al. 2005) e outros autores (Andres-Lacueva et al.
2005; Passamonti et al. 2005) referiram a detec¢do de antocianinas no cérebro; foram também
detectadas antocianinas nativas nos tecidos do estdmago, enquanto no jejuno, figado, rins e
pulmdes encontraram-se estes compostos intactos assim como os seus metabolitos (Talavera
et al. 2005; E1 Mohsen et al. 2006).

Importa salientar que a aparentemente baixa biodisponibilidade referida podera nao cor-
responder a realidade ja que, por um lado, as antocianinas intactas e os seus metabolitos podem
ndo ser detectados analiticamente devido a sua liga¢do a proteinas e outros componentes da
corrente sanguinea e, por outro, os métodos de quantificagdo usados poderao nao ter a sensibi-
lidade apropriada. De facto, nos frutos, em particular, nos alimentos e no estdmago, a forma de
catido flavilio ¢ a predominante, enquanto que in vivo €, provavelmente, a forma de hemicetal
e chalcona a mais provavel. Por esta razdo, uma vez assumindo estas formas quimicas, se as
antocianinas nao retomarem a estrutura de catido flavilio durante a acidificacdo conducente a
preparacao, por exemplo, das amostras para HPLC, elas ndo serdo detectadas por esta técnica,
nem espectrofotometricamente a 530 nm. Tal facto podera explicar a incongruéncia de alguns
ensaios de biodisponibilidade.

No que diz respeito as concentragdes plasmaticas alcancadas, e reforgando o que foi
dito no item 5.2, estudos com suinos sujeitos durante longos periodos a alimenta¢do com anto-
cianinas demonstraram que estas se mantém durante muito mais tempo em tecidos do que na
corrente sanguinea (Kalt e al. 2008). Esta observag¢ao, aliada ao facto de que estes compostos
afectam a reactividade vascular, sugere também a sua potencial acumulacdo nos tecidos car-
diacos e vasculares. Estudos imunohistoquimicos recentes demonstraram que os flavonodides
se acumulam em células esponjosas em lesdes aterosclerdticas humanas, mas ndo em aortas
normais, para além de terem suprimido a expressdo génica de importantes intervenientes na
formagdo das células esponjosas derivadas dos macrofagos (Kawai, Nishikawa et al. 2008;
Kawai, Tanaka et al. 2008).

Considerando que as antocianinas atravessam a membrana celular e podem ser de-
tectadas no interior das células, estas observagdes proporcionam uma nova perspectiva para o
comportamento dos flavonoides provenientes da dieta, permitindo considerar, de forma funda-
mentada, a hipdtese dos efeitos cumulativos destes compostos, ultrapassando assim a limitagao

imposta pela sua reduzida biodisponibilidade.
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5.3. Actividade biologica

Nao se pretende neste subcapitulo do trabalho a descri¢do exaustiva da diversidade
das actividades bioldgicas imputada as antocianinas. Mesmo aquelas com implicacdo directa
no contexto cardiovascular serdo, dada a sua grande extensdo, apenas sucintamente abordadas,

previlegiando, na medida do possivel, ensaios in vivo, particularmente, ensaios clinicos.

5.3.1. Actividade antioxidante

A actividade antioxidante das antocianinas parece desempenhar um papel crucial na
prevencao de doengas cardiovasculares (Grassi et al. 2010), neuronais (Williams e Spencer
2012), cancro (Wang e Stoner 2008; Thomasset et al. 2009) diabetes, entre outras (Konczak e
Zhang 2004). Esta actividade ¢ das mais estudadas, ainda que a maior parte dos estudos seja in
vitro (Wang, Xia et al. 2008). Neste tipo de desenho experimental elas parecem actuar de uma
forma similar a de outros compostos antioxidantes, inactivando radicais livres toxicos e que-
lando 10es metalicos divalentes, reduzindo assim o seu potencial oxidativo (Seeram ef al. 2001;
Kahkonen e Heinonen 2003), para além de preservarem a componente lipidica da degradagao
oxidativa (Chen et al. 2010). Contudo, a questao da transposi¢do directa destes estudos para o

seu comportamento in vivo coloca-se com toda a pertinéncia.

5.3.1.1. Captacio e neutralizacao de espécies reactivas de oxigénio e

de azoto

A capacidade das antocianinas protegerem os tecidos contra o dano oxidativo, pode ser
devida, por um lado, a possibilidade destes compostos cederem electrdes, inactivando radicais
livres e, por outro, a estrutura conjugada das antocianinas que, permitindo a deslocalizacao elec-
tronica (estabilizag¢ao por ressonancia) conduz a obtengao de produtos radicalares mais estaveis
(radicais aroxilo), incapazes de propagarem reac¢des em cadeia. O radical aroxilo resultante
(R-0O) ¢ estabilizado ndo so6 por deslocalizagdo electronica, que € tanto maior quanto mais planar
for a molécula, mas também por formacao de ligagdes de hidrogénio intramoleculares.

Segundo Bors (Bors ef al. 1990), a estrutura o-catecol (3°,4’-OH) no anel B constitui
um dos requisitos fundamentais para a captacao de radicais. Efectivamente, ¢ esta estrutura que

confere estabilidade ao radical resultante porque, quando a ligagdo O-H ¢ quebrada, forma-se
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uma ponte de hidrogénio forte entre o radical, centrado no atomo de oxigénio e o outro grupo
OH adjacente, a qual estabiliza o radical e diminui a entalpia de dissociacao da ligacio OH
(Wright et al. 2001). A promocao da estabilidade radicalar ¢ ainda potenciada pelos grupos 5-OH
e 7-OH. Para além da estabilizacdo do radical formado, estes dois grupos hidroxilo participam
na deslocaliza¢ao electronica.

Sao inimeros os trabalhos desenvolvidos com diversas classes de flavondides que con-
firmaram que a presenca do grupo o-catecol ¢ determinante para uma eficaz actividade antioxi-
dante (Rice-Evans et al. 1996; Rossetto et al. 2007). Compostos com apenas um grupo hidroxilo
no anel B, como ¢ o caso da pelargonidina-3-glucésido, apresentam menor actividade do que
aqueles com o grupo catecol no mesmo anel (Cy3glc). J4 quanto a importancia dos trés grupos
OH (pirogalhol, 3°4’5’-OH) os resultados sdo dispares (Rice-Evans ef al. 1996; Fukumoto e
Mazza 2000), existindo mesmo estudos que apontam para uma diminui¢ao da biodisponibilidade
e promogao da formagao de ROS (Hanasaki ef al. 1994).

No que concerne a capacidade antioxidante contra radicais gerados em ambiente lipofi-
lico as antocianinas, tal como outros polifendis, parecem conseguir neutralizar radicais lipidicos
alcoxilo e peroxilo, interrompendo estas cadeias radicalares, ao doarem atomos de hidrogénio, o
que lhes permite inibir de forma eficaz a peroxidag¢ao lipidica (Chen et al. 2010; Yi et al. 2010).
Estas propriedades advém do facto destes compostos possuirem potenciais redox relativamente
baixos sendo capazes de reduzir espécies reactivas de oxigénio com potenciais redox acima de
1 V. Assim, ao doarem atomos de hidrogénio, as antocianinas conseguem neutralizar radicais
lipidicos e nao lipidicos (Pietta 2000).

Sao ainda capazes de regenerar o a-tocoferol através da reducao do radical a-tocoferoxilo
e o ascorbato (van Acker et al. 2000) o que se torna relevante aquando da deplecao destes
antioxidantes enddgenos. Foi ainda proposto que, apesar de dependente do pH, os polifenois
possuem capacidade de quelagdo de ides de cobre e ferro, principalmente através da estrutura
o-dihidroxilo (Perron e Brumaghim 2009), impedindo-os de participar em reac¢des geradoras
de ROS (Mira et al. 2002; Silva et al. 2002).

A accdo antioxidante das antocianinas ndo se esgota na neutralizacao de espécies radica-
lares, uma vez que elas conseguem também reagir com outras espécies reactivas de oxigénio e
de azoto, como 0 HOCl e 0o ONOO'. Sao vérios os estudos que demonstraram a sua capacidade
em inibir reac¢des de oxidagdo mediadas pelo peroxinitrito, apesar do mecanismo subjacente nao
estar completamente esclarecido. Parece dever-se ndo s6 a reac¢do directa com o peroxinitrito
com formacao de derivados nitrados, mas também a captagao de radicais derivados da homolise
do ONOOCO, (Pannala et al. 1997; Heijnen et al. 2001; Santos € Mira 2004; Pollard ez al. 2006;

Pavlovic et al. 2007). A neutralizacdo de ONOO" pelas antocianinas parece depender das mesmas
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caracteristicas estruturais descritas para a captacao de radicais, ou seja, a presenca do o-catecol
parece ser, uma vez mais, determinante. Tal como foi referido por Bors, a auséncia do o-catecol
pode ser compensada pela dupla liga¢ao 2,3 no anel C juntamente com um grupo OH em trés
(Bors et al. 1990). No entanto, as antocianinas nao apresentam essas caracteristicas quimicas e,
ainda assim, a sua capacidade neutralizadora do peroxinitrito ¢ bastante notoria (Haenen ef al.

1997; Heijnen et al. 2001; Choi et al. 2002; Paixao et al. 2011).

5.3.1.2. Actividade antioxidante indirecta

Apesar de todas as reservas relativas a ac¢do antioxidante directa dos polifendis in
vivo, a sua capacidade protectora observada em culturas celulares contra o stress oxidativo, para
concentracoes fisiologicamente relevantes, levantou a hipotese destes compostos poderem nao
actuar de forma convencional, devendo por isso existir mecanismos adicionais de protecgao.

Estudos recentes mostram que os polifendis induzem a activagado e a inibigao de enzi-
mas endogenas e a protec¢do de sistemas de defesa antioxidantes in vivo, exercendo assim um
efeito antioxidante indirecto (Brito ef al. 2006). Importa salientar que a ac¢do destes compostos
localmente, ao nivel do tracto gastrointestinal pode representar um efeito antioxidante directo.

A inibicdo de enzimas cuja actividade resulta na producao de ROS ¢ outro dos efeitos
reconhecidos das antocianinas. Destacam-se a inibi¢do da NADPH oxidase, geradora de aniao
superoxido, a xantina oxidase (catalisa a oxidag¢do da hipoxantina e xantina a urato com reducao
de O,a O, ¢ H,0,), as glutatido-S-transferases envolvidas na desintoxica¢do de xenobidticos
por conjugagdo destes com o glutatido e diversas oxigenases, produtoras de varias ROS (Klotz
et al. 2003; Sies 2010). Esta actividade inibitdria estende-se aos intervenientes no processo
inflamatorio, como a via do acido araquidonico, modelando a actividade de enzimas como a

fosfolipase A2, a ciclooxigenase, a lipoxigenase e as 6xido nitrico sintases (Crozier ef al. 2009).

5.3.1.3. A controvérsia da actividade antioxidante in vivo

Segundo a “hipotese antioxidante”, pequenas moléculas antioxidantes provenientes da
dieta (por exemplo, urato, ascorbato e tocoferdis) actuam como antioxidantes in vivo diminuindo
a incidéncia de determinados processos patoldgicos. Os polifenois, incluindo as antocianinas,
com base nos dados obtidos in vitro, tém sido incluidos nesta classe. Varios estudos foram dedi-

cados a importancia da suplementagdo alimentar com polifendis como antioxidantes mas, embora
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alguns tenham mostrado efeitos benéficos para a saude (Mertens-Talcott et al. 2008; Crozier et
al. 2009), outros nao revelaram qualquer vantagem (Hollman et al. 2011). Alguns ensaios com
antioxidantes, pelo contrario, ainda que envoltos em grande polémica, apresentaram mesmo
efeitos nefastos (Bjelakovic ef al. 2008).

Os polifendis em geral, parecem nio conseguir alcangar, na circulagdo sistémica, con-
centracdes suficientemente elevadas para contribuirem de forma significativa para a capacidade
antioxidante total do plasma. A concentracao combinada de ascorbato e fenois simples circulantes
no homem, tem sido estimada em cerca de 159 a 380 uM (Clifford 2004), uma concentragdo simi-
lar a do urato, outro dos antioxidantes enddgenos (Lotito e Frei 2006; Modun et al. 2008). Assim,
considerando que a concentragao maxima total de antioxidantes plasmaticos ¢ estimada em cerca
de 500 uM, o acréscimo devido a concentragdo maxima referida para os polifendis ndo ultrapassa
os 10-20uM, representando apenas alguns pontos percentuais (Stevenson e Hurst 2007). Para
além disso, a contribui¢cdo dos polifendis para a capacidade antioxidante total é ainda limitada
pela conjugacdo metabolica de fase Il o que origina metabolitos com caracteristicas demasiado
polares para poderem interagir significativamente com lipidos (Clifford 2004). No entanto, apesar
das reduzidas concentragdes sistémicas, a concentracao de polifendis pode atingir valores mais
elevados em microdominios. De facto, podem ficar adsorvidos a superficie de membranas, atra-
vés de pontes de hidrogénio entre os seus grupos hidroxilo e os grupos polares dos fosfolipidos
membranares, contribuindo, desta forma, para incrementar a concentracao local de antioxidante.
Por analogia, um composto com maior hidrofobicidade e assim mais distribuido pela parte apolar
da membrana, actuara mais eficazmente na captagao de radicais lipidicos (Rothwell ez al. 2005).

Portanto, as antocianinas sdo capazes de prevenir o dano oxidativo de biomoléculas,
tais como DNA, lipidos e proteinas, causado por espécies reactivas oxidantes e, apesar da baixa
absor¢dao demonstrada, cré-se que a maior parte dos beneficios seja devido a uma acgao sisté-
mica ainda que, como ja se referiu, por efeitos indirectos, ndo podendo excluir-se uma acg¢ao
localizada em determinados dominios. Esta protec¢do significativa contra o stress oxidativo
em concentragdes muito inferiores as que seriam requeridas para uma protec¢ao antioxidante
de natureza quimica e directa, refor¢a a ideia de que as antocianinas parecem actuar por outros

mecanismos para além da neutralizagao de radicais.

5.3.1.4 Antocianinas, stress oxidativo e aterosclerose

O stress oxidativo tem um efeito deletério directo na fungdo endotelial (Schulz et al.
2004; Stocker et al. 2004; Higashi et al. 2009) e este conhecimento direccionou os trabalhos de

investigagdo para a avaliagdo de moléculas antioxidantes como estratégia terapéutica.
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A doenga aterosclerdtica constitui um exemplo no qual o stress oxidativo tem um papel
indiscutivel (Schulze e Lee 2005; Higashi et al. 2009). A hipercolesterolémia € aceite como um
factor de risco major para o desenvolvimento da aterosclerose, sendo a modificagao oxidativa
das LDL uma etapa de crucial relevancia no desenvolvimento da placa aterosclerdtica (Steinberg
2005; Steinberg et al. 2010; Previtali ef al. 2011; Stancu et al. 2012). Uma vez que a formacao
de LDLox ¢ fundamentalmente mediada por radicais livres e outras espécies oxidantes como o
peroxinitrito (Darley-Usmar et al. 1992; Ronson et al. 1999; Botti et al. 2005; Uppu et al. 2007)
o0 recurso a compostos antioxidantes que possam actuar isoladamente, repondo ou reforgando os
seus congéneres enddgenos, constitui sem divida, uma mais valia.

Em resultado da aparente ineficacia dos suplementos antioxidantes na diminui¢ao do
stress oxidativo in vivo, as investigacdes mais recentes t€ém focado a sua atencao em novas formas
de induzir uma resposta antioxidante, em particular recorrendo a compostos capazes de aumentar
a actividade enzimatica antioxidante enddgena. Estes compostos, denominados antioxidantes
indirectos, activam enzimas citoprotectoras de fase II, desencadeando uma série de respostas
antioxidantes duradouras, para além do seu potencial efeito imediato como scavengers directos
de ROS e RNS (Ross 1999).

Produtos como o vinho tinto, os varios componentes das uvas e o sumo de uvas, para
além das restantes fontes alimentares de fitoquimicos j4 mencionadas, sdo conhecidos por
conterem um leque variado de polifenois, incluindo antocianinas, com potente capacidade an-
tioxidante, relevante no contexto da prevencao das DCV (Cui et al. 2002; Falchi et al. 2006).
O efeito protector destes compostos naturais €, em parte, devido a sua capacidade em retardar
o desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas iniciais evitando a sua progressao para placas de
ateroma, essencialmente através da redugdo da oxidagdo das LDL, um evento chave no processo
aterogénico (Qin ef al. 2009; Kanner et al. 2012). Varios ensaios clinicos demonstraram que o
consumo de alimentos ricos em antocianinas reduziu as concentragdes plasmaticas de colesterol-LDL e
aumentou a capacidade antioxidante do plasma (Mink ef al. 2007; Erlund ez al. 2008).

Outro dos possiveis mecanismos de cardioproteccao por parte dos polifenois das uvas
mas também dos provenientes de outras fontes alimentares incluem, para além da redugao do
stress oxidativo, a modulagdo da cascata inflamatoria, melhoria na fungao do endotélio vascular
e protec¢do contra episddios aterotromboticos, incluindo a isquémia do miocardio e a inibi¢do
da agregacao plaquetar (Opie e Lecour 2007; Leifert e Abeywardena 2008; Napoli et al. 2008;
Perez-Jimenez e Saura-Calixto 2008).

Concretizando, os efeitos antioxidantes vasculares das antocianinas, potenciados pelo
facto de serem incorporadas pela membrana e citosol das células endoteliais, sao multiplos e

proporcionam potenciais mecanismos protectores, preservando a fun¢ao endotelial e impedindo
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a progressao do processo aterosclerdtico (Liu, Lee ef al. 2008; Kao et al. 2009; de Pascual-
-Teresa et al. 2010). Em relagdo a potencial ac¢ao deletéria do peroxinitrito, o equilibrio entre
a sua capacidade oxidante e as defesas antioxidantes do plasma e do endotélio irdo determinar
a progressao da aterosclerose (White et al. 1994). As antocianinas demonstraram ser potentes
inibiores da degradagao oxidativa mediada pelo peroxinitrito, principalmente ao actuarem como
scavengers desta espécie reactiva (Haenen et al. 1997; Heijnen et al. 2001; Choi et al. 2002;

Rahman, Ichiyanagi et al. 2006; Paixao et al. 2011).

5.3.2. Actividade anti-inflamatoria e doenca cardiovascular

Embora uma resposta inflamatoria aguda seja considerada benéfica, uma reacgao pro-
longada/cronica € nefasta e estd implicada na ocorréncia de muitas situagdes patologicas, desde
a aterosclerose, as doencas auto-imunes, diabetes e cancro (Germolec et al. 2010).

Os compostos naturais derivados de plantas, como as antocianinas, com potencial efeito
benéfico na patofisiologia das DCV, tém constituido uma area de investigacao de interesse cres-
cente. Inicialmente, a maioria dos estudos abordava as potencialidades dos polifen6is somente
numa perspectiva antioxidante. No entanto, muitos dos efeitos demonstrados para estes com-
postos, apresentados de forma resumida na Figura 14, incluindo as actividades anti-inflamatoria,
antiaterogénica e antitumoral, ndo podiam ser explicados apenas com base nas suas propriedades
antioxidantes. Assim, embora o mecanismo responsavel pelos efeitos dos flavonoides no endotélio
permanega por esclarecer na sua totalidade, foi sendo acumulada informagao que indicava que
estes nao actuavam meramente como neutralizadores de radicais e de outras espécies reactivas
deletérias, mas que eram também capazes de modelar processos de sinalizagao celular ou eles
proprios constituir agentes sinalizadores (Santangelo ef al. 2007).

O processo inflamatorio, como descrito anteriormente, desempenha um papel de extrema
importancia no desenvolvimento da aterosclerose, considerada a principal causa da DCV. Virios
mecanismos de ac¢ao foram propostos para explicar a ac¢do anti-inflamatoria dos flavondides in
vivo, e que se traduz em efeitos antiateroscleréticos e cardioprotectores, destacando-se: a inibi¢ao
da agregacao plaquetar (Yang ef al. 2012), a protec¢do contra danos no DNA (Acquaviva et al.
2003; Aiyer et al. 2008), a inibigao enzimatica (Pergola et al. 2006; Wang, Xia et al. 2008), a
modelagao da producdo de citocinas, a diminui¢do da peroxidacao lipidica, a reducao da fragi-
lidade capilar e o reforco membranar, a inibi¢ao da oxidag¢ao das LDL, o aumento da expressao
de HDL e do glutatido intracelular e a diminui¢do das concentragdes de iNOS e COX-2 (Wang,

Xia et al. 2008; Domitrovic 2011). Para as antocianinas, a titulo de exemplo, existem evidéncias
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de que inibem a inflamacao induzida in vitro pelo TNF-a através de efeitos na MCP-1, no en-
dotélio humano (Garcia-Alonso et al. 2009) mas também em estudos clinicos com voluntérios
(Beltran-Debon et al. 2010); suprimem o dano resultante da isquémia/reperfusdo no musculo
cardiaco (Ziberna et al. 2010), actuando ao nivel do processo inflamatdrio subjacente a ateros-

clerose (Wang et al. 2011; Mauray et al. 2012).
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Figura 14. Potenciais efeitos bioldgicos das antocianinas.

Sucedem-se os ensaios clinicos relativos ao consumo de polifenodis com resultados pro-
missores ao nivel cardiovascular. O estudo de factores de risco para doenga cardiaca isquémica
de Kuopio (The Kuopio Ischaemic Heart Disease Risk Factor Study) demonstrou que, num grupo
de pessoas que consumiram uma grande quantidade de bagas ricas em antocianinas (>400 g/
dia) apresentaram um risco significativamente menor de morte relacionada com DCV, quando
comparadas com outro grupo de baixo consumo (Rissanen et al. 2003; Mursu et al. 2007). O
ensaio clinico de lowa, com mulheres na pds-menopausa, também revelou a existéncia de uma
associacao significativa entre o consumo de morangos ¢ a redugao da mortalidade devida a DCV
(Mink et al. 2007). A ingestao de frutas contendo antocianinas inibiu, igualmente, o processo
aterosclerdtico em homens idosos (Ellingsen et al. 2008). O consumo regular de bagas ver-

melhas demonstrou diminuir os niveis de oxidantes no plasma (Basu ef al. 2010) e um estudo
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prospectivo de 14 anos associou o consumo de antocianinas a uma redugdo de 8% no risco de
hipertensao arterial (Cassidy et al. 2011). Kaspar et al. verificaram que o consumo de tomate,
rico em antocianinas e antocianidinas, foi capaz de reduzir a inflamagao em voluntarios, avaliada
pela diminuigao dos niveis de proteina C-reactiva e IL-6 (Kaspar ef al. 2011). Um outro estudo
decorrido nos EUA mostrou uma associagao inversa entre o consumo de antocianinas e os teores
séricos de AsPCR (Chun ef al. 2008).

Outros ensaios clinicos salientaram que o consumo de bagas vermelhas melhorou nao sé
a tensdo arterial, mas também a fung¢do plaquetar e os niveis de HDL e LDL (Erlund et al. 2008;
Qin et al. 2009). Meta-analises recentes (Hooper et al. 2008; Hooper et al. 2012) e outros estudos
clinicos (Vita 2005; Chong et al. 2010) apontam claramente para um efeito positivo dos polifenois
ao nivel cardiovascular. Contudo, outros autores afirmaram que a ingestdo de antioxidantes de
uma forma geral, incluindo os polifenois, ndo afectou os niveis de parametros inflamatdrios ou
ainda que a influéncia observada nao ¢ atribuida as suas propriedades antioxidantes (Curtis et
al. 2009; van Mierlo et al. 2010; Hollman et al. 2011; Bjelakovic et al. 2012).

De facto, doses relativamente baixas administradas a doentes com patologia vascular
foram associadas a reducdes significativas na isquémia cardiaca (Sumner et al. 2005), na pressao
sanguinea (Aviram et al. 2004; Davidson et al. 2009), nos teores plasmaticos de lipidos (Go-
rinstein et al. 2006) e no estado inflamatdrio (Naruszewicz et al. 2007). Em concordancia, um
estudo recente evidenciou que antocianinas derivadas do milho tornaram o miocardio menos
susceptivel a lesdo resultante da reperfusdo pos isquémia em ensaios in vivo e ex vivo quando
comparado com o grupo controlo (Toufektsian ez al. 2008).

Podem enumerar-se muitas outras acgoes fisiologicas dos polifenois com repercussao
significativa na fungdo cardiovascular. Destaca-se o aumento da libertagdo de prostaciclina
endotelial, inibicdo da sintese e dos efeitos da endotelina-1, inibigdo de metaloproteinases 2 da
matriz (MMP-2) e da expressdo do factor de crescimento vascular endotelial (VCAM-1) (Khan
etal. 2002; Dell’ Agli et al. 2004). Ao diminuirem a expressao das moléculas de adesdao, [CAM-1
(contitutiva) e VCAM-1 (induzida), os flavonodides conseguem impedir a adesdao de moléculas
inflamatorias, as células vasculares .Por exemplo a Cy3glc diminui a activagdo do NF-kB que
leva a subsequente supressao dos genes da VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina (Speciale et al. 2010).

De referir ainda que sdo inimeros os estudos que demonstram que o vinho tinto, rico
em antocianinas, tem efeitos bioldgicos mais favordveis que o vinho branco no contexto da
prevengao das DCV, facto que tem sido atribuido a maior percentagem de polifenois, em par-
ticular de antocianinas, no primeiro (van Velden et al. 2002). Esta realidade foi evidenciada,
pela primeira vez, num estudo da OMS, que envolveu populacdes de 18 paises ocidentais e que

ficou conhecido como o “Paradoxo Francés”, a que ja se aludiu anteriormente. Neste estudo
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constatou-se que um grupo populacional do sul de Franga apresentava um risco de morte por
DCYV inferior aos restantes apesar do seu consumo mais elevado de gorduras saturadas, facto

que foi atribuido ao consumo regular de vinho tinto (Renaud et al. 1992).

5.3.2.1 Antocianinas e o oxido nitrico

O endotélio regula a homeostase vascular produzindo factores que actuam localmente
na parede e limen do vaso nos quais se inclui o ‘NO. Tal como ja foi referido, esta molécula
sinalizadora influencia o desenvolvimento da aterosclerose e muitos aspectos da inflamagao
tendo propriedades vasodilatadoras, antihipertensivas, antitromboticas, antiaterogénicas e
antiproliferativas (Forstermann 2010). A enzima eNOS encontra-se desregulada em situagdes
como a aterosclerose, hipertensao, diabetes e isquémia/reperfusdo (Saini et al. 2011), situacdes
associadas também a um aumento da produgao de espécies reactivas que podem sequestrar o
"NO e/ou lesar o endotélio condicionando a biodisponibilidade do mesmo.

As antocianinas conseguem minimizar a disfun¢do endotelial ao promoverem o
vasorelaxamento arterial e a manutencdo da integridade endoteliais. Para isso, aumentam a
actividade da eNOS, por incremento dos niveis intracelulares de Ca**, aumentando a fosfori-
lagdo da enzima através da via PI3K/Akt (Martin et al. 2002), protegendo o co-factor BH4,
ou ainda evitando o desacoplamento da enzima (Fitzpatrick et al. 1993; Stoclet et al. 2004).
Actuando como scavengers do anido superoxido, protegem o ‘NO, ao impedirem a formagao
de peroxinitrito, aumentando o seu tempo de meia vida e actividade biologica (Lopez-Lopez
et al. 2004). Os flavonoides conseguem também regular os niveis de 6xido nitrico actuando
ao nivel transcricional e/ou pos-transcricional aumentando a expressao proteica da eNOS
(Leikert et al. 2002; Wallerath et al. 2005; Nicholson et al. 2008). Para além disso, podem
interferir com os niveis deletérios de ‘NO resultantes da iNOS (Leikert ef al. 2002; Wallerath
et al. 2003; Pergola et al. 2006; Wang, Xia ef al. 2008). Sao iniimeras as investigagdes que
documentam os efeitos das antocianinas no controlo da disfunc¢do endotelial, preservando a
actividade da eNOS e a biodisponibilidade do ¢xido nitrico (Xu et al. 2004; Edirisinghe et al.
2011; Wang et al. 2012).

A protec¢ao contra o enfarte agudo do miocardio (EAM) e outros distlrbios cardiovas-
culares, decorrente da ingestdo de sumo de uvas e vinho tinto tem sido atribuida a capacidade
das antocianinas em reduzirem a inflamagao, inibirem a agregacdo plaquetar e aumentarem a
libertacao de "NO dependente da eNOS (Bazzano et al. 2003; Leifert et al. 2008; Zuchi et al.
2010; Wallace 2011).
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Pelo que ficou exposto, a actividade da eNOS constitui um alvo preferencial para os
flavondides sendo que os resultados a este nivel sdo ainda mais notorios que a actividade antio-
xidante (Grassi ef al. 2010; Domitrovic 2011). De facto, varias investiga¢des referem os efeitos
de vasorelaxamento dependente do endotélio para varias antocianinas em diversos modelos
experimentais. Alids, esta actividade, devida a diferentes vinhos tintos, foi correlacionada com a

sua concentracao de antocianinas (Pais 2007).

5.3.2.2. Implicacao das antocianinas em vias sinalizadoras

Para além dos efeitos antioxidantes directos, os polifendis actuam como indutores
de enzimas citoprotectoras envolvidas na destoxificagdao celular (Jacob et al. 2012). Eles sdo
capazes de activar a via do Keap1/Nrf2 (Kensler et al. 2007; Dinkova-Kostova e Wang 2011),
um mecanismo chave implicado na defesa contra espécies reactivas e na inflamagao, resultando
num aumento da expressdo de enzimas de fase II, como ¢ o caso da HO-1 (Sorrenti et al. 2007).
Em regra, o seu mecanismo de ac¢do envolve a modificagcdo de residuos de cisteina da Keapl,
permitindo a dissociagdo do Nrf2 e a sua translocagdo para o nicleo, onde activa genes locali-
zados nos AREs (Chen et al. 2000), ou através da activagdo de proteinas MAPK (ERK, JNK e
p38) que estio envolvidas na estabilizacdo do Nrf2 (Masella et al. 2005).

Os polifendis exercem ainda a sua actividade anti-inflamatéria modulando a activagdo
do NF-«B e intervindo em multiplas etapas do processo inflamatorio (Rahman, Biswas et al.
2006). Muitos dos mediadores relacionados com a activagcdo do NF-kB encontram-se em menores
concentragdes no plasma de adultos saudaveis apos suplementacdo com antocianinas, quando
comparados com grupos controlo, sugerindo a interferéncia destas nesta via (Kelley et al. 2006;
Karlsen et al. 2007). Por exemplo, a ingestao de vinho tinto levou a inibi¢ao da produgado de
factores inflamatorios em modelos experimentais (Loke ef al. 2010) e também em humanos
(Blanco-Colio et al. 2000; Magrone e Jirillo 2010).

Os efeitos anti-inflamatorios exercidos pelas antocianinas quer in vitro quer in vivo,
parecem ser devidos a inibi¢ao da fosforilagdo do IkBa, bloqueando assim a activagdo do NF-
kB e a consequente expressao de mediadores chave do processo inflamatdrio, tais como a IL-6,
IL-8, MCP-1, iNOS e COX-2 (Rahman, Biswas et al. 2006; Wang, Xia et al. 2008; Xia et al.
2009; Zhang et al. 2010; Domitrovic 2011). Merece realce o facto de a inibigdo da COX-2 pela
cianidina in vitro ter sido mais eficaz do que a de fArmacos anti-inflamatorios como a aspirina, o
ibuprofeno e o naproxeno (Wang et al. 1999; Seeram et al. 2003). As antocianinas inibem ainda

a producao de moléculas de adesao pelas células endoteliais, em concreto, o factor de cresci-
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mento vascular endotelial (VEGF), a molécula de adesdo intracelular (MAI-1) e ainda o factor

de adesao plaquetar (Dell’Agli et al. 2004; Speciale et al. 2010; Chen et al. 2011).

Os dados que acabaram de ser apresentados resumem somente algumas das razdes que
justificam o potencial terapéutico atribuido aos polifendis no controlo de muitas patologias cuja
génese ¢ inflamatoria, nomeadamente as doencas do foro cardiovascular. De facto, os potenciais
alvos do tratamento com estes compostos naturais sdo inumeros, para além das referidas DCV,
passando pelas doencas neurodegenerativas, respiratorias, oftalmolédgicas e neoplasicas, para
citar apenas as principais.

As antocianinas, tal como os restantes polifenois, demonstraram interferir com multiplas
vias sinalizadoras, tendo vindo a impdr-se, progressivamente, como candidatos farmacoldgicos
promissores. No entanto, muitos dos efeitos benéficos provém de estudos in vitro ou em animais
de laboratorio, sendo que a transposi¢ao para o Homem nem sempre € facil, nem linear. Todavia,
os estudos laboratoriais sdo indicativos e sugestivos da actividade farmacoldgica especifica dos
polifenois, justificando o aprofundar da investigagao.

Concluindo, sdo imprescindiveis mais ensaios clinicos para validar a aplicagdo humana
destes compostos naturais, particularmente no que concerne a sua relativamente reduzida esta-

bilidade e biodisponibilidade.

6. Objectivos gerais do trabalho

O conhecimento do metabolismo, absor¢ao e biodisponibilidade das antocianinas no
contexto da prevencao das DCV tem sofrido um importante incremento nos ultimos anos. Contu-
do, muito trabalho permanece por fazer por forma a retirar conclusdes consistentes e definitivas
acerca do seu potencial protector. Embora muitos estudos demonstrem o potencial das antocia-
ninas em influenciar muitos biomarcadores das DCV, as evidéncias epidemiologicas, embora
promissoras, permanecem insuficientes. Estes flavondides parecem ter um efeito claro na fungao
endotelial e na reducao dos niveis de marcadores pro-inflamatorios, embora os seus efeitos mais
notodrios sejam observados em estudos in vitro e, por isso, carecem de ser confirmados in vivo,
ainda que em muitos casos os resultados sejam ja comparaveis.

Neste contexto, os objectivos gerais do trabalho foram:

1)  Avaliar a capacidade de varias antocianinas, nomeadamente, a cianidi-
na-3-glucésido (Cy3glc), a delfinidina-3-glucésido (Dp3glc), a malvidina-3-glucésido

(Mv3glc) e a pelargonidina-3-glucésido (Pg3glc), com acentuada prevaléncia alimentar,
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na prevencao da citotoxicidade e da morte celular apoptotica mediada pelo peroxinitrito
em células endoteliais da aorta bovina, averiguando quais os mecanismos celulares e
moleculares condicionantes dessa proteccao, incidindo nos acontecimentos aquém e
além dos eventos na mitocondria (Capitulo 2).

2)  Explorar os efeitos da Mv3glc, no mesmo modelo celular, em vias parti-
culares de sinalizagdo reconhecidamente implicadas no processo aterogénico. A escolha
desta antocianina teve em conta a sua prevaléncia alimentar, as suas caracteristicas es-
truturais particulares e a escassez de trabalhos com a mesma, quando comparada com as
demais antocianinas. Em concreto, pretendeu-se avaliar o seu papel na biodisponibilidade
do "NO dependente da eNOS, assim como na inibi¢do da activagdo do NF-«B induzida
pelo peroxinitrito, através da avaliacao da produgdo de mediadores pro-inflamatérios
como a IL-6, a expressdao da COX-2 e da iNOS, para além da biossintese de 'NO derivado
desta ultima enzima, em células endoteliais activadas pelo peroxinitrito. Pretendeu-se
ainda avaliar o papel da Mv3glc nos mecanismos moleculares de activacdo do NF-kB
(Capitulo 3).

3)  Confirmar a transposi¢ao de alguns dos resultados obtidos utilizando
células endoteliais microvasculares humanas (HMEC) como modelo e explorar nestas,
outras vias de ac¢do da Mv3glc como agente de proteccdo endotelial. Concretamente,
para além da avaliacao da sua capacidade na inibicao da activagdo do NF-«B mediada
pelo peroxinitrito, procurdmos investigar o seu papel modulador na actividade do pro-
teassoma e na produ¢do de HO-1, decorrente da activagao do factor de transcricao Nrf2,

induzidos pelo peroxinitrito (Capitulo 4).
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1. Introducio

As doencas cardiovasculares, como ja se referiu, sdo consideradas uma causa major
de morbilidade e mortalidade mundiais (Mathers e Loncar 2006). A patologia subjacente ¢ a
aterosclerose, uma doenca multifactorial, na qual a disfun¢do endotelial parece desempenhar
um papel critico na iniciacdo e progressdao do processo aterogénico (Lusis 2000). O endotélio
vascular ¢ uma barreira que regula multiplas fungdes, incluindo o tonus vascular, a inflamagao, a
agregacao plaquetar e a trombose, podendo ser afectadas por qualquer situacao lesiva ou de stress
das células endoteliais (Higashi ez al. 2009; Tousoulis ef al. 2010). As investigagdes ao longo das
ultimas décadas revolucionaram o nosso entendimento acerca da patogénese da aterosclerose e
0 peroxinitrito passou a ser considerado um interveniente inquestionavel como potente agente
oxidante e nitrante endogeno de diversas biomoléculas. Este composto resulta da reac¢ao entre
o oxido nitrico (‘'NO) e o anido superdxido (O,™) (Koppenol 1998), ambos produzidos pelas
células do sistema imune e também pelas vasculares (Ischiropoulos et al. 1992; Carreras et al.
1994; Cai e Harrison 2000) através de enzimas celulares especificas, tais como a NADPH e as
xantina oxidases, produtoras de O,™ ¢ as 0xido nitrico sintases (NOS). Esta reacgdo tem uma das
maiores constantes de velocidade conhecidas para reacgdes com o “NO, justificando a toxicidade
do peroxinitrito em determinadas concentragdes (Pacher et al. 2007).

Assim, o peroxinitrito pode alcancar elevadas concentragdes em lesdes ateroscleroticas,
uma vez que estas ocorrem principalmente em areas com perturbagdo do fluxo sanguineo, onde se
observa, em simultdneo, um aumento da produgéo de O, ~e uma diminui¢ao da biodisponibilidade
de "NO (Cooke 2003). O seu envolvimento na aterosclerose foi sugerido dada a sua capacidade
em oxidar as LDL e de promover uma extensa nitra¢do dos residuos de tirosina proteicos, como
observado em lesdes aterosclerdticas humanas (Darley-Usmar et al. 1992; Dinis et al. 2002;
Peluffo e Radi 2007), contribuindo para a producdo de estrias gordas e consequente formagao
da placa ateromatosa. Para além disso, ele pode participar na patogénese da lesao aterosclerodtica
por mecanismos adicionais, despoletando um desequilibrio na reactividade vascular € o compro-
metimento de processos celulares criticos, precipitando as células a apoptose ou necrose (Pacher
et al. 2007, Brito et al. 2008). Pelas razdes apontadas, ¢ crucial neutralizar os efeitos lesivos
do peroxinitrito, pelo que diferentes estudos demonstraram até a data uma elevada capacidade
scavenger desta espécie reactiva pelas antocianinas (Rahman et al. 2006).

As antocianinas fazem parte do grande grupo dos flavonoides amplamente distribuido
em vegetais, frutos e no vinho tinto. Estes compostos tém sido objecto de consideravel atengao
dada a sua elevada ingestdo na dieta humana associada a uma ampla variedade de potenciais

efeitos benéficos para a satde (Prior e Wu 2006). A sua biodisponibilidade tem sido alvo de
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grande controvérsia, mas estudos recentes indicam que, apesar da sua limitada absor¢ao, estes
polifenois glicosilados sao absorvidos, logo apos a ingestao, na sua forma nativa no estobmago
e intestino delgado, surgindo rapidamente na corrente sanguinea (Manach et al. 2005; McGhie
e Walton 2007). Alias, as baixas concentracdes detectadas no plasma, na gama de valores entre
os nM e uM, sdo alcangadas através do consumo regular de antocianinas (Passamonti et al.
2003; Manach et al. 2005). Entre os seus efeitos benéficos, salientam-se as suas propriedades
antiaterogénicas, evidenciadas quer em trabalhos experimentais (Xia et al. 2006; Mauray et

al. 2010), quer em estudos epidemioldgicos (McCune et al. 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica das antocianinas.

De facto, varias abordagens epidemiologicas, principalmente na ultima década, permi-
tiram constatar que dietas ricas em frutos e vegetais se associavam a uma diminui¢ao de doengas
cardiovasculares (CVD) (Rissanen et al. 2003; Nothlings et al. 2008), estando as antocianinas

favoravelmente implicadas nestes resultados (de Pascual-Teresa ef al. 2010; McCune et al. 2011).
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Embora a actividade biologica destes produtos naturais esteja intimamente relacionada com as
suas propriedades antioxidantes, multiplos estudos recentes tém apontado para outros mecanis-
mos de ac¢do para além dessa actividade neutralizadora de espécies reactivas, nomeadamente
por interferéncia com importantes cascatas de sinalizag¢do celular e de regulacdo da expressao
de genes (Mauray et al. 2010; McCune ef al. 2011).

Evidéncias crescentes ddo consisténcia ao papel protector das antocianinas ao nivel
vascular (Ghosh e Scheepens 2009; Grassi et al. 2009; He e Giusti 2010; McCune et al. 2011;
Wallace 2011). Contudo, os mecanismos envolvidos ndo estdo completamente clarificados.
Recentemente, estudos efectuados no nosso laboratério demonstraram que o peroxinitrito de-
sencadeia a apoptose em células endoteliais da aorta bovina, por deplecdo do GSH intracelular
(Brito et al. 2006). Assim, neste trabalho, perspectivamos continuar a explorar as vias bioquimicas
subjacentes a apoptose induzida pelo peroxinitrito em células endoteliais e, simultaneamente,
avaliar a potencial protec¢do a esse nivel proporcionada por quatro antocianinas com diferentes
padrdes de substitui¢do no anel B, a cianidina-3-glucosido (Cy3glc), delfinidina-3-glucésido
(Dp3glc), a malvidina-3-glucosido (Mv3glc) e a pelargonidina-3-glucésido (Pg3glc) (Figura 1).
Desta forma, tentdmos investigar novos mecanismos de citoprotec¢ao contra a lesdo endotelial
desencadeada pelo peroxinitrito, que fossem para além da sua ja conhecida actividade antioxi-
dante in vitro, avaliando igualmente a contribuicdo dos diferentes padrdes de substituicdo no
anel B destes flavonoides para essa protecciao. Assim, para além da actividade antioxidante das
antocianinas em células sujeitas a agressao pelo peroxinitrito, avalidmos a sua potencialidade
para proteger essas c¢lulas da morte celular apoptotica, incidindo nos acontecimentos aquém e
além dos eventos na mitocondria. Os nossos resultados demonstram que todas as antocianinas
testadas impedem o dano celular infligido pelo peroxinitrito, nao sé interrompendo a via de morte
mitocondrial como também inibindo a translocagao nuclear da Bax que ocorre em consequéncia
do processo apoptdtico e que foi demonstrada agora, pela primeira vez, em células endoteliais.
Estes resultados indicam mecanismos adicionais através dos quais as antocianinas podem exercer

protec¢do vascular no contexto da prevencao da aterosclerose.

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

As antocianinas (cloreto de cianidina 3-0-B-glucoésido, cloreto de delfinidina 3-o0-3-

glucosido, cloreto de malvidina 3-0-B-glucdsido e cloreto de pelargonidina 3-o-B-glucosido)
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purificadas a partir de produtos naturais foram adquiridas a Extrasynthése (Genay, Franca).
Todas apresentam um grau de pureza superior a 97%, segundo avaliacao por HPLC, tendo sido
utilizadas a partir de solugdes em DMSO (5mM), armazenadas a -80°C, sob atmosfera de azoto.
A concentragao final de solvente nunca excedeu 1% do volume.

Os outros reagentes laboratoriais, nomeadamente a dihidrorodamina 123 (DHR123),
dimetilsulfoxido (DMSO), dodecil sulfato de sédio (SDS), brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
-ilo) 2,5-difeniltetrazélio (MTT), colagenase, gelatina, Hoechst 33258, substratos das caspase-3
(Ac-DEVD-AMC), caspase-8 (Ac-IETD-AMC), e caspase-9 (Ac-LEDH-AFC), diacetato de
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA) e estreptomicina/penicilina, foram adquiridos a
Sigma-Aldrich Co.

Para a cultura celular, o meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco s
modified Eagle medium), tripsina 0,25%, soro fetal bovino (SFB) e tampao fosfato salino (PBS)
pH 7.4, foram obtidos da Gibco-Invitrogen.

Os anticorpos monoclonais primarios especificos produzidos em rato contra a Bax e os
anticorpos secundarios contra anticorpos de rato e coelho foram adquiridos a Abcam; os anticor-
pos primarios monoclonais produzidos em rato contra a Bcl-2 e contra a lamina A e o anticorpo
policlonal produzido em coelho contra a pAkt foram adquiridos a Santa Cruz Biotechnology
(Santa Cruz, CA, USA); o anticorpo monoclonal produzido em rato contra a B-actina foi obtido
da Sigma-Aldrich Co.

2.2. Cultura primaria de células endoteliais da aorta bovina

As células endoteliais da aorta bovina (BAEC) foram isoladas da aorta toracica por tra-
tamento com colagenase (2 mg/mL). Resumidamente, seccoes de aorta foram cortadas e seladas
com pingas-tesouras que, apos lavagem com PBS, foram tratadas com colagenase por periodos
de tempo entre os 3 e os 10 min e mantidas a 37°C. Apoés esse tempo, as células destacadas foram
recuperadas para um tubo com meio de cultura, centrifugadas a 200 g durante 5 min e semeadas
em caixas de 6 pogos, previamente revestidas com gelatina de origem bovina 0,2%. As células
foram posteriormente cultivadas em frascos de cultura T-75, revestidos com gelatina a 0,2%, em
DMEM suplementado com 10% de SFB, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina,
a 37°C em incubadora com atmosfera humidificada e 5% de CO,. As cé€lulas endoteliais foram
identificadas pela sua morfologia cobblestone tipica, sub-cultivadas a confluéncia e utilizadas
entre a quarta e a décima passagem. Previamente aos ensaios, as células com uma confluéncia

aproximada de 80% foram privadas de SFB durante, pelo menos, 6 horas.
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2.3. Sintese do peroxinitrito

O peroxinitrito foi sintetizado num reactor quenched flow como previamente descrito
(Brito et al. 2006). Sucintamente, uma solugdo aquosa de NaNO, 0,6 M foi rapidamente mistu-
rada com igual volume de H,0, 0,7 M em HC1 0,6 M e imediatamente quenched com 0 mesmo
volume de NaOH 1,5 M. A solugdo assim obtida foi congelada a -20°C durante aproximadamente
24 h. A essa temperatura, o peroxinitrito, em resultado de um processo de congelamento fraccio-
nado da solugdo, concentra-se numa camada superior de cor amarela intensa. Esta camada foi
cuidadosamente removida e passada através de uma pequena coluna de MnO, a fim de remover
o H,0O, residual de acordo com Uppo ¢ coladoradores (Uppu ez al. 1996). O peroxinitrito foi
entdo armazenado em aliquotas a -80°C sob atmosfera de azoto. Imediatamente antes de cada
utilizacdo, o peroxinitrito apds diluicdo em NaOH 1 M, foi quantificado espectrofotometrica-

mente, com base na sua absortividade molar a 302 nm (g, =1670 M-'cm™).

302

2.4. Tratamento das células com peroxinitrito

Nas experiéncias com peroxinitrito, as células foram previamente lavadas e equilibra-
das com PBS com calcio e magnésio, pH 7.4, durante 5 minutos. Em seguida, o peroxinitrito,
diluido em NaOH 10 mM recentemente preparado, foi adicionado as células numa dose unica
de 500 uM, contra a parede lateral do poco de cultura seguido de rapida agitacao, por forma
a uniformizar a exposi¢ao celular ao peroxinitrito antes da sua decomposi¢ao. Importa referir
que, nesta fase as BAEC se encontram em PBS por forma a evitar reac¢des secundarias entre o
peroxinitrito e os componentes do meio de cultura. Apos 10 minutos de incubagao, as células
foram cuidadosamente lavadas com PBS, adicionadas de DMEM sem SFB e assim mantidas
durante os periodos de tempo necessarios para os ensaios. Nao se obervaram alteragdes de pH
durante o periodo de tempo de ensaio com o peroxinitrito, que nunca excedeu a duracdo de 6h.
Volumes iguais de NaOH 10 mM (controlo do solvente) ou de peroxinitrito decomposto (em
PBS ou NaOH, durante a noite) foram utilizados como controlos.

Nas experiéncias com as antocianinas, as c¢lulas foram pré-incubadas com estes com-
postos durante 14 h, sendo invariavelmente removidas antes de submetidas a agressao, acabada

de descrever, com o peroxinitrito.

2.5. Internalizacio das antocianinas pelas células endoteliais

As concentragdes intracelulares das antocianinas foram determinadas por HPLC utili-

zando um Beckman System Gold equipado com detector 168-diode array (HPLC-DAD). Apos
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o periodo de incubagdo de 14 h com 25 uM de antocianinas, as células foram colocadas em gelo
¢ lavadas trés vezes com PBS frio. Entdo, as cé€lulas foram raspadas para uma mistura de H,O/
MeOH/HCI (84/14/1, v/v) e submetidas a 5 ciclos de congelagdo/aquecimento (N, liquido/37°C).
Ap6s centrifugacdo, os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20°C. A concentracdo
de proteina foi determinada com reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad, EUA), baseada no método de
Bradford. Ensaios controlo, na auséncia de células foram preparados nas mesmas condigoes.

A separagdo cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Lichrocart C18 de fase
reversa (150 x 4 mm ID, dimensao de particula de 5 um, da Merck) associada com uma coluna
de guarda, Lichrosphere Si60 (4 x 45 mm, Merck).

Aliquotas (20 pL) de extracto foram manualmente injectadas no sistema de HPLC.
A separagdo das antocianinas foi conseguida recorrendo a um programa de gradiente binario.
Utilizou-se uma fase movel constituida por uma mistura de acetato de sodio 25 mM em agua
(A), e acetato de sodio 25 mM em metanol (B), ajustadas a pH 2 com acido tricloroacético. O
gradiente consistiu em 35% de B, 5 min, 50% de B, 10 min, 60% de B, 10 min e finalmente,
30% de B, 10 min, mantido até a injec¢ao seguinte. Estes compostos foram identificados e

quantificados com base na comparagao cromatografica com padroes.

2.6. Avaliacao da morfologia nuclear

As células submetidas ao protocolo descrito no ponto anterior foram fixadas com pa-
raformaldeido a 4% (p/v) durante 10 min a temperatura ambiente e subsequentemente coradas
com Hoechst 33258 (5 pg/mL) durante 10 min, a temperatura ambiente. Apos lavagem com
PBS, procedeu-se a montagem com lamela em PBS:glicerol (3:1, v/v), antes da observagao
em microscopio de fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 40, Oberkochen, Alemanha), com
recurso a um filtro DAPI da Zeiss. As alteracdes morfologicas foram avaliadas em, pelo menos,
nove campos diferentes (400x) por amostra, perfazendo entre 80-100 células por campo. Os
nucleos marcados foram considerados apoptoticos de acordo com a condensacao da cromatina
e fragmentagdo nuclear. O numero de cé€lulas apoptdticas foi expresso como percentagem em

func¢ao do total de células contadas.

2.7. Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada através da redugdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
-il0)2,5-difeniltetrazdlio (MTT) a formazana, levada a cabo pelas desidrogenases celulares em células
metabolicamente activas (Denizot e Lang 1986). Apos incubacdo com as diferentes concentragdes de

antocianinas (12.5, 25, 50 e 100 pM), durante 14 h, as células semeadas em caixas de 6 pocos (0.5 x
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10° células/pogo), foram lavadas com PBS ¢ incubadas com MTT (0.5mg/mL) em meio de cultura sem
SFB, durante 1h, na incubadora, nas condic¢des ja descritas. Em seguida, o meio foi removido e os
cristais de formazana formados foram dissolvidos em DMSO (300 pnL/po¢o). A extensdo da reducao
do MTT a formazana foi quantificada através da determinac@o da absorvéncia a 550 nm num leitor

de placas (Synergy HT). Os resultados foram expressos como percentagem das células controlo.

2.8. Avaliacao da actividade antioxidante das antocianinas

2.8.1. Ensaio da oxidacio da dihidrorodamina

A actividade scavenger do peroxinitrito por parte das antocianinas foi determinada
através do ensaio da oxidagao da dihidrorodamina 123 (DHR 123), medindo a diminuigao de
fluorescéncia devida a inibicao da oxidagao da DHR 123 a rodamina 123, de acordo com a
descricao de Kooy et al. (Kooy et al. 1994) com alteragdes minimas. As antocianinas (solu¢do
stock de 5 mM) e a DHR 123 (solucao stock 5.78 mM) foram dissolvidas em DMSO e arma-
zenadas a -80°C em atmosfera de azoto. As solugdes de trabalho foram preparadas diariamente
em tampdo fosfato salino pH 7.4 (Na,HPO, 50 mM, KCI 5 mM, NaCl 90 mM e DTPA 100
uM). Resumidamente, aliquotas de DHR 123 foram adicionadas, numa concentra¢do de 25
uM, a cada antocianina (2-10 uM) em tampao fosfato salino com DTPA 100 uM a 37°C. Apds
a adicdo de peroxinitrito (1.2 puM em NaOH 0.1 M), a intensidade de fluorescéncia da DHR
123 oxidada foi medida num espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50B, com comprimentos
de onda de excitacdo e de emissdo de 500 e 536 nm (fendas de excitagdo ¢ de emissdo de 2.5
e 3), respectivamente. Todos os ensaios foram efectuados a 37°C numa cuvete termostatiza-
da e com agitagao. O ensaio controlo (DHR 123 mais ONOO") corresponde a0 maximo de
oxidacao da DHR 123 (100%). Na presenca das antocianinas, a intensidade de fluorescéncia
medida foi expressa em percentagem relativamente ao controlo. O peroxinitrito decomposto
em tampao salino nao interferiu com a oxidagao da DHR 123. A quercetina foi utilizada como

composto de referéncia.

2.8.2. Ensaio de oxidacao das LDL

2.8.2.1. Isolamento das LDL

As lipoproteinas de baixa densidade humanas foram isoladas a partir de plasma fres-

co por ultracentrifugacdo em gradiente de densidade e armazenadas a -80°C em atmosfera de
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azoto, como anteriormente descrito (Vieira ef al. 1996). Sucintamente, o plasma foi obtido por
centrifugacao das amostras de sangue a 2500 g, 15 min, 15°C. Em seguida, o plasma adicionado
de EDTA 1 mM foi ultracentrifugado numa ultracentrifuga Beckman L80, equipada com um
rotor de angulo fixo 70.1 Ti, a 65 000 rpm, durante 3 h a 15°C, e a frac¢@o de LDL recolhida por
suc¢do. Para minimizar a oxidag¢ao das LDL durante o processo de isolamento todos os tampdes
utilizados foram saturados com azoto. A concentracao de proteina foi determinada pelo método
de Lowry (Lowry et al. 1951) com albumina bovina sérica como padrao. As aliquotas de LDL

foram armazenadas a -80°C sob atmosfera de azoto.

2.8.2.2. Oxidacao das LDL avaliada pela formacao de dienos

conjugados

A oxidacao das LDL foi promovida por radicais peroxilo gerados a uma velocidade
constante pela decomposicao térmica do composto azo-iniciador, AAPH. A cinética da pero-
xidagdo lipidica, foi seguida pela formagdo de dienos conjugados, determinados espectrofo-
tometricamente num espectrofotdmetro Perkin-Elmer Lambda 6 UV/Vis (PerkinElmer Life
and Analytical Sciences, Inc., EUA), através da monitorizagdo continua da absorvéncia a 234
nm. As particulas de LDL (45 pg de proteina) foram adicionadas a 2 mL de tampéao (Na,HPO,
20 mM, NaCl 110 mM, DTPA 100 uM, pH 7.4) contendo AAPH 5 mM, numa cuvete termos-
tatizada a 37°C com dispositivo magnético de agitacdo, sendo a absorvéncia monitorizada
durante 180 min na presencga ou auséncia das antocianinas (2 uM), adicionadas ao tampao
imediatamente antes da adicdo das LDL. Os resultados foram expressos em termos de lag
phase inicial do processo de oxidagao, devida a presenca da antocianina em estudo. Assim, a
lag phase foi utilizada para avaliar a actividade antioxidante das antocianinas, directamente
relacionada com a resisténcia das LDL a oxidagdo e foi determinada tragando uma tangente a
fase de propagagdo da curva e extrapolando esta linha através do eixo horizontal. Os resultados

foram expressos em percentagem do aumento da /ag phase comparativamente ao controlo.

2.8.3. Determinacio das espécies reactivas intracelulares

A producao intracelular de espécies reactivas foi avaliada recorrendo ao diacetato de
2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA), uma sonda ndo fluorescente que consegue per-

mear as membranas celulares e pode ser oxidada por espécies reactivas, originando o composto
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fluorescente 2°,7’-diclorofluoresceina (DCF), tal como foi previamente descrito (Halliwell e
Whiteman 2004; Whiteman et al. 2004).

De forma sucinta, as células semeadas em caixas de 24 pocos (1 x 10° células/pogo), foram
previamente incubadas com ou sem cada uma das antocianinas (25 uM) e posteriormente submetidas
a agressdo com o peroxinitrito, de acordo com o protocolo do ponto 2.4. Vinte minutos antes do
final de cada tempo de incubacdo, as células foram incubadas com DCFHDA 2 uM, preparada em
DMEM sem soro e ao abrigo da luz. Apos este procedimento, as células foram lavadas duas vezes
com PBS e mantidas neste tampao durante a sua observagdo num microscépio de fluorescéncia
(Zeiss Axiovert 40). A determinagdo das intensidades de fluorescéncia foi efectuada num leitor de
placas Synergy HT (BioTek Instruments, Inc, EUA) (comprimentos de onda de excitacdo, 485 nm
e de emissdo, 530 nm). Os resultados foram expressos como percentagem das células tratadas com

peroxinitrito sem pré-incubagdao com antocianinas.

2.8.4. Avaliacao da formacgao de grupos carbonilo

Os processos oxidativos celulares promovidos pelo peroxinitrito foram também avalia-
dos em termos de formag¢ao de grupos carbonilo. As células tratadas foram lisadas em tampao
HBS pH 7.5, suplementado com 1% de mistura de inibidores de proteases e fosfatases. Apds
5 ciclos de congelamento/fusdo (N, liquido/37°C), os lisados foram centrifugados a 15000g
durante 20 min a 4°C e os sobrenadantes (extractos totais) foram recolhidos e armazenados a
-20°C. A concentragdo proteica foi determinada pelo método de Bradford, utilizando reagentes
da Bio-Rad (Bio-Rad, EUA).

O contetdo em carbonilos foi determinado em duplicado usando um ensaio colori-
métrico tradicional (Levine ef al. 1994). Sucintamente, 800 pug de proteina foram incubadas
com 500 pL de 2.4-dinitrofenilhidrazina a 0.2% (DNPH) em HCI 2 N, durante 1h ao abrigo
da luz, sendo os ensaios controlo preparados somente com HCI 2N. As amostras e os ensaios
controlo foram sujeitos a precipitacao pela adi¢do de volumes iguais de acido tricloroacético
a 20%, seguida de centrifugacdo a 10 000 g durante 5 min, a 4°C. Apo0s rejeicdao dos sobrena-
dantes, os pellets foram submetidos a trés lavagens de 10 min com etanol:acetato de etilo (1:1,
v/v), e agitando em vortex cada 3 min, durante todo o processo. As amostras foram depois
centrifugadas a 10000 g, 3 min, 4°C. Os pellets assim obtidos foram ressuspensos em 0.5 mL
de guanidina-HCIl 6 M, e o contetido em carbonilos foi determinado medindo a absorvéncia
das hidrazonas formadas a 370 nm. Os resultados foram calculados em pmoles carbonilo/mg

proteina usando um coeficiente de extingdo molar de 22000 M™! cm'e expressos em percen-
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tagem do controlo, isto €, das células incubadas em condi¢des similares sem peroxinitrito e

sem antocianina.

2.9. Avaliacio do potencial de membrana mitocondrial

A perda do potencial de membrana mitocondrial (A,, ) € um indicador indiscutivel de
apoptose e foi avaliada utilizando a sonda fluorescente iodeto de 5,5°,6,6’-tetracloro-1,1",3,3’-
-tetraetilbenzimidazolil carbocianina (JC-1). Trata-se de uma sonda cationica lipofilica que se
acumula na mitocondria de modo dependente do potencial, o que ¢ evidenciado por uma alteragao
na emissdo de fluorescéncia do verde (525 nm) para o vermelho (590 nm) (Reers et al. 1991).

As células semeadas em caixas de 24 pogos foram pré-incubadas com as antocianinas
e tratadas com o peroxinitrito tal como se descreveu em 2.4. Nos tempos indicados, os sobrena-
dantes foram removidos e as células foram incubadas com JC-1 (2 pg/mL) a 37°C, durante 20
min. Apds esta marcagdo fluorescente, as células foram lavadas com PBS e visualizadas num
microscopio invertido de fluorescéncia Zeiss Axiovert 40 com um filtro FITC. Os quocientes
entre as intensidades de fluorescéncia vermelha/verde foram igualmente calculados com base
nas intensidades de fluorescéncia dos agregados J, acumulados na mitocondria (excitagcdo 550
nm; emissao 600 nm), € os mondmeros que permaneceram no citoplasma (excitagdo 485 nm;
emissdo 535 nm). As intensidades de fluorescéncia foram medidas num leitor de placas Synergy
HT (BioTek Instruments, Inc, EUA).

2.10. Determinacio da Bax nuclear por imunocitoquimica

Apos incubagao das células nas condigdes genéricas ja especificadas, elas foram lavadas
duas vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido 4% (p/v) durante 10 min a temperatura
ambiente. Seguiu-se o bloqueio e a permeabilizagdo com PBS contendo 0,1% de saponina e 5%
de SFB durante 30 min, e a incubagao com um anticorpo monoclonal produzido em rato contra
a Bax (1:100), durante 2 h a temperatura ambiente. As células foram depois lavadas trés vezes
com PBS e incubadas, durante 2 h, com o anticorpo secundario conjugado Alexa Fluor-488
(1:1000) (Molecular Probes, EUA). Os nticleos foram marcados com Hoechst 33258. As células
foram novamente lavadas, colocadas sob lamela com Moviol e observadas num microscopio
de fluorescéncia invertido (Zeiss Axiovert 40) utilizando um filtro DAPI e FITC (Zeiss). O
processamento de imagem foi efectuado com o programa de analise Image J (NIH). Todas as

imagens de fluorescéncia sdo representativas de pelo menos trés experiéncias independentes.
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2.11. Determinacdo da actividade das caspases

Ap6s a pré-incubagao das células com as antocianinas e o tratamento com peroxinitrito,
o meio foi removido, as células lavadas duas vezes com PBS, raspadas sobre gelo, em tampao
de lise [acido etilenodiaminotetracético sodico (Na-EDTA) 1 mM, Na-EGTA 1 mM, MgCl,
-6H,0 2 mM, HEPES 25 mM (pH 7.5) suplementado com CHAPS 0.1% (p/v), PMSF 100 mM,
DTT 2 mM e mistura de inibidores de proteases 1:100 (v/v)] e mantidas neste tampao em gelo,
durante 20 min. Apos 5 ciclos de congelamento/fusdo (azoto liquido/37°C), as células assim
lisadas foram centrifugadas a 14 000 g durante 10 min a 4°C, e os sobrenadantes recolhidos
foram armazenados a -80°C. Para determinar a actividade das caspases, aliquotas de lisados
contendo 25 pg de proteina foram adicionadas a um tampao de reac¢ao (HEPES 25 mM, pH
7.5 suplementado com CHAPS 0.1% (p/v), DTT 5 mM e PMSF 100 mM). As reac¢des enzi-
maticas foram iniciadas pela adi¢do do adequado substrato fluorogénico (100 uM) contendo
locais especificos de hidrolise, nomeadamente DEVD para a caspase-3, IETD para a caspase-8
e LEDH para a caspase-9, ligados a um fluorocromo, em concreto ao AMC para a caspase-3 e
-8, ou a0 AFC para a caspase-9. Apds incubacao durante 150 min a 37°C, a libertagdo do AMC
ou AFC a 380/460 nm ou 400/505 nm (excitagdo/emissdo), respectivamente, foi determinada
por medicdes de fluorescéncia num leitor de placas Synergy HT. As actividades das caspases
foram expressas como percentagem do valor nas culturas celulares sujeitas ao insulto com o

peroxinitrito.

2.12. Determinacdes por Western Blot

A expressao proteica foi avaliada por Western blot. Os extractos celulares foram lisados
numa solu¢do contendo 300 ul de Tris-HCI 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 3 mM, Nonidet P-40
0.5% (v/v) e mistura de inibidores de proteases a 1%, pH 7.5, durante 10 min, em gelo. Os lisados
foram centrifugados a 5000 g durante 5 min a 4°C e os sobrenadantes (extractos citoplasmaticos)
foram recolhidos e armazenados a -20°C. O pellet foi dissolvido em 40 pL de uma solugdo con-
tendo Hepes 20 mM , MgCl, 5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM, NaCl 300 mM, glicerol a 20%
e mistura de inibidores de proteases a 1%, pH 7.5, mantido 20 min em gelo e posteriormente
centrifugado a 16 000 g, durante 20 min a 4°C, obtendo-se assim os extractos nucleares. A con-
centragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, utilizando reagentes da Bio-Rad.

As proteinas (30 pg), reduzidas e desnaturadas, foram separadas por electroforese em gel de

poliacrilamida de 10% (v/v), na presenca de SDS (SDS/PAGE) (intensidade de corrente constante de
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20 mA por gel) e transferidas para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVDF) (Amersham
Biosciences), durante 2 h a 200 mA. Para evitar ligagdes inespecificas, as membranas foram blo-
queadas durante 1h em leite magro a 5% (p/v) em tampao TBS suplementado com Tween 20 a 0,1%
(v/v) (TBS-T: Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM, Tween 20 0.1%, v/v). Ap6s esse periodo de tempo,
as membranas foram incubadas com anticorpos especificos contra a Bax (2 h, temperatura ambiente),
Bcl-2 (2 h, temperatura ambiente) ou pAkt (durante a noite a 4°C). Apds intensa lavagem com TBS-T,
as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos secundarios conjugados com a fosfatase
alcalina (1 h, temperatura ambiente). Os complexos imunoreactivos foram detectados por quimiofiuores-
céncia, apds tratamento com ECF (enhanced chemifluorescent reagent) (Amersham Biosciences), num
sistema de imagem Typhoon 9000 (Amersham Biosciences). A B-actina ou a lamina A foram usadas
como controlos internos para as proteinas citoplasmaticas e nucleares, respectivamente. As bandas

foram analisadas e quantificadas utilizando o sofiware ImageQuant TM da Amersham Biosciences.

2.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média = SEM do ntimero de experiéncias indicado
nas legendas das respectivas figuras. As diferengas entre os grupos foram analizadas por one-way
analysis of variance, seguida do teste de Dunnet, Bonferroni ou Tukey, conforme apropriado. O valor

de P<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados

3.1. As antocianinas protegem as células endoteliais da apoptose

desencadeada pelo peroxinitrito

Os efeitos protectores das antocianinas em estudo contra a morte das células endoteliais
mediada pelo peroxinitrito, foram avaliados em BAEC pré-incubadas com diferentes concentragdes
destes compostos (12.5 e 25 uM) e tratadas posteriormente com peroxinitrito, de acordo com o que
estd descrito nos “Materiais e Métodos”. Tal como se observa na Figura 2A, 6 h apds o tratamento
celular com peroxinitrito 500 uM auténtico, verifica-se cerca de 30% de morte apoptotica, de acordo
com as alteracdes morfologicas visualizadas através da marcagdo com a sonda nuclear Hoechst,
concretamente, condensacao e fragmentagdo nuclear, enquanto que nas células ndo tratadas
ndo se detectam quaisquer alteragdes (< 2%). No entanto, a pré-incubagdo das células com 12.5

ou 25 uM de antocianinas reduziu de forma significativa a extensao da apoptose mediada pelo
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peroxinitrito. Na mesma figura, observa-se que, embora estes flavonodides, para ambas as con-
centracdes, evitem consideravelmente a morte apoptotica, os valores mais elevados de protec¢ao
foram obtidos para a Pg3glc e Cy3glc 25 uM com cerca de 80 e 70%, respectivamente. Para as
restantes condigdes experimentais, as antocianinas, de uma forma dependente da dose, também

reverteram o processo apoptotico, alcangando percentagens superiores a 50%.
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poticas mediadas pelo peroxinitrito nas células endoteliais.

As BAEC confluentes, mantidas em meio sem soro, foram
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pré-incubadas com duas concentragdes subtoxicas (12.5 e 25
uM) durante 14 horas. Em seguida, as células foram lavadas

com PBS e tratadas com peroxinitrito 500 uM. As alteragdes
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morfologicas apoptoticas foram avaliadas por marcacdo nuclear

com a sonda Hoechst 33258 (5 pg/mL). O controlo refere-

-
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-se a experiéncia em condi¢des similares sem peroxinitrito ¢

Antocianina (nmoles) /mg proteina

antocianinas. (B) A viabilidade celular das BAEC incubadas

o
|

durante 14 h com 3 concentracdes diferentes das antocianinas
foi avaliada pela redugdo do MTT e expressa como percenta-
gem das células controlo. Os resultados representam o valor
médio £SEM de pelo menos 5 ensaios independentes, cada um em duplicado. *P < 0.05, ***P < 0.001 vs controlo,
i.e. ensaio com células, sem antocianinas nem peroxinitrito; #P < 0.01, #*P < 0.001 vs ONOOr, ensaio com células
adicionadas de peroxinitrito, sem antocianinas (C) Quantidade de antocianinas internalizada pelas células endote-
liais, ap6s incubag@o com a concentragdo maxima utilizada (25 pM), obtida por HPLC, de acordo com o descrito

em “Materiais e Métodos”.
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Importa salientar que, durante o periodo de agressao com o peroxinitrito e poste-
riormente, as antocianinas ndo se encontram presentes no meio. Para além disso, ¢ de referir
que, durante o tempo de experiéncia, mesmo na concentracdo mais alta utilizada, nenhuma
antocianina interferiu com a viabilidade celular das BAEC, de acordo com o teste de MTT
(Figura 2B).

As antocianinas, para a mesma concentracdo, internalizam nas células endoteliais em
concentragdes muito dispares (Figura 2C) indicando que a anélise da capacidade protectora
destes compostos podera ser influenciada, ndo apenas pelas suas caracteristicas quimicas, mas

também pelo seu uptake intracelular.

3.2. As antocianinas apresentam elevada capacidade scavenger de espécies

reactivas

3.2.1. Capacidade scavenger do peroxinitrito

Devido a sua estrutura quimica particular, as antocianinas so altamente reactivas perante
radicais livres e outras espécies reactivas, mas o seu papel como antioxidantes fisiolégicos tem
sido questionado dada a sua instabilidade a pH neutro. Assim, por forma a esclarecer e corre-
lacionar a protecg@o proporcionada pelas antocianinas, perante o dano endotelial induzido pelo
peroxinitrito com a sua actividade antioxidante, elucidando quais as caracteristicas estruturais
requeridas para essa proteccdo, avaliou-se a sua capacidade scavenger do peroxinitrito e de
radicais peroxilo resultantes do AAPH, em termos de inibicao da oxidacao da dihidrorodamina
(DHR) e das LDL, respectivamente.

Como se verifica na Figura 3, as antocianinas em concentracdes muito baixas (2-10
uM), diminuiram consideravelmente a percentagem de oxidagdo da DHR 123 mediada pelo pe-
roxinitrito, demonstrando uma elevada capacidade destes compostos naturais em neutralizar este
potente oxidante, de uma forma dependente da concentragdo. A Dp3glc e a Cy3glc apresentaram

os menores valores de IC, , 2.25 ¢ 2.43 uM, respectivamente, seguindo-se a Mv3gle (IC,, 2.9

50°
uM) e a Pg3glc com o valor mais elevado, 4.36 uM, evidenciando a relevancia do grupo catecol
e do numero de substituintes hidroxilo no anel B. A utilizagao de bicarbonato neste ensaio nao
alterou, de forma significativa, os valores de IC, (resultados ndo apresentados).

A quercetina, usada como composto de referéncia, apresentou o menor IC_, confirmando

50°

o seu elevado efeito scavenger do peroxinitrito.
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Figura 3. As antocianinas inibem eficazmente a oxidagdo da DHR 123 induzida pelo peroxinitrito. Sucintamente,
DHR 123 25 uM foi adicionada as antocianinas em estudo ou a quercetina, usada como composto de referéncia, a
37°C. Apds a adi¢do de peroxinitrito 2 uM a fluorescéncia foi imediatamente determinada, de acordo com o descrito
em “Materiais ¢ Métodos”. Estas determinacdes de fluorescéncia foram expressas em percentagem em relagdo a
fluorescéncia do controlo (reac¢do na auséncia de antocianinas ou quercetina). Os resultados representam o valor

médio +SEM de pelo menos 5 experiéncias independentes ***P < 0.001 vs controlo.
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3.2.2. Diminuic2o da oxida¢do das LDL mediada por radicais peroxilo

A formagao de dienos conjugados na componente lipidica das LDL proporciona informa-
¢do acerca da susceptibilidade destas lipoproteinas a degradagdo por dano oxidativo mediado por
radicais livres e outras espécies oxidantes. De facto, no nosso modelo experimental, um prolonga-
mento do periodo de inibi¢do inicial da formag¢ao de dienos conjugados (lag phase), significa uma
resisténcia aumentada das LDL a agressao oxidante. O tempo que decorre até a formagao de dienos
conjugados em LDL submetidas a oxidagdo mediada pelo AAPH (controlo) apresentou um carac-
teristico periodo de inibi¢do inicial de cerca de 35 min, o qual foi significativamente prolongado na
presenca de concentragdes muito reduzidas de antocianinas (Figura 4). De facto, na presenga de ape-
nas 2 uM dos referidos compostos, a lag phase apresentou uma duragao de cerca de 80 e de 65 min
para a Cy3glc e Mv3glc, respectivamente, valores que duplicam os do controlo, evidenciando, uma
elevada capacidade scavenger dos radicais peroxilo gerados pelo AAPH por parte destes flavonoi-
des. Importa esclarecer que o recurso a0 AAPH constitui uma estratégica reconhecidamente utilizada

e validada como indutor da peroxidagao lipidica, justificando a sua utilizacao isolada neste ensaio.
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3.3 As antocianinas inibem a formacao de espécies reactivas e de grupos

carbonilo em células endoteliais submetidas a agressao pelo peroxinitrito

E um facto estabelecido que um aumento na produgio celular de espécies reactivas oxidantes
pode ser avaliado pela intensidade de fluorescéncia da diclorofluoresceina (DCF), como resultado da
oxida¢ao da molécula polar nao fluorescente, diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA).
Este composto ¢ passivamente acumulado nas células e, nessas circunstancias, as esterases
intracelulares clivam o grupo diacetato originando DCFH, que se distribui no citosol e pode

ser oxidada a DCF por uma série de espécies reactivas (Murrant e Reid 2001). A extensao da
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oxidagdo ¢ indicada por um aumento na fluorescéncia da DCF, o que constitui um indice da

formacao celular de compostos reactivos oxidantes.

Uma analise cinética da produg@o de espécies reactivas oxidantes que se seguiu a agressao

com o peroxinitrito, revelou um aumento do stress oxidativo intracelular logo as 3 h ap6s o insulto

oxidante, continuando a aumentar até as 6 h, como indicado pelo aumento da fluorescéncia da

DCEF (Figura 5, inset). Para todos os tempos testados, esta fluorescéncia foi atenuada nas células

pré-incubadas com as antocianinas antes da agressao com o peroxinitrito, como se exemplifica na

figura 5, para as 6 h de incubagao apds a adi¢ao de peroxinitrito. A Cy3glc e a Dp3glc apresenta-

ram a maior capacidade antioxidante, reduzindo a intensidade de fluorescéncia em cerca de 30%.

Como era expectavel, a Pg3glc, monofenolica, demonstrou ser a menos efcaz, neste aspecto, com

uma redugdo de cerca de 16%, seguindo-se a Mv3glc com aproximadamente 20%.
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Figura 5. As antocianinas diminuem a produgao de
espécies reactivas induzida pelo peroxinitrito, em
células endoteliais. As BAEC, pré-incubadas com
antocianinas 25 pM, foram posteriormente subme-
tidas a agressdao com peroxinitrito, o qual foi cuida-
dosamente removido apds 10 min de incubagao, tal
como descrito nos “Materiais ¢ Métodos”. As 6 h
de incubagdo, a produgdo de espécies reactivas foi
aferida através da fluorescéncia devida a presenga
de DCF. (A) Imagens das células endoteliais, na
auséncia e presenca de Mv3glc 25 pM, exemplifi-
cativas do comportamento de todas as antocianinas
estudadas, obtidas por microscopia de fluorescéncia
(400x). (B) Os resultados foram expressos em
termos de intensidade de fluorescéncia de DCEF,
como percentagem de células controlo tratadas
com peroxinitrito, sem antocianinas. O grafico em

inset representa a cinética da produgdo de espécies

reactivas que se segue ao insulto com peroxinitrito. Os resultados representam o valor médio = SEM de pelo menos

trés experiéncias independentes *P < 0.05, **P < 0.01 ***P <0.001 vs controlo.
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Figura 6. As antocianinas diminuem a formagéo de grupos carbonilo induzida pelo peroxinitrito, em células endo-
teliais. A formag@o de grupos carbonilo foi avaliada em extractos celulares totais, tal como referido nos “Materiais
e Métodos”. Os resultados representam o valor médio £ SEM de pelo menos trés experiéncias independentes ***P
<0.001; #P<0.01, #P<0.001 vs ONOO-.

Por outro lado, a formagao de grupos carbonilo proteicos nas células endoteliais tratadas
com peroxinitrito, foi igualmente avaliada. Trata-se de um reconhecido indicador da oxidacdo
de proteinas, util para estimar a extensao do dano oxidativo desencadeado pelo peroxinitrito as
proteinas (Shacter 2000). Nas células endoteliais submetidas ao peroxinitrito, observou-se um
aumento de cerca de 150% na formagao de grupos carbonilo, conforme resultados do ensaio com
a DNPH (Figura 6) (Levine ef al. 1990). Quando pré-incubadas com as antocianinas, verificou-se
uma reducdo significativa da formag¢ao destes produtos de oxida¢do com valores que oscilam
sempre em torno dos 100% relativamente as células tratadas com peroxinitrito.

Embora as capacidades de proteccdo da formacao dos grupos carbonilo evidenciadas
pelas quatro antocianinas sejam mais expressivas que as da formacgdo das espécies reactivas
(Figura 5), os perfis de protecgdo sdo relativamente semelhantes, com as maiores actividades

expressas pela Cy3glc e Dp3glc e a menor pela Pg3glc.

3.4. As antocianinas previnem a dissipacdo do potencial de membrana mito-

condrial provocado pelo peroxinitrito

Por forma a determinar se a inibigao da perda de integridade mitocondrial contribui para os

efeitos antiapoptoticos das antocianinas, foram monitorizadas as alteragdes no potencial de membra-
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na mitocondrial com a sonda fluorescente JC-1 apds a adi¢ao do peroxinitrito. Nas células viaveis que

apresentam elevado potencial de membrana mitocondrial, a JC-1 monomérica acumula-se na mito-

condria, agrega e emite uma fluorescéncia vermelha, enquanto que nas células em processo de apop-

tose se verifica o colapso do potencial de membrana mitocondrial e a JC-1 ndo consegue ai acumular-

-se permanecendo no citoplasma numa forma monomeérica com fluorescéncia verde (Figura 7A).
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Figura 7. Recuperagdo do potencial de membrana
mitocondrial na presenga das antocianinas. As BAEC
pré-incubadas ou ndo com antocianinas 25 uM foram
tratadas com peroxinitrito durante 6 h, como referido
nos “Materiais e Métodos”. Vinte minutos antes do final
de cada tempo de incubagao, a sonda JC-1 (concentra-
¢do final de 2 pg/mL) foi adicionada ao meio ¢ incu-
bada durante 20 min, 37°C, ao abrigo da luz. Apos este
tempo, o meio foi substituido por DMEM fresco sem
soro e as células sdo visualizadas imediatamente num
microscopio de fluorescéncia (400x), como evidenciado
pelas imagens representativas (A). As intensidades de
fluorescéncia dos mondmeros (verde) e dos agregados
J (vermelhos), das mesmas culturas de células, foram

também avaliadas num leitor de placas (B). A despolari-

zagdo mitocondrial estd indicada por uma diminuig@o da razdo entre as intensidades de fluorescéncia, a qual representa

a proporg¢ao de células vidveis e apoptoticas. Os resultados representam o valor médio + SEM de, pelo menos, quatro

experiéncias independentes, em duplicado. ***P < 0.001 vs controlo;*P <0.5, #P <0.01, P <0.001 vs ONOO'.
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Quando as BAEC sao expostas ao peroxinitrito, observou-se uma acentuada diminui¢ao
na populagdo celular capaz de emitir fluorescéncia vermelha acompanhada por um aumento da
emissdo de fluorescéncia verde (Figura 7), o que se traduziu numa diminui¢do da razao entre as
intensidades de fluorescéncia vermelha/verde em cerca de 60% relativa ao controlo sem peroxi-
nitrito (Figura 7B). O pré-tratamento com antocianinas 25 pM permitiu um aumento desta razao
em cerca de 30% relativo ao controlo com peroxinitrito, para qualquer uma delas. Estes resultados
indicam que a perda do potencial de membrana mitocondrial mediada pelo peroxinitrito € signi-

ficativamente prevenida em células pré-tratadas com qualquer uma das antocianinas estudadas.

3.5. As antocianinas inibem a activa¢ao das caspases-3 e -9, induzida pelo

peroxinitrito

E um facto conhecido que a perda do potencial de membrana mitocondrial pode estar
relacionada com a activacao sequencial de caspases-9 e -3. Efectivamente, verifica-se que a
morte celular mediada pelo peroxinitrito implica a activagdo destas caspases, nao interferindo
com a caspase-8. Como se demonstra na Figura 8, 6 h ap6s a agressdao com o peroxinitrito, as
antocianinas em estudo foram capazes de impedir a activacao das caspases-9 e -3 (Figura 8 A
e B); a Dp3glc foi a mais eficaz, impedindo quase por completo a activacao de ambas as cas-
pases, seguida pela Cy3glc e Mv3glc que praticamente impediram o efeito do peroxinitrito na
actividade de caspase-9 e induziram uma diminuic¢ao significativa de actividades de 72 e 60%,
na actividade de caspase-3, respectivamente. Para o mesmo tempo de incubagado (6 h), a Pg3glc

permitiu uma reducao de cerca de 70 e 50% nas actividades de caspases-9 e -3, respectivamente.
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Figura 8. As antocianinas inibem a activacao de caspases-3 e -9, mediada pelo peroxinitrito, nas células endoteliais.
As BAEC foram tratadas com peroxinitrito 500 uM apds pré-incubag@o de 14 h com as antocianinas (25 uM), tal
como descrito nos “Materiais ¢ Métodos”. Os graficos representam a cinética das actividades de caspases-9 (A),
caspase-3 (B) e caspase-8 (C), na presenga das quatro antocianinas estudadas. O tratamento com peroxinitrito
(ONOO) induziu a activacdo de caspases-9 e -3, um processo inibido pelas antocianinas. Este oxidante ndo activou
a caspase-8. Os resultados representam o valor médio £ SEM de pelo menos cinco experiéncias independentes. Para
a caspase-3: ***P < 0.001 [(Cy3glc + ONOO) e (Dp3glc + ONOO") vs ONOO-], *P < 0.05 [(Pg3glc + ONOO") e
(Mv3glc + ONOO") vs ONOO"]. Para a caspase-9: *P<0.05 [(Ac + ONOO") vs ONOO"].
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Estes resultados confirmam que a apoptose desencadeada pelo peroxinitrito, nas nossas
condi¢des experimentais, segue a via apoptotica mitocondrial ou intrinseca, uma vez que interfere
com as caspases efectora (caspase-3) e iniciadora (caspase-9) desta via, ndo interferindo com a via
dos receptores de morte ou extrinseca, ja que ndo se observou qualquer alteracao de relevo nos ni-
veis de caspase-8 (Figura 3 C). Todas as antocianinas, uma vez mais, conseguiram impedir o pro-

cesso apoptdtico, inibindo activagdo desta cascata de morte que envolve as caspases mencionadas.

3.6. As antocianinas diminuem os niveis citoplasmaticos de Bax e impedem
a sua translocacio para o nicleo em células endoteliais agredidas pelo

peroxinitrito

A familia de proteinas Bcl-2 desempenha um papel de crucial importancia na apoptose

pela via mitocondrial (Gross et al. 1999; Circu e Aw 2010).
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Figura 9. O peroxinitrito aumenta os niveis intracelulares de Bax sem afectar os niveis intracelulares de Bcl-2.
As BAEC foram tratadas com peroxinitrito 500 M durante 10 min. Apos a remogao deste oxidante e aos tempos
indicados, os extractos celulares citoplasmaticos foram analisados por immunoblot com anticorpos especificos
contra a Bax e a Bcl-2. Para além dos blots representativos (A), apresentam-se as analises densitométricas, quer
para a Bax (B) quer para a Bcl-2 (C), de pelo menos cinco experiéncias, normalizadas para a f3-actina endogena e

expressas como valor médio + SEM. ***P < (.001 vs controlo.

146



Capitulo 2

A Figura 9 (A e B) mostra que a expressdo da proteina pré-apoptdtica Bax sofreu um
consideravel aumento apos o tratamento das células com peroxinitrito, alcangando valores uma
vez e meia superiores aos do controlo, para a primeira hora e cerca de duas vezes superiores para
a terceira e quarta horas de incubagdo, sem alterar as concentragdes de Bel-2 (Figura 9 A e C). Tais
aumentos de Bax foram significativamente reduzidos nas células pré-incubadas com as antociani-
nas em cerca de 60, 40 e 50%, para a Cy3glc (Figura 10A), Dp3glc (Figura 10B) e Pg3glc (Figura
10C), respectivamente, ao final da primeira hora apds os 10 min de agressdo com o peroxinitrito. A
Mv3glc (Figura 10D), foi capaz de desencadear um decréscimo mais sustentado que o das restantes

antocianinas, particularmente na terceira e quarta horas de incubagao, com valores de cerca de 70%.
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Figura 10. As antocianinas reduzem o aumento nos niveis citoplasmaticos de Bax, induzidos pelo peroxinitrito,
nas células endoteliais. As BAEC foram tratadas com peroxinitrito 500 pM apds pré-incubagdo de 14 h com as
antocianinas (25 uM), tal como descrito nos “Materiais ¢ Métodos”, e mantidas durante pelo menos 6 h em meio
privado de soro, a 37°C. Os extractos proteicos citoplasmaticos foram entdo analisados por immunoblot com um
anticorpo especifico contra a Bax. A figura mostra blots representativos, seguidos pelas respectivas quantificagdes
por densitometria de pelo menos trés experiéncias independentes, para cada uma das quatro antocianinas estudadas,
em concreto Cy3glc (A), Dp3glc (B), Pg3glc (C) e Mv3glc (D). Os resultados foram normalizados para a f-actina
endogena e expressos como valor médio + SEM. ***P < (.001 vs controlo; *P < 0.05, #P<0.01 vs ONOO".
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Na sequéncia do processo apoptotico induzido pelo peroxinitrito nas células endoteliais,
a translocacao nuclear da Bax foi evidenciada por imunocitoquimica e immunoblot, verificando-
-se também os efeitos protectores das antocianinas a este nivel (Figura 11). A Figura 11A mostra
imagens representativas obtidas por microscopia de fluorescéncia, de células marcadas tanto
para a Bax (imunofluorescéncia) como para o nicleo (Hoechst 33258), previamente tratadas
com Dp3glc 25 uM, apresentada como uma antocianina tipica, seguido do insulto com peroxi-
nitrito. A maior intensidade de fluorescéncia verde nas células tratadas com peroxinitrito apenas,
quando comparada com o controlo, constitui um indicador dos niveis mais elevados de Bax no
nucleo. Similarmente a Dp3glc, todas as outras antocianinas testadas diminuiram claramente
esta fluorescéncia nuclear, indiciando a sua capacidade em impedirem a translocagao nuclear
da Bax (Figura 11 B).

A translocagao nuclear da Bax e a sua inibi¢do pelas antocianinas foram confirmadas por
immunoblot, conforme demonstrado no grafico da Figura 11D, para a Dp3glc, como exemplo. O
aumento da Bax nuclear foi detectado logo apds a primeira hora que se seguiu a agressao com o
peroxinitrito, sendo mais evidente apos as 4 h, facto que coincide com a normalizacao dos niveis
citoplasmaticos de Bax, como estd patente na Figura 9. A Dp3glc, a semelhanca das restantes

antocianinas, originou uma diminui¢do, em cerca de 70%, da Bax nuclear as 6 h apds a agressao.
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Figura 11. As antocianinas inibem a translocagdo da Bax para o nucleo observada na sequéncia da inducgdo do
processo apoptotico pelo peroxinitrito, nas células endoteliais. As BAEC foram tratadas com peroxinitrito 500 uM
apos pré-incubagdo com as antocianinas (25 uM), tal como descrito nos “Materiais ¢ Métodos™, ¢ mantidas, pelo
menos, 6 h em meio privado de soro, a 37°C, tendo sido determinada a localiza¢ao da Bax por imunocitoquimica (A)
e confirmada por immunoblot dos extractos proteicos nucleares (C). Em (A) apresentam-se imagens representativas
de microscopia de fluorescéncia obtidas a sexta hora de incubacdo, nas condi¢des indicadas, apds marcagdo por
imunofluorescéncia da proteina Bax e dos nicleos com Hoechst 33258 (400x). Em (B) apresenta-se graficamente a
cinética das intensidades de fluorescéncia correspondentes a translocacdo nuclear da Bax, de acordo com o progra-
ma de analise de imagem Image J. Em (C, D), os extractos proteicos nucleares recolhidos nas condi¢des descritas
nos “Materiais ¢ Métodos” foram analisados por immunoblot com com um anticorpo especifico contra a Bax,
conforme demonstrado para a Dp3glc, seguidos pelas respectivas quantificagdes por densitometria de pelo menos
trés experiéncias independentes. Os resultados foram normalizados para a lamina A enddgena e expressos como
valor médio + SEM. *P < 0.05,***P < 0.001 vs controlo; “P < 0.05 vs ONOO", para 0 mesmo tempo de incubagio.
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3.7. As antocianinas impedem a inactivacdo da via PI3K/Akt mediada pelo

peroxinitrito

Existem varias evidéncias que a via da fosfatidil-inositol-3-cinase (PI3K)/Akt desem-
penha um papel critico na inibi¢do da apoptose impedindo, por exemplo, a transloca¢ao da Bax
para a mitocondria, como se demonstrou em células PC12 sujeitas ao peroxinitrito (Shacka et al.
20006). De facto, tal como se observa nessas células, constatimos, no nosso modelo experimental
de células endoteliais, que o peroxinitrito inibia a fosforilagdo do Akt, conduzindo a inactivag¢ao
desta via de sobrevivéncia celular. Nas células tratadas com o peroxinitrito, o fosfo-Akt (pAkt)
citoplasmatico diminuiu, chegando ao valor mais baixo entre a 3-4 h, quando comparado com

o das células controlo, sem tratamento (Figura 12).
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Figura 12. As antocianinas previnem o decréscimo dos niveis citoplasmaticos de pAkt induzidos pelo peroxinitrito,
conforme exemplificado para a Cy3glc. Os extractos proteicos citoplasmaticos forram obtidos de células endoteliais
incubadas com Cy3glc 25 uM e posteriormente tratadas ou ndo com peroxinitrito durante 10 min como descrito
nos “Materiais ¢ Métodos” e mantidas pelo menos 6 h em meio privado de soro, a 37°C. Estes extractos proteicos
sdo entdo analisados por immunoblot com um anticorpo especifico contra a pAkt. A figura mostra um blot repre-
sentativo (A) bem como a respectiva analise densitométrica (B) de, pelo menos, trés experiéncias independentes.

Os resultados foram normalizados para a B-actina endogena e expressos como valor médio = SEM. **P < 0.01

(Cy3glc+tONOO) vs ONOO-, para o0 mesmo tempo de incubagio.
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Todas as antocianinas testadas impediram a desfosforilacio do Akt mediada pelo pe-
roxinitrito, alcancando os valores mais expressivos para a 3-4 h, conforme exemplificado para

a Cy3glc (Figura 12).

4. Discussao

Diversos estudos, particularmente na ultima década, realcam a importancia das antocia-
ninas como agentes antiaterosclerdticos (Xia et al. 2006; McCune et al. 2011). Neste contexto,
os efeitos protectores destes flavonoides contra a activagdo endotelial em resposta a diversos
factores, tais como as LDLox e o stress oxidativo, t€ém constituido um foco de investigacao
(Youdim et al. 2000; Yi et al. 2010).

O peroxinitrito tem sido apontado como um relevante factor iniciador, despoletando a
morte de células endoteliais através de uma via apoptotica (Brito ef al. 2008). Embora a capaci-
dade dos flavondides, incluindo as antocianinas, em neutralizarem esta espécie reactiva in vitro
seja conhecida, muito devido a sua capacidade em doar electrdoes e em constituir um substrato
para a nitra¢do (Pannala et al. 1998; Tsuda ef al. 1999; Ichiyanagi et al. 2004), os mecanismos
moleculares subjacentes a proteccao proporcionada por estes flavonodides contra a morte celular
mediada pelo peroxinitrito, ndo estio totalmente elucidadas bem como as caracteristicas mole-
culares das antocianinas exigidas para essa proteccao.

Assim, neste trabalho, acrescentdmos novos conhecimentos acerca dos mecanismos
citoprotectores das antocianinas nas cé¢lulas endoteliais sob a agressdao do peroxinitrito. De
referir que as actividades celulares destes compostos tém, de alguma forma, sido questionadas,
principalmente devido as concentragdes fisioldgicas detectadas. No entanto, estudos de biodis-
ponibilidade demonstraram a absor¢ao de antocianinas intactas e o seu rapido aparecimento
no plasma sanguineo e em varios tecidos, na sequéncia do consumo normal destes compostos
(Mazza et al. 2002; McGhie et al. 2007) e, assim, os seus efeitos cumulativos potenciais nao
deverdo ser negligenciados (Kawai et al. 2008). Por outro lado, foi ja4 demonstrada a incorporacao
das antocianinas na membrana plasmatica e no citosol de células endoteliais, protegendo-as ao
actuarem como scavengers de varias espécies oxidantes (Youdim et al. 2000).

Todas as antocianinas testadas, em concentragdes sub-toxicas (12.5 e 25 uM), pro-
tegeram fortemente as BAEC da morte celular induzida pelo peroxinitrito (Figura 2), tendo a
Pg3glc apresentado a maior proteccdo. Estes efeitos ndo se correlacionam directamente com a
sua capacidade scavenger do peroxinitrito (Figura 3). Na realidade, os diferentes padroes de

hidroxilagdo no anel B parecem modelar a capacidade de neutralizacdo do peroxinitrito, uma
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vez que a Dp3glc evidenciou a maior actividade a este nivel, seguida de perto pela Cy3glc, e
depois pela Mv3glc, apresentando a Pg3glc a menor actividade. A maior actividade da Dp3glc
e Cy3glc ¢ muito provavelmente devida a estrutura o-dihidroxi (catecolica) no anel B, que é
reconhecida como capaz de conferir um elevado grau de estabilidade aos radicais fenoxilo fla-
vonolicos que se formam (Bors ef al. 1990) e a presenga de um grupo hidroxilo na posigao -3
(Santos e Mira 2004). A presenca dos substituintes metoxilo no anel B da Mv3glc, devido ao seu
carécter nucleofilico contribuird, certamente, para o aumento da estabilidade do radical fenoxilo
formado e, consequentemente, para a sua maior actividade antioxidante quando comparada com
a Pg3glc (Satué-Garcia et al 1997). Como ja havia sido reportado (Youdim et al. 2000), confir-
mamos a incorporacao das antocianinas em estudo nas células endoteliais. A Pg3glc apresentou
o valor mais elevado de internalizagdo celular, o que podera justificar o seu significativo efeito
citoprotector, demonstrado no ensaio de morte apoptotica (Figura 2A), sugerindo que o seu
menor impedimento estéreo, devido ao unico hidroxilo no anel B possa facilitar a sua entrada
na c¢lula, alcangando concentragdes eficazes provavelmente de forma mais célere que as outras
antocianinas. Assim, as concentracdes das antocianinas atingidas nas células poderdo também
influenciar os efeitos observados na morte celular.

Nas células endoteliais, a presenca de antocianinas impede a formacgdo de espécies
reactivas mediada pelo peroxinitrito, de acordo com os resultados do ensaio com a DCFHDA
(Figura 5). Um aspecto que justifica ressalva, reside no facto de que, o peroxinitrito auténtico foi
adicionado as células e, ap6s os 10 min de incubagao, este oxidante foi removido por cuidadosa
lavagem com PBS; assim, as espécies reactivas observadas foram produzidas como resultado
deste insulto primario. Todas as antocianinas foram capazes de proteger de forma significativa,
as cé¢lulas endoteliais contra o dano oxidativo intracelular, segundo um perfil de protecgao si-
milar ao constatado nos ensaios de oxidacdo da DHR 123 e da formacao de grupos carbonilo,
ou seja, a Dp3glc e a Cy3glc apresentaram actividades mais elevadas que a Mv3glc e a Pg3glc,
na neutralizagdo das espécies reactivas formadas, salientando, uma vez mais, a importancia da
substitui¢do do anel B. Concretamente, ainda que o grupo catecol da Cy3glc e da Dp3glc lhes
confira uma supremacia protectora, os dois grupos metoxilo da Mv3glc também s3o potencial-
mente relevantes, como acima referido. Este comportamento benéfico da Mv3glc, mas também
da Pg3glc, podera encontrar justificagdo na sua consideravel captacdo por parte das células
endoteliais, compensando a auséncia dos dois grupos o-hidroxilo no anel B.

Assim, a protec¢ao proporcionada por todas estas antocianinas nas células endoteliais
pode ser, pelo menos em parte, mediada pela sua capacidade em neutralizar espécies reactivas
produzidas durante a agressao celular. Estas espécies podem reagir com componentes celulares

tais como lipidos, gerando um largo espectro de produtos como, por exemplo, o 4-hidroxinonenal
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(4-HNE), considerado desde longa data, como um segundo mensageiro toxico do dano oxidativo
celular (Zmijewski et al. 2005). Neste contexto, a capacidade scavenger de radicais por parte das
varias antocianinas foi ainda testada num outro modelo experimental, concretamente em LDL
oxidadas por radicais peroxilo gerados pela decomposicao térmica do composto azo-iniciador,
AAPH. Também aqui se repetiu, uma vez mais, o padrdo de proteccdo ja descrito, com a Cy3glc
e a Dp3glc a proporcionarem o maior periodo sem formagao de dienos conjugados.

Desta forma, as espécies reactivas podem ser directa ou indirectamente mediadoras de
cascatas de sinalizagdo intracelulares as quais, entre outras potenciais ac¢des, podem induzir o
colapso do potencial de membrana mitocondrial e despoletar uma série de eventos associados a
mitocondria, incluindo a apoptose (Radi et al. 2002).

Embora varios autores sugiram que a apoptose desencadeada pelo peroxinitrito possa
resultar de um efeito directo na mitocondria, outros estudos revelam que tal podera ocorrer em
consequéncia de uma consideravelmente mais complexa cascata de eventos (Shacka et al. 2006).
De acordo com investigagdes prévias do nosso laboratdrio, para além de outros, o peroxinitrito,
para baixas concentragdes, induz apoptose através da via mitocondrial, enquanto que para con-
centragdes mais elevadas, origina, predominantemente, necrose (Brito ef al. 2008).

O trabalho actual confirma que peroxinitrito 500 uM induz a apoptose em BAEC, pro-
movendo diversas vias a jusante e a montante da mitocondria. Embora esta concentracdo parega,
a partida, relativamente alta, a concentracao final de exposicao global das células a esta espécie
reactiva € muito inferior a 500 uM, considerando que o seu tempo de meia vida ¢ inferior a 1s,
a 37°C, pH 7.4 (Zhu et al. 1992). De notar, também, que, as taxas de producao de peroxinitrito
in vivo em compartimentos especificos t€ém sido estimadas em cerca de 50-100 uM por minuto
(Szabo et al. 2007), valores relativamente elevados.

Por forma a verificar se as propriedades antiapoptdticas destas antocianinas estavam
relacionados com a inibig¢do da ruptura da via mitocondrial testamos os seus efeitos nos aconte-
cimentos na mitocondria despoletados pelo peroxinitrito. Quando as BAEC sao expostas a este
oxidante, verificou-se uma diminui¢do do potencial de membrana mitocondrial, avaliada pelo
aumento da emissdo de fluorescéncia verde devido a presenga de JC-1 no citosol (Figura 7).
Este acontecimento podera ser uma consequéncia da permeabiliza¢do da membrana mitocondrial
externa, o que impede a acumulacdo daquela sonda na mitocondria. O pré-tratamento das células
com as antocianinas testadas, impediu a perda deste gradiente electroquimico, como evidenciado
pela emissdo de fluorescéncia vermelha. Estes resultados sdo relevantes considerando o papel
crucial da mitocondria na regulagdo da morte celular, sugerindo que a ac¢ao antiapoptotica
destes flavondides podera ocorrer por interferéncia na via mitocondrial de morte desencadeada

pelo peroxinitrito.
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Diferentes padrdes de morte celular devidos ao peroxinitrito tém sido descritos, depen-
dendo do tipo de célula e da concentracdo do oxidante, determinando um mecanismo depen-
dente ou independente das caspases (Szabo 2003; Whiteman et al. 2004; Shacka et al. 2006).
Os nossos resultados demonstram que a morte devida ao peroxinitrito ocorre através da via
mitocondrial, uma vez que se observa a activagdo das caspases iniciadora (caspase-9) e efectora
(caspase-3) dessa via, ndo parecendo interferir com a via dos receptores de morte, ja que nao
se observaram alteracdes nos niveis da caspase-8. As antocianinas estudadas provaram a sua
eficdcia na prevenc¢do da activag@o das caspases-9 e -3, envolvidas na via de morte mitocondrial
desencadeada pelo peroxinitrito (Figura 8), afastando as células do seu destino apoptdtico. Os
resultados obtidos mostraram que estas antocianinas sdo capazes de interferir com a cascata de
sinalizagdo intracelular conducente a apoptose, muito provavelmente por inibirem a perda de
integridade da membrana mitocondrial, através da interferéncia no equilibrio entre factores pro-
e antiapoptdticos da familia Bcl-2, conduzindo a permeabilizagdo da membrana mitocondrial
externa e activagao da via apoptoética intrinseca.

Efectivamente, verificou-se que o peroxinitrito induziu a permeabiliza¢do da membra-
na mitocondrial através do aumento dos niveis intracelulares de Bax, sem afectar os da Bcl-2
(Figura 9) levando assim a ruptura do equilibrio intracelular entre proteinas pro- e antiapopto-
ticas. A Bax, ¢ uma proteina pré-apoptotica normalmente encontrada no citoplasma formando
um heterodimero com membros antiapoptéticos da mesma familia Bel-2. Apos um estimulo
apoptdtico, a Bax transloca para a mitocondria onde forma oligémeros implicados na permea-
bilidade da membrana mitocondrial (Sharpe et al. 2004), facilitando a libertacao de proteinas
intermembranares mitocondriais, intervenientes no processo de morte por apoptose. Os resultados
aqui apresentados indicam que a pré-incubacao das células com as antocianinas conduziu a uma
diminui¢do significativa nos niveis intracelulares de Bax, mais marcadamente nas primeiras 2 h,
sugerindo que a ac¢do protectora das antocianinas podera preceder a despolarizagdo da membrana
mitocondrial e a activacdo das caspases.

Para além da activacdo da Bax e da sua translocagao para a mitocondria, existem evidén-
cias que a Bax também pode sofrer translocacdo para o nticleo, como parte do processo apoptotico
(Zhuang e Simon 2000; Huang et al. 2006). Neste trabalho, observamos por imunocitoquimica
e por immunoblot que, durante o processo apoptético induzido pelo peroxinitrito, a translocagao
nuclear da Bax ocorreu e que as antocianinas foram capazes de prevenir significativamente este
acontecimento (Figura 11). Curiosamente, embora a translocagdo nuclear da Bax se tenha verifi-
cado logo a primeira hora apds a agressao com o peroxinitrito, os niveis mais expressivos desta
proteina observaram-se a partir das 4 h, logo apods o declinio dos niveis de Bax no citosol (Figura

9). De realcar que as células com maior fluorescéncia verde no nucleo devida a translocacao
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nuclear foram também aquelas que apresentaram caracteristicas apoptoticas nos seus nucleos.
Embora o significado preciso deste evento permaneca indeterminado, fica patente que todas as
antocianinas testadas reduziram de forma consideravel e similar esta translocacdao o que podera
significar que se trata de um mecanismo de proteccdo adicional destes compostos naturais.

Os nossos ensaios mostraram ainda que as antocianinas estudadas interferem com a via
de sinalizacdo do PI3K/Akt, ao impedirem a desfosforilagdo do Akt promovida pelo peroxinitrito,
contrariando assim os efeitos deste oxidante na inibi¢do desta via. Existem diversas evidén-
cias acumuladas acerca das implicacdes, quer do PI3K quer do Akt, na prevencdo da apoptose
(Tsuruta et al. 2002; Shacka et al. 2006; Shi et al. 2010). Recentemente, a inactivagdo deste
processo foi considerada importante na inducao da apoptose pelo peroxinitrito em células PC12
(Shacka et al. 2006), ndo estando directamente realacionada com um efeito directo no sistema
enzimatico. De facto, ¢ reconhecido que a actividade da PI3K/Akt ¢ essencial para reter a Bax
no citoplasma, impedindo a sua translocag@o para a mitocondria (Tsuruta ef al. 2002; Shacka et
al. 2006). Os nossos resultados indicam que todas as antocianinas testadas previniram de forma
similar a desfosforilacao do Akt induzida pelo peroxinitrito, demonstrando um outro mecanismo
de accdo. Salienta-se ainda que a diminui¢do dos niveis de fosforilagdo do Akt induzida pelo
peroxinitrito, alcangou o seu valor maximo entre 3-4 h, na mesma altura em que se observaram as
maiores concentragdes de Bax citoplasmatica, sugerindo uma potencial ligagdo entre os eventos
desencadeados pelo peoxinitrito, aquém e além da mitocondria.

Concluindo, este estudo expande os nossos conhecimentos acerca dos mecanismos
moleculares subjacentes a citoproteccdo vascular das antocianinas dietéticas. Estes flavonoi-
des, com diferentes estruturas quimicas, apesar da sua controversa capacidade antioxidante in
vivo, sdo capazes de contrariar os efeitos apoptoticos provocados pelo peroxinitrito nas células
endoteliais, através da inibicdo de diversas cascatas de sinalizagao celular que passam pela mi-
tocondria, suportando mecanisticamente os seus efeitos benéficos para a satde no contexto da

preven¢do da disfuncdo endotelial e, consequentemente, da aterosclerose.
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1. Introducio

A disfuncdo endotelial desempenha um papel central na aterogénese (Heitzer et al.
2001; Cooke 2003), uma vez que o endotélio assegura o equilibrio entre a vasodilatacdo e a
vasoconstri¢ao, a inibi¢do e a estimulagdo da proliferacdo e da migracao das células musculares
lisas, a trombogénese e a fibrindlise. Quando este equilibrio € perturbado, ocorre a disfuncao
endotelial, causando dano a parede arterial. A principal caracteristica da disfuncdo endotelial
reside na diminui¢do da vasodilatacdo dependente do endotélio, a qual ¢ mediada pelo 6xido
nitrico. Uma deficiéncia na producao ou bioactividade do ‘NO tem sido considerada como um
mecanismo major da disfun¢ao endotelial, contribuindo para o desenvolvimento do processo
aterosclerotico (Davignon e Ganz 2004).

Como abordado na Introdugdo geral, o 6xido nitrico ¢ formado nas células endoteliais a
partir da L-arginina e do oxigénio através da ac¢do enzimatica da NO sintase endotelial (eNOS)
(Davignon et al. 2004; Pacher et al. 2007), uma enzima constitutiva que ¢ regulada ao nivel trans-
cricional e pos-transcricional. A estabilidade do mRNA da eNOS pode ser alterada por diferentes
compostos e estimulos, nomeadamente, TNF-a, estrogénios, insulina e mesmo o préprio ‘NO (Li
et al. 2002; Searles 2006). Por outro lado, evidéncias crescentes sugerem que o stress oxidativo
pode contribuir para o desenvolvimento e progressao da aterosclerose promovendo a disfuncao
endotelial, a inflamagao e a reducao da biodisponibilidade do 6xido nitrico (Heitzer et al. 2001).

De facto, muitas células que constituem o tecido vascular geram espécies reactivas de
oxigénio (ROS) que desempenham um papel quer fisioldgico, quer patolégico na homeostase
vascular. Niveis relativamente reduzidos de ROS actuam fisiologicamente como sinalizadores,
modulando a proliferagdo, a apoptose e a expressao génica através da activagdo de factores de
transcrigdo, tais como o factor nuclear-kB (NF-kB) (Irani 2000; Janssen-Heininger et al. 2008).
O aumento da producao de ROS, como o anido superoxido, tem sido relacionado com a pertur-
bacdo da funcdo endotelial em modelos experimentais de aterosclerose (Victor et al. 2009). O
anido superoxido, produzido essencialmente por NADPH oxidases, xantina oxidase, mitocondria
e NOS desacoplada, pode interagir com o "NO na parede vascular originando o poderoso agente
oxidante e nitrante peroxinitrito, o qual, por sua vez reduz, a biodisponibilidade do "NO e causa
stress nitroxidativo (Cai e Harrison 2000; Turko e Murad 2002). A 3-nitrotirosina, um produto
da nitracdo de proteinas resultante da ac¢do do peroxinitrito, foi identificada em numerosas pa-
tologias e em diversos compartimentos do sistema cardiovascular (Turko ef al. 2002; Peluffo e
Radi 2007). Para além disso, o peroxinitrito ¢ um modelador de vias de sinalizacdo celulares,
nomeadamente a via da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K/Akt) e a do NF-«B (Pacher ez al. 2007;

Liaudet ef al. 2009). A activacao do factor de transcri¢ao pro-inflamatorio NF-kB tem sido as-
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sociada a disfun¢do endotelial e a inflamagao vascular, desempenhando um papel importante na
patogénese da aterosclerose (Collins e Cybulsky 2001; de Winther ez al. 2005). Neste contexto,
potenciais intervengdes terapéuticas com o objectivo de aumentar a biodisponibilidade do ‘NO
ou regular a expressao de genes pro-inflamatorios, poderdo constituir estratégias promissoras
ao melhorarem a funcao endotelial.

Os polifendis sdo componentes naturais de frutos e vegetais e constituem actualmente
um foco de interesse nutricional e terapéutico. Varios estudos epidemioldgicos e clinicos tém
sido desenvolvidos com o propoésito de consolidar os beneficios para a satde cardiovascular,
decorrentes do consumo de polifenois na dieta (Mann et al. 2007; Schewe et al. 2008). As
antocianinas sdo polifendis amplamente distribuidos em frutos, vegetais e vinho tinto, reco-
nhecidos pelas suas importantes propriedades antioxidantes. Investigacdes recentes, contudo,
indicam outros mecanismos de ac¢ao incluindo a modelacdo de vias de sinalizacdo celular
cruciais e de regulagao génica (Tsoyi et al. 2008; Wang e Stoner 2008; Paixao et al. 2011).
Tem sido descrita uma associacdo inversa entre o consumo de alimentos ricos em antocia-
ninas ¢ o risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Wallace 2011). Embora os
mecanismos de ac¢do destes polifendis tenham sido essencialmente relacionados com a sua
capacidade de reduzir o stress oxidativo e a inflamagao no sistema vascular, o destino e modo
de actuagdo das antocianinas tornou-se mais complexo do que era inicialmente expectavel.
Na realidade, as antocianinas possuem propriedades Unicas: em solu¢des aquosas existem em
diversas formas moleculares que se encontram em equilibrio dinamico e cuja composi¢ao de-
pende do pH, temperatura e estrutura quimica da antocianina. Este ultimo aspecto reveste-se
de particular importancia durante a sua passagem pelo tracto gastrointestinal onde elas sdo
expostas a diferentes valores de pH, condicionando a sua absor¢do, metabolismo e bioactivi-
dade (Prior ¢ Wu 2006).

E merecedor de destaque o facto de, ndo obstante toda a controvérsia acerca da sua
biodisponibilidade, existirem evidéncias de que as antocianinas intactas sdo rapidamente absor-
vidas no estdmago e intestino, surgindo na corrente sanguinea na sua forma nativa, ao contrario
de outros flavonoides, para além de aparecerem como derivados metilados, glucoronidados e/
ou sulfatados (McGhie e Walton 2007).

Recentemente demonstramos que algumas antocianinas comuns, concretamente a Cy-,
a Dp-, a Pg- e a Mv3glc, para além da sua elevada capacidade antioxidante, sdo ainda capazes de
inibir os efeitos apoptoticos induzidos pelo peroxinitrito em células endoteliais intervindo ao nivel
da via mitocondrial de apoptose e impedindo a translocagdo nuclear da Bax (Paixao et al. 2011;
2012). Neste trabalho procuramos estudar os efeitos da Mv3glc (Figura 1), uma das antocianinas

mais abundantes na natureza, em vias de sinalizacdo reconhecidamente implicadas no processo
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aterogénico. Em concreto, avaliamos a capacidade da Mv3glc em aumentar a biodisponibilidade
do "NO assim como em inibir a activagao do NF-kB induzida pelo peroxinitrito. Este estudo indica
que esta antocianina aumenta a biosintese de ‘NO dependente da eNOS através da fosforilagao da
Akt. Para além disso ¢ capaz de suprimir a producdo de mediadores pro-inflamatoérios como a IL-6,
a expressdo de COX-2 e a biosintese de ‘NO derivado da iNOS, em células endoteliais activadas
pelo peroxinitrito, muito provavelmente através da inibi¢ao da activacgao do factor de transcri¢ao

nuclear-xB.

OCH;

OH

HO o.
X OCH;
/

O-Glu
OH

Malvidina 3-0-glucésido

Figura 1. Estrutura quimica da Mv3glc.

2. Materiais e Métodos
2.1. Reagentes

A malvidina-3-o-glucésido foi adquirida a Extrasynthese (Genay, Frang¢a), com um grau
de pureza superior a 97%, segundo avaliagao por HPLC, tendo sido utilizada a partir de solugdes
em DMSO (5mM), armazenadas a -80°C, sob atmosfera de azoto. A concentragao final de sol-
vente nos ensaios realizados nunca excedeu 1% do volume. Para a cultura de células, o meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Dulbecco s modified Eagle medium), a tripsina 0,25%,
o soro fetal bovino e o tampao fosfato salino (PBS, phosphate-buffered saline) pH 7.4, foram
obtidos da Gibco-Invitrogen. A NG-Nitro-L-arginina (L-NNA) foi adquirida a Tocris Bioscience.

Os outros reagentes laboratoriais, nomeadamente a mistura de inibidores de proteases,
inibidores de fosfatases e estreptomicina/penicilina, foram adquiridos a Sigma-Aldrich Co (St.
Louis, MO, EUA).

O anticorpo monoclonal primario especifico produzido em coelho contra a fosfo-Akt
(pAkt) proveio da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) e os anticorpos monoclo-

nais primarios produzidos em rato contra a fosfo-eNOS (peNOS) e iNOS foram adquiridos a

165



Capitulo 3

Abcam (Cambridge, Reino Unido); o anticorpo primario monoclonal produzido em rato contra
a COX-2 foi comprado a Millipore e o anticorpo policlonal produzido em coelho contra o IkBa
foi aquirido a Cell Signalling Technology, Inc; o anticorpo policlonal produzido em coelho
contra a 3-nitrotirosina proveio da Upstate Biotechnology. Inc. (Lake Placid, NY); o anticorpo
monoclonal produzido em rato contra a f-actina bem como os anticorpos secundarios contra

anticorpo de rato e coelho foram obtidos da Sigma-Aldrich Co (St.Louis, MO, EUA).

2.2. Cultura celular

As células endoteliais da aorta bovina foram obtidas da aorta toracica de acordo com o
procedimento previamente descrito no Capitulo 2 e posteriormente sub-cultivadas a confluéncia
e utilizadas entre a quarta e a décima passagem. Previamente aos ensaios, as células com uma
confluéncia aproximada de 80% foram privadas de soro durante pelo menos 6 horas.

Nos ensaios, as cé¢lulas foram tratadas utilizando peroxinitrito auténtico, i.e, sinte-
tizado por nds, tal como descrito em “Materiais e Métodos”, Capitulo 2. Nas experiéncias
com Mv3glc, as células foram pré-incubadas com 25 uM deste composto durante 14 h. No
final deste periodo de tempo, o meio de incubagdo foi removido e as células foram subme-
tidas a agressao com peroxinitrito tal como descrito no referido Capitulo. A incorporagdo da
Mv3glc pelas células endoteliais foi igualmente verificada. Na realidade, ap6s o periodo de
14 horas de pré-incubacao, a analise da Mv3glc nos extractos celulares por HPLC, conforme
descrito por Youdim et al. (Youdim et al. 2000), indicou um valor médio de 3 nmoles de
antocianina/mg de proteina. Assim, no presente trabalho, foram sempre utilizadas as 14 h de
pré-incubacao e os 25 uM de Mv3glc. Nestes ensaios, nem a Mv3glc nem qualquer produto
da sua reac¢cdo com componentes do meio de cultura, estiveram presentes durante e apds
o tempo de incubacdo com o peroxinitrito. Para além disso, durante os referidos periodos
de tempo, incluindo o da pré-incubac¢do com a antocianina, o meio utilizado ndo continha

qualquer percentagem de soro.

2.3. Determinacio da producio de 0xido nitrico

A produgao de ‘NO pelas BAEC foi indirectamente avaliada através da medida da
quantidade de nitrito acumulada nos sobrenadantes das culturas celulares submetidas ou ndo a

tratamento, de acordo com a reaccao de Griess (Granger et al. 1996). Sucintamente, no final de
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cada tempo de incubacdo, os sobrenadantes foram recolhidos e misturados com volumes iguais
(100 pL) de dihidrocloreto de naftiletilenodiamida a 0,1% em agua e 100 pL sulfanilamida a 1%
em H, PO, a 5%. A absorvéncia foi medida a 550 nm e a concentragdo de nitrito foi calculada

utilizando uma curva padrao de nitrito de s6dio em meio de cultura.

2.4. Analise por Western Blot

Para obter os extractos citoplasmaticos as células foram removidas de caixas de cultura
de 60 mm e lisadas numa solugdo contendo 300 pL de Tris-HC1 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl, 3
mM, Nonidet P-40 a 0.5%, PMSF 1 mM, NaVO, I mM, B-glicerofosfato 10 mM, NaF 5 mM e
mistura de inibidores de proteases a 1% (v/v), pH 7.5, durante 10 min em gelo. Os lisados foram
centrifugados a 5000 g durante 5 min, a 4°C e os sobrenadantes recuperados e armazenados a
-20°C. Para obter os extractos celulares totais as células foram removidas directamente para
tampao de lise contendo Hepes 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, glicerol a 10%
(v/v), desoxicolato de sodio a 0.5% (w/v), Triton X-100 a 1% (v/v), PMSF 1 mM, mistura de
inibidores de proteases a 1% (v/v), mantidas durante 20 min em gelo e centrifugadas a 16 000
g durante 20 min, a 4°C. Os sobrenadantes foram entdo recuperados e armazenados a -20°C.
A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford, utilizando reagentes da
Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).

Aliquotas de cada amostra, equivalentes a 30 pug proteina, foram analisadas por elec-
troforese em gel de poliacrilamida a 10% (v/v), na presenca de SDS (SDS/PAGE) (intensidade
de corrente constante de 20 mA por gel) e transferidas para membranas de difluoreto de poli-
vinildieno (PVDF) (Amersham Biosciences, Reino Unido), durante 2 h a 200 mA. Para evitar
ligagdes inespecificas, as membranas foram bloqueadas durante 1h com leite magro a 5% em
tampao salino suplementado com Tween 20 a 0,1% (v/v) (TBS-T: Tris-HCI 20 mM, NaCl 150
mM, Tween 20 a 0.1%). Apds esse periodo de tempo, as membranas foram incubadas com an-
ticorpos especificos contra a pAkt, peNOS, 3-nitrotirosina, iNOS ou COX-2 (durante a noite a
4°C). Apos intensa lavagem com solu¢do TBS-T, as membranas foram incubadas com os respec-
tivos anticorpos secundarios conjugados com a fosfatase alcalina (1h, temperatura ambiente).
Os complexos imunoreactivos foram detectados por quimiofluorescéncia, apds tratamento com
ECF (enhanced chemifluorescent reagent) (Amersham Biosciences, Reino Unido), num sistema
de imagem Typhoon 9000 (Amersham Biosciences, Reino Unido). A B-actina foi usada como
controlo interno para as proteinas citoplasmaticas. As bandas foram analisadas e quantificadas

utilizando o software ImageQuant TM da Amersham Biosciences.
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2.5. RT-PCR em tempo real

Para a analise em tempo real da expressdao da iNOS e eNOS recorreu-se a reacgao de
polimerizacdo em cadeia (PCR), precedida da reac¢do com a transcriptase reversa (RT-PCR).
Para tal, o RNA total foi extraido das células utilizando um kit de extraccao de RNA (Axygen
Biosciences) e quantificado espectrofotometricamente utilizando um espectrofotometro Nano-
drop (NanoDrop Technologies, Inc), através das absorvéncias a 260 e 280 nm. A sua qualidade e
integridade foram avaliadas por electroforese utilizando o sistema automatizado de electroforese
em gel, Experion (Bio-Rad). A razdo das absorvéncias a 260 e 280 nm situava-se entre 1.8-2.0
para todas as condig¢des. Um pg do RNA total foi subsquentemente usado para sintetizar o corres-
pondente DNA complementar (cDNA) utilizando o kit de sintese de cDNA iScript™ (Bio-Rad).
Seguidamente, para a amplificagdo deste DNA recorreu-se ao kit iQ™ SYBR Green Supermix
(Bio-Rad), procedendo de acordo com as indicagdes do fabricante. Partiu-se de 2 uLL de cDNA
diluido a 1% e as condi¢des de amplificagdo incluiram um periodo inicial de desnaturacao a 95°C
durante 10 min, seguido de 40 ciclos, cada um com trés etapas: desnaturagao a 95°C durante 30
s, ligacdo aos nucledtidos (primer annealing ou hibridizagdo) a 58°C, durante 30 s e extensao a
72°C, 2 min, seguido de 10 min adicionais a 72°C. A especificidade de cada produto de PCR foi
confirmada pela andlise da curva de melting. Os oligonucleotidos (primers) foram desenhados
recorrendo ao Beacon Designer 7 software (Premier Biosoft International, Palo Alto, CA) e
usados numa concentracdo final de 200 nM. Para os genes em estudo utilizaram-se as seguintes
sequéncias de oligonucle6tidos: iNOS-sense-CTT GGA GAC AGA GTG GAAC, antisense-TAC
AGA GTG GCG TGA CAG; eNOS-sense-TCT ACC GCT GTC CTG TTG, antisense-ACT GTA
GGC TCT GGA ATA CC e para os genes de controlo interno as sequéncias foram: -actina-sense
GTC CAC CTT CCA GCA GAT GT, antisense-CAC CTT CAC CGT TCC AGT TT; GAPDH-
-sense-GGG TCA TCA TCT CTG CAC CT, antisense-GGT CAT AAG TCC CTC CAC GA;
CD31-sense-CTG GAG TCT TCA GCC ACA CA, antisense-TAT AAC CCG CTG TCC CACTC.

A anélise dos resultados foi efectuada recorrendo ao software de anélise para PCR em
tempo real, GenEx (MultiD Analyses), utilizando os valores de Ct (cycle treshold) de medigdes
em duplicado para calcular a expressdao dos genes alvo, com normaliza¢do para os referidos

controlos internos.

2.6. Imunoprecipitacio

O ensaio de imunoprecipitagdo para identificacdo do IxBa nitrado foi levado a cabo

recorrendo ao uso de esferas de Sefarose (4-Sepharose beads CL-4B) adquiridas & Amersham
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Biosciences. Resumidamente, e apds incubagao de 500 pg de proteina celular total, obtida tal
como descrito em “Analise por Western blot” com o anticorpo contra IkBa, durante a noite a 4°C,
adicionaram-se as esferas revestidas e incubou-se durante mais 3 h a 4°C. Apos esta incubagao,
centrifugou-se (2 min, 2000 g) para remocao das esferas de Sefarose, e efectuaram-se trés lavagens
da proteina com tampao de lise (ponto 2.4 “Analise por Western blot). As proteinas imunopre-
cipitadas foram entdo submetidas a 95°C durante 5 min em tampao desnaturante, separadas por
SDS/PAGE, transferidas para membrana de PVDF e finalmente incubadas com o anticorpo pri-

mario contra a 3-nitrotirosina, durante a noite, a 4°C. A IxBa foi utilizada como controlo interno.

2.7. Determinacao dos niveis de I1-6

As células com ou sem incubacgao prévia com Mv3glc foram submetidas a agressao
com peroxinitrito tal como descrito no Capitulo 2. O meio de cultura no qual foram efectuadas
as referidas incubacdes foi recolhido, a cada um dos tempos especificados, e armazenado a
-20°C previamente a quantificagdo da citocina por ELISA e de acordo com as recomendacdes do
fabricante (ThermoScientific). Os niveis de IL-6 foram calculados a partir de uma curva padrao

(10-10000 pg/mL) com padrao de IL-6 de origem bovina.

2.8. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média £ SEM do niimero de experiéncias indicado
nas legendas das respectivas figuras. As diferengas entre os grupos foram analizadas por one-way
analysis of variance, seguida do teste de Dunnet, Bonferroni ou Tukey, conforme apropriado. O

valor de P<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados

3.1. A Mv3glc potencia a libertacio de 6xido nitrico em células endoteliais,

particularmente quando submetidas a agressiao com peroxinitrito

Para a avaliar o mecanismo pelo qual a Mv3glc protege as células endoteliais da agressao

desencadeada pelo peroxinitrito, investigamos a influéncia desta antocianina na producao de 6xido
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nitrico pelas células endoteliais. Na figura 2 estd representada graficamente a produgdo de 6xido
nitrico pelas células quando estimuladas ou ndo com peroxinitrito € com ou sem pré-incubagao
com Mv3glc, determinada indirectamente pela analise do nitrito presente no sobrenadante das

culturas celulares.
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Figura 2. Produciio de NO em BAEC, avaliada pela medi¢io da concentragdo de nitrito no meio de cultura através
da reacgdo de Griess, 6 h apds a agressdao com peroxinitrito, na presenga ou auséncia de Mv3gle 25 uM. Quando
indicado, 1 mM de L-NNA foi adicionado logo ap6s a adi¢ao de ONOO".*P<0.05 e ***P<0.001 vs controlo, *P<0.05
[(Mv3glc+ONOO") vs (ONOO")] e 4P<0.01 [(Mv3glc+tONOO+L-NNA) vs (Mv3glc+ONOO") ].

Os dados da Figura 2 evidenciam que, 6 h ap0s a estimulacao das células com ONOOr,
a formacao celular de nitrito alcangou niveis nove vezes superiores aos do controlo (células nao
estimuladas) e que nas células pré-incubadas com Mv3glc este aumento foi muito mais signifi-
cativo (cerca de treze vezes). Para determinar a origem desta produ¢ao de ‘NO, as células foram
também incubadas com L-NNA, um inibidor selectivo da eNOS. Nestas condicoes, observamos
uma diminui¢do ndo significativa na formagdo de nitrito em células apenas estimuladas com
peroxinitrito, sugerindo que a produg¢do de "NO ocorreu por uma via independente da eNOS.

Contudo, o pré-tratamento das células com Mv3glc antes da agressao com peroxinitrito na pre-
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senca de L-NNA, levou a uma diminui¢ao na formagao de nitrito em cerca de 40%, relativamente
ao controlo obtido em condicdes similares mas sem L-NNA, sugerindo agora uma consideravel
contribui¢do da actividade da eNOS para os niveis de ‘NO produzido pelas células. Curiosa-
mente, a Mv3glc per se aumentou de forma significativa a formacao de nitrito, mas quando se
adicionou o inibidor da eNOS, ndo se constatou o referido aumento, sugerindo, uma vez mais,

o envolvimento da eNOS na producao de "NO na presenga da Mv3glc.

3.2. A Mv3glc induz a fosforilacio da Akt e da eNOS e diminui a expressio

da iNOS na presenca de peroxinitrito

E um facto conhecido que, em resposta a diferentes tipos de estimulos, a eNOS &
fosforilada pela Akt. Anteriormente, demonstramos que o peroxinitrito inibe a fosforilacao da
Akt em células endoteliais, um efeito contrariado pelas antocianinas, cianidina-, delfinidina- e
pelargonidina-3-glucésido (Paixao ef al. 2011). Agora, e tal como demonstrado na Figura3 A e
B, a Mv3glc comporta-se de forma similar, prevenindo a desfosforilagao da pAkt induzida pelo
peroxinitrito e aumentando o seu grau de fosforilagdo, alcancando o seu efeito mais expressivo
as 4 h de incubagdo (80% superior ao controlo). Paralelamente, a Mv3glc aumentou também
a fosforilagao da eNOS de uma forma dependente do tempo (Figura 3 A e C), sugerindo a
eNOS como fonte principal de producdo de "NO em células endoteliais, quando previamente
incubadas com Mv3glc e também quando a esta pré-incubacao se seguiu a agressao com pe-
roxinitrito (Figura 2).

Por outro lado, a Mv3glc isoladamente, ndo afectou de forma significativa os niveis
intracelulares de iINOS, mas possibilitou uma reducao apreciavel do aumento dos niveis in-
tracelulares de iNOS induzido pelo peroxinitrito (Figura 3 D e E), reforcando os resultados
obtidos relativos a produgdo de ‘NO (Figura 2). De salientar que, os niveis residuais de iNOS
nas células controlo (Figura 3 D e E) constituem uma situagdo comum em células de culturas
primarias reconhecidamente mais sensiveis a privagao de soro ¢ a tripsinizagao, despoletando
uma resposta a estas condi¢des agressivas. Um raciocinio analogo pode fazer-se a proposito
do aparente aumento de iNOS nas células pré-incubadas com Mv3glc, acrescentando que este
aumento nunca foi, em nenhum dos ensaios realizados, significativo, quando comparado com o
controlo. Em contraste, nas células estimuladas com o ONOO- verificaram-se aumentos signi-

ficativos na iNOS relativamente ao controlo.
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Niveis citoplasmaticos de pAkt
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Figura 3. A Mv3glc aumenta eficazmente os niveis citoplasmaticos das formas fosforiladas da Akt (pAkt) (B) e da
eNOS (peNOS) (C) e diminui a expressio da proteina iNOS (E) apods a agressdo do peroxinitrito as células endote-
liais. As proteinas citoplasmaticas totais foram extraidas de células incubadas com Mv3glc 25 uM posteriormente
tratadas ou ndo com peroxinitrito durante 10 min, conforme descrito em “Materiais ¢ Métodos”, e mantidas durante
os periodos de tempo indicados em meio sem soro e a 37°C. Estes extractos proteicos foram entdo analisados por
immunoblot com anticorpos especificos contra pAkt, peNOS e iNOS. Apresentam-se blots representativos (A, D)
e as respectivas analises densitométricas de trés experiéncias independentes (B, C, E) normalizadas para a f-actina
enddgena e expressas como valores médios £ SEM da percentagem do controlo, obtido na auséncia de peroxinitrito.

*P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 vs Controlo; *P<0.05 e #P<0.01 vs ONOO" para 0 mesmo tempo de incubagao.

3.3. AMv3glc aumenta a expressao da eNOS e diminui a expressdo da iNOS
desencadeadas pelo peroxinitrito alterando os niveis de RNA mensa-

geiro

Para elucidar os efeitos da Mv3glc e do peroxinitrito ao nivel transcricional, avalidmos
os niveis de mRNA da iNOS e eNOS por PCR em tempo real (Figura 4). Os resultados obtidos
demonstram que, a Mv3glc 25 uM aumentou os niveis de mRNA da eNOS, um efeito observado
em células incubadas com esta antocianina isoladamente ou posteriormente estimuladas com pe-
roxinirito. Em contraste, em BAEC pré-incubadas com a Mv3glc antes da adi¢ao de peroxinitrito,
constatou-se uma diminui¢ao dos niveis de mRNA da iNOS. Efectivamente, o peroxinitrito, por
si s6, aumentou os niveis de mRNA para a iNOS (trés vezes e meia os valores do controlo) ndo
afectando de forma significativa os valores de mRNA da eNOS. J4 a Mv3glc conseguiu duplicar
os valores de mRNA eNOS do controlo e ainda aumenta-los mais (quatro vezes o controlo) em
células posteriormente agredidas com peroxinitrito. Para além disso, em células pré-incubadas
com Mv3glc verificou-se um decréscimo significativo nos niveis de mRNA da iNOS em células
estimuladas com peroxinitrito, reduzindo em cerca de 40% o aumento observado 4 h apos a
adi¢do de peroxinitrito.

Os resultados obtidos evidenciam um duplo efeito da Mv3glc na produgdo de 6xido
nitrico, ou seja, aumento ou diminui¢do, consoante se verifica activagdo da expressao da eNOS

ou diminui¢do da expressao da iNOS, respectivamente.
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3.4. AMv3glc impede a activacido do NF-kB, mediada pelo peroxinitrito,

prevenindo a nitracido do IkB

Para avaliar se a via do NF-kB poderia ser activada pelo peroxinitrito em BAEC, nas
nossas condi¢des experimentais, as células foram expostas a peroxinitrito auténtico 500 pM
durante 10 minutos. Verificou-se que este oxidante induziu uma activacdo transitoria do NF-
kB, evidenciada pela degradacdo de cerca de 50% dos valores de IkBa relativos ao controlo,
1 h apds a agressdo com peroxinitrito (Figura 5 A e B). No entanto, em células pré-incubadas
com Mv3glc 25 uM nao se verificou qualquer degradacao, sugerindo que esta concentragdo de
antocianina neutralizou por completo o efeito do peroxinitrito. Para esclarecer os mecanismos
subjacentes a este processo degradativo mediado pelo ONOOr, os extractos citoplasmaticos foram
analisados por Western Blot para a fosfo-IxBa (pIkBa) e para a nitrotirosina. Nao se detectou
qualquer IxBa fosforilada (resultados ndo apresentados) mas, pelo contrario, constatou-se uma
nitracdo massiva dos residuos de tirosina proteicos, nitracao esta, marcadamente abolida pelo
pré-tratamento com Mv3glc (Figura 5 C). Quando se procedeu a imunoprecipitagdo com anti-
IxBa e posterior immunoblot para a nitrotirosina, detectou-se uma acentuada nitragdo da banda
correspondente ao IkBa, conforme exemplificado para um extracto obtido 1 h apds a agressao
com ONOO (Figura 5 D). Uma vez mais, nas células pré-incubadas com Mv3glc ndo se observou
nem a degradacao, nem a nitragao do IkBa (Figura 5 D) evidenciando a consideravel protec¢ao
proporcionada pela Mv3glc perante a activagao do NF-«kB protagonizada pelo ONOO". Na ver-
dade, os resultados obtidos até agora mostravam um aumento da expressao da iNOS (Figuras
3 E e 4), o que poderia indicar activagao do NF-kB. No entanto, decidimos explorar também a

expressao da COX-2 e da IL-6, com a finalidade de confirmar esta hipotese.
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Figura 5. (A,B) A Mv3glc previne a degradacao do IkBa mediada pelo peroxinitrito em células endoteliais. BAEC

confluentes, mantidas sem soro, foram pré-incubadas com Mv3glc 25 uM e posteriormente agredidas com ONOO-

500 uM durante 10 min, tal como descrito em “Materiais ¢ Métodos”. Os extractos proteicos citoplasmaticos foram

entdo analisados por immunoblot com um anticorpo especifico contra o IkBa. Sao apresentados blots representa-

tivos (A) e quantificacdes por densitometria de trés ensaios independentes (B). Os resultados apresentados foram

normalizados para a f-actina endogena e expressos como valores médios = SEM da percentagem do controlo ou de

ONOO.*P<0.05 vs controlo, “P < 0.05, P < 0.001 vs ONOO" para 0 mesmo tempo de incubagio. (C,D) A Mv3glc

conseguiu também inibir de forma eficaz a nitragdo dos residuos de tirosina proteicos, induzida pelo peroxinitrito.

Os extractos proteicos foram analisados por immnunoblot com um anticorpo especifico contra a nitrotirosina (C).

A imunoprecipitagdo do IkBa foi efectuada com extractos recolhidos 1 h apos a adi¢do de peroxinitrito (D).
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3.5. A Mv3glc reduz os niveis de COX-2 e a producio de IL-6

induzidas pelo peroxinitrito

Atendendo a que, classicamente a activacao do NF-«xB passa pela fosforilagao do IkBa,
tal como referido na Introdugdo geral, e que os resultados por nés obtidos ndo revelaram essa
reac¢do mas sim a nitragao daquela molécula inibidora, impunha-se confirmar se o peroxinitrito
era ou ndo capaz de activar o NF-kB. De facto, o peroxinitrito foi capaz de aumentar signifi-
cativamente a expressao da COX-2, alcangando valores cerca de duas vezes superiores aos do
controlo, como evidenciado na figura 6 A e B, logo apds a 1 h e até as 6 h de estimulacdo das
células. Estes efeitos foram eficazmente suprimidos pela Mv3glc. Concomitantemente, em células
estimuladas com o peroxinitrito, ocorreu uma consideravel libertagdo de 1L-6, dependente do
tempo, que foi apreciavelmente reduzida pelo pré-tratamento com Mv3glc (Figura 6 C).

Merece destaque o facto destas ac¢des inibitorias da Mv3glc ndo serem decorrentes da
sua toxicidade ja que as concentracdes usadas ndo afectaram a viabilidade celular, conforme se

demonstra pelo teste de viabilidade celular apresentado na Figura 2B do capitulo 2.
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Figura 6. A Mv3glc reduz de forma significativa o aumento dos niveis de COX-2 e IL-6 induzidos pelo peroxini-
trito em BAEC. Os extractos proteicos totais e os sobrenadantes das culturas de células pré-incubadas com Mv3glc
25 uM com ou sem posterior tratamento com peroxinitrito e mantidas, durante os tempos indicados, em meio sem
soro a 37°C, conforme referido em “Materiais e Métodos”, foram recolhidos e analisados por immunoblot com um
anticorpo especifico contra a COX-2 (A,B). ou por ELISA para a IL-6, respectivamente (C). Apresenta-se um blot
representativo normalizado para a B-actina endogena (A) bem como a produgéo de IL-6 (C), evidenciando o con-
sideravel efeito inibidor da Mv3glc. Os resultados apresentados sdo expressos como valores médios = SEM. *P <

0.05 e ***P<0.001 vs Controlo ¢ *P < 0.05 ¢ #P<0.01 vs ONOO" para 0 mesmo tempo de incubagio.

4. Discussao

O presente estudo demonstrou que a Mv3glc, uma antocianina tipica, aumentou a pro-
ducdo do "NO derivado da eNOS e protegeu as células endoteliais da inflamag¢ao mediada pelo
peroxinitrito. O 6xido nitrico em mamiferos, ¢ sintetizado por trés 6xido nitrico sintases distintas,
concretamente a neuronal (nNOS), a indutivel (iNOS) e a endotelial (eNOS), com diferentes
actividades biologicas. O ‘NO derivado da eNOS desempenha um papel fisioldgico na regulagao
do tonus vascular e pressao sanguinea , enquanto a sobreproducao de "NO resultante da actividade
da NOS indutivel parece ser um mediador ubiquo da inflamagao vascular, incluindo o processo
aterosclerotico (Hattori et al. 2004).

Concretamente, demonstramos que a Mv3glc aumenta a fosforilagdo da eNOS e a sua

expressdao em BAEC, efeitos estes que podem justificar o aumento na producao de ‘NO mediado
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por esta antocianina. De facto, nos nossos resultados a Mv3glc apresentou um efeito significa-
tivo na fosforilagdo da eNOS através da activagao da Akt, um mecanismo ja evidenciado para
outros polifen6is, nomeadamente a Cy3glc (Xu et al. 2004), contribuindo desta forma para a
bioactividade da eNOS e consequentemente para a homeostase cardiovascular. Este efeito foi
significativamente exacerbado quando as células endoteliais foram submetidas a agressdao com
peroxinitrito, apds a pré-incubagdo com a antocianina. A fosforilacdo da Akt foi paralela a da
eNOS, conduzindo a um aumento dos niveis de ‘NO.

Para indagar mais aprofundadamente quais os mecanismos celulares envolvidos na
produgdo de ‘NO induzida pela Mv3glc, investigdmos os niveis de RNA mensageiro da iNOS
e eNOS. Nas células pré-tratadas com Mv3glc, os niveis de mRNA para a eNOS aumentaram
de forma significativa, sendo esse aumento muito mais expressivo quando as células foram
posteriormente submetidas ao peroxinitrito, sugerindo que a Mv3glc potencia os mecanismos
intrinsecos de defesa celular, modelando directamente a eNOS. Na realidade, considera-se que
0 "NO derivado do endotélio sintetizado pela eNOS esta criticamente envolvido na regulagao de
multiplas propriedades protectoras do endotélio funcional (Schmitt e Dirsch 2009). A elucidagao
do mecanismo subjacente ao aumento do mRNA da eNOS encontra-se fora do ambito do presente
trabalho; contudo, com base em estudos com polifenois realizados por outros autores, podemos
especular que a Mv3glc possa actuar tanto ao nivel transcricional como pos-transcricional
(Wallerath et al. 2003; Xu et al. 2004). Efeitos opostos obtiveram-se para 0 mRNA da iNOS ja
que a Mv3glc per se, ndo aumentou a expressao da iNOS, mas foi capaz de reduzir de forma
significativa os seus niveis em células sob a agressdo do peroxinitrito, indicando que a produgao
de "NO observada nesta situacao resultou, maioritariamente, da activacao da iNOS. Se, tal como
sugerido por Laroux et al. (2001), o "NO produzido na reaccao catalisada pela eNOS ¢ benéfico
e aquele resultante da iNOS ¢ deletério, a Mv3glc parece ser duplamente eficaz no controlo dos
niveis de "NO. Considerando que, nas células endoteliais, a indugao da iNOS requer, geralmen-
te, a activacao do NF-kB (Cooke e Davidge 2002), testdmos os efeitos da Mv3glc na activagao
deste factor de transcri¢ao induzida pelo peroxinitrito.

O NF-kB ¢ um factor de transcri¢do normalmente mantido no citoplasma, numa forma
inactiva, ligado a proteinas inibitérias, as IkBs, e que desempenha um papel crucial na resposta
inflamatoria, regulando a expressdo de diversos mediadores major pro-inflamatorios (Hattori et
al. 2004). E um facto conhecido que o peroxinitrito ¢ um modelador de varias vias de sinalizagéo
celular e, embora alguns estudos tenham descrito a sua potencial ac¢do como estimulo inflama-
torio, os resultados sdo contraditorios (Hattori ef al. 2004; Levrand et al. 2005). Os nossos resul-
tados demonstram, pela primeira vez em células endoteliais, um efeito directo do peroxinitrito

na degradacao do IkBa, aumentando assim a expressao e produ¢ao de mediadores inflamatérios
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dependentes do NF-kB, nomeadamente a COX-2, a iINOS e a IL-6. A pré-incubacao das células
com Mv3glc 25 uM durante 14 h, conduziu a um significativo decréscimo na activacao do NF-xkB
devida a exposi¢ao das células ao peroxinitrito, conforme demonstrado pela inibicao da degra-
dacao do inibidor citiplasmatico, IkBa. Embora se encontre descrito que a activacao do NF-kB
ocorre maioritariamente através da fosforilacdo das moléculas inibidoras, as IkBs, nas nossas
condi¢des de ensaio, ndo se observou qualquer fosforilagdo mas, em alternativa, verificou-se
uma significativa nitracdo do IxBa. A nitrag¢do da tirosina livre ou de residuos de tirosina com
formacao de nitrotirosina, ¢ uma reac¢cdo bem conhecida do peroxinitrito in vitro (Radi 2004).
Sabe-se também que a nitracdo de proteinas pode afectar a sua estrutura e funcdo, tendo sido
descritos tanto ganhos como perdas de funcdo. Para além disso, a nitragdo de um residuo de
tirosina pode prevenir a fosforilagdo ou, estimula-la, permitindo, dessa forma, a activagao da
proteina (Turko et al. 2002). Os nossos resultados respeitantes a nitragdo do IkBa estdo de acordo
com outros reportados em monocitos e reforgam a ideia de que as moléculas de kB contendo
residuos de tirosina nitrados constituem elas proprias alvos para a degradacao por proteases,
conduzindo a activagdo do NF-kB (Matata e Galinanes 2002). A Mv3glc provou a sua eficacia
neste processo ao reduzir drasticamente a nitragdo das proteinas, em particular a do IxBa. Este
efeito podera ser, em parte, explicado pelas propriedades antioxidantes demonstradas por esta
antocianina, em particular a sua capacidade de captacdo do peroxinitrito, como se demonstrou
recentemente (Paixao ef al. 2012). De igual forma, outros autores, demonstraram a inibi¢ao da
activa¢do do NF-«B mediada pelo peroxinitrito, por antioxidantes como a N-acetilcisteina e a
epigalhocatequina-3-galhato, reforcando a relevancia dos antioxidantes em processos onde a
neutralizacao de espécies reactivas ¢ crucial (Bar-Shai e Reznick 2006). Adicionalmente, este
estudo demonstrou que a Mv3glc nao s6 diminuiu a expressao da iNOS, mas também reduziu
os niveis de COX-2 e IL-6, intervenientes fundamentais no processo inflamatorio regulados pelo
NF-kB e que se revestem de particular importancia no contexto da aterogénese. De realgar que
a Mv3glc foi, ndo so6 eficaz na redug@o dos niveis de iNOS, COX-2 e IL-6, como este efeito se
manteve até 6 h apos a agressdo com o peroxinitrito.

Em conclusdo, estes resultados expandem os nossos conhecimentos acerca dos me-
canismos moleculares envolvidos na citoprotec¢do vascular proporcionada pelas antocianinas,
nomeadamente pela Mv3glc. Todavia, a relevancia deste estudo na transposi¢do para o cenario
in vivo, carece de confirmacao, particularmente no que respeita as concentragdes de antocianina
alcancaveis fisiologicamente. Nunca ¢ demais reforcar que devido as condicionantes relativas a
sensibilidade e duracao temporal dos estudos in vitro, por vezes, os efeitos s6 sao mensuraveis
recorrendo a concentragdes aparentemente elevadas. Contudo, in vivo, a administragao continuada

ou a ingestdo regular de doses moderadas de antocianinas podera permitir um efeito cumulativo
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destes flavondides, facto j4 demonstrado experimentalmente em aninais (Kalt ef al. 2008), pelo
que as concentracdes plasmadticas poderdo ndo traduzir os seus niveis tecidulares; assim, o re-
curso a doses reduzidas de antocianinas , através de uma exposi¢ao mais duradoura das células,
pode possibilitar a obtencdo de efeitos sistémicos benéficos. Durante muito tempo considerou-se
que estes compostos tinham biodisponibilidades irrelevantes, com valores inferiores a 1% das
quantidades ingeridas a alcancarem o plasma (Manach ef al. 2005). No entanto, alguns estudos
recentes alertaram para a hipotese de que a biodisponibilidade destes compostos naturais pode
estar subestimada devido ao facto da esmagadora maioria dos estudos utilizar métodos de deteccao
baseados na conversao completa, por acidificagdo, de todas as formas quimicas conhecidas para
as antocianinas, num catido flavilio corado. Contudo, € possivel que algumas dessas formas que
existem a pH neutro, pelo facto de se poderem ligar a biomoléculas, em particular, a proteinas,
ndo sejam convertidas na forma de catido flavilio, permanecendo, assim, indetectadas (Manach
et al. 2005; McGhie et al. 2007; Wallace 2011).

Em suma, os resultados aqui reportados, embora ndo possam ser linearmente transpos-
tos para uma situagdo in vivo, acrescentam importantes esclarecimentos ao conhecimento dos
mecanismos moleculares através dos quais a Mv3glc pode interferir com cascatas de sinalizag@o
cruciais no contexto da preven¢ao da disfun¢ao endotelial. Por outro lado, tem-se verificado um
interesse crescente na veiculagdo destes compostos no sentido de aumentar a sua biodisponibili-
dade o que conduziu a um renovado interesse na clarificagdo dos mecanismos celulares em que
podem estar envolvidos (Oehme et al. 2011; Oidtmann et al. 2012).

Assim, os resultados deste estudo demonstraram que, em células endoteliais, esta an-
tocianina estimula a transcricdo de mRNA da eNOS aumentando a producgdo de ‘NO catalisada
por esta enzima. Em células sob agressao pelo peroxinitrito, a Mv3glc inibe varios estimulos
pré-inflamatorios, nomeadamente a iNOS, COX-2 e IL-6, através da supressao da activagdo do
NF-«B. No conjunto, 0 nosso trabalho indica que a Mv3glc podera ser uma molécula promissora
para o desenvolvimento de alimentos funcionais ou nutracéuticos capazes de melhorar a fungao

endotelial e assim prevenir a progressao da doenca aterosclerdtica.
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1. Introducio

Na ultima década, temos assistido a um notavel incremento no conhecimento cienti-
fico sobre o papel benéfico das antocianinas, ao nivel de diversas patologias relacionadas com
o stress oxidativo, incluindo a aterosclerose (Wang e Stoner 2008; Wallace 2011), uma doenga
multifactorial na qual a disfun¢do endotelial e a inflama¢do desempenham um papel critico
(Lusis 2000; Tousoulis et al. 2011).

Tal como anteriormente referido, o peroxinitrito tem sido reconhecido como um impor-
tante interveniente na aterogénese, conseguindo alcangar elevadas concentragdes no endotélio
vascular sujeito ao shear stress € nos vasos aterosclerdticos, contribuindo para a produgao das
estrias gordas e a consequente formagao das placas ateroscleroticas, por diferentes mecanismos,
em particular, através da perturbacao da reactividade vascular e de processos celulares criticos
que conduzem a apoptose ou necrose e a exacerbacdo do estado inflamatorio vascular (Pacher
et al. 2007; Paixao et al. 2011).

Diversos investigadores demonstraram que a maior parte dos genes sobre-expressos
numa situagdo de inflamag¢do, como sdo exemplo aqueles que codificam citocinas pro-infla-
matoérias, quimiocinas, moléculas de adesdo e enzimas inflamatoérias, sdo predominantemente
controlados pelo factor nuclear kappa B (NF-xB) (Blackwell et al. 2000; Sharma et al. 2006).
De facto, nas células endoteliais, o0 NF-kB esta envolvido na regulacdo transcricional e pos-
-transcricional de varios mediadores inflamatorios relevantes no contexto do desenvolvimento
do processo aterogénico, nomeadamente a iNOS e a COX-2, entre muitos outros (Denk et al.
2001; Cooke e Davidge 2002). O inibidor do NF-kB, o IxBa, impede a activagdo deste factor de
transcricdo, enquanto que o proteassoma permite essa activacao ao degradar o IxBa (Rajkumar
et al. 2005; Milano et al. 2007). O proteassoma ¢ um complexo multicatalitico, responsavel
pela eliminagdo de proteinas celulares alteradas ou dispensaveis apos respectiva ubiquitinagao
e cuja actividade ¢ afectada por oxidantes, incluindo o peroxinitrito (Grune et al. 1998; Cascio
et al. 2001; Grune et al. 2001)

Sao diversas as evidéncias que sugerem que a via ubiquitina-proteassoma € capaz nao so
de modelar a actividade das 6xido nitrico sintases, enzimas chave na manuten¢ao da homeostase
vascular, como também de interagir com mediadores vasoactivos envolvidos na regulagao de
fungdes endoteliais e influenciar as respostas ao stress na vasculatura, contribuindo desta forma
para a regulacdo da fungdo endotelial (Stangl e Stangl 2010). Para além do mencionado, ¢ ainda
atribuida a esta via a responsabilidade pelo “controlo de qualidade” das proteinas, controlo do
ciclo celular, regulacdo de factores de transcri¢do, da expressao génica, diferenciacdo celular e

resposta imune (Jesenberger e Jentsch 2002; Goldberg 2003; Muratani e Tansey 2003). Contudo,
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a sua crescente importancia no contexto da aterosclerose levanta a questao da via ubiquitina-
-proteassoma poder estar ou ndo implicada na fase inicial de dano vascular, ou seja, no processo
de disfuncdo endotelial (Marfella et al. 2007). O aumento dos niveis de antioxidantes endoge-
nos, como a heme oxigenase-1 (HO-1), glutatido-S-tranferases e glutatiao, devido a inibi¢ao do
proteassoma e a consequente activagdo do nuclear erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) ja foram
demonstrados em diferentes tipos de células (Yamamoto et al. 2007; Sahni et al. 2008; Dreger
et al. 2009).

Os mecanismos enddgenos de defesa contra o stress oxidativo resultante da produgao
aumentada de espécies reactivas ou da deple¢do de antioxidantes, consistem essencialmente
no incremento dos niveis de enzimas celulares, como a glutatido peroxidase ¢ de enzimas de
destoxificagdo de fase II. Os genes que codificam estas proteinas sdo controlados pelo Nrf2.
Em resposta ao insulto oxidativo, este factor ¢ translocado para o nucleo a partir do citosol,
onde se liga sequencialmente a elementos de resposta antioxidante, localizados na regiao
promotora de muitos genes antioxidantes e de fase II, tais como a y-glutamilcisteina sintase
(yGCS), NAD(P)H:quinona oxidoredutase 1 (NQO1) e HO-1 (Prestera et al. 1995; Lee e
Surh 2005), originando uma resposta de citoprotec¢ao que se caracteriza pela estimulagdo da
produgdo das substancias acima referidas e consequente diminui¢ao da sensibilidade ao dano
oxidativo (Jaiswal 2004).

A HO-1 é uma importante enzima antioxidante que desempenha um papel fundamental
na citoprotecc¢do.Trata-se da enzima limitante da degradacdo do grupo heme, gerando quantidades
equimolares de monoxido de carbono (CO), biliverdina e ferro livre. Evidéncias acumuladas
sugerem que a HO-1 indutivel e os seus produtos de reac¢ao funcionam como moléculas adap-
tativas ao insulto oxidativo (Morita 2005). Embora os mecanismos subjacentes a actividade
anti-inflamatoéria da HO-1 ndo se conhecam em detalhe, a citoproteccao parece dever-se a sua
capacidade em neutralizar o grupo heme livre, pro-oxidante, degradando-o a biliverdina que ¢
subsequentemente convertida em bilirrubina, ambas detentoras de propriedades antioxidantes
(Paine et al. 2010). No entanto, é a produgdo simultinea de CO que tem merecido particular
aten¢do, uma vez que esta molécula, em determinadas condi¢des, exibe propriedades antiapopto-
ticas e anti-inflamatorias, actuando no meio vascular como um importante vasodilatador, quando
a biodisponibilidade do "NO ¢ limitada (Araujo et al. 2012).

Pelo que ficou exposto, qualquer agente capaz de modelar estes genes sera benéfico na
fisiopatologia da aterosclerose, na qual os danos oxidativo e inflamatorio, directos ou indirectos,
que podem decorrer da accdo do peroxinitrito, estdo na génese e progressao da doenca. Assim,

o impedimento dos efeitos deletérios do peroxinitrito ¢ vital para a integridade endotelial, sendo
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que as antocianinas ja demonstraram, em diversos estudos, a sua elevada capacidade scavenger
desta espécie reactiva (Serraino ef al. 2003; Rahman et al. 2006; Paixao et al. 2011;2012a e b).

Estudos epidemioldgicos, ja referenciados em capitulos anteriores, evidenciaram que
dietas ricas em vegetais e frutos estdo associadas a uma diminuicao do risco cardiovascular, sendo
as antocianinas contribuintes fundamentais para esta realidade, com um consumo estimado em
cerca de nove vezes superior ao dos restantes flavonoides da dieta (Chong et al. 2010; Mulvihill
e Huff 2010). Nao obstante a controvérsia acerca da disponibilidade fisiologica destes polifendis,
as antocianinas tém sido consideradas como moléculas bioactivas promissoras, em particular,
para integrarem alimentos funcionais e nutracéuticos no contexto da prevencao da aterosclerose
(He e Giusti 2010). Entre as antocianinas consumidas, a malvidina-3-glucosido (Mv3glc) ¢ das
mais prevalentes, em particular, no vinho tinto (Mazza 1995) e também em frutos vermelhos
como as framboesas, morangos e groselhas (Zamora-Ros ef al. 2011).

Nos capitulos anteriores foram explorados mecanismos citoprotectores para a Mv3glc
em células endoteliais da aorta bovina (BAEC) sujeitas a ac¢ao do peroxinitrito, tendo-se eviden-
ciado que as suas acg¢des celulares vao muito para além da sua actividade antioxidante. O papel
desta antocianina na modulagao da via apoptdtica mitocondrial (Paixao ef al. 2012a) e em vias de
sinalizagdo implicadas no processo aterogénico (Paixao et al. 2012b), foi recentemente reportado.

No estudo que agora se apresenta foi delineado como objectivo principal ndo s6 con-
firmar a transposi¢ao de alguns destes resultados, obtidos em células de origem bovina, para
c¢lulas endoteliais humanas, mas essencialmente explorar outras vias de actuagao da Mv3glc
como agente de proteccdo endotelial. Em concreto, avalidmos a capacidade da Mv3glc em
inibir a activagdo do NF-kB induzida pelo peroxinitrito, em termos da supressao da produgao
de importantes mediadores do processo inflamatorio, como a COX-2 e a iNOS. Investigamos
ainda o papel da Mv3glc na activacdo do proteassoma induzida pelo peroxinitrito. Por outro
lado, apuramos o efeito modulador desta antocianina na produgdo da enzima protectora HO-1

decorrente da activagdo do factor de transcri¢ao Nrf2.

2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes

O cloreto de malvidina-3-o-glucosido foi adquirido a Extrasynthese (Genay, Franga),

com um grau de pureza superior a 97%, segundo avaliacdo por HPLC, tendo sido utilizada a

partir de solu¢cdes em DMSO (5mM), armazenadas a -80°C, sob atmosfera de azoto. A concen-
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tracao final de solvente nunca excedeu 1% do volume. Para a cultura de células, o meio MCDB
131, tripsina 0,25%, soro fetal bovino e tampao fosfato salino (PBS) pH 7.4, foram obtidos da
Gibco-Invitrogen.

Os outros reagentes laboratoriais, nomeadamente a mistura de inibidores de proteases,
inibidores das fosfatases e estreptomicina/penicilina, o factor de crescimento epidérmico (EGF)
e a hidrocortisona, foram adquiridos a Sigma-Aldrich Co (St.Louis, MO, EUA).

O anticorpo monoclonal primdrio especifico produzido em rato contra a a lamina A
proveio da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA) e os anticorpos monoclonais
primarios produzidos em rato contra a fosfo-eNOS (peNOS), heme oxigenase-1 ¢ iNOS foram
adquiridos a Abcam (Cambridge, Reino Unido); o anticorpo primario monoclonal produzido
em rato contra a COX-2 foi comprado a Millipore e o anticorpo policlonal produzido em coelho
contra o [kBa foi aquirido a Cell Signalling Technology, Inc; o anticorpo monoclonal produzido
em rato contra a -actina bem como os anticorpos secundarios contra anticorpo de rato e coelho

foram obtidos da Sigma-Aldrich Co (St.Louis, MO, EUA).

2.2. Cultura celular e tratamento das células com peroxinitrito

As células endoteliais microvasculares humanas da derme (HMEC) (ATCC, EUA) foram
cultivadas em frascos de cultura T-75, em meio MCDB 131, suplementado com soro fetal bovino
a 10%, EGF 10 ng/ml, hidrocortisona 1pg/ml, numa incubadora com atmosfera humidificada
e com 5% CO,. Para a maioria dos ensaios, as c¢lulas foram semeadas em caixas de cultura de
60 mm (1-2x10° células/caixa), mantidas até uma confluéncia aproximada de 80% e privadas
de soro fetal bovino (SFB) durante, pelo menos, 6 horas.

Nos ensaios, as c€lulas foram tratadas utilizando peroxinitrito auténtico, i.e, sinte-
tizado por nds, tal como descrito em “Materiais ¢ Métodos”, Capitulo 2. Nas experiéncias
com Mv3glc, as células foram pré-incubadas com este composto (25 M), durante 14 h. No
final deste periodo de tempo, o meio de incubagdo foi removido e as células adicionadas de
PBS, foram submetidas a agressdo com peroxinitrito, tal como descrito no Capitulo 2. Apds
10 minutos de incubagdo, as células foram cuidadosamente lavadas com PBS, adicionadas
de MCDB 131, sem SFB, e assim mantidas durante os periodos de tempo necessarios para
os ensaios. Nao se obervaram alteragdes de pH durante o periodo de tempo de ensaio com o
peroxinitrito, que nunca excedeu as 6 h de duracao. Volumes iguais de NaOH 10 mM (con-
trolo do solvente) ou de peroxinitrito decomposto (em PBS ou NaOH, durante a noite) foram

utilizados como controlos.
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Importa referir que, nestes ensaios, nem a Mv3glc nem qualquer produto potencialmente for-
mado pela sua interacgdo com componentes do meio de cultura, estiveram presentes durante € apds o
tempo de incubagao com o peroxinitrito. Para além disso, durante os referidos periodos de tempo, incluin-

do o da pré-incubagao com a antocianina, o meio utilizado nao continha qualquer percentagem de soro.

2.3. Avaliacao da viabilidade e morfologia celulares

A viabilidade celular foi avaliada através da redu¢ao do brometo de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-ilo)2,5-difeniltetrazélio (MTT) a formazana, e a morfologia nuclear das células foi
analisada por microscopia de fluorescéncia, com recurso ao marcador de DNA Hoechst 33258,

tal como descrito no Capitulo 2.

2.4. Analise por Western Blot

Para obter os extractos nucleares, as células recuperadas de caixas de cultura de
60 mm, foram lisadas numa solugéo contendo 300 uL de Tris-HCI 10 mM, NaCl 10 mM, MgCl,
3 mM, Nonidet P-40 a 0.5%, PMSF 1 mM, NaVO, 1 mM, B-glicerofosfato 10 mM, NaF 5 mM
e mistura de inibidores de proteases a 1% (v/v), pH 7.5, durante 10 min em gelo. Os lisados
foram centrifugados a 5000 g durante 5 min, a 4°C, correspondendo o sobrenadante ao extracto
citoplasmatico. O pellet assim obtido foi dissolvido em 40 pL de uma solug¢do contendo Hepes
20 mM, MgCl, 5 mM, EDTA 0.2 mM, DTT 1 mM, NaCl 300 mM, glicerol a 20% (v/v) e mistura
de inibidores de proteases a 1% (v/v), pH 7.5, mantido 20 min em gelo e posteriormente cen-
trifugado a 16 000 g, durante 20 min a 4°C; recolheram-se os sobrenadantes, obtendo-se assim
os extractos nucleares. Para obter os extractos celulares totais, as células foram raspadas num
tampao de lise, tal como indicado no Capitulo 3.

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford, utilizando o kit
de reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).

Aliquotas de cada amostra (30 ug proteina) foram analisadas por electroforese em gel
de poliacrilamida de 10% (v/v), na presen¢a de SDS (SDS/PAGE) (intensidade de corrente cons-
tante de 20 mA por gel) e transferidas para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVDF)
(Amersham Biosciences, Reino Unido), durante 2 h a 200 mA, tal como descrito no Capitulo
2. Apds o tratamento com leite magro, as membranas foram incubadas com anticorpos especifi-
cos contra o IkBa, a HO-1, a iNOS ou a COX-2 (durante a noite a 4C). Apds intensa lavagem
com a solugdo tampao TBS-T, as membranas foram incubadas com os respectivos anticorpos

secundarios conjugados com a fosfatase alcalina (1h, temperatura ambiente). Os complexos
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imunorreactivos foram detectados por quimiofluorescéncia, apds tratamento com ECF (enhan-
ced chemifluorescent reagent) (Amersham Biosciences, Reino Unido), num sistema de imagem
Typhoon 9000 (Amersham Biosciences, Reino Unido). A B-actina foi usada como controlo
interno para as proteinas totais e a lamina A para as nucleares. As bandas foram analisadas e

quantificadas utilizando o software ImageQuant TM da Amersham Biosciences.

2.5. Actividade do proteassoma

A actividade do proteassoma (complexo 26S) foi determinada de acordo com o descri-
to por varios autores (Coux et al. 1996; Thomas et al. 2007). Sumariamente, as células foram
lavadas com o tamp@o I (Tris 50 mM, pH 7.4, DTT 2 mM; MgCl, 5 mM, ATP 2 mM) e pos-
teriormente homogeneizadas com o tampao I adicionado de sacarose na concentracdo de 250
mM. Apos centrifugagdo do extracto celular recolhido a 10 000 g, a 4°C, 20 pug do sobrenadante
foram diluidos com o tampao I até perfazer 900 ul. Adicionou-se o substrato fluorogénico do
proteassoma, SucLLVY-AMC (chymotrypsin-like), numa concentragdo final de 80 uM. A ac-
tividade proteolitica foi medida através da monitorizagdo da libertagdo do grupo fluorescente

7-amido-4-metilcumarina (excita¢do 380 nm; emissdao 460 nm).

2.6. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média+ SEM do niimero de experiéncias indicado
nas legendas das respectivas figuras. As diferengas entre os grupos foram analizadas por one-way
analysis of variance, seguida do teste de Dunnet, Bonferroni ou Tukey, conforme apropriado. O

valor de P<0.05 foi considerado estatisticamente significativo.

3. Resultados

3.1. A Mv3glc protege as células endoteliais HMEC contra a apoptose

mediada pelo peroxinitrito

De acordo com trabalhos prévios (Brito ef al. 2008; Paixao ef al. 2011; 2012a,b), o pero-
Xinitrito, nas condi¢des experimentais utilizadas, e a semelhanca do descrito em células endoteliais
de origem bovina (BAEC), induziu a morte apoptdtica na linha de células endoteliais humanas
utilizada como modelo (HMEC), um processo que foi significativamente reduzido quando estas

células foram previamente incubadas com Mv3glc (Figura 1A).
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De facto, tal como esta evidenciado nessa figura, a agressao das células com peroxinitri-
to, apos 6 h de incubagdo, conduziu a uma percentagem de morte celular por apoptose de cerca
de 40%, de acordo com a visualizag¢do, por microscopia de fluorescéncia, da condensagao ou
fragmentacdo nucleares com recurso a marcagao do DNA com Hoechst 33258; estes indicadores

de apoptose ndo foram detectados nas células controlo (apenas cerca de 3%).
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Figura 1. Efeitos da Mv3glc na apoptose mediada pelo peroxinitrito (A) e na viabilidade celular (B, C, D) em
HMEC. (A) A Mv3glc previne as alteragdes apopdticas induzidas pelo peroxinitrito nas HMEC. Estas células
confluentes, mantidas em meio sem soro, foram pré-incubadas com duas concentracdes subtoxicas de Mv3glc
(12.5 e 25 uM) durante 14 horas. Em seguida, as células foram lavadas e tratadas com peroxinitrito, tal como
descrito em “Materiais e Métodos”. As altera¢cdes morfoldgicas apoptdticas foram avaliadas por marcagdo nu-
clear com a sonda Hoechst 33258 (5 pg/mL) ao fim de 6 h apos a adi¢do do oxidante. O controlo refere-se a
experiéncia em condi¢des similares sem peroxinitrito nem antocianina. (B) Viabilidade celular das HMEC pré-
-incubadas durante 14 h com Mv3glc 25 uM com e sem tratamento com peroxinitrito. Viabilidade celular das
HMEC incubadas durante 14 h (C) e 24 h (D) com quatro concentra¢des diferentes da antocianina, na auséncia de
peroxinitrito, avaliada pela redugdo do MTT e expressa como percentagem das células controlo, i.e, células incu-
badas sem peroxinitrito nem Mv3glc. Os resultados representam o valor médio #SEM de pelo menos seis ensaios
independentes, cada um em duplicado. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs controlo; P < 0.05 vs ONOO".
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Uma reducdo de cerca de 60% e de 70% de células apoptodticas foi observada nas
células pré-incubadas, respectivamente, com Mv3glc a 12,5 uM e 25 uM, antes da adi¢ao do
peroxinitrito, um resultado semelhante ao obtido para esta antocianina no modelo de células
endoteliais bovinas (Capitulo 2, figura 2A). Na concentracdao mais elevada utilizada (25 pM),
a Mv3glc preveniu a diminui¢do da viabilidade celular em células tratadas com peroxinitrito,
ndo interferindo, por si s, com a viabilidade das células endoteliais (Figura 1B), mesmo para
tempos mais longos de pré-incubacio e com concentragdes muito mais elevadas da antocianina
(Figura 1 C e D), de acordo com os resultados do teste do MTT; somente quando o periodo de
incubagao foi prolongado para 24 h e apenas na concentragcdo de 100 uM se observou alguma
toxicidade celular, o que denota a boa tolerancia destas células para este flavonoide. De realgar
que a antocianina ndo se encontra presente no meio de cultura durante a agressdao com peroxi-

nitrito, nem posteriormente.

3.2. AMv3glc impede a activacido do NF-kB mediada pelo peroxinitrito

De modo a avaliar se a via do NF-kB poderia ser activada pelo peroxinitrito em HMEC,
nas nossas condi¢des experimentais, as células sdo expostas a peroxinitrito auténtico, 500 uM,
durante 10 minutos.

Verifica-se que este oxidante induziu uma activacao transitoria do NF-xB, evidenciada
pelo decréscimo, em cerca de 70%, dos valores de IkBa relativos ao controlo, 1h apds a agressao
com peroxinitrito (Fig.2 A e B). No entanto, nas células pré-incubadas com Mv3glc 25 uM nao
se verificou qualquer degradagado, sugerindo que esta concentragdo de antocianina neutralizou
por completo o efeito deletério do peroxinitrito. Tal como se verificou aquando dos ensaios
com células endoteliais de origem bovina (Capitulo 3), ndo se detectou qualquer fosforilagao
do IkBa (resultados ndo apresentados), pelo que se admite que a nitragdo possa, também aqui,

ser responsavel pela inactivagao deste inibidor endogeno do NF-kB.
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Figura 2. A Mv3glc previne a degradacdo do IkBa mediada pelo peroxinitrito em células endoteliais HMEC. Estas
c¢lulas confluentes, mantidas em meio sem soro, foram pré-incubadas com Mv3glc 25 uM e posteriormente agre-
didas com ONOO-500 uM, durante 10 min, tal como descrito em “Materiais e Métodos”. Os extractos proteicos
citoplasmaticos foram entdo analisados por immunoblot com um anticorpo especifico contra o IkBa. Sao apresen-
tados blots representativos (A) e as respectivas quantificagdes por densitometria de trés ensaios independentes (B).
Os resultados apresentados foram normalizados para a -actina enddgena e expressos como valores médios + SEM
da percentagem do controlo (sem Mv3glc e sem ONOQO") ou de ONOO.*P < 0.05,***P < 0.001 vs controlo, P <

0.001 vs ONOO" para o mesmo tempo de incubagao.

3.3. AMv3glc impede a activacio do NF-kB e a produ¢io de iNOS e COX-2

mediadas pelo peroxinitrito

A translocagdo nuclear do factor de transcri¢do NF-«B ¢€ responsavel pela activagao de
varios genes implicados na resposta inflamatdria das células endoteliais, de que sdo exemplo
a iINOS e a COX-2. Conforme se demonstra na Figura 3 o peroxinitrito foi capaz de aumentar

significativamente os niveis de iNOS intracelular, aumentando de igual forma a expressao da
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COX-2, entre a 1 h e as 6 h ap6s a adicao de peroxinitrito, alcancando valores cerca de duas
vezes superiores aos valores do controlo. Estes efeitos foram eficazmente inibidos pela Mv3glc,

particularmente para os dois ultimos tempos avaliados (5 € 6 h).
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Figura 3. A Mv3glc reduz de forma significativa o aumento dos niveis de COX-2 e iNOS induzidos pelo peroxi-
nitrito em HMEC. Os extractos proteicos totais das culturas de células pré-incubadas com Mv3glc 25 uM com ou
sem posterior tratamento com peroxinitrito ¢ mantidas, durante os tempos indicados, em meio sem soro a 37°C,
conforme referido em “Materiais e Métodos”, foram recolhidos e analisados por immunoblot com anticorpos espe-
cificos contra a COX-2 e a iNOS. Apresentam-se blots representativos (A) normalizados para a -actina endogena e
as quantificagdes densitométricas de trés ensaios independentes para a iNOS (B) ¢ para a COX-2 (C) Os resultados
apresentados foram expressos como valores médios + SEM. *P<(.05, **P<(.01 e ***P<0.001 vs controlo; “P<0.05

e #P<0.01 vs ONOO" para 0 mesmo tempo de incubagio.

3.4. A Mv3glc impede o aumento da actividade do proteassoma protagonizado

pelo peroxinitrito

A via do proteassoma ¢ uma via crucial de eliminagao das proteinas danificadas impe-
dindo a sua acumulagdo celular. A actividade do proteassoma foi avaliada pela determinagado da
actividade “like” de quimiotripsina, uma das mais importantes fun¢des enzimaticas proteasso-

mica. Esta fun¢do do complexo proteassémico 26S foi avaliada nas HMEC tratadas com pero-
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xinitrito com e sem incubagao prévia com Mv3glc. O tratamento das HMEC com peroxinitrito
500 uM, originou um aumento significativo da actividade proteassomica logo apds a primeira
hora a seguir a agressao com o oxidante, sendo mais expressiva parat=6et=12h (1.5a2
vezes o controlo) (Figura 4). Esta activagdo foi inibida em cerca de 25%, pela pré-incubacao
das células com Mv3glc, para os ultimos tempos considerados. A actividade do proteassoma
foi significativamente diminuida, para todas as condi¢des, na presenga do inibidor MG132 (10

uM), adicionado em simultaneo com o substrato fluorogénico (resultados nao apresentados).
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Figura 4. A Mv3glc reduz de forma significativa o aumento da actividade do proteassoma induzida pelo peroxinitrito
em HMEC. Ao sobrenadante do extracto celular obtido por centrifugacdo, conforme descrito em “Materiais e Méto-
dos”, adicionou-se o substrato fluorogénico do proteassoma, SucLLVY-AMC (chymotrypsin-like), numa concentra-
c¢do final de 80 pM. A actividade proteolitica foi medida através da monitorizacdo da libertagdo do grupo fluorescente
7-amido-4-metilcumarina. Os resultados apresentados foram expressos como valores médios + SEM, de quatro expe-

riéncias independentes. *P<0.05 ¢ ***P<0.001 vs controlo ¢ *P<0.05 vs ONOO" para 0 mesmo tempo de incubagao.

3.5. A Mv3glc prolonga a activacdo do Nrf2 desencadeada pelo peroxinitrito

provocando o aumento da expressiao da HO-1

Por forma a avaliar se o factor de transcricdo nuclear Nrf2 estaria ou ndo implicado na
proteccdo celular devida a Mv3glc, procedeu-se a analise deste factor, por Western Blot, nos

extractos nucleares de HMEC obtidos a partir de células tratadas com peroxinitrito, com ou sem
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pré-incubacao com Mv3glc (Figura 5). Como se pode constatar, a pré-incubacao com Mv3glc
25 uM permitiu que o aumento da translocagao nuclear do Nrf2, ainda que ndo significativa,
verificado nas células sujeitas apenas ao peroxinitrito nas trés primeiras horas de incubagao apds
adicdo do oxidante, fosse significativamente prolongado no tempo, situagdo ndo verificada nas
condig¢des ndo protegidas pela antocianina, onde se observou um acentuado decréscimo de cerca
de 50% dos niveis nucleares basais de Nrf2. Em concreto, o pré-tratamento das HMEC com
Mv3glc permitiu aumentos de Nrf2 nuclear até cerca de uma vez e meia, em relagdo as células

ndo tratadas com a antocianina, 5-6 h apds adi¢ao do peroxinitrito.
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Figura 5. A Mv3glc aumenta e prolonga de forma significativa a translocacéo do factor de transcri¢do Nrf2 para
o nucleo (A e B), induzida pelo peroxinitrito em HMEC e a consequente produgdo de HO-1 (C e D). Os extractos
nucleares e totais obtidos conforme descrito em “Materiais e Métodos” foram analisados por immunoblot com anti-
corpos especificos contra o Nrf2 (A) e HO-1 (C), respectivamente, seguidos pelas quantificagdes por densitometria
de, pelo menos, trés experiéncias independentes (B,D). Os resultados foram normalizados para a B-actina, no caso
dos extractos totais e para a lamina A enddgena para os extractos nucleares, e expressos como valor médio £SEM.

*P < 0.05 vs controlo; #P < 0.01 e P < 0.001 vs ONOO-, para 0 mesmo tempo de incubagio.

Com base nos resultados anteriores, investigou-se o envolvimento da translocacao do

Nrf2 potenciada pela Mv3glc no aumento dos niveis da HO-1, uma das enzimas anti-inflamatérias
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que podem resultar da activagdo do Nrf2. Assim, os resultados obtidos indicam que a incubagao
das células com Mv3glc permitiu recuperar o decréscimo nos niveis de HO-1 resultantes da
agressao com peroxinitrito (Figura 5 C, D). Esta recuperagao torna-se particularmente evidente
para a 5 e 6 h apds a adi¢do do agente oxidante, observando-se uma duplicacdo dos valores

obtidos na auséncia do tratamento prévio com a antocianina.

4. Discussao

Embora os mecanismos exactos, através dos quais as antocianinas exercem as suas
actividades protectoras no contexto da prevencao da aterosclerose permanegam por esclarecer
na totalidade, tem sido demonstrado que elas inibem diferentes vias pro-aterogénicas, nomea-
damente, aumentando a resisténcia das LDL a peroxidacao, modulando a agregacao plaquetar
e promovendo o relaxamento vascular mediado pelo 6xido nitrico (Grassi et al. 2009; Chong
et al. 2010).

No que concerne ao processo aterogénico, como atras referido, o peroxinitrito ¢ um
potente oxidante fisiopatologico e um interveniente crucial no desenvolvimento da aterogénese.
A capacidade das véarias antocianinas em neutralizar o peroxinitrito in vitro ¢ um facto sobeja-
mente conhecido, principalmente devido as suas propriedades electrodadoras e por constituirem
substratos alternativos a nitracdo (Pannala et al. 1999). Contudo, o seu papel como potenciais
mediadores celulares criticos com interferéncia em vias de sinalizagao e regulagcdo génica tem
constituido uma importante area de estudo (Marzocchella ef al. 2011; Mauray et al. 2012).

Neste contexto, € dando sequéncia aos nossos estudos anteriores com células endoteliais
de origem bovina descritos nos capitulos 2 e 3 desta tese (Paixao et al. 2011; 2012a e b), procu-
ramos, nesta etapa, consolidar a avaliacdo dos mecanismos citoprotectores devidos a Mv3glc em
células endoteliais de origem humana submetidas a agressdo com peroxinitrito. Especificamente,
demonstramos que a Mv3glc, quando previamente incubada com as células endoteliais, foi capaz
de as proteger da morte apoptotica devida ao peroxinitrito, corroborando o que ja tinha sido detec-
tado para as BAEC (Paixao et al. 2012b). Atendendo ao grau de proteccao similar observado para
a Mv3glc nas células endoteliais humanas e antecipando a forte probabilidade dos mecanismos de
apoptose/protec¢ao aqui envolvidos serem sobreponiveis aos anteriormente observados, optou-se
por direccionar o estudo para o contexto inflamatdério que também caracteriza a agressao pelo
peroxinitrito, avaliando a capacidade da antocianina em contrapor este efeito.

O presente estudo perspectivou avaliar até que ponto as propriedades citoprotectoras da

Mv3glc contra a agressdo celular devida ao peroxinitrito, sdo mediadas por vias dependentes do
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NF-«B, tendo para isso, analisado a interferéncia da antocianina na degradacao do seu inibidor
citoplasmatico IkBa e na produgdo de mediadores inflamatorios resultantes da activacao deste
factor de transcricdo, nomeadamente a COX-2 e a iNOS. De facto, observa-se que a produgao
destes mediadores da inflamagao, resultante da degradagao do IkBa citoplasmatico, foi estimu-
lada pelo tratamento celular com peroxinitrito, situa¢do inibida de forma significativa pela pré-
-incubagdo das células com Mv3glc. Sdo vérias as propriedades reconhecidas ao NF-kB, como
jé foi anteriormente discutido no capitulo introdutoério desta tese, destacando-se a activagdo da
transcri¢ao de moléculas de adesao, factores de crescimento e moléculas inflamatorias. O inibidor
do NF-«B, o IkBa previne a sua activagdo enquanto que o proteassoma aumenta essa activacao,
por exemplo, através da degradagdo do IkBa (Rajkumar et al. 2005; Milano et al. 2007).

Sao diversos os trabalhos que sugerem que a actividade do proteassoma ¢ passivel de ser
modificada por varios mediadores e processos envolvidos na disfungao endotelial, como por exem-
plo, o stress oxidativo e o peroxinitrito (Lalu ez al. 2012; Liu et al. 2012). O stress oxidativo esta im-
plicado em intimeras patologias, nomeadamente as inflamatorias, de que € exemplo a aterosclerose.
A oxidagdo de proteinas e enzimas leva a alteragdo das suas fungdes, podendo estas modificacdes
constituir um factor chave para a progressao do processo patoldgico. Ao formarem aductos com as
proteinas, os oxidantes modificam a sua estrutura e propriedades funcionais (Ducrocq et al. 1999;
Stadtman 2006). Por seu lado, o peroxinitrito ¢ capaz de nitrar residuos de tirosina formando um
produto estavel, a 3-nitrotirosina, para além de interagir com outros aminoacidos como a cisteina,
triptofano e metionina (Ischiropoulos e al-Mehdi 1995; Alvarez et al. 1996; Alvarez e Radi 2003).

Contudo, embora a sensibilidade do proteassoma ao peroxinitrito ndo esteja com-
pletamente esclarecida, sabe-se que ela ¢ tecido-especifica e depende dos niveis relativos de
proteassoma intracelular e da concentracao daquele oxidante (Amici ef al. 2003). Esta descrito
que o peroxinitrito aumenta a acessibilidade dos substratos respectivos aos locais activos do
proteassoma, incrementando assim a sua actividade. Esta hipotese ¢ suportada por estudos re-
centes que descrevem que o peroxinitrito induz alteragdes proteossdémicas distintas de outros
oxidantes (Amici et al. 2003; Osna et al. 2004) . Em condigdes moderadas de dano oxidativo,
0 proteassoma parece ser activado por concentragdes relativamente reduzidas de peroxinitrito,
estimulando assim a degradagao proteica. Pelo contrario, em ambientes oxidativos mais severos,
as elevadas quantidades de peroxinitrito podem suprimir a actividade do proteassoma, permitindo
a acumulagao intracelular de proteinas alteradas (Osna ef al. 2004). Resumindo, o peroxinitrito
parece intervir em dois niveis distintos, isto €, por um lado através da estimulagdo da nitracao
dos residuos de tirosina do IkBa (Capitulo 3) e, por outro, pelo aumento da degradacao desta
molécula inibidora ao incrementar a actividade do proteassoma, ambos culminando com a ac-

tivagdo do NF-«B e producdo de moléculas inflamatorias (Liu et al. 2012). A Mv3glc intervém
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nestes dois mecanismos, impedindo nao s6 a degradagdo do IkBa, mas também a activacao
do proteassoma devidas ao peroxinitrito. Importa considerar, tal como se observa na Figura 4,
que a Mv3glc ndo inibiu totalmente o acréscimo de actividade proteassomica despoletado pelo
peroxinitrito. Por esta razdo, e tendo em conta que a pré-incubagdao com a antocianina aumenta
a sobrevivéncia celular na presenca de peroxinitrito, podera especular-se que os mecanismos
de depuracdo celulares, nomeadamente das proteinas afectadas por este oxidante, serdo de al-
gum modo preservados pela antocianina, permitindo a célula poupar o IkBa, um dos principais
substratos do proteassoma (Magnani ef al. 2000). Apesar dos efeitos pro-apoptoticos resultantes
de uma acentuada diminuicdo da actividade do proteassoma, a sua inibi¢do mais ligeira tem
demonstrado mediar respostas celulares benéficas, na auséncia de toxicidade (Meiners et al.
2008). Estes efeitos protectores decorrem, maioritariamente, da supressao da activacao do NF-xkB
(Pye et al. 2003; Williams et al. 2006). Estao ainda descritas melhorias ao nivel da circulagao
sanguinea e da fun¢do endotelial, devido a um balango positivo entre vasodilatadores e vaso-
constritores (Meiners et al. 2006). Concretamente, verifica-se uma diminui¢ao das concentragdes
de endotelina-1 (ET-1) e um aumento da expressao e actividade da eNOS, um regulador chave
na homeostase vascular, com efeitos protectores no processo aterosclerotico (Stangl ef al. 2004;
Meiners et al. 2006) e cuja actividade ¢ significativamente aumentada na presenca de Mv3glc,
conforme ficou patente no Capitulo 3.

Um regulador chave das defesas celulares contra o insulto oxidativo ou devido a xenobio-
ticos € o factor de transcrigdo Nrf2, o qual, ap6s translocacdo, forma heterodimeros com pequenas
proteinas Maf nucleares, com posterior ligacao a elementos de resposta antioxidante/electrofilica
(ARE/EpRE) na regido promotora de genes que codificam varias enzimas antioxidantes e de des-
toxificagdo de fase II, de entre as quais se destaca a HO-1. A proteina repressora do Nrf2, o Keapl1,
parece ser um importante sensor citoplasmatico de stress oxidativo, em virtude da sua abundancia
em residuos de cisteina (Baird e Dinkova-Kostova 2011). A alteracdo da interac¢do Nrf2/Keapl,
permitindo ao Nrf2 translocar para o nucleo, pode ser desencadeada por numerosos estimulos,
incluindo os polifenois, que sdo reconhecidos como importantes indutores da HO-1, uma proteina
redox-indutivel que proporciona protec¢ao contra varias formas de agressao (Balogun ef al. 2003;
Hwang et al. 2011) e que desempenha um papel chave na protecgdo cardiovascular (Siow ef al.
1999; Ryter et al. 2006). Dos ensaios efectuados pode concluir-se que, embora a Mv3glc, per se,
nado altere, de modo significativo, os niveis de HO-1, provavelmente decorrente do extenso pe-
riodo de incubacao, a sua influéncia ¢ notoriamente observada aquando da agressao celular com
peroxinitrito, nao s6 impedindo a deplec¢do dos niveis de HO-1 induzida por este oxidante mas,
essencialmente, aumentando de modo significativo os teores desta enzima protectora, em particular,

para os ultimos tempos de incubagao avaliados (Figura 5). Estes efeitos da Mv3glc estdo concor-
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dantes com aqueles observados para os niveis de Nrf2 nucleares, confirmando a interdependéncia
entre este factor e a expressao de HO-1, nas nossas condi¢des experimentais.

Concluindo, o conjunto de resultados que aqui se apresentam permitiram, por um lado,
reforcar o papel citoprotector das antocianinas, concretamente da Mv3glc, no contexto da infla-
macao vascular subjacente a aterogénese, ao confirmar o comportamento desta antocianina num
modelo de células endoteliais de origem humana. Para além disso, elucidou acerca dos mecanismos
subjacentes a inibigdo ndo tdxica do proteassoma, induzindo uma resposta de defesa nas células
endotelais vasculares. Nestas condi¢des de ensaio, confirmou-se, ndo so a inibi¢cao da activacao do
NF-kB, como também a presenga de niveis exacerbados de Nrf2 nuclear e consequente aumento da
expressao de HO-1, associado a um claro incremento da viabilidade celular, quando comparado com
as c€lulas submetidas ao peroxinitrito e nao tratadas com Mv3glc. Portanto, a intervencao endotelial
favoravel da Mv3glc contra a agressdo do peroxinitrito poder-se-4 atribuir a ac¢do concertada na
modula¢do da actividade do proteassoma, interligada ao efeito no equilibrio entre os factores de
transcricdo NF-kB/Nrf2. Uma vez que a patogénese da aterosclerose envolve multiplos eventos,
incluindo a disfun¢do endotelial, os aumentos do stress oxidativo e da inflamagao, o potencial antia-
terogénico da Mv3glc a todos estes niveis e as suas vias de actuagao celular sao indubitavelmente,
merecedoras de mais aprofundada investigagao, objectivando o desenvolvimento de estratégias

dietéticas ou terapéuticas capazes de impedir ou retardar a progressao do processo aterosclerotico.
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Hoje em dia assistimos ao acumular de evidéncias que apontam as antocianinas e outros
polifendis, como moléculas bioactivas propiciadoras de protec¢ao contra inimeros processos
patologicos relacionados com o stress oxidativo, incluindo a aterosclerose. Tal facto ¢ suporta-
do por resultados in vitro, em animais de experiéncia e também, ainda que de forma limitada,
em ensaios clinicos em humanos. Os efeitos benéficos destes produtos bioactivos parecem ser
mediados por uma plétora de vias bioquimicas e mecanismos de sinaliza¢do que actuam de
forma quer independente quer sinergistica, ainda que muitos destes processos permanegam por
esclarecer na sua totalidade. A natureza pleiotropica dos beneficios descritos para estes polife-
ndis parece sugerir a modulagdo de multiplos mecanismos e podera contribuir para explicar a
sua eficécia fisiologica.

O estudo do endotélio € um ramo relativamente recente da ciéncia cardiovascular. O
seu desenvolvimento levou a que seja hoje considerado um “orgao” em virtude da sua comple-
xidade de fungdes. De facto, o endotélio vascular regula o complexo meio vascular, actuando
como uma barreira e facilitando as interac¢des entre o plasma e o vaso, dai lhe ser atribuido um
papel central na aterogénese. Na origem e progressao deste processo patologico estd o insulto
oxidativo conducente a disfun¢do endotelial, sendo que o peroxinitrito ¢ considerado como um
interveniente chave como potente agente oxidante e nitrante endogeno de varias biomoléculas.
O peroxinitrito, resultando da reacc¢do entre o 6xido nitrico e o anido superoxido, ambos produ-
zidos por dois dos principais tipos de células envolvidos na aterosclerose, as células endoteliais
e as do sistema imune, pode alcangar elevadas concentra¢des no endotélio vascular sujeito ao
shear stress € nos vasos ateroscleroticos, onde parece contribuir para a formacao das estrias
gordas e da placa de ateroma ao promover, entre outras acgoes, a oxidacao das LDL e a extensa
nitracdo de residuos proteicos. O envolvimento desta molécula toxica na aterogénese ocorre
também por outras vias, ao condicionar, particularmente, altera¢des na reactividade vascular ao
perturbar processos celulares criticos que conduzem as células a morte apoptotica ou necroética.
Assim, contrariar os seus efeitos deletérios € vital para a integridade endotelial, sendo que as
antocianinas tém vindo a demonstrar, em diversos estudos, a sua potencialidade como scaven-
gers desta molécula.

No inicio deste trabalho, esclarecemos as vias bioquimicas subjacentes a indu¢do do
processo apoptotico mediado pelo peroxinitrito, em células endoteliais, explorando os meca-
nismos citoprotectores responsaveis pela accao benéfica de quatro das mais prevalentes anto-
cianinas encontradas no regime alimentar humano, nomeadamente a Cy-, Dp-, Mv-, e Pg3¢glc.
Demonstramos que, para além da sua elevada capacidade antioxidante, estas antocianinas sao
ainda capazes de inibir os efeitos apoptodticos induzidos pelo peroxinitrito em células endoteliais

intervindo ao nivel da via apoptotica mitocondrial e impedindo a transloca¢io nuclear da Bax,
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este ultimo facto demonstrado pela primeira vez em células endoteliais (Paixao et al. 2011; Paixao
et al. 2012). Apesar de serem necessarias investigagoes adicionais para apurar as implicacdes
desta constatagao, estes resultados parecem indiciar que se devera tratar de uma estratégia de
protecgao adicional proporcionada por esta classe de flavonoéides. Clarificamos a importancia das
condicionantes estruturais nomeadamente da estrutura catecolica (Cy- e Dp3glc) , monofendlica
(Pg3glc) e dos grupos 3°,5’metoxilo (Mv3glc) no anel B, em todos estes efeitos, reflectidos na
inibi¢do de vias de sinalizacdo a montante e a jusante da mitocondria.

Efectivamente, estas antocianinas, numa concentragdo de 25 pM, preveniram a apop-
tose mediada pelo peroxinitrito, por um lado, contrariando a inactivagdo da via da PI3K/Akt, e
por outro, diminuindo os niveis citoplasmaticos da proteina pro-apoptdtica Bax e impedindo a
perda do potencial mitocondrial e a activagao das caspases-3 e -9. Todas estas acgdes celulares
nao poderiam ser justificadas com base apenas nas suas propriedades antioxidantes. De facto,
embora a estrutura catecolica do anel B associada a um grupo OH na posi¢ao 3 confira as anto-
cianinas actividades antioxidantes e scavenger mais elevadas, a protec¢do conseguida por todas
as antocianinas estudadas, incluindo a pelargonidina monofenolica, contra os efeitos apoptoticos
mitocondriais induzidos pelo peroxinitrito nas células endoteliais, ndo foi significativamente
diferente. Todas as antocianinas estudadas mostraram uma capacidade similar em inibir tais
efeitos através da interrup¢ao de cascatas de sinalizagdo criticas, indicando que as suas acgdes
celulares vao muito para além das suas actividades antioxidantes.

Posteriormente, o enfoque do nosso trabalho recaiu na actividade da Mv3glc, uma das
antocianinas mais abundantes e, provavelmente, das menos estudadas. Para além de exercer a sua
proteccao endotelial pelas vias ja mencionadas, esta antocianina actuou também em mecanismos
reconhecidamente implicados no processo aterogénico, demonstrando que o seu potencial impe-
dimento estereoquimico, fruto do seu padrao de substituicao, ndo constitui obstaculo a sua acgao
celular. Em concreto, constatamos a capacidade da Mv3glc em aumentar a biodisponibilidade do
"NO assim como em inibir a activacado do NF-xB induzida pelo peroxinitrito. A activagdo do NF-
kB tem sido implicada no estabelecimento da aterosclerose, estando diversas espécies reactivas
envolvidas na activagdo de vias de sinaliza¢do conducentes a degradacao do IkBa e subsequente
acumulagdo nuclear daquele factor de transcri¢do. Este estudo indicou que esta antocianina
aumentou a biossintese de "NO dependente da eNOS através da fosforilagdo do Akt. Para além
disso, foi capaz de suprimir a producao de mediadores pro-inflamatoérios como a IL-6, a expres-
sao de COX-2 e a biossintese de ‘NO derivado da iNOS, em células endoteliais activadas pelo
peroxinitrito, muito provavelmente através da inibicao da activacdo do NF-kB. Os seus efeitos
estendem-se ao nivel da expressdo génica uma vez que, em cé€lulas tratadas com peroxinitrito,

aumentou os niveis de mRNA da eNOS, diminuindo aqueles respeitantes a iNOS. No nosso con-
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texto experimental, tal incremento ao nivel do respectivo acido nucleico, devido a Mv3glc, ndo se
traduziu num aumento imediato da expressao de eNOS, nas condigdes analisadas, mas antes numa
estimulagdo significativa da fosforilacao da eNOS e da sua actividade, suficientes para a célula
debelar o insulto oxidante de que estava a ser alvo; ou seja, a antocianina conseguiu actuar como
scavenger efectivo do peroxinitrito ou dos seus produtos de reac¢do, o que podera, por exemplo,
passar pela proteccao do cofactor tetrahidrobiopterina (BH4), essencial para a actividade da eNOS.

Os efeitos antiapoptdticos e anti-inflamatorios da Mv3glc ficaram igualmente paten-
tes nas investigacdes realizadas em células endoteliais humanas. Nesta etapa, para além de se
consolidarem as experiéncias efectuadas no modelo celular bovino, constatou-se a capacidade
desta antocianina em assegurar um balango positivo entre os factores de transcricdo NF-xB e
Nrf2. Para além da reprodugdo dos resultados relativos a diminui¢ao da produ¢ao de mediado-
res inflamatdrios maioritariamente dependentes do NF-kB, a Mv3glc foi capaz de incrementar
a translocac¢ao nuclear do Nrf2 e assim levar a producao de HO-1, uma enzima extremamente
importante nas defesas celulares endoteliais. Para além disso, os efeitos desta antocianina em
termos de actividade do proteassoma foram igualmente relevantes pois, ao diminuir a actividade
deste complexo enzimatico, exacerbada pelo tratamento com peroxinitrito, permitiu poupar o
IxBa da degradagao proteassdmica, ndo comprometendo, contudo, a elimina¢do das proteinas
degradadas.

A concentragdo de antocianina utilizada nestes estudos (25 M), ainda que aparente-
mente excessiva permitiu a deteccdo intracelular de niveis, nomeadamente, de Mv3glc de cerca
de 3nmoles/mg de proteina, ao fim das 14 horas de incubagdo, valores estes que parecem ser
alcancaveis in vivo mediante o consumo regular de alimentos ricos em antocianinas. Este peri-
odo de incubagdo procurou mimetizar o comportamento fisiologico das antocianinas que, nao
obstante toda a controvérsia acerca da sua metabolizagao e biodisponibilidade e, ao contrario
de outros flavonodides, sdo rapidamente absorvidas, ao nivel gastrointestinal, na forma intacta
e assim detectadas na circulacdo até¢ 24 h apos o seu consumo, em doses normais. Como se
salientou ao longo de todo o trabalho, a este periodo de pré-incubacdo seguiu-se a lavagem das
células e o tratamento com peroxinitrito, ou seja, quando se adicionou o oxidante, ndo existia
antocianina no meio de cultura, o que significa que a citoprotec¢do observada a diversos niveis
foi devida a potenciacdo de mecanismos de defesa intrinsecos a propria célula e ndo a um efeito
directo da antocianina. Dito de outra forma, e tendo em consideragdo que os efeitos mais noto-
rios das antocianinas foram invariavelmente detectados apods a agressao com peroxinitrito, estes
flavonoides parecem induzir um estado fisiologico de alerta basal, isto €, um processo adaptativo
compensatdrio que se segue a uma perturbacao inicial da homeostase, permitindo que as células

respondam pronta e eficazmente a qualquer estimulo agressor a que sejam sujeitas. Esta hipotese
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vem de encontro a opinido de alguns autores que defendem que os polifenois, de uma forma geral,
induzem a formagao transitoria e controlada de espécies reactivas em células endoteliais, € que
sdo estas espécies as responsaveis, por exemplo, pela activagdo da PI3K seguida pela cascata
de eventos que inclui o recrutamento e fosforilagdo do Akt membranar, a fosforilagao da eNOS
e a produ¢do do 6xido nitrico, indispensavel a vasodilatagdo arterial.

Neste contexto, a modelacdo de defesas celulares endogenas constitui uma estratégia
inovadora para a intervengao preventiva e terapéutica em doengas com caracter de cronicidade,
de que ¢ paradigmatica a aterosclerose. Existe um crescente interesse em moléculas exdgenas
capazes de proporcionar uma citoprotec¢ao baseada no conceito de hormese, ou seja, na resposta
adaptativa das células a situagdes de agressao moderadas. Descobertas recentes elucidaram as
vias de sinalizacdo celular e os mecanismos moleculares mediadores desta resposta hormética e
que tipicamente envolvem enzimas como as cinases e factores de transcricdo como o NF-kB e
o Nrf2. Um melhor entendimento dos mecanismos horméticos ao nivel celular e molecular esta
a direccionar a investigacao para novas abordagens para a prevencao e tratamento de variados
tipos de doengas.

A manutencao de condi¢des Optimas de saude a longo prazo ¢ acompanhada por uma
complexa rede de processos que sdo controlados pelos designados vitagenes, um grupo de genes
envolvidos na homeostase celular durante condigdes de stress (proteinas de choque térmico,
sistemas de tioredoxina, sirtuinas, HO-1). Os componentes da dieta, onde se incluem as anto-
cianinas, parecem estar envolvidas na citoprotec¢ao através da activacdo das ja referidas vias
horméticas, que passam pela activacao destes vitagenes.

Comeca agora a ser ultrapassado, ainda que com a resisténcia que caracteriza a evolugao
da ciéncia nesta area, o preconceito resultante dos ensaios em humanos envolvendo polifendis
cujos resultados foram inconclusivos ou nao foram, de todo, satisfatorios. Trataram-se de estu-
dos cujos parametros em avalia¢do se prendiam, essencialmente, com a actividade antioxidante
destes compostos e a sua repercussao no estado antioxidante plasmatico. Actualmente, algumas
meta-analises publicadas, que j& tém em consideragdo propriedades que ndo as antioxidantes,
tém demonstrado que se justifica continuar a aprofundar os conhecimentos acerca das inimeras
propriedades reconhecidas in vitro a estes compostos naturais.

Este estudo almejou, tdo modesta quanto seriamente, contribuir para a tdo propalada
investigacao translaccional, procurando que os resultados dos ensaios na bancada do laboratério
contribuam para encontrar, em tempo util, uma aplicabilidade pratica para o debelar de doengas
tdo nefastas como a aterosclerose. Concluindo, tal como se referiu no inicio deste trabalho, aten-
dendo a que ¢ previsivel que o crescimento da patologia cardiovascular possa adquirir contornos

avassaladores nas décadas que se avizinham e, assim sendo, qualquer contributo que possa ser
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dado no sentido inverso, parece-nos meritorio, tanto mais se consubstanciar uma estratégia de
facil acesso e execugdo, como seja a sensibilizagdo para o consumo regular de alimentos ricos
em antocianinas inseridos numa dieta designada, preventiva/terapéutica ou no desenvolvimento

de suplementos com estes flavondides sob a forma de nutracéuticos.
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