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Na época da importante publicacdo de Furchgott e Zawadzki,
em 1980, sobre uma substancia labil vasodilatadora e derivada do
endotélio (chamada de fator de relaxamento derivado do endotélio,
do inglés EDRF), ndo se imaginava que tal substancia pudesse ser
responsavel por uma gama tdo ampla de fungdes as quais lhe sédo
hoje atribuidas. Alguns anos depois, em 1987, o grupo de Salvador
Moncada demonstrou que o EDRF era o gas extremamente labil e
reativo éxido nitrico’. Desta data, decorreu-se um tempo relativamente
curto até a premiagéo de alguns pesquisadores com o Prémio Nobel
de Medicina e Fisiologia em 1998, entregue a Robert Furchgott, Louis
Ignarro e Ferid Murad. O impacto e a importancia do éxido nitrico (NO)
na fisiopatologia cardiovascular sdo hoje ébvios para todos. Além do
fato de que o NO é o componente terapéutico da nitroglicerina,
tornando este um dos mais antigos agentes terapéuticos efetivos, o
futuro reserva muitas novas aplicagbes clinicas que resultardo de
novos entendimentos do papel fisioldgico e patolégico do NO. Estes
novos estudos reforcam a idéia de que, embora diversas fungdes
tenham sido relacionadas ao NO, ha muito a se estudar e sua relevancia
nado pode ser esquecida. Existem diversas classes de drogas
relacionadas a potenciagéo das agdes do NO, incluindo antioxidantes
e inibidores da fosfodiesterase. Além disso, novas estratégias na
liberagéo local ou sistémica do proprio NO provém novos agentes
terapéuticos para desordens tao diversas como hipertensao pulmonar,
restenose arterial e resisténcia a isulina?.

Caracteristicas Biolégicas do NO

O oxido nitrico € um gas extremamente reativo, sintetizado por
uma familia de enzimas chamadas de éxido nitrico sintases, a partir
da quebra do aminoacido L-arginina, produzindo L-citrulina e 6xido
nitrico® 4. Foram identificados trés tipos de 6xido nitrico sintases (NOS),
sendo duas isoformas chamadas endotelial (eNOS) e neuronal
(nNOS), assim denominadas por terem sido identificadas inicialmente
naqueles tipos celulares. A expressao destas enzimas é constitutiva,
e a sintese de NO (dependente da presencga de célcio) se da com o
propésito basico de sinalizagdo celulars. Além destas, uma terceira
isoforma foi identificada em condigdes especialmente relacionadas a
reacgdes de defesa contra organismos estranhos e na resposta
inflamatdria. Esta enzima, ao ser sintetizada sob indugado, produz
grande quantidade de NO (independentemente de calcio). Por tal
caracteristica, foi denominada de NOS induzivel (iNOS)®.

Sabe-se hoje que as NO sintases sdo expressas por diversos
outros tipos celulares, como midcitos cardiacos, células pancreaticas,
células renais e neurdnios, tendo importante atuagdo no controle
sobre diversas fungdes cardiovasculares’. As agdes bioldgicas do
NO sao basicamente mediadas por agado sobre uma enzima chamada
guanilato ciclase, ativando-a, e, em consequéncia elevando a
concentragdo de seu produto, o GMP ciclico (GMPc). O GMPc é o
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principal mecanismo de transdugao de sinal pelo qual o NO determina
seus efeitos fisiologicos em mamiferos®. Hoje sdo conhecidas e
estudadas diversas agdes biolégicas do NO, estando entre as
principais agdes a vasodilatacao, a inibigdo da agregacgao plaquetaria,
a inibigao da proliferagao e migragéo de células musculares lisas dos
vasos, a inibicdo da quimiotaxia de leucécitos e o crescimento
endotelial, como apresentado na figura 1 7.
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Figura 1 — Principais mecanismos regulatérios mediados pelo
endotélio envolvendo diretamente a producéo de éxido nitrico.

Todas estas agbes do NO tém sido estudadas em modelos
experimentais e em humanos e os mecanismos de agdo sao
relativamente bem conhecidos. Contudo, embora a via prevalente de
acgao do NO ocorra por intermédio do GMPc, recentemente foi descrito
um mecanismo de agdo do NO de modo direto sobre uma enzima
mitocondrial, a citocromo oxidase. A ligagdo do NO no mesmo sitio de
ligagéo do oxigénio (O,) impede a reagéo de respiragéo celular nas
mitocdndrias, indicando que este composto deve atuar como regulador
fisiolégico da respiragao celular®. Tal fato leva ao aumento da produgéo
de espécies reativas de oxigénio, altamente lesivas a célula,
acionando mecanismos celulares de sobrevivéncia ou apoptose,
dependendo do tipo ou fisiologia celular® '°. Esta pode ser uma nova
fungdo envolvida com diversas patologias, ndo sé relacionadas ao
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sistema cardiovascular, como também aos
desencadeados pelos estados de isquemia-reperfuso.

processos

Aplicagoes Clinicas

Como comentado, sdo conhecidas diversas agdes fisioldgicas
do NO, correlacionando seu excesso ou falta a diversos estados
patolégicos conhecidos. Considerando esta gama de possibilidades,
quais sdo as mais promissoras areas envolvidas com a pesquisa de
NO? Sabemos que lacunas ficaram no conhecimento e que, quando
preenchidas, poderdo prover novos meios terapéuticos para as
doengas cardiovasculares humanas.

Estudo da Fungao Endotelial

Estudos iniciais da doenga vascular em modelos animais com
hipercolesterolemia, diabetes e hipertensdo estabeleceram que a
alteragdo da agdo do NO é uma das principais consequéncias de
fatores de risco cardiovascular e esta de modo potencial relacionada
a progressao da aterosclerose'. Além disso, avaliagbes feitas em
humanos também demonstraram a redugdo na resposta
vasodilatadora de coronarias e vasos do antebrago a infusdes de
acetilcolina ou metacolina, mostrando que esta anormalidade se
estende a microvasculatura de humanos com estes fatores de risco.
Enquanto a infusdo de agonistas endotélio-dependentes requer
estudos invasivos, o reconhecimento de que a forga de cisalhamento,
exercida pelo fluxo sanguineo, € um estimulo fisiolégico para a
dilatagcdo dependente do endotélio, forneceu um teste rapido e
eficiente da fungdo do NO em humanos. Este teste se baseia na
medida do aumento do didmetro da artéria braquial, seguida a hiperemia
causada pela isquemia do antebrago provocada por rapida ocluséo
da artéria braquial. Como o estudo requer um tempo reduzido, se
tornou factivel para grande nimero de pacientes e permite comparar
resultados da fungdo endotelial normal e em patologias em humanos'?.
Esta técnica ainda prové um importante elo de ligagéo entre estudos
basicos em vasos isolados e a pesquisa clinica. A capacidade
vasodilatadora ou inibidora da agregacao plaquetéria é reconhecida
no NO, sendo ja associadas algumas variantes estruturais
(polimorfismos) do gene a diferengas no funcionamento da NOS.
Alguns estudos haviam antes associado o polimorfismo G894T a
alguns aspectos funcionais vasculares'®. Hoje, foi detectado um novo
polimorfismo associado a expressdo da NOS endotelial, reduzindo
sua capacidade vasodilatadora e fortemente associado a estenose
de veias safenas apos cirurgia de revascularizagdo cardiaca™. Além
disso, novos estudos estdo mostrando a importancia da sintese de
NO na regulagdo do crescimento celular vascular cerebral, podendo
influir de forma importante na sua arquitetura'. Estes dados parecem
ser correlacionados de modo estreito a eventos vasculares cerebrais.
Isso mostra a importancia da associacdo entre estudos genéticos e
funcionais, a partir dos quais tem-se encontrado importantes
mecanismos envolvendo o NO.

Controle da Atividade Nervosa Simpatica

Enquanto o significado fisiolégico do NO ndo pode ser predito a
partir dos estudos iniciais sobre o efeito de vasodilatadores
dependentes do endotélio em vasos isolados, parece que a influéncia
do NO sobre o sistema nervoso simpatico é talvez um de seus mais
importantes papéis'®. Tal interagdo foi sugerida inicialmente pela
demonstragdo de que inibidores da NOS aumentam a resisténcia
vascular regional e a presséo arterial’’. Os estudos de lida'®,
relacionados aos niveis de integragdo neural entre NO e a
vasoconstricdo periférica mediada pelo sistema nervoso simpatico,
demonstraram a complexidade desta integragdo para diferentes leitos
vasculares. Uma razao para esta complexidade esta no fato do NO
modular a neurotransmisao simpatica em varios niveis, além do mesmo
ser considerado um neurotransmissor. Ndo somente o NO suprime o
ténus vascular como também inibe a liberagdo de noradrenalina na
juncéo neuroefetora simpatica'. Além disso, sabe-se que o NO
participa da modulagédo central do reflexo pressorreceptor?. Assim,
o NO pode modular a vasoconstrigdo simpatica em niveis pré e pds—
ganglionares, além das vias regulatdrias centrais simpaticas e
parassimpaticas. Um outro mecanismo regulatério mediado pelo NO
ocorre sobre a variabilidade da pressao arterial®, mecanismo que
reconhecidamente leva ao desenvolvimento de les&o de 6rgdos-alvo
cardiovasculares como coragéo, pulmdes e rins?'.

Uma area clinica sob grande impacto da pesquisa sobre a

interacdo entre NO e sistema nervoso simpatico € a hipertensdo. O
principal mecanismo pelo qual drogas anti-hipertensivas, em particular
inibidores da ECA, reduzem a presséao arterial pode se dar pelo
aumento da acdo do NO?'. Ainda, os estudos de lida'® sugerem que,
se a agdo do NO é blogqueada, como no caso de diabetes, hiperlipidemia
ou hipertensao per se, a droga, que orginariamente inibe a descarga
simpatica, pode tornar-se menos efetiva. Estudos clinicos prospectivos
podem examinar esta questdo determinando se a efetividade dos
agentes anti-hipertensivos varia em diferentes pacientes de forma
dependente ou independete da disponibilidade de NO. Ainda, o aumento
da biodisponibilidade de NO pode aumentar a resposta terapéutica a
varios agentes anti-hipertensivos.

Modulagcao do Metabolismo da Glicose

Apesar dos anos de pesquisa, uma das ultimas areas
compreendidas na fungéo vascular é sua relagdo com o metabolismo.
Apenas em tempo recente tornou-se evidente quéo potentes sdo
horménios envolvidos com o metabolismo na regulagdo do NO e na
funcdo vascular. Schroeder e colaboradores?® mostraram que a
insulina, em concentragdes fisiologicas, influencia o ténus de arteriolas
musculares isoladas. Corroborando estes estudos, mostrou-se que
a insulina estimula a liberagdo de NO%, sendo este evento endotélio-
dependente e inibido por bloqueadores da NOS. Uma vasoconstrigdo
residual induzida pela insulina permanece sem explicagdo, mas mostra
que niveis fisiolégicos de insulina apresentam efeitos vasculares
multiplos que precisam ser explorados. Em adigdo a estes efeitos
dependentes do endotélio, concentragdes fisioldgicas de insulina
podem inibir a agdo de vasoconstritores sobre células musculares
lisas pelo aumento do NO?. E interessente observar que a
vasodilatacdo dependente de NO mediada pela insulina foi
demonstrada em humanos como relacionada de modo estrito a uma
acdo metabdlica da insulina, de modo a aumentar a captagao de
glicose, encontrando-se reduzida em pacientes com resisténcia a
insulina®. Aimplicagéo de que a resisténcia a insulina pode representar
em parte uma perda da fungdo NO pode ser explorada em pacientes
pelo exame da vasodilatagdo dependente de NO, determinada ou nao
pela insulina. Estudos de resisténcia a insulina podem ser tratados
indiretamente pelo aumento da biodisponibilidade de NO.

Modulacdo do Estresse Oxidativo e Lesao
Cardiovascular

Um dos principais mecanismos reguladores da agdo do NO é
sua reagado quimica, com consequente inativagédo, pelo anion
superéxido. Enquanto a importancia fisiolégica do NO é reconhecida
de modo amplo, o papel do anion superoxido vascular € escassamente
estudado. Contudo, como a atividade biolégica do NO depende de
niveis suficientemente baixos de anion superéxido, o NO podera ser
a ponta de um iceberg'®, onde encontra-se, por tras, uma grande
cascata de reagdes RedOx (Oxidagado-Redugéo). Corroborando com
achados anteriores em aorta de coelhos e artérias coronarias
bovinas?, Wambi-Kiesse e Katusic® mostraram que o relaxamento
de artérias cerebrais mediado pelo NO se encontra reduzido quando
¢ feito o bloqueio da enzima superéxido dismutase (SOD). Esta enzima
retira o anion superdéxido produzido por reagdes de oxidagao, e sua
inibicdo resulta num aumento deste anion no meio vascular. Como
este é um chamado radical livre e tem alta afinidade pelo NO, ao reagir
com este, inibe sua a¢do?, reduzindo a assim chamada
biodisponibilidade do NO. Este fato significa que uma determinada
patologia, como o diabetes mellitus, pode levar a falta aparente de
NO, mesmo que a sua produgdo esteja normal. Neste caso, o NO
produzido é “sequestrado” por radicais livres produzidos em grande
quantidade nesta patologia'®, impedindo que o NO exerca seus efeitos
benéficos (Figura 2). Esta é referida como uma das principais causas
da alta incidéncia de aterosclerose em individuos diabéticos, se
comparados aos ndo-diabéticos®. Além disso, sabe-se que o estado
diabético pode incrementar o efeito da hiperglicemia no rim,
aumentando marcadores inflamatdrios e, em conseqliéncia,
contribuindo para o desenvolvimento de lesdes renais bem descritas
no diabetes®'. De fato, o aumento do estado inflamatério (pelo préprio
TGF-b1) e a hiperglicemia per se determinam aumento local da
formacgdo de espécies reativas de oxigénio, elevando o estresse
oxidativo.
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Figura 2 — Representagéo esquematica dos diversos estimulos
para a produgdo de anion superéxido e o efeitos deste sobre a
biodisponibilidade de éxido nitrico.

A Figura 2 apresenta fontes potenciais conhecidas de anion
superoxido, incluindo enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial,
xantina oxidase ou NAD(P)H oxidase. Estudada de maneira mais
extensa apenas em neutrofilos, esta Ultima enzima recentemente foi
localizada em células vasculares normais, onde & consitutivamente
ativa?”®2 e parece ter importante papel na regulagéo da fungéo do NO.
Embora os inibidores disponiveis desta enzima nao sejam especificos,
parece que a NAD(P)H oxidase é a maior responsavel pela sua
producdo™. E interessante observar que os niveis de anion
superdxido sdo maiores na adventicia da aorta normal, exato onde
se encontram as subunidades das proteinas de NAD(P)H oxidase. O
anion superoxido, cujos niveis sdo normalmente reduzidos pela agéo
da SOD, quando aumentado nestes locais inativa o NO®. A redugao
da atividade da SOD vascular tem papel claro no remodelamento
apés injuria, promovendo a redugéo da biodisponibilidade de NO e
participando da resposta constritiva do vaso®®. O reconhecimento de
que enzimas enddégenas aumentam a quantidade de radicais livres
derivados de oxigénio necessita de uma distin¢cdo entre antioxidantes
que opdem seus efeitos, ja que existem antioxidantes e, de modo
mais especifico, antioxidantes inibidores de enzimas que também
geram radicais livres’.

Perspectivas Clinicas Associadas ao Estresse
Oxidativo

A relevancia da NAD(P)H oxidase nas patologias vasculares
tornou-se evidente. A atividade desta enzima encontra-se aumentada
na hipertensao induzida por angiotensina 113 e na tolerancia a nitratos®,
sendo ambas as patologias melhoradas pela administracdo de
captadores de anion superéxido ou antioxidantes. O anion superéxido
gerado por esta enzima pode ndo apenas reduzir o relaxamento
vascular endotélio-dependente, mas também contribuir para a
produgédo de outros derivados de espécies reativas de oxigénio,
como peroxido de hidrogénio, associado a hipertrofia vascular®®.
Levando a importancia da NAD(P)H oxidase ao nivel clinico, o
polimorfismo em p22phox, uma subunidade da enzima que confere
ligagcdo a membrana plasmatica, foi recentemente associado a
alteragdo no risco cardiovascular®. Embora os estudos com a
NAD(P)H oxidase se encontrem em estagios iniciais, esta claro que a
inativagdo do NO pelo aumento dos niveis de anion superéxido ocorre
numa ampla variedade de patologias vasculares, incluindo diabetes
mellitus e aterosclerose®.

A reagao quimica entre NO e anion superoxido é extremamente
rapida, sendo que o peroxinitrito gerado € um intermediario altamente
reativo, de potencial importancia clinica'®. Como o peroxinitrito reage
com grupamentos tirosina das proteinas, sua produgédo pode ser
detectada por marcagdo imunohistoquimica de nitrotirosina nos
tecidos®®. A importancia clinica é reforgada pela marcacdo de
nitrotirosina encontrada em placas ateroscleréticas, e doengas
neuroldgicas degenerativas®. O estudo desenvolvido por Thom e
colaboradores*' exp6s a conseqgliente complexidade e a relevancia

nesta area, sugerindo que o aumento nos niveis ambientais de
mondxido de carbono aumenta tanto os niveis de NO como a formagao
de peroxinitrito. Somando-se a isto, sabemos que o estresse oxidativo
induzido pelo mondxido de carbono esta associado a uma resposta
inflamatdria que é prevenida por inibidores da NOS. Como o NO per
se inibe os mecanismos de adesdo leucocitaria no endotélio, tal
observacéo sugere que a formagao de peroxinitrito pode estimular a
inflamacéo.

Aimportancia de radicais livres de oxigénio na perda da regulacao
da atividade do sistema gerador de NO ou no aumento da formagéo
de peroxinitrito pode também prover uma alternativa em longo prazo
pelo uso terapéutico racional de antioxidantes associado a doenga
vascular. Existe uma visdo clinico-investigativa que se confronta
com o possivel uso de um coquetel antioxidante que pode ser
adicionado a prescrigdo de vitaminas C e E. Deve-se ter especial
cuidado com esta pratica, sendo que a pesquisa atual e estudos
futuros podem prover suporte a uma terapia antioxidante adequada®®.
A primeira observagao cientifica sobre o beneficio clinico da vitamina
E em pacientes com doenga coronaria mostrou que os antioxidantes
representam um campo especialmente rico entre a pesquisa basica
cardiovascular e a medicina clinica*>. Um fato importante que deve
ser considerado na fungéo endotelial vascular anormal, em pacientes
com disfungao endotelial cronica, é sua reversibilidade. Neste sentido,
a vasodilatagédo dependente do endotélio reduzida em pacientes com
diabetes cronica pode ser revertida por vitamina C*. Contudo, nao
podemos esquecer que os efeitos cronicos de um fator de risco
como o diabetes podem ser produzidos com eficacia em artérias
isoladas* ou no antebrago* por breves exposicdes a glicose elevada.
Assim, a disfungdo endotelial em humanos pode representar um
efeito cumulativo de insultos diarios multiplos sobre a vasculatura por
fatores de risco cardiovascular descontrolados. Além disso, o
aumento dos triglicerideos plasmaticos, em decorréncia de uma unica
refeigdo rica em gordura, reduz a dilatagdo dependente do endotélio
na artéria braquial, sendo esta revertida por administragao oral de
vitaminas E e C*.

A sensibilidade aparente da vasculatura a rapidas exposigoes a
fatores de risco cardiovascular pode representar uma realidade
sombria a todos nés. Contudo, a pesquisa atual e futura pode prover
0os meios para prevenir os efeitos danosos destes fatores de risco
sobre os vasos e, potencialmente, suas consequéncias clinicas em
longo prazo, como o infarto do miocardio e o acidente vascular cerebral.
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