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Abreviaturas

AFC 7-amido-4-trifluotomethylcoumarin

AIF apoptosis-inducing factor

AMC 7-amido-4-methylcoumarin

ANT mitochondrial inner membrane protein adenine nucleotide
translocase

Apaf-1 apoptotic protease-activating factor 1

BAEC bovine aortic endothelial cell

BH4 tetrahidrobiopterina

BSO butionina sulfoximina

CARD caspase-recruitment domain

DPBS Dulbecco’s phosphate-buffered saline

DED death-effector domain

DIABLO direct IAP binding protein with low pI

DISC death inducing signaling complex

DMEM Dulbecco ‘s modified Eagle medium

DTT dithiothreitol

4EBP1 4E-binding protein 1

EGF epidermal growth factor

endoG endonuclease G

ERK1/2 extracellular signal-regulated kinase-1,-2

FBS fetal bovine serum

FGF fibroblast growth factor

GPx glutatido peroxidase

GSSG glutatido oxidado

GSH glutatido reduzido

GST glutatido-S-transferases

HDL high density lipoproteins

IAPs inhibitors of apoptosis proteins

ICAD inhibitor of the caspase-activated DNAse

ICAM-1 intracellular adhesion molecule-1

IDL intermediate density lipoproteins



ii

JINK c-jun-N-terminal kinases

IL interleucina

LDL low density lipoproteins

LDLox LDL oxidadas

LPS lipolissacarideos

MAPK mitogen-activated protein kinases
MCP-1 monocyte chemotactic protein-1
M-CSF macrophage colony stimulating factor
MPT mitochondrial permeability transition
mTOR mammalian target of rapamycin

NF-«xB nuclear factor-«B

NOS nitric oxide synthase

PARP-1 poly (ADP-ribose) polimerase-1

PBS phosphate-buffered saline

PDGF platelet-derived growth factor

PDK-1 -phosphoinositide-dependent-kinase-1
PH pleckstrin homology

PI3K phosphoinositide 3-kinases

PIP2 3,4-bifosfato de fosfatidilinositol

PIP3 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol
PKB/Akt protein kinase B

PMSF phenylmethanesulfonyl fluoride

PTEN phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten
PTP permeability transition pore

Rheb Ras homolog enriched in brain

RNS reactive nitrogen species

ROS reactive oxigen species

SMAC second mitochondria-derived activator of caspases
SMC smooth muscle cells

SOD superoxide dismutase

TBARS thiobarbituric acid reactive substances
TMRM tetrametilrodamina

TNF-a tumor necrosis factor - «

TSC tuberous sclerosis complex
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VCAM-1 vascular cell adhesion molecule-1
VDAC voltage-dependent anion channel

VLDL very low density lipoproteins
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Resumo

A aterosclerose, principal causa de morte nos paises com estilo de vida
ocidental, € uma doenca inflamatdria crénica associada a stress oxidativo.
Inicialmente, pensou-se que o papel do stress oxidativo na aterosclerose, em
consequéncia de um aumento da concentracdo de espécies reactivas de
oxigénio e de nitrogénio na parede arterial, tais como o peroxinitrito (ONOQ),
se restringia a oxidagdo das lipoproteinas de baixa densidade humanas (LDL).
De facto, as LDLox desencadeiam, in vitro, eventos que se créem ocorrer in
vivo durante a patogénese da doenca, incluindo a disfuncdo endotelial, a
formacdo de células esponjosas e a proliferagdo de células musculares lisas.
No entanto, é hoje claro, que o stress oxidativo e o papel das espécies
reactivas na parede arterial, vdo muito para além da oxidacdo das LDL, uma
vez que a semelhancga do que ocorre com as LDLox, também desencadeiam in

vitro varios processos subjacentes a iniciacdo e aevolugado da doenca in vivo.

O resveratrol (3,4',5-trihidroxi-estilbeno) é uma fitoalexina sintetizada na
casca da uva, que ocorre no vinho, em particular no vinho tinto.
Recentemente, foi proposto que o resveratrol podia ser um dos compostos
activos responsaveis pela diminuicdo da incidéncia de doengas
cardiovasculares, nos consumidores moderados de vinho. Os efeitos
cardioprotectores do resveratrol tém sido atribuidos as suas actividades
bioldgicas, tais como actividade antioxidante, actividade anti-proliferativa,
actividade anti-plaquetar e actividade anti-inflamatéria. Contudo, os
mecanismos celulares e moleculares subjacentes aos seus efeitos

cardioprotectores permanecem por esclarecer.

Assim, neste estudo pretendeu-se: (1) investigar a capacidade do
resveratrol prevenir a morte das células endoteliais da aorta bovina (BAEC)
mediada pelo ONOO™ e potenciais mecanismos bioquimicos celulares
subjacentes (capitulos 2 e 3); (2) avaliar a actividade anti-proliferativa do
resveratrol em células musculares lisas (SMC) estimuladas com LDLox e, mais

particularmente, na via de sinalizacdo da mTOR (capitulo 4).



Numa primeira fase deste estudo, demonstrou-se que uma pré-incubacao
longa (14 h) das células endoteliais com o resveratrol protege as células do
dano mediado pelo ONOO~ 500 upM, de uma forma dependente da
concentracdo. Para a concentracdo mais elevada testada (50 uM), o
resveratrol confere citoprotecgdo por um mecanismo que envolve o aumento

do conteldo intracelular de glutatido (capitulo 2).

Posteriormente, investigou-se o mecanismo pelo qual concentragbes mais
baixas de resveratrol (10 uM) previnem a morte celular induzida pelo ONOO"
em BAEC (capitulo 3). O resveratrol inibe a actividade das caspases-3 e -9,
mas ndo a da caspase-8, interrompendo preferencialmente a via mitocondrial
da apoptose induzida pelo ONOO™. Esta interferéncia na via mitocondrial &,
muito provavelmente, uma consequéncia da capacidade do resveratrol em
modular os niveis intracelulares da proteina Bcl-2, sem afectar os da proteina

Bax.

Numa fase final deste trabalho, estudaram-se vias complementares pelas
quais as LDLox exercem os seus efeitos mitogénicos, mais particularmente na
via da mTOR e o papel do resveratrol nessa mesma via (capitulo 4). As LDLox
estimulam a via da mTOR, como observado ndo sé pelo padrao de fosforilagao
de mTOR e do seu alvo a jusante p70S6K como também pela inibicdo da
proliferagdao das SMC induzida pelas LDLox, na presencga do inibidor da mTOR,
a rapamicina. Adicionalmente, os resultados indicam que a via ERK1/2 pode
influenciar a via da mTOR, mas que o contrario ndo ocorre. O resveratrol inibe
a proliferagdo das SMC induzida por LDLox, por um mecanismo dependente
da via mTOR e independente de ERK1/2.

Em conclusdao, o presente estudo desvenda mecanismos celulares e
moleculares subjacentes a actividade anti-apoptética e anti-proliferativa do
resveratrol. Além disso, ele também expande o nosso conhecimento acerca
dos efeitos cardioprotectores potenciais do resveratrol e reforca o seu papel
na prevencdo da formagdo das lesGes ateroscleréticas, protegendo dois tipos
de células vasculares, as células endoteliais e as células musculares lisas, de

dois eventos precoces pré-aterogénicos mediados por stress oxidativo.
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Abstract

Atherosclerosis, the leading cause of death in western countries, is a
chronic inflammatory disease associated to oxidative stress. This stress due to
an increase in reactive oxygen and nitrogen species concentrations in the
arterial wall, such as peroxynitrite (ONOO’), was initially thought to be
restricted to low density lipoprotein (LDL) oxidation. Indeed, oxLDL mimics in
vitro several events known to occur in vivo, including endothelial dysfunction,
foam cells formation and smooth muscle cells proliferation. However, it is
clear now that the role of oxidative stress and of reactive species in the
arterial wall goes far beyond LDL oxidation. Indeed, in a similar way to that
observed for oxLDL, several reactive species, including peroxynitrite, also
trigger in vitro several processes that underlies the initiation and evolution of

the disease in vivo.

Resveratrol (3,4',5-trihydroxistilbene) is a natural phytoalexin synthesized
at the skin level of grapes, occurring in wine, specially red wine. Recently, it
has been proposed that resveratrol could be one of the wine active
ingredients responsible for the reduced coronary heart disease, in moderate
wine drinkers. Resveratrol cardioprotective effects have been ascribed to its
several biological activities, including antioxidant activity, anti-proliferative
activity, anti-plaquetar activity and anti-inflammatory activity. However, the
cellular and molecular mechanisms underlying cardioprotective effects of

resveratrol are still largely unknown.

In this study, we aimed: (1) to investigate the resveratrol ability to prevent
bovine aortic endothelial cell death mediated by ONOO™ and potential
underlying biochemical and molecular mechanisms (chapter 2 and 3); (2) to
evaluate the resveratrol anti-proliferative activity in smooth muscle cells (SMC)
stimulated by oxLDL and, more particularly in mTOR signaling pathway
(chapter 4).

Firstly, we investigated the capacity of resveratrol to prevent cell death

mediated by peroxynitrite and if this could be ascribed to the increase in



intracellular glutathione (GSH) concentrations observed in the presence of
resveratrol (chapter 2). Glutathione is the principal non-protein thiol involved
in the antioxidant defense present in high concentration in cells and an
efficient scavenger of peroxynitrite. So, modulation of glutathione synthesis
may provide a strategy to selectively protect cells. Bovine aortic endothelial
cells (BAEC) were treated with ONOO™ and the cell viability and intracellular
GSH content were assessed. Peroxynitrite (400-600 uM) is cytotoxic to BAEC,
triggering a programmed cell death pathway, as indicated by nuclear
morphology after Hoescht nuclei staining. A 14 h pre-treatment of cells with
resveratrol (1-50 uM) prevented cell death mediated by ONOO™ (500 uM) in a
concentration-dependent manner. However, only at the highest tested
concentration (50 uM), resveratrol significantly increased the GSH intracellular
content, an effect that was reverted by co-incubation of cells with BSO, an
inhibitor of GSH synthesis. Moreover, BSO raised ONOO™-induced apoptotic
cell death, an effect not reverted by resveratrol. Thus, we demonstrated that
the highest tested resveratrol concentration rescued endothelial cells from
injury triggered by ONOO™ by a mechanism of up-regulation of the intracellular
GSH content.

Next, we looked up for alternative mechanisms for resveratrol
cytoprotective effects against ONOO™-mediated injury, specially for the lowest
concentrations tested (10 uM), where no significant increase in GSH
intracellular level was observed. Caspases activation analysis showed that the
molecular pathway leading to ONOO™ (500 uM) cytotoxicity is associated with
an activation of caspase-3,-8 and -9, suggesting that both mitochondrial and
death receptors apoptotic pathways are involved. Resveratrol cells
pre-incubation (10 and 50 uM) for 14 h was able to efficiently prevent
ONOO™-induced caspase-9 and -3 activation, but this preventive effect was
less pronounced in caspase-8 activation by ONOO". Additionally, we showed
that ONOQO™ increases the pro-apoptotic Bax protein intracellular level without
affecting the anti-apoptotic Bcl-2 protein intracellular level, increasing
therefore the ratio Bax/Bcl-2. This ratio decreased when cells were pre-

incubated with 10 and 50 uM resveratrol. This decrease is mainly due to
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resveratrol ability per se to up-regulate Bcl-2 levels, without affecting Bax

levels.

In the last part of this work, we show that oxLDL exert their mitogenic
effects on SMC partly through mTOR signaling pathway. Indeed, SMC
proliferation induced by oxLDL (50 ug/mL) was inhibited by rapamycin, an
mTOR inhibitor. This is further supported by an increase in the
phosphorylation of mTOR and its downstream target, p70S6K. Additionally,
we observed no effects of rapamycin and Ly294002, a PI3K inhibitor, on
ERK1/2 phosphorylation and observed inhibitory effects of PD98059, a
MEK1/2 inhibitor, on mTOR and p70S6K phosphorylation. Together, these
results indicate that ERK1/2 pathway may trigger mTOR activation, but that
mTOR pathway does not modulate ERK1/2 pathway. Resveratrol (25 pM)
prevented SMC proliferation induced by oxLDL by a mechanism independent
of ERK1/2, since resveratrol does not inhibit its phosphorylation. Moreover,
resveratrol inhibited mTOR and p70S6K phosphorylation, suggesting that its

anti-proliferative effects are modulated through this signaling pathway.

In conclusion, the present study unravels molecular and cellular
mechanisms that underlie the anti-apoptotic and the anti-proliferative
activities of resveratrol. Also, it expands our knowledge on resveratrol
cardioprotective effects and strengthens its role on the prevention of
atherosclerotic lesions development, protecting two different vascular cell
types, endothelial cells and smooth muscle cells, from two distinct early

pro-atherogenic processes mediated by oxidative stress.
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1 - Aterosclerose — mecanismos celulares e moleculares

A aterosclerose, doenca vascular subjacente a maioria dos casos de enfarte
do miocardio e acidentes vasculares periféricos e cerebrais, é a principal
causa de morte nas sociedades ocidentais. Actualmente, sabe-se que a
aterosclerose nao ¢é uma simples consequéncia degenerativa do
envelhecimento, mas antes, uma doenca inflamatdria crénica que envolve
uma inter-relagdo complexa de elementos celulares circulantes e as células da

parede arterial (Ross, 1999).

A aterosclerose é uma doenga progressiva caracterizada pela acumulacado
de lipidos e de elementos fibrosos nas grandes artérias. As lesGes precoces da
aterosclerose - as estrias gordas - sao o resultado da acumulagao
subendotelial de macrofagos enriquecidos em colesterol, designados por
células esponjosas. Nos humanos, estas lesGes sdo observaveis na aorta na
primeira década de vida, nas artérias coronarias na segunda década, e nas
artérias cerebrais na terceira ou quarta década de vida. Apesar das estrias
gordas ndo serem clinicamente significativas sdo precursoras de lesdes mais
avancadas caracterizadas pela acumulacdo de detritos necroticos ricos em
lipidos e de células musculares lisas — as placas fibrosas. Estas placas podem
tornar-se ainda mais complexas, devido por exemplo a calcificacdes, e
aumentarem até limitarem a circulacdo sanguinea por formacdo de um

trombo ou codgulo sanguineo (Lusis, 2000).

Estudos epidemioldgicos tém revelado varios factores de risco para a
aterosclerose, que podem ser agrupados em dois tipos diferentes, ou seja
factores com uma importante componente genética, e factores que sdo
essencialmente ambientais (Quadro 1). Sdo, no entanto, desconhecidos os

mecanismos moleculares e celulares que ligam todos eles.
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Quadro 1 - Factores de risco genéticos e ambientais associados ao
desenvolvimento da aterosclerose

Factores com uma forte componente genética

Niveis elevados de LDL e de VLDL

Niveis reduzidos de HDL

Niveis elevados de lipoproteina(a)

Hipertensao

Niveis elevados de homocisteina

Diabetes Mellitus e obesidade

Niveis elevados de factores homeostaticos, por ex. fibrinogénio
Sindroma metabdlico, por ex. resisténcia a insulina
Inflamagdo sistémica

Depressdo e outros comportamentos

Género masculino

Histéria familiar

Factores ambientais

Dieta rica em gorduras
Tabaco

Vida sedentaria
Agentes infecciosos

1.1 - Patogénese da aterosclerose

A causa exacta subjacente ao desenvolvimento da doenga permanece
ainda hoje desconhecida. Ainda assim, estudos patoldgicos em conjunto com
estudos in vitro permitiram estabelecer uma sequéncia de eventos celulares

que conduzem a formagao das lesdes.
1.1.1- Disfuncao endotelial ou iniciacao da lesdao?

O endotélio, constituido por uma monocamada de células endoteliais,
funciona ndo s6, como uma barreira selectiva permeavel entre o sangue e os
tecidos, mas também, como um importante controlador vascular regulando o
ténus vascular, a trombose, a inflamagdo, a coagulacdo e a regeneracao
vascular (controla a proliferacdo de células musculares lisas). Da alteracdo de
qualguer uma destas propriedades resulta a disfuncdao endotelial, um dos
elementos fundamentais em todo o processo da aterogénese (Ross, 1993).
Varios factores, incluindo lipoproteinas plasmaticas de baixa densidade
humanas (LDL, low density lipoprotein) oxidadas, homocisteina, infecgdo,

espécies reactivas de oxigénio (ROS, reactive oxygen species) e de nitrogénio
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(RNS, reactive nitrogen species) e fluxo sanguineo turbulento e oscilatério

(baixo shear stress), tém sido implicados na disfungdo endotelial (Ross, 1999).

Neste contexto, o shear stress é particularmente relevante, uma vez que, o
local onde aparecem as lesOes aterosclerdticas nos vasos sanguineos parece
estar sob o seu controlo. De facto, as lesGes aterosclerdticas desenvolvem-se
preferencialmente em dareas de curvatura e ramificagdbes onde o fluxo
sanguineo é turbulento (baixo shear stress) e ndo em areas tubulares onde o
fluxo sanguineo é laminar (elevado shear stress) (Gimbrone, Jr., 1999). Nas
areas de baixo shear stress, o endotélio é exposto a um fluxo reduzido e
oscilatério, uma condicdo hemodinamica que produz alteragdes fisico-quimicas
e bioldgicas que predispde a aterosclerose. A alteragao fisico-quimica mais
relevante é o aumento da permeabilidade do endotélio a macromoléculas, a
LDL e células sanguineas, para a qual contribuem processos reoldgicos e
bioldgicos tais como: (1) o aumento do tempo de permanéncia e de contacto
destes elementos com o endotélio devido a recirculagdo do sangue (Glagov et
al., 1988); (2) alteracao da morfologia e da orientacdo das células endoteliais,
nestas areas, que tém uma forma poligonal e ndo se orientam de acordo com
o fluxo sanguineo como acontece em areas tubulares (Davies, 1986); (3)
elevada renovacao das células endoteliais de baixa actividade mitoética,
acompanhada de células senescentes que exibem maior aderéncia aos
mondcitos. O aumento da renovacdo das células endoteliais € consequéncia
do aumento da apoptose nestas areas (Tricot et al., 2000; Choy et al., 2001).
A morte das células endoteliais afecta gravemente a integridade fisica do
endotélio e consequentemente as suas fungdes. No que respeita as alteracdes
bioguimicas, tem-se observado que nestas areas ha um aumento da produgao
do anido superoxido e uma diminuicdo dos niveis de 6xido nitrico, conduzindo
a um aumento drastico do stress oxidativo (Cooke, 2003). Adicionalmente, a
expressdo de proteinas potencialmente envolvidos na aterosclerose parece ser

modulada pelo shear stress (Cooke, 2003).

As LDL sao outro factor importante para a disfuncao endotelial, uma vez

qgue niveis elevados de LDL sdo o Unico factor capaz de, por si sé, induzir a
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aterosclerose em modelos animais. O aumento da permeabilidade do
endotélio facilita a acumulagdo das LDL na matriz subendotelial, por periodos
mais ou menos longos. Ai, estdo sujeitas a varias modificacdes, incluindo
formacao de complexos insollveis por interaccdo com células vasculares e
macromoléculas (proteoglicanos, colagénio e elastina) e modificacdo oxidativa,

sendo subsequentemente captadas por macréfagos (Steinberg et al., 1989).
1.1.2 - Inflamacgao

Mediante um dano iniciado por qualquer um dos factores referidos
anteriormente, o endotélio desencadeia uma resposta inflamatoria que leva a
entrada de leucdcitos (mondcitos e de linfocitos, mas ndao de neutrdfilos) para
o0 espaco subendotelial, que contribui para a formacdo de estrias gordas e

expansao das lesdes (Fig. 1).

A resposta inflamatoria inicia-se pelo recrutamento de mondcitos, sendo
este mediado por moléculas de adesdo expressas nos mondcitos, a VLA-4 e a
B2-integrina, e nas células endoteliais, a molécula de adesdao de células
vasculares 1 (VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1), as P- e
E-selectinas e a molécula de adesdo intracelular (ICAM-1, intracellular
adhesion molecule-1) (Li et al., 1993; Dong et al., 1998; Collins et al., 2000).
A migracdo dos mondcitos para a parede arterial e subsequente maturacdo
em macrofagos ocorre pela expressdao de moléculas quimiotacticas, tais como,
a proteina quimiotactica de mondcitos-1 (MCP-1, monocyte chemotactic
protein-1), o factor estimulante de colénia de macréfagos (M-CSF,
macrophage colony stimulating factor) e a interleucina-8 (IL-8) nas células
gue constituem a parede arterial, mas principalmente, em células endoteliais
(Rajavashisth et al., 1990; Yla-Herttuala et al., 1991; Smith et al., 1995). De
realcar, que estudos realizados em ratos deficientes em MCP-1 ou no seu
receptor CCR2 mostraram decréscimos significativos das lesbes
aterosclerdticas, sugerindo que a interaccdo MCP-1/CCR2 tem um papel

importante na aterogénese (Boring et al., 1998).
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Fig. 1 - Representacao esquematica da patogénese da aterosclerose. Para detalhes
ver texto principal. Adaptado e modificado de Lusis, 2000.

1.1.3 - Estrias gordas

A evolugao dos macrofagos (e de células musculares lisas, numa fase mais
tardia da aterosclerose) para células contendo quantidades elevadas de
ésteres de colesterol, armazenados em goticulas lipidicas, designadas por
células esponjosas é um evento caracteristico das lesGes precoces (reversiveis)
- estrias gordas - e tardias (irreversiveis) da aterosclerose. A acumulacao do
colesterol nos macroéfagos parece ser mediada, principalmente, através da
captacdo nao controlada de formas modificadas de LDL (mas ndao de LDL
nativas), que deixam de ser reconhecidas pelos receptores apoB/E, e passam
a ser captados via receptores scavenger, que reconhecem uma grande
variedade de ligandos e cujo numero aumenta na presenca de M-CSF
(Yamada et al., 1998). De entre os receptores scavenger, os SRA e os CD36
parecem ser de importéancia primordial, embora os receptores SR-B1, LOX-1 e

macrosialina/CD68 possam também ter alguma fungdo, mas a sua
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importéncia ainda nao foi testada em modelos animais (Acton et al., 1994;
Ramprasad et al., 1995; Suzuki et al., 1997; Sawamura et al., 1997; Febbraio
et al., 2000). Contrariamente a captacdo das LDL nativas pelos receptores
apoB/E, a internalizacdo das LDLox via receptor scavenger nao é regulada
negativamente pela concentracdo intracelular de colesterol, ocorrendo
captacdao em grandes quantidades de LDLox e, consequentemente, formagao
de células esponjosas. Estas depositam-se no espaco subendotelial

constituindo as estrias gordas.
1.1.4 - LesOes avancadas e ruptura da placa

A transicdo das estrias gordas, lesdes relativamente simples, para lesdes
fibrosas mais complexas caracteriza-se pela migracdao das células musculares
lisas da camada média da parede arterial para o espago subendotelial,
seguida da sua proliferacdo e producao de uma matriz extracelular rica em
colagénio, que em conjunto com as células musculares lisas forma uma capa
fibrosa. Estas células podem captar lipoproteinas modificadas, contribuindo
igualmente para a formacdo de células esponjosas. As citocinas e factores de
crescimento secretados pelos macrofagos, nomeadamente, o factor de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF, platelet derived growth factor), o
factor de crescimento dos fibroblastos (FGF, fibroblast growth factor), a
interleucina-1p (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e o factor de necrose tumoral-a
(TNF-a, tumoral necrosis factor-a) sdo importantes para a migragdo e
proliferacdo das células musculares lisas e para a producdo da matriz
extracelular (Ross, 1993).

Sob a capa fibrosa, encontra-se um centro necrético constituido por
fragmentos celulares e lipidos libertados em consequéncia da morte das
células esponjosas (Lusis, 2000). Além disso, o centro necrético e as areas
circundantes sdo também ricos em macrofagos que secretam
metaloproteinases, tais como colagenases e elastases que podem degradar a
matriz extracelular da capa fibrosa (Galis et al., 1994) (Mach et al., 1997). A

ruptura da capa fibrosa expde o conteddo do centro necrético, os lipidos e o
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factor tecidular expresso em grandes quantidades pelas células que
constituem a lesdo, a corrente sanguinea, iniciando-se a coagulagdo, i.e. o
recrutamento de plaquetas e a formacgao do trombo (Schonbeck et al., 2000).
O trombo pode obstruir parcial ou totalmente o vaso sanguineo e é a principal

causa de eventos clinicos coronarios agudos.
1.2. - Patogénese da aterosclerose e o stress oxidativo

O stress oxidativo foi definido por Sies como sendo “um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes a favor dos oxidantes, que potencialmente pode
induzir uma lesdo” (Sies, 1991). Os oxidantes sdo espécies com elevado
potencial de oxidagdao-reducdo, enquanto que os antioxidantes sdo espécies
com um potencial de oxidacdo-reducdao baixo (Cadenas, 1998). Os oxidantes
podem ser radicais livres ou ndo, sendo os radicais, espécies que contém um
ou mais electroes desemparelhados. Os principais oxidantes da célula
resultam do oxigénio, ou melhor da redugdo univalente deste, que origina o
anido superdxido (0,"; reaccdo 1), um oxidante fraco, que se encontra em
equilibrio com a sua forma protonada, o radical perhidroxilo (HO,™;
reaccao 2), um oxidante mais potente particularmente em ambientes lipidicos
(Bielski, 1978; Chance et al., 1979). Estas duas espécies podem dismutar
produzindo perdéxido de hidrogénio (reaccdes 3 e 4), um oxidante ndo
radicalar, que por sua vez pode reagir com metais de transicao (reacgao 5)
formando o radical hidroxilo (HO®), um poderoso oxidante. Além disso, o
anido superdéxido pode reagir com o radical ‘NO, um oxidante fraco, para

produzir uma espécie quimica altamente reactiva, o peroxinitrito (ONOO’;

reaccao 6).
Oym+€e - 0 [1]
HO;'5q : 0," + H* [2]
HO,'2q + HO;" — H,0, + O, [3]
HOy"aq + 02 + H" = H,0; + O, 44 [4]
Fe®* + H,0, —» Fe** + HO™ + HO® [5]

‘NO + O, —» ONOO’ [6]
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A hipétese da modificagdo oxidativa, inicialmente proposta por Steinberg e
colaboradores, postulava que a oxidagdo das LDL era central, se nao
obrigatdria para o processo da aterogénese (Steinberg et al., 1989). De
acordo com ela, o papel das ROS e RNS produzidas na parede arterial
limitar-se-ia apenas a oxidacdo das LDL. No entanto, nos ultimos anos
surgiram varias evidéncias, de que as espécies reactivas tém um papel mais
abrangente no desenvolvimento da doenca, estando o stress oxidativo
associado a aterogenése, relacionado ndo s6 com as LDL oxidadas, mas
também com a disfungao endotelial, com os mondcitos e macréfagos, com a

apoptose e a proliferacao das células musculares lisas.
1.2.1 - Fontes de espécies reactivas na parede arterial

Virtualmente, todas as células que compde a parede arterial produzem
ROS e RNS, através de diversos sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos.
Seguidamente, irdo ser referidas de uma forma sucinta, as fontes
fisiologicamente mais relevantes, implicadas na producdo de espécies

reactivas na aterosclerose.
1.2.1.1 - NAD(P)H oxidase

Varias evidéncias indicam que a NAD(P)H oxidase sera a principal fonte de
0,”, sendo determinante no estado redox dos vasos sanguineos e miocardio.
A NAD(P)H oxidase, inicialmente identificada em células fagociticas e
posteriormente em todas as células da parede arterial, € uma enzima
associada a membrana plasmatica que catalisa a reducdo univalente do
oxigénio a 0,", usando o NADH ou o NADPH como dador de electroes (reaccao
7).

NAD(P)H + 20, — NAD(P) + H*+2 O,” [7]

As oxidases fagociticas e vasculares sdo estruturalmente diferentes
(Griendling et al., 2000). A NAD(P)H oxidase fagocitica é constituida por duas

subunidades transmembranares, a gp91 phox (Nox2) e a p22 phox, e duas

subunidades citosolicas, a p47 phox e a p67 phox, e ainda por uma proteina G
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rasl ou ras2 (Griendling et al., 2000). A NAD(P)H oxidase vascular
distingue-se pelo facto da subunidade gp91 phox poder ser substituida por
um outro elemento da familia das proteinas Nox (Nox1-Nox4), e por nas
células musculares lisas parecer ndo existir p67 phox (Jones et al., 1996;
Pagano et al., 1997; Patterson et al., 1999). Existe alguma controvérsia no
gue respeita a orientacdo das enzimas; enquanto que, nas células fagociticas,
células endoteliais e fibroblastos os electrées sdo transferidos através da
membrana para o oxigénio extracelular, nas células musculares lisas o O,”
parece ser produzido predominantemente no interior das células (Meier et al.,
1991; Griendling et al., 2000; Ushio-Fukai et al., 2002). Ao contrario da
enzima fagocitica, a enzima vascular esta activa durante o metabolismo
normal e uma activagao sustida de minutos a horas é obtida como resposta a

agonistas (Pagano et al., 1997).

Varios estudos, in vitro e in vivo, demonstram o papel critico da NAD(P)H
oxidase no stress oxidativo no contexto da aterosclerose. De facto, entre os
varios agonistas que podem activar a enzima, contam-se varios factores
conhecidos por estarem envolvidos na patogénese da doenca, nomeadamente,
a angiotensina II, trombina, PDGF, TNF-a, IL-1 e, mais especificamente para
as células endoteliais, forcas mecanicas incluindo o shear stress e factores de
crescimento do endotélio vascular. Assim, e por exemplo, estudos em células
endoteliais e em células musculares lisas demonstram que a actividade da
enzima aumenta de uma forma sustida, na presenca de um shear stress
oscilatorio e na presenca de angiotensina II, respectivamente (De Keulenaer
et al., 1998; Griendling et al., 2000). Recentemente, estudos em ratos p47
phox (-/-), ratos apoE (-/-) e ratos p47 phox (-/-)/apoE (-/-) mostram que
estes Ultimos desenvolvem lesdes aterosclerdticas menores do que os ratos
apoE (-/-) (Barry-Lane et al., 2001). Em doentes com angina de peito
observou-se uma producdo de ROS fortemente associada a distribuicdo de
p22 phox nas artérias coronarias (Azumi et al., 2002). Em conjunto, estes e
outros estudos sugerem que a producdo de O,"” pela NAD(P)H oxidase podera,

em parte, ser responsavel pelo stress oxidativo subjacente a aterosclerose.
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1.2.1.2 - Oxido nitrico sintases

As Oxido nitrico sintases (NOS, nitric oxide synthase) sao uma familia de
enzimas, em que a forma endotelial (eNOS) e a forma indutiva (iNOS) sdao as
mais relevantes no contexto da aterosclerose (ver Alderton et al., 2001, para
revisao exaustiva sobre a estrutura e funcdao das NOS). Em condi¢des normais,
a NOS recebe electrdes do NADPH no seu dominio redutase e transfere-os
para o dominio oxigenase, via transportadores redox FAD e FMN. Uma vez no
dominio oxigenase, os electrbes interagem com o ferro do grupo heme e a
tetrahidrobiopterina (BH,), cofactor importante para catalisar a reacgdo do O,
com a L-arginina, produzindo L-citrulina e éxido nitrico (*"NO). No entanto, na
auséncia quer da L-arginina quer da BH4, a eNOS fica desacoplada reduzindo
o 0, a 0, (Vasquez-Vivar et al., 1998). Tém surgido evidéncias de que o
desacoplamento da eNQOS, inicialmente observado apenas in vitro, também
ocorre in vivo e podera estar envolvido nas doencas cardiovasculares. De
facto, o aumento de O, observado em ratos hipertensos diminui pela
administracdo de L-NAME, um inibidor da iNOS (Kerr et al., 1999).
Recentemente, foi igualmente observado, que a sobrexpressao da eNOS em
ratos apoE (-/-) ndo reduziu, mas antes, aumentou as lesGes aterosclerodticas
(Ozaki et al., 2002). Este aumento foi inibido pela administracdo de BH,,
sugerindo que, a deficiéncia neste cofactor seria responsavel pela progressao
das lesdes. Laursen e colaboradores demonstraram que em ratos apoE (-/-) o
ONOO™ é o responsavel pelo desacoplamento da eNOS por levar a oxidagdo da
BH4 (Laursen et al., 2001). De salientar, que tem sido sugerido que a eNOS
fique apenas parcialmente desacoplada, produzindo simultaneamente o ‘NO e
o 0, que podem reagir entre si gerando o ONOO’, aumentando

drasticamente o stress oxidativo (Cai e Harrison, 2000).
1.2.1.3 - Xantina oxidase

A xantina oxidase, uma flavoproteina contendo molibdénio, presente em
elevadas concentracbes nas células endoteliais, existe sob 2 formas,

desidrogenase e oxidase, sendo a primeira a forma predominante (Jarasch et
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al., 1981). A enzima catalisa a oxidacdo da xantina ou hipoxantina a acido

Urico produzindo O,"" e constitui uma das principais fontes de ROS.

Varios estudos sugerem um papel para o O, produzido pela xantina
oxidase. Assim, em coelhos hipercolesterolémicos, a aterosclerose resultante
da dieta foi atribuida ao stress oxidativo induzido pela activacdo da xantina
oxidase (Ohara et al., 1993). Outro estudo demonstrou que a administracao
de oxipurinol, um inibidor da xantina oxidase, melhorou a vasodilatacdo de
doentes hipercolesterolémicos (Cardillo et al., 1997). Recentemente, um
estudo demonstrou uma activacdo significativa da NAD(P)H oxidase e da
xantina oxidase nas artérias coronarias de doentes com doenca da artéria
coronaria, avaliada pela formagdo de O,", medido por ressonancia
paramagnética electréonica (Spiekermann et al., 2003). O mesmo estudo
mostrou ainda que em jovens assintomaticos com  histéria de
hipercolesterolemia familiar, o aumento da actividade da xantina oxidase é

um evento precoce.
1.2.1.4 - Lipoxigenases

As lipoxigenases sao enzimas citosdlicas, presentes em macréfagos, células
endoteliais e células musculares lisas, capazes de oxidar directamente os
acidos gordos polinsaturados, originando uma complexa familia de lipidos
biologicamente activos, incluindo as prostaglandinas, os tromboxanos e os
leucotrienos (Yamamoto, 1992). Apesar de ser ainda pouco claro o
envolvimento da 15-lipoxigenase na oxidacdo das LDL, in vitro, induzida por
células em cultura, quer a proteina, quer o mRNA da enzima foram ja
detectados nas lesdes aterosclerdticas (Yla-Herttuala et al., 1990). Mais
recentemente, experiéncias realizadas em modelos animais reforcam um
papel aterogénico para a 15-lipoxigenase (Cyrus et al., 1999). De salientar
ainda, que a activacdo da 12/15-lipoxigenase estimula a hipertrofia e
proliferacdo das SMC, e a expressdo de genes inflamatérios (Reddy et al.,
2002).
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1.2.1.5 - Mieloperoxidase

A mieloperoxidase € uma enzima secretada pelas células fagociticas, que
na presenca de H,0, catalisa a oxidagdo do ido cloreto a acido hipocloroso
(HOCI) e a L-tirosina a radical tirosilo (Hazell e Stocker, 1993; Heinecke et al.,
1993). Quer o acido hipocloroso, quer o radical tirosilo oxidam as LDL in vitro
de uma forma independente de metais, o que, aliado com a deteccdao da
mieloperoxidase em lesdes aterosclerdticas, sugere que, esta enzima pode ser
um importante agente de oxidacdo das lipoproteinas in vivo (Daugherty et al.,
1994). Adicionalmente, o sistema mieloperoxidase/H,0,/Cl" e o HOCI oxidam
o nitrito a cloreto de nitrito (NO,Cl) e ao radical diéxido de nitrogénio (*‘NO,).
Ambas as espécies quimicas sdo agentes nitrantes capazes de nitrar a tirosina
a 3-nitrotirosina detectada em lesdes ateroscleréticas humanas (Beckmann et
al., 1994; Leeuwenburgh et al., 1997).

1.2.1.6 — Cadeia respiratoria dos mitocondrios

Cerca de 1 a 2% dos electrdes transportados ao longo dos complexos
enzimaticos, que constituem a cadeia respiratéria mitocondrial, escapam
reduzindo o oxigénio a 0,", que é captado e convertido a H,0, pela
superoxido dismutase (SOD, superoxide dismutase) dependente de
manganésio. A producdo de O, nos mitocondrios ocorre principalmente no
complexo I (NADH desidrogenase) e no complexo III (do ubiquinol-citocromo
c oxidoredutase). A contribuicdo das ROS mitocondriais na aterosclerose foi
recentemente sugerida num trabalho, em que a lesdo no DNA mitocondrial se
correlacionou positivamente com as lesdes ateroscleréticas em ratos apoE (-/-)
(Ballinger et al., 2002).

1.2.2 - Defesas antioxidantes na parede arterial

Para contrariar os efeitos deletérios dos oxidantes na aterosclerose, é
necessario que a parede arterial esteja dotada de um sistema eficaz de
defesas antioxidantes celulares e extracelulares. As defesas antioxidantes

podem ser proteinas com ou sem actividade enzimatica, antioxidantes
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hidrossollveis de baixa massa molecular e ainda antioxidantes lipossollveis
(Quadro 2). Seguidamente, irdo ser descritas, sucintamente, apenas algumas

das defesas antioxidantes mais importantes na parede arterial.

Quadro 2 - Alguns antioxidantes proteicos e de baixa massa molecular

Baixa massa molecular

Proteicos
Hidrossoluaveis Lipossolaveis
Superoéxido dismutase, catalase, GSH GSH, ascorbato, Tocoferdis, ubiquinol,
peroxidases, GSH redutase, urato, bilirrubina carotendides

tioredoxina, tioredoxina redutase,
glutaredoxina, peroxiredoxinas,
sulfoxidos de metionina redutases,
ferritina, transferrina, metalotioninas,
ceruplasmina.

1.2.2.1 - As superoxido dismutases

A SOD catalisa a reducao univalente e oxidagdo de 0O, a H,0, e O,,
respectivamente (reacgdes 8 e 9). Foram identificadas 3 isoformas de SOD: a
citosélica dependente de cobre-zinco (Cu,Zn-SOD), a mitocondrial dependente
de manganésio (Mn-SOD) e a SOD extracelular (EC-SOD). A velocidade da
reaccao de dismutacdo catalisada pela Cu,Zn-SOD é independente do pH, ao
contrario da dismutacdo expontanea e da reaccdo catalisada pela Mn-SOD,
que diminui com o aumento do pH. A actividade Mn-SOD contribui para 10%
da actividade total SOD da célula (Stocker e Keaney, Jr., 2004).

SOD-Mn?* + 0, + 2H* - SOD-Mn** + H,0, [8]
SOD-Mn®** + 0, - SOD-Mn** + O, [9]

A SOD extracelular € uma enzima dependente de cobre-zinco, presente em
grandes quantidades na parede arterial saudavel a nivel extracelular (Stralin
et al., 1995). Na aorta humana, ela é sintetizada e secretada pelas células
musculares lisas e liga-se a glicosaminoglicanos da matriz extracelular
vascular na superficie endotelial. Esta sintese pode ser modulada por citocinas,
factores de crescimento e oxidantes (Stralin e Marklund, 2000; Stralin et al.,

2003). Tem sido sugerido que uma das funcbes-chave da SOD sera a de



26 - Capitulo 1

prevenir a reaccdo entre o ‘NO e o 0,7, tendo-se observado que a
sobreexpressao de EC-SOD em ratos hipertensos melhora a fungdo endotelial
(Fennell et al., 2002).

1.2.2.2 - Defesas antioxidantes dependentes do glutatido

As glutatido peroxidases (GPx) sdo enzimas antioxidantes que catalisam a
reducdo do H,0, a &gua (reaccdao 10) e de hidroperdxidos lipidicos a
hidroxilipidos (reaccdo 11), a custa da oxidagao do glutatido (GSH) (reaccbes
12 e 13). A familia das glutatido peroxidases é composta por cinco
peroxidases diferentes, sendo quatro delas dependentes de selénio: a classica,
GPx1; a do epitélio intestinal, GPx2; a do plasma, GPx3; a dos hidroperdxidos
de fosfolipidos, GPx4; e uma independente do selénio, GPx5. A GPx1, primeira
isoforma a ser identificada, € citosdlica e mitocondrial e actua no H,0,,
hidroperdxidos de acidos gordos e colesterol, lisofosfolipidos, mas ndao em
diacilfosfolipidos. A redugdo destes hidroperoxidos lipidicos é da
responsabilidade da enzima associada a membrana, a GPx4, que além do GSH
pode utilizar outros tidis de baixa massa molecular como agentes redutores
(Maiorino et al., 1991; Sattler et al., 1994). Nem a GPx1 nem a GPx4 estdo
presentes em fluidos extracelulares. A GPx2 presente no tracto
gastrointestinal parece estar implicada na desintoxicacdo dos hidroperdxidos
lipidicos ingeridos na dieta (Chu et al., 1993). A GPx3 parece actuar no H,0, e
nos hidroperoxidos de fosfolipidos, sendo no entanto duvidoso que esta
isoforma actue como uma GPx (Maddipati e Marnett, 1987; Takahashi et al.,
1987). De facto, os niveis de GSH plasmatico inferiores a 0,5 uM sdo
demasiados baixos quando comparados com a constante de Michaelis-Menten
(Km) da enzima (Wendel e Cikryt, 1980). Foi, entdo, sugerido que a
tioredoxina e a glutaredoxina seriam os putativos redutores da GPx
plasmatica, permitindo assim, que esta Ultima reduza os hidroperdxidos
circundantes mesmo na presenca de baixas concentracdes de GSH (Bjornstedt
et al., 1994). No entanto, estd por esclarecer se as concentragdes plasmaticas
destas proteinas sdo suficientes para a actividade da GPx3.

Independentemente do tipo de actividade que a enzima exiba a sua
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importancia em acidentes vasculares e trombose tem sido apoiada por
diversos estudos clinicos, demonstrando que a GPx3 modula a
biodisponibilidade do ‘NO e a trombose (Freedman et al., 1996; Kenet et al.,
1999). Além de reduzir os perdxidos, a glutatido peroxidase é igualmente
capaz de reduzir o ONOO™ (reaccao 15). De facto, Ma e colaboradores
demonstraram que a deplecdo do GSH em coelhos hipercolesterolémicos

aumenta os efeitos lesivos do ONOO™ nas fungdes vasculares (Ma et al., 1997).

H,0, + GPx,s + H* — GPx, + H,0 [10]
LOOH + GPxy + H* - GPx, + LOH [11]
GPx, + GSH — GSGPx + H.0O [12]
GSGPx + GSH—-GPxq + GSSG + H* [13]

A glutatido peroxidase actua de uma forma concertada com a glutatido
redutase que catalisa a reducdo do GSSG a custa do NAPDH (reaccdao 14).
Além destes sistemas enzimaticos, o GSH, principal tiol ndo proteico envolvido
nas defesas antioxidantes, é o principal contribuinte para o estado redox da
célula (Pastore et al., 2003). O GSH encontra-se ubiquitariamente em todos
os tipos celulares em concentracdes milimolares, distribuindo-se pelo nucleo,
reticulo endoplasmatico e mitocondrios. Apesar da constante de velocidade de
reaccao entre o GSH e o ONOO™ ndo ser muito alta, a elevada concentragdo
intracelular do GSH torna o GSH na mais provavel e na mais importante
molécula de baixa massa molecular para captar o ONOO™ (reaccdo 16) (Klotz
e Sies, 2003).

GSSG + NADPH + H" - 2 GSH + NADP* [14]
ONOO™ + GPx,4 + H* = GPx, + ONO" [15]
ONOO™ + GSH — NO,  + GSOH [16]

O GSH pode, ainda, participar na desintoxicacdo de xenobidticos através
das glutatido transferases, que podem também funcionar como peroxidases e
consequentemente contribuir para as defesas antioxidantes celulares (Yang et
al., 2001).
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1.2.2.3 - Catalase

Nos mamiferos a catalase é uma enzima intracelular, presente
essencialmente, nos peroxisomas. Ela catalisa a decomposicao do H,0, a H,0
(reaccoes 17 e 18), removendo assim de uma forma indirecta o 0O,
dismutado a H,0, pela SOD. A enzima € particularmente importante no caso
em que o conteddo em GSH é limitado ou a actividade de GPx é reduzida e

tem um papel significativo na adaptacdao das células ao stress oxidativo.

Cat-Fe?** + H,0, » Composto I [17]
Composto I + H,0, — Cat-Fe?** + 2H,0 + O, [18]

1.2.2.4 -Tioredoxina redutases

As tioredoxina redutases das células de mamiferos sdo uma familia de
oxidoredutases dependentes de selénio e que usam os nucleétidos de piridina,
como o NADPH, como dadores de electrdes para reduzir a tioredoxina
(Holmgren, 2000). A tioredoxina redutase pode, ainda, reduzir varios
compostos como hidroperdxidos lipidicos e o desidroascorbato (Wells et al.,
1990; Bjornstedt et al., 1995). Adicionalmente, e como referido
anteriormente, tem sido sugerido que a tioredoxina é um redutor da GPx

plasmatica (Bjornstedt et al., 1994).
1.2.3 - O peroxinitrito na aterosclerose
1.2.3.1 - O peroxinitrito

O ONOO™ é uma espécie altamente reactiva ndo radicalar, formado in vivo
pela reaccdo entre o O, e o 'NO com constante de velocidade limitada pela
difusdo dos reagentes (=1x10' M7s?) (Beckman et al., 1990; Radi et al.,
2001). Esta reaccdo é cerca de 6 vezes mais rapida que a reaccdo de
dismutacdo do O," pela SOD. Em condigdes normais, a SOD é suficiente para

dismutar todo o 0," formado, mas quando um nivel elevado de O," prevalece



Introducdo Geral - 29

ou quando o ‘NO é produzido em excesso, o ONOO™ ¢ invariavelmente

formado.

Como discutido anteriormente, uma grande variedade de células da parede
vascular podem produzir simultaneamente quantidades significativas de O, e
de *NO, sendo consideradas as principais fontes de ONOO™ jn vivo. Este ido é
relativamente estavel podendo difundir e atravessar membranas celulares até
ser clivado em potentes oxidantes, que apresentam reactividade semelhante
ao HO®, o ido NO," e o radical ‘NO,. No entanto, com um pKa=6,8, a pH
fisioldgico encontra-se em equilibrio com a forma protonada, ONOOH, uma
forma mais reactiva com um tempo de meia vida de 1,9 s a 37 °C (Radi et al.,
2001). Uma das principais reacces do ONOO™ em sistemas bioldgicos é a sua
réapida reacgdo com o didxido de carbono com cerca de 35% de produgdo dos
oxidantes COs" e "NO, (reaccdo 19 - homolise) e 65% de producdo de NO;s e
CO, (reacgdo 20 - isomerizagdo). Além disso, a fissdo homolitica do ONOO"
(reaccdo 21) pode também originar os oxidantes HO® e ‘NO, (Radi et al.,
2001). Contudo, esta reaccao é lenta quando comparada com a velocidade de

outras reaccdes do ONOO™ nos sistemas bioldgicos.

ONOO™ + CO,; - ONOOCO, — *NO, + CO5™ [19]
ONOO™ + CO; - ONOOCO; — NO5™ + CO, [20]
ONOO™ + H* - *NO, + HO* [21]

Varios estudos demonstram, que o ONOO™ causa danos generalizados,
reagindo com uma grande variedade de biomoléculas, incluindo proteinas,
lipidos e DNA. A modificagdo de proteinas pode envolver reacgbes directas
com metais de transicdo de grupos hemes e reacgbes com aminoacidos,
sendo as mais importantes, a oxidacdo dos residuos de Cys e a nitracdo da
tirosina (reacgdo 22) (Beckman, 1996; Radi et al., 2001). Estas alteragdes
proteicas podem induzir alteragdes estruturais e funcionais. De salientar, que
na auséncia de macréfagos, a 3-nitrotirosina é considerada um marcador
bioldgico do ONOO™ in vivo. O ONOO inicia a peroxidacdo lipidica em
membranas alterando a permeabilidade e fluidez membranar com

consequéncias bioldgicas importantes (Radi et al., 2001). O ONOO™ pode,
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igualmente, oxidar lipoproteinas (Radi et al., 2001). Relativamente ao DNA, o
ONOO™ oxida as oses e as bases dos nucledtidos, sendo a guanina a mais
reactiva (Burney et al., 1999; Yu et al., 2005). Estas oxidagdes induzem
guebras do DNA em cadeias simples e representam um aspecto critico na

citotoxicidade induzida pelo ONOOQO".

Tyr + CO5"— TyrO®* + ‘NO, —» TyrONO [22]

1.2.3.2 - Evidéncias que sugerem um papel do peroxinitrito na

aterosclerose

O papel do ONOO™ na patogénese da aterosclerose foi, inicialmente,
sugerido pela observacdao da 3-nitrotirosina em lesGes ateroscleréticas
humanas e em LDL isoladas destas lesGes e pela sua capacidade em oxidar
LDL in vitro (Radi et al., 1991b; Beckmann et al., 1994; Leeuwenburgh et al.,
1997). Contudo, a 3-nitrotirosina detectada nas lesdes aterosclerdticas pode
nao ser um produto de reaccdo do ONOO’, mas antes um produto de reacgao
de outras espécies nitrantes, formadas pela mieloperoxidase dos macrofagos
cuja densidade celular é elevada nas lesGes. A colocalizagdo de 3-nitrotirosina
com um aumento da expressdo de iINOS observada em lesGes humanas,
apesar de fortemente indicativa da presenga do ONOQO’, ndo exclui totalmente
a mieloperoxidase, uma vez que, o aumento de INOS nas lesdes
aterosclerdticas parece estar associado maioritariamente aos macrofagos
(Buttery et al., 1996; Esaki et al., 2000). A sobreexpressdao da iNOS
correlaciona-se igualmente com a apoptose observada nas placas (Esaki et al.,
2000). Esta observagao em conjunto com observagbes in vitro, de que a
morte induzida por macréofagos requer uma iNOS activa associada a um
aumento de produgdo de ONOO", constitui uma evidéncia indirecta do ONOO"
como agente pro-aterogénico (Boyle et al., 2002; Borutaite et al., 2006). O
papel da iNOS na aterosclerose é ainda reforcado por estudos com ratos
apoE-/-/iNOS -/- demonstrando que, uma deficiéncia em iNOS reduz as lesbes
aterosclerdticas (Detmers et al., 2000; Kuhlencordt et al., 2001). Outra

evidéncia indirecta, in vivo, que reforca o papel do ONOO no
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desenvolvimento da doenca é o desacoplamento da eNOS associado ao
aumento de lesGes ateroscleréticas em ratos apoE-/- que sobreexpessam a
eNOS (Ozaki 2002). a eNOS

parcialmente desacoplada gera simultaneamente ‘NO e O,", estando criadas

et al., Como discutido anteriormente,

todas as condigbes para a formagao de ONOO'".

Quadro 3 - Efeitos biolégicos do peroxinitrito

Stress oxidativo

Accao

Exemplos representativos

Referéncia

Peroxidagdo lipidica

Inibigao de enzimas

antioxidantes

Deplegao de
antioxidantes

Oxidagao de
co-factores
enzimaticos

Oxidagdo de lipoproteinas e
membranas celulares

SOD, glutatido redutase

GSH, a-tocoferol, grupos
tidlicos

BH4

(Radi et al., 1991a; Darley-
Usmar et al., 1992)

(MacMillan-Crow et al., 1998;
Savvides et al., 2002)

(Hogg et al., 1994; Van, V et
al., 1994; Quijano et al.,
1997)

(Milstien e Katusic, 1999)

Morte celular

Accao

Exemplos representativos

Referéncia

lesdo do DNA

Disfuncdo
mitocondrial

Desregulagao do
calcio

ModificagOes das bases do
DNA, quebras do DNA em
cadeias simples e duplas
Inactivacdo da respiragao
mitocondrial, permeabilidade
transitéria mitocondrial

Deplecdo do Ca* do reticulo
endoplasmatico

(Salgo et al., 1995; Szabo et
al., 1996; Burney et al., 1999)

(Cassina e Radi, 1996; Vieira
et al., 2001)

(Dickhout et al., 2005)

Inflamacao

Accao

Exemplos representativos

Referéncia

Producdo de
moléculas de
adesdo

Produgdo de
citocinas

Activacao de
enzimas

Modificacdo da

sinalizagao celular

ICAM-1, P-selectina,
E-selectina

IL-6, IL-8
Metaloproteinases,
fibrinogénio

Activagdo ou inibicdo de
NF-kB, activacao de PI3K/Akt

(Zingarelli et al., 1998; Zouki
et al., 2001b)

(Zouki et al., 2001a; Matata e
Galinanes, 2002)

(Okamoto et al., 2001;
Vadseth et al., 2004)

(Klotz et al., 2000; Zouki et
al., 2001b; Matata e
Galinanes, 2002; Levrand et
al., 2005)

Adaptado de (Szabo et al., 2007)
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Além de todas as evidéncias directas e indirectas obtidas in vivo, estudos
in vitro demonstram que o ONOO™ exibe varios efeitos bioldgicos tidos como
pro-aterogénicos. O ONOO™ aumenta o stress oxidativo celular, induz a morte
de células vasculares e modula processos inflamatoérios, podendo estes dois
ultimos processos serem, igualmente, o resultado do stress oxidativo (Quadro
3). A importancia da oxidacdo das LDL no desenvolvimento da doenca é

discutida a seguir.
1.2.4 - As LDL oxidadas na aterosclerose
1.2.4.1 - Composicao e fungao das LDL

As lipoproteinas humanas de baixa densidade tém uma estrutura esférica
com um didmetro de 19-25 nm e uma massa molecular relativa média de
2,5x10° Dalton, consistindo num sistema complexo constituido por proteina,
lipidos neutros e polares e compostos lipofilicos com actividade antioxidante,
sendo o maioritario o a-tocoferol (Esterbauer et al., 1992). Assim, no seu
interior as LDL encerram um nucleo hidrofdbico constituido por ésteres de
colesterol, triacilgliceréis e pequenas quantidades de colesterol livre,
envolvido por uma monocamada de fosfolipidos com as cabecas polares
orientadas para o exterior, contribuindo desta forma para a solubilidade das
LDL em solugdo aquosa, em particular no plasma. Para além dos fosfolipidos
encontram-se ainda nesta camada externa, colesterol livre e uma proteina
glicosilada de grandes dimensdes - a apoliproteina B-100 (apoB), também
responsavel pela estabilidade e solubilidade da lipoproteina (Esterbauer et al.,
1992). Cerca de metade dos acidos gordos presentes nas LDL sdo
polinsaturados, o que confere a estas particulas um caracter |labil,
tornando-as num alvo altamente susceptivel a peroxidacdo lipidica. De notar,
gue o conteldo das LDL em acidos gordos e o padrao de distribuicdo é
variavel de individuo para individuo, reflectindo provavelmente a diversidade
dietética e contribuindo para diferentes comportamentos das LDL face a
oxidacao (Kleinveld et al., 1993).
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As LDL sdo responsaveis pelo transporte da maioria do colesterol
plasmatico (cerca de 60% em individuos normolipidémicos), tendo um papel
fisioldgico importante na cedéncia de colesterol aos tecidos periféricos. A
entrada das LDL nas células pode ocorrer via endocitose ndo-especifica, sendo
no entanto, a endocitose especifica mediada por um receptor, a principal via.
Esta via implica o reconhecimento da apoB das LDL pelo receptor especifico
apoB/E presente na superficie celular e subsequente internalizacdo do
complexo receptor/LDL. As LDL sdo assim captadas para o interior das células,
para os endossomas, onde o pH acido permite a dissociacdo do complexo
receptor/LDL com a consequente reciclagem dos receptores para a membrana

plasmatica e a degradacdo das LDL nos lisossomas (Brown e Goldstein, 1986).

A expressdo dos receptores apoB/E é sujeita a um controlo de retroacgao
negativa pelos niveis intracelulares do colesterol, diminuindo quando o
colesterol intracelular é elevado, e vice-versa. Uma elevada concentracdo
destes receptores localiza-se nos hepatdcitos, sendo alids, os niveis
plasmaticos de LDL determinados, essencialmente, pela velocidade de
captacdo das LDL através dos receptores hepaticos. Uma das fungoes
biolégicas importante destes receptores é de fornecerem colesterol em
quantidade suficientemente baixa para evitar a formacdo de placas
aterosclerdticas. Tal facto é evidenciado pela acumulacdo em grandes
quantidades de LDL em pacientes com hipercolesterolémia familiar
homozigédtica, doenca hereditaria caracterizada pela auséncia de receptores
apoB/E funcionais, e que se traduz pela ocorréncia de enfartes do miocardio

em individuos com apenas 2 anos de idade (Brown e Goldstein, 1986).
1.2.4.2 - As LDL oxidadas

Todos os constituintes das LDL sdo susceptiveis a oxidacdo, sendo os
acidos gordos e o colesterol susceptiveis de sofrer peroxidagdo lipidica e a
apoB degradacao e/ou modificacbes oxidativas e/ou ndo oxidativas
(Esterbauer et al., 1992) De acordo com o grau de oxidagao, as LDL podem

ser classificadas em LDL minimamente oxidadas (ou modificadas) e em LDL
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oxidadas. As primeiras caracterizam-se por uma pequena extensdao de
peroxidacdo lipidica e alteragGes pouco significativas da apoB, continuando a
serem captadas pelas células de uma forma regulada através dos receptores
apoB/E. Nas LDL oxidadas observa-se uma peroxidacdo lipidica mais
acentuada e modificacdes na apoB numa extensao tal, que as LDL deixam de
ser reconhecidas pelos receptores especificos, passando a ser captadas de
forma descontrolada pelos receptores scavenger dos macréfagos, levando a
formacdo de células esponjosas (Steinbrecher et al., 1990). Ndo é de mais
enfatizar, que esta classificacdo é geral, e que o termo LDL oxidadas nao
define uma espécie molecular bem caracterizada dada a variabilidade

inter-individual da composigdo das LDL nativas.

Existem varias evidéncias de que a oxidacdo das LDL ocorre in vivo,
podendo esta ocorrer através das varias espécies reactivas produzidas nas
células vasculares pelas diversas fontes discutidas anteriormente. Contudo,
esta por esclarecer a contribuicdo relativa de cada tipo de célula e, o ou os

mecanismos potencialmente envolvidos na modificacdo mediada pelas células.

1.2.4.3 - Evidéncias que apoiam o papel das LDL oxidadas na

aterosclerose

Existe actualmente um conjunto vasto de evidéncias que sustentam que a
modificacdo oxidativa das LDL é crucial para o desenvolvimento da

aterosclerose. Estas podem ser associadas em quatro categorias.

i) As lipoproteinas estdao presentes in vivo, em particular nas lesGes
arteriais — De facto, lipoproteinas com algumas caracteristicas das LDL
oxidadas, tais como, aumento da mobilidade electroforética e reactividade
com anticorpos direccionados contra LDLox, tém sido isoladas a partir de
lesGes aterosclerdticas e do plasma humano (Yla-Herttuala et al., 1989)
(Hodis et al., 1994). A oxidagdo das LDL in vivo é ainda corroborada pela
presenga de anticorpos contra LDLox no plasma e nas lesGes aterosclerdticas
(Horkko et al., 2000). Em geral, os titulos de tais anticorpos estao

aumentados na populacdo de risco de doengas cardiovasculares, tendo-se



Introducdo Geral — 35

inclusive, observado em muitos estudos uma correlacdao directa com as
manifestacGes clinicas da doenca aterosclerética (Yla-Herttuala, 1998). No
entanto, é necessario ter alguma cautela na interpretacao dos resultados de
estudos que envolvem anticorpos, uma vez que, alguns dos epitopos reactivos
nas LDLox sdo imunoquimicamente e, provavelmente, quimicamente idénticos
a epitopos formados noutras proteinas ou em células necréticas ou

apoptoéticas.

ii) Relevancia de proteinas e sistemas enzimaticos potencialmente
envolvidos na aterogénese — A teoria da oxidacdo na aterogénese tem sido
fortemente apoiada por experiéncias realizadas em ratos, deficientes em apoE
ou em receptores das LDL, que desenvolvem aterosclerose. A supressdo de
receptores scavenger de macréfagos, nomeadamente de SRA ou CD36, em
ratos deficientes em apoE, reduziu marcadamente a extensdao da lesdo
aterosclerdtica nesses animais (Suzuki et al., 1997; Febbraio et al., 2000).
Estes dados sdo consistentes com a possibilidade da supressdo do receptor

scavenger conduzir a uma diminuicdo da formacdo de células esponjosas.

Uma reducdo dramatica na aterogénese foi também observada em ratos
deficientes em apoE, apds supressdo do sistema 12/15-lipoxigenase, que
podera estar envolvido na modificacdo das LDL in vivo (Cyrus et al., 1999).
Por outro lado, um aumento da expressdo da 15-lipoxigenase no endotélio
conduz a um aumento da aterosclerose em ratos deficientes em receptores de
LDL (Harats et al., 2000). Apesar de ser possivel a lipoxigenase afectar a
patogénese da aterosclerose por outros mecanismos, estes estudos suportam
o conceito da deficiéncia em 15-lipoxigenase diminuir a aterosclerose, por
diminuir a formacdo de LDLox. Um mecanismo semelhante parece estar
envolvido na reducdo da aterosclerose observada em ratos deficientes em
apoE, em que se inibiu a expressdo da éxido nitrico sintase induzida (iNOS)
(Detmers et al., 2000).

iii) Efeitos benéficos dos antioxidantes - Encontram-se descritos na
literatura, varios estudos de administracdo de antioxidantes em modelos

animais (coelhos, hamsters, ratos), que inibem ou retardam a formacgdo de
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lesGes ateroscleroéticas (Witztum e Steinberg, 2001). Poder-se-ia argumentar,
que os efeitos protectores dos antioxidantes se devem a mecanismos de
accao nao relacionados com as suas propriedades antioxidantes, mas o facto

de compostos diferentes terem sido bem sucedidos sugere o contrario.

No Homem, os antioxidantes parecem ter igualmente um efeito protector,
constatado pela correlacdo negativa entre a ingestdo dietética ou niveis
plasmaticos de nutrientes antioxidantes e o risco de manifestacdo clinica de
doenca cardiovascular, observada em varios estudos epidemioldgicos
(Witztum e Steinberg, 2001). Contudo, a maioria dos ensaios clinicos
realizados até agora, foram negativos podendo-se adiantar varias explicacdes:
(1) foram utilizados antioxidantes naturais, na premissa de que nao havia
toxicidade e ndo por terem sido efectivos na aterosclerose experimental
(Witztum e Steinberg, 2001); (2) os antioxidantes utilizados eram eficientes
na prevencao da oxidagdo lipidica iniciada por radicais, mas ndo na iniciada
por oxidantes ndo radicalares mais potentes e fisiologicamente relevantes,
como o ONOO™ e o HOCI; (3) os individuos, que normalmente participam nos
ensaios clinicos apresentam graus avancados de doenca cardiovascular e as
LDLox podem ser criticas no desenvolvimento das estrias gordas, podendo
nao ter um papel importante na evolugdo das lesdes mais tardias (Witztum e
Steinberg, 2001).

Apesar disto, a prevencdo da oxidacdo das LDL com recurso a
administracdo de antioxidantes continua a constituir uma estratégia

terapéutica efectiva para prevenir ou atenuar a progressdo da doenca.

iv) Um grande numero de efeitos bioldgicos das LDLox in vitro traduzem
eventos que se créem criticos na formacdo de lesGes ateroscleroéticas in vivo -
As LDL oxidadas sdo capazes de atrair mondcitos, induzir a adesdo de
mondcitos ao endotélio, induzir a formagdo de células esponjosas, destruir as
células (por via necrética e/ou apoptética), induzir a migracdo e a proliferagao
de células musculares lisas, interferir com a relaxacdo do endotélio e induzir
propriedades pro-coagulantes das células vasculares (Berliner e Heinecke,
1996; Glass e Witztum, 2001).
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2 - Apoptose - mecanismos moleculares reguladores

A apoptose € um mecanismo de morte celular, essencial para o
desenvolvimento e manutencao dos organismos multicelulares, pelo qual sao
eliminadas células danificadas, envelhecidas e indesejaveis. Este termo foi
introduzido em 1972 por Kerr e colaboradores, para definir um tipo de morte,
que morfologicamente se caracteriza por uma diminuicdo do tamanho da
célula, uma condensacdo da cromatina e formacdao de invaginacdes
membranares das quais resultam vesiculas, que sdo libertadas da superficie
celular, designadas de corpos apoptoticos. Estes corpos apoptoticos sdo
subsequentemente fagocitados limitando a ocorréncia dum processo
inflamatério. Esta morte celular distingue-se da necrose em que ha uma
ruptura da membrana plasmatica e libertacdo do conteudo celular para o meio
extracelular, sendo neste caso desencadeados processos inflamatorios (Kerr
et al., 1972).

Uma desregulacdao dos processos envolvidos na apoptose quebra a
homeostase tecidular da qual resulta um processo patogénico. De facto,
enquanto que uma deficiéncia de apoptose se pode manifestar em cancro ou
doenca autoimune, a morte celular exacerbada é evidente na imunodeficiéncia,
infertiidade e em doencas degenerativas agudas e crénicas, como a

aterosclerose.

O papel da apoptose na aterogénese sera abordado no capitulo3. Aqui,
apresenta-se apenas uma visdo genérica sobre os mecanismos moleculares

subjacentes a este processo de morte celular.

O conhecimento da maquinaria celular envolvida na apoptose, apesar de
ainda hoje incompleto, revela que esta é bastante complexa. Varios organelos,
como os mitocondrios, o reticulo endoplasmatico e os lisossomas, e varias
familias de proteases, como as caspases, as calpainas e as catepsinas
participam neste processo (Leist e Jaattela, 2001). As caspases foram as
primeiras proteases celulares a serem implicadas na maquinaria apoptotica,

podendo a sua activacdo, perante um estimulo apoptético, ocorrer através de
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duas vias principais: a via extrinseca dos receptores de morte e a via
intrinseca, na qual o mitocondrio tem um papel chave (Hengartner, 2000).
Apesar das duas vias iniciarem o processo apoptético duma forma
independente, em muitas células elas podem actuar duma forma coordenada

podendo inclusive ocorrer uma interacgao entre as 2 vias.
2.1 - As caspases

As caspases, um dos executores mais importantes e mais bem estudados
da apoptose, pertencem a uma familia de proteases dependentes de cisteina,
gue clivam as proteinas a seguir a residuos de aspartato. Estas proteinas sao
sintetizadas na forma de cadeia simples constituida por um dominio
N-terminal, um dominio central grande que contém o local activo de cisteina
num motivo conservado QACXG, e um pequeno dominio C-terminal. O
dominio N-terminal é separado do dominio central por um local de clivagem
Asp; o dominio central é separado do dominio C-terminal por uma sequéncia
interdominio contendo um ou dois locais de clivagem Asp (Wolf e Green,
1999).

Constitutivamente, as caspases estdo inactivas podendo ser classificadas
em duas familias, consoante a ordem de activagdo: i) caspases iniciadoras,
como as caspases-2,-8,-9,-10, possuem dominios N-terminal de grande
dimensdo que contém motivos de interaccdo homotipicos, como o dominio de
recrutamento das caspases (CARD, caspase-recruitment domain) e o dominio
efector de morte (DED, death-effector domain); ii) caspases efectoras, como
as caspases-3,-4,-5,-6,-7 que possuem dominios N-terminal de menor
dimensdo (Riedl e Shi, 2004). As duas familias de caspases distinguem-se,

ainda, pelo seu mecanismo de activagao (Fig. 2).
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Activacgao de caspases efectoras Activacao de caspases iniciadores
/ Dominio
N-terminal de
l:l Dimerizag&o recrutamento Recrutamento
Dominio
N-terminal

Dimero inactivo

Plataforma de
recrutamento

Monoémeros
Activagdo recrutados
proteolitica

Activagdo por
dimerizagdo

Caspase activa

Caspase activa

Fig. 2 - Modelo de activacao das caspases. Na activacdo das caspases efectoras, a
caspase inactiva existe sob a forma de um dimero, que é activada apés clivagem na
superficie interdominio. As caspases iniciadoras existem sob a forma de mondmeros,

7

sendo activadas por dimerizacdo que é induzida pela proximidade, apds terem sido
recrutadas para uma plataforma de activacdo onde se concentram.

Assim, as caspases efectoras existem constitutivamente sob a forma dum
homodimero que se forma apds a clivagem do dominio N-terminal. Elas sdo
activadas por clivagem proteolitica, nas sequéncias interdominios, mediada
por uma caspase iniciadora, seguida duma alteracao conformacional de que
resulta um aumento da actividade catalitica da enzima de varias ordens de
grandeza (Shi, 2002; Riedl e Shi, 2004). Uma vez activada, a caspase
efectora é responsavel pela clivagem proteolitica dum largo espectro de alvos
celulares, que ultimamente conduzem a alteragcdbes morfoldgicas
caracteristicas da apoptose. Um exemplo € a clivagem do inibidor da DNAse
activada por caspases (ICAD, inhibitor of the caspase-activated DNAse)
libertando CAD, que produz fragmentacao do DNA nucleossomal. A activacao

das caspases iniciadoras ocorre por um mecanismo ainda nao totalmente
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esclarecido, tendo sido proposto o modelo de dimerizacdao induzida pela
proximidade (Boatright et al., 2003). De acordo com este modelo, as
caspases iniciadoras existem sob a forma de mondmeros, com alguma
actividade, que sao recrutados para as respectivas plataformas de activagao,
onde dada a elevada concentracdo local, iniciam um processo autocatalitico e
um processo de dimerizacdao que as torna activas (Boatright et al., 2003;
Riedl e Salvesen, 2007). As plataformas de activagdo in vivo sdo complexas e
resultam da associacdo de varios componentes. Uma das plataformas de
activacdo mais bem estudada é o apoptossoma constituido pelo citocromo c e
Apaf-1 que é responsavel pela activacdo da caspase-9 e da via intrinseca de
apoptose. Por seu lado, o complexo de sinalizacao indutor de morte (DISC,
death inducing signaling complex) devera também induzir a dimerizacdo e

subsequente auto-activacao da caspase-8 e da via extrinseca da apoptose.
2.2 - Via dos receptores de morte

A activacdo desta via ocorre apods ligacdo de um ligando como o TNF-q,
TRAIL ou Fas a receptores celulares transmembranares designados de
receptores de morte, de entre os quais se destacam o receptor Fas/CD95, o
receptor 1 TNF-a e receptores TRAIL (TNF- related apoptosis inducing ligand)
DR4 e DR5 (Ashkenazi, 2002). Apos esta ligacdo, uma molécula adaptadora
que podera ser FADD ou TRADD, dependendo se o receptor activado € Fas ou
TNFR, respectivamente, é recrutada para a regido intracelular do receptor
através duma interaccdo dominio de morte - dominio de morte, constituindo
o DISC. A molécula adaptadora possui um DED através do qual recruta a
caspase-8, que também possui um DED, activando-a (Boatright e Salvesen,
2003).

Em células do tipo I, a activacdo da caspase 8 € suficiente para activar
directamente varias caspases a jusante, incluindo a caspase-3,-6 e -7 que por
sua vez executam a apoptose degradando varias proteinas reguladoras. No
entanto, em células do tipo II a activacdo da caspase-8 nao é suficiente para

activar directamente as caspases efectoras, clivando sim uma proteina da
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familia da Bcl-2, Bid truncada (tBid) que vai activar a via apoptotica
mitocondrial e consequentemente a pro-caspase 3 (Li et al., 1998; Luo et al.,

1998). Esta via constitui um sistema de amplificagao do sinal de morte celular.
2.3. A via mitocondrial

A via mitocondrial ocorre por libertacdo de varias proteinas existentes no
espaco intermembranar (factores apoptogénicos) dos mitocoOndrios e
activacdo de varias enzimas, incluindo as caspases, que por sua vez induzem

a degradacao de substratos e morte celular (Fig. 3).

caspase 9 apoptossoma

Apaf-1 ﬁ . ‘9

caspase-3

—

libertacdo activacéo de
docit. ¢ caspases
efectoras

& SsMAc/DIABLO

AIF & § Omi/HtrA2
mitocondrio

Fig. 3 — A via intrinseca da apoptose. Nesta via ocorre permeabilizagdo da membrana
mitocondrial e subsequente libertacdo de factores apoptogénicos presentes no espaco
intramembranar mitocondrial como o citocromo ¢, o AIF, a endoG e SMAC/DIABLO.
Uma vez no citosol, o citocromo c associa-se a Apaf-1 e caspase-9 que activa
caspases efectoras. Adaptado e modificado de Sharpe et al., 2004 e Riedl e Salvessen,
2007.
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2.3.1 - Permeabilizacao da membrana mitocondrial

A permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial é necesséaria para a
libertacdo dos factores apoptogénicos mitocondriais e tem sido proposta como
um ponto sem retorno no processo de morte celular (Kroemer e Reed, 2000).
Apesar dos mecanismos pelos quais ela ocorre, nao estarem totalmente
esclarecidos, foram ja propostos alguns modelos ndo exclusivos, que
envolvem a permeabilidade transitéria mitocondrial e a familia de proteinas
Bcl-2.

2.3.1.1 - A permeabilidade transitéria mitocondrial

Este modelo propde que a permeabilizacggo da membrana externa
mitocondrial se inicia na membrana interna mitocondrial, pela abertura de
poros designados de poro de permeabilidade transitéria (PTP, permeability
transition pore). A abertura destes poros estd associada a uma
despolarizacdo mitocondrial, deplecdo de ATP e libertacdo de Ca®* da matriz
mitocondrial, seguido de, intumescéncia da matriz mitocondrial e
eventualmente ruptura da membrana externa e libertacdo de proteinas
envolvidas na morte celular (Marchetti et al., 1996; Petit et al., 1998). Este
processo designado de permeabilidade transitéria mitocondrial tem sido
implicado na apoptose e na necrose e pode ser despoletado por, entre outros
agentes, ROS e Ca’*. O PTP é um complexo multiproteico de elevada
condutancia, cuja composicdo molecular exacta ainda ndo foi totalmente
determinada. Ainda assim, é actualmente reconhecido que o poro se estende
da membrana interna a membrana externa mitocondrial sendo constituido por
proteinas existentes em ambas as membranas e na matriz mitocondrial
(Kroemer e Reed, 2000). De facto, o canal anidnico dependente da voltagem
da membrana externa mitocondrial (VDAC, voltage-dependent anion channel)
e a translocase do nucledtido de adenina da membrana interna mitocondrial
(ANT, mitochondrial inner membrane protein adenine nucleotide translocase)
foram identificados como componentes maioritarios do PTP (Brustovetsky e
Klingenberg, 1996; Crompton et al., 1998). Adicionalmente, também foi
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proposto que uma proteina da matriz mitocondrial, a ciclofilina D (CypD) é um
dos constituintes do PTP. Além disso, o poro parece incluir varias proteinas
suplementares cuja interacgdo com os principais constituintes pode variar

durante a apoptose (Garrido et al., 2006).
2.3.1.2 - A familia Bcl-2

As proteinas da familia Bcl-2 sdo reguladores centrais da apoptose,
integrando varios sinais de morte e sobrevivéncia gerados a nivel extra e
intracelular. De acordo com as suas fungdes, pro- ou anti-apoptdticas e a
conservacao dos dominios de homologia Bcl-2 (BH1-4), que correspondem a
segmentos de hélice o, as proteinas da familia Bcl-2 podem ser subdivididas
em 3 grupos (Borner, 2003). O grupo I é constituido por proteinas
anti-apoptéticas, como a Bcl-2, Bcl-XL ou MCL-1, que possuem quatro
dominios de homologia BH (BH1-BH4). O grupo II é constituido por proteinas
pro-apoptoéticas como a Bax, Bak ou Bok, que possuem 3 dominios de
homologia. Finalmente, o grupo III é constituido por proteinas
pré-apoptoéticas, como a Bad, Bid ou Bim que possuem apenas um dominio de
homologia (BH3). Alguns membros desta familia, como a Bcl-2 e Bak
encontram-se  constitutivamente localizados na membrana externa
mitocondrial. No entanto, estas proteinas assim como outros membros da
familia Bcl-2 tém sido, também, encontrados no reticulo endoplasmatico, no
citosol e ligados a microtubulos (Sharpe et al., 2004). A localizagdo subcelular
dos diferentes membros da familia Bcl-2 ¢é controlada pela sua
heterodimerizagdo, fosforilagdo, protedlise e interaccdo com FKBP38. Esta
localizacao subcelular, assim como a capacidade que estas proteinas tém de
se associar, formando complexos homo ou heterodiméricos, regulam a sua

actividade.

Varias evidéncias experimentais sustentam que a acgdo reguladora destas
proteinas na apoptose é mediada pela permeabilizacdo da membrana externa
mitocondrial e subsequente libertagdo das proteinas do espaco

intermembranar. De facto, em resposta a um estimulo apoptético, a Bax, que
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estd normalmente presente no citosol ou fracamente ligada a membrana
externa mitocondrial, sofre uma alteragdo conformacional Unica expondo o
seu dominio hidréfobo C-terminal, que promove a sua translocagcdo para a
membrana externa mitocondrial (Hsu et al., 1997). Ai, a Bax oligomeriza e
induz a libertacdo de factores apoptogénicos dos mitocondrios (Eskes et al.,
1998; Antonsson et al., 2001). De uma forma semelhante, Bak, que ja reside
na membrana externa mitocondrial sofre uma alteracdo conformacional e
também induz a libertacdo de factores apoptogénicos (Griffiths et al., 1999;
Degenhardt et al., 2002). Este processo é inibido pelas proteinas
anti-apoptéticas Bcl-2 e Bcl-XL, que residem normalmente na membrana
externa mitocondrial, através de interaccbes proteina-proteina, formagdo de
heterodimeros e consequente sequestracdo das proteinas pré-apoptoticas
(Antonsson et al., 1997). Em todo este processo também é de realcar o papel
de alguns membros do grupo III, que podem ndo sé actuar como co-factores
da Bax e Bak (Bid e Bim), como também inibir a accdo anti-apoptdtica da
Bcl-2 por sequestracao (Bad) (Luo et al., 1998; Eskes et al., 2000). Os
mecanismos, pelos quais as proteinas pré-apoptéticas induzem a
permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial, sdo controversos, tendo
sido proposto varios modelos. Assim, os modelos mais aceites sugerem que
0s membros pro-apoptoticos da familia Bcl-2 permeabilizam a membrana
externa mitocondrial por: (1) formar poros proteicos, (2) formar poros
lipidicos, e (3) interagir com componentes do poro de permeabilidade
transitéria, aumentando ou diminuindo o tamanho do poro (Sharpe et al.,
2004). Recentemente, foi também descrito, que a Bax poderia interferir com
o processo de fissdo mitocondrial, que também tem sido implicada na
permeabilizacdo da membrana mitocondrial, por interagir com a endofilina-1,
um dos principais reguladores da divisao mitocondrial (Karbowski et al., 2004;
Perfettini et al., 2005).

2.3.2 - Factores apoptogénicos mitocondriais

Da permeabilizagdo da membrana externa mitocondrial resulta a libertagdo

de proteinas mitocondriais, com papéis fundamentais na mediacdo da morte
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celular, duma forma dependente ou independente das caspases. De entre
estas proteinas foram ja identificadas o citocromo ¢, o segundo estimulo de
caspases de origem mitocondrial/ proteina de ligacdo directa ao IAP com
baixo pI (SMAC/DIABLO, second mitochondria-derived activator of
caspases/direct IAP binding protein with low pI), o factor inductor de
apoptose (AIF, apoptosis-inducing factor), a endonuclease G (endoG) e
Omi/HtrA2.

O citocromo ¢ é um transportador de electrbes entre o complexo III e IV
da cadeia respiratéria. Uma vez no citosol ele induz a formagdo do
apoptossoma, que é constituido pelo citocromo ¢, Apaf-1 e dATP. Na presenca
de ATP ou dATP, o citocromo c liga-se aos dominios de repeticdo WD40 de
Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor 1), que adquire uma
conformacao heptamérica adaptada ao recrutamento da caspase-9 (Acehan et
al., 2002). Por sua vez, a caspase-9, através do seu dominio de recrutamento
CARD liga-se a Apaf-1, originando um complexo macromolecular, o
apoptossoma (Riedl e Salvesen, 2007). Consequentemente, a caspase-9,
assim como toda a cascata de caspases a jusante, como as caspases-3,-6 e-7
sdo activadas. Adicionalmente, foi recentemente proposto, que o citocromo ¢
poderia mediar a apoptose por um mecanismo independente das caspases,
tendo sido observado que ele se acumulava no nucleo, induzia a condensacgéo

da cromatina e libertagdo de histonas isoladas (Nur-E-Kamal et al., 2004).

A formagdo do apoptossoma nem sempre é suficiente para iniciar a cascata
de activacdao das caspases, uma vez que estas podem ser inactivadas por
proteinas inibidoras da apoptose (IAPs, inhibitors of apoptosis proteins)
(Shiozaki e Shi, 2004). SMAC/DIABLO é uma proteina mitocondrial sintetizada
como um precursor proteico de 29 kDa, que é proteoliticamente clivado,
originando uma proteina activa de 23 kDa. Apds um estimulo apoptotico,
SMAC/DIABLO ¢ libertada do espaco intramembranar mitocondrial para o
citosol onde é capaz de se ligar a varias proteinas IAPs, nomeadamente, XIAP,

c-IAP1 e c-IAP2, contrariando, assim, as suas fungdes inibitérias de caspases
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(Du et al., 2000; Verhagen et al., 2000). Em suma, SMAC/DIABLO activa

indirectamente as caspases por reprimir os seus inibidores.

O factor indutor de apoptose (AIF) é uma flavoproteina mitocondrial, que
uma vez no espaco intermembranar mitocondrial é clivada, originando a
forma activa de 57 kDa. Apdés um estimulo apoptogénico, a forma activa do
AIF transloca-se para o nucleo, onde induz uma condensacdo da cromatina
periférica e fragmentacdo de DNA de elevadas massas moleculares (50 kbp)
(Susin et al., 1999). Os mecanismos subjacentes a estes efeitos permanecem
por esclarecer. Ainda assim, tem sido sugerido que o AIF pode interagir
directamente com o DNA. A morte celular mediada pelo AIF, em células de
mamiferos, é essencialmente independente de caspases, ndo sendo porém
ignorado o possivel envolvimento de caspases (Cande et al., 2004). Os efeitos
apoptogénicos do AIF podem ser antagonizados pela proteina de choque
térmico HSP70, com a qual ele é capaz de interagir directamente (Ravagnan
et al., 2001). De realcar, que o AIF possui uma actividade NADH oxidase

protegendo as células de stress oxidativo (Miramar et al., 2001).

A endonuclease G é uma nuclease mitocondrial, que inicialmente se pensou
participar na replicagdo e reparagcdo do DNA mitocondrial. Ela localiza-se no
espaco intermembranar mitocondrial e durante a apoptose transloca dos
mitocéndrios para o nucleo, onde fragmenta o DNA duma forma muito
semelhante ao observado com CAD (Li et al., 2001; van Loo et al., 2001). No
entanto, e ao contrario do que acontece com CAD, este processo mediado

pela endoG é independente da activacdao das caspases.

Omi/HtrA2 é uma serina protease, que em células saudaveis se localiza nos
mitocéndrios, sendo libertada para o citosol perante um estimulo apoptético.
A sua actividade pré-apoptoética tem sido atribuida quer a sua capacidade em
inibir as IAPs quer a sua actividade proteolitica (Suzuki et al., 2001; Verhagen
et al., 2002). Esta ultima parece ocorrer duma forma independente da
activacdo das caspases por mecanismos que permanecem desconhecidos.
Assim sendo, esta proteina contribui para a apoptose, quer esta seja

dependente ou independente de caspases.
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3 - Vias de proliferacdo, crescimento e sobrevivéncia celular

A homeostase tecidular resulta do equilibrio delicado entre a morte e a
proliferacdo das células, estando estes dois processos celulares intimamente
ligados. De uma forma semelhante ao discutido anteriormente para a morte
celular, uma desregulagdao dos processos envolvidos na proliferacdo celular,
nomeadamente, uma exacerbacdo deste fendémeno, traduz-se em varias
patologias como o cancro e a aterosclerose. A relevancia, em particular, da
proliferacdo das células do musculo liso da parede vascular na progressao das
lesOes aterosclerdticas e o papel das LDLox nesse processo mediado pela
activagdo da via de sinalizacgdo de mTOR serd o tema do capitulo 4.
Obviamente que as vias de sinalizacdo implicadas na proliferacao,
crescimento e sobrevivéncia celular sdo inUmeras e, contrariamente, ao que
se pensava inicialmente, ndao sao lineares, mas antes parecem formar uma
rede complexa interligando-se entre si. No entanto, aqui serdao apenas
descritas as vias de sinalizacao abordadas neste trabalho, concretamente as
conducentes a activacdo de ERK1/2, PI3K/Akt e mTOR.

3.1 - As proteinas cinases activadas por mitogénios

As proteinas cinases activadas por mitogénios (MAPK, mitogen-activated
protein kinases) sdo elementos cruciais de vdrias vias subjacentes a
processos celulares diversos, como a proliferagdo, a diferenciacdo e a
migracdo. As vias das MAPK sdo activadas por diferentes estimulos como
hormonas e factores de crescimento, que podem actuar através de diversas
familias de receptores, como receptores tirosina cinase, receptores de
citocinas, e receptores acoplados a proteina G (Kyriakis e Avruch, 2001). Uma
vez desencadeadas, estas vias sdao reguladas por uma cascata de sinalizagao
gue consiste na activacdo sucessiva de trés cinases (Fig. 4). De facto, as
MAPK sdo activadas por cinases de MAPK (MAPKK ou MEK), que por sua vez
sao activadas por cinases de cinases de MAPK (MAPKKK ou MEKK) (Zhang e
Liu, 2002). Para serem activas as MAPK necessitam de ser fosforiladas

simultaneamente num residuo de treonina e de tirosina, sendo a sua
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inactivacdo mediada por fosfatases capazes de remover um grupo fosfato
dum residuo de treonina ou dum residuo de tirosina, ou de ambos, ou ainda
por fosfatases especificas de MAPK (Chen et al., 2001). O controlo da
actividade, pela fosforilacdo/desfosforilacdo, permite a célula ajustar-se
rapidamente as suas necessidades de activacdo/inactivacdo de MAPK, de

acordo com as modificacbes ambientais.

p38

! l ! }

Fig. 4 - A cascata das MAPK. Representagdo esquematica das conexdes e dos
multiplos componentes das respectivas MAPK. A coluna da esquerda representa a
cascata geral, enquanto que da segunda a quarta coluna sdo representadas as
subfamilias de Erk, JNK e p38. Adaptado e modificado de Chen et al., 2001.

Até a data, as MAPK de células de mamifero foram classificadas em quatro
grupos: (1) cinases 1 e 2 reguladas por sinais extracelulares (ERK1/2,
extracellular signal-regulated kinase-1,-2), também conhecida por MAPK
classicas; (2) cinases do dominio N-terminal do c-jun 1, 2 e 3 (JNK, c-jun-N-
terminal kinases); (3) cinase p38 a, B, v, 8; (4) ERK5/BMK (Chen et al., 2001;
Kondoh et al., 2005).
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3.1.1 - ERK1/2

Dos varios grupos das MAPK, a via ERK1/2 é a mais conhecida. As ERK1/2
sdo proteinas de massa molecular de 42 e 44 kDa, respectivamente,
fortemente activadas por factores de crescimento e soro, € numa menor
extensdo por ligandos de receptores heterotriméricos acoplados a proteina G,
citocinas e stress osmético (Chen et al., 2001). Uma vez activadas as ERK1/2
fosforilam numerosos substratos de todos os compartimentos celulares,
incluindo  proteinas do citoesqueleto (neurofilamentos), proteinas
membranares, proteinas citoplasmaticas (cinases a jusante, proteina
ribossomal S6K) e proteinas nucleares (factores de transcricdo, Elkl e c-Myc)
(Roux e Blenis, 2004).

3.2 - A via PI3K/Akt(PKB)

Uma outra via que é fortemente activada por factores de crescimento é a
via PI3K/Akt. Esta via caracteriza-se por estar envolvida, ndo sé na
proliferacdo, como também na sobrevivéncia e no crescimento celular

(aumento da massa), dado o grande numero de alvos em que actua a jusante.

PI3K (phosphoinositide 3-kinases) é um heterodimero composto por uma
subunidade catalitica p110 e por uma subunidade reguladora p85, activado
por uma proteina com actividade tirosina cinase, que maioritariamente é um
receptor (Vanhaesebroeck e Waterfield, 1999). Apds activacdo do receptor
tirosina cinase, p110 é recrutada para o receptor e, consequentemente, para
a membrana citoplasmatica, através de p85. A interaccdo entre p85 e o
receptor é mediada pela alta afinidade de interaccdo entre a homologia Src2
(SH2) de p85 e sequéncias especificas de tirosinas fosforiladas no extremo
citoplasmatico do receptor (Cantrell, 2001). Uma vez na membrana
citoplasmatica, p110 actua como uma cinase lipidica fosforilando o anel
inositol na posicdo 3-OH dos fosfatidilinositdis e de alguns fosfoinositideos,
originando 3-fosfoinositideos, como o 3,4-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2,
phosphatidylinositol biphosphate) e o 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol
(PIP3, phosphatidylinositol triphosphate) (Vanhaesebroeck e Waterfield,
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1999). Estes lipidos actuam como segundos mensageiros celulares,
desencadeando o recrutamento, entre outros, de Akt a membrana plasmatica
€ a sua subsequente activacdo. A accdo da PI3K é antagonizada por
fosfatases, nomeadamente, o supressor tumoral, PTEN (phosphatase and
tensin homologue deleted on chromosome ten), que remove o grupo fosfato
da posicdo 3-OH do inositol e a inositol fosfatase contendo Sh2 (SHIP, Sh
inositol phosphatase) que remove o grupo fosfato da posicao 5-OH do inositol.
Esta ultima fosfatase constitui um mecanismo importante de regulagdo
negativa da sinalizagdo mediada por PI3K em linfocitos, pois contraria os
efeitos de PIP3 desfosforilando-o especificamente a PIP2 (Ono et al., 1997;
Stambolic et al., 1998; Helgason et al., 1998).

Akt, também designada de proteina cinase B (PKB, protein kinase B)
devido a semelhanca na sequéncia de homologias com as proteinas cinases A
e C, é o homodlogo do oncogene retroviral v-Akt (Coffer e Woodgett, 1991)
(Jones et al., 1991; Bellacosa et al., 1991). Akt/PKB é uma proteina com
actividade serina/treonina cinase de 57 kDa, constituida por um dominio
N-terminal de homologia plecstrina (PH, pleckstrin homology), um dominio
catalitico e um dominio regulador hidréfobo C-terminal (Vanhaesebroeck e
Alessi, 2000). Através do seu dominio PH, Akt/PKB interage com 3,4-bifosfato
de fosfatidilinositol e 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol translocando do
citosol para o folheto interno da membrana plasmatica. Esta translocacdo
coloca Akt/PKB em proximidade com as cinases reguladoras responsaveis pela
sua fosforilagdo e activacdo. Apds ligacdo com PIP3, Akt/PKB sofre alteragao
conformacional facilitando a fosforilagdo do residuo Thr389 no dominio
catalitico, fosforilagdo esta, catalisada por uma cinase dependente de
fosfoinositideos  (PDK-1, -phosphoinositide-dependent-kinase-1)  que
também transloca para a membrana plasmatica apds activagdo da PI3K
(Alessi et al., 1997) (Vanhaesebroeck e Alessi, 2000). Para ser totalmente
activa, Akt necessita ainda de ser fosforilada no residuo Ser473 no dominio
regulador por uma cinase que foi, recentemente, identificada como sendo
MTORC2 (Sarbassov et al., 2005). Akt/PKB é inactivada por PP2A, uma
Ser/Thr fosfatase (Andjelkovic et al., 1996). Uma vez activada, Akt/PKB pode
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fosforilar e activar varias proteinas, incluindo Bad, factores de transcricao da
familia FOXO, o alvo da rapamicina em células de mamiferos (mTOR,
mammalian target of rapamycin) controlando processos como a sintese
proteica, o ciclo celular e a sobrevivéncia celular (Cross et al., 1995; Datta et
al., 1997) (Scott et al., 1998; Burgering e Medema, 2003).

3.3 - mTOR

O alvo da rapamicina (TOR) é uma Ser/Thr cinase que controla o
crescimento da célula integrando varios sinais mitogénicos e de nutrientes.
TOR é uma proteina grande com uma massa molecular de aproximadamente
280 kDa e existe nas células dos mamiferos sob a forma de dois complexos
designados por complexo mTOR 1 (mTORC1, mTOR complex 1) e complexo
MTOR 2 (MTORC2, mTOR complex 2). Ambos os complexos sdo constituidos
por mTOR e mLST8, distinguindo-se um do outro por mTORC1 estar associado
a raptor, enquanto que mTORC2 estd associado a rictor, sendo por isso
designados de mTORraptor e mTORrictor, respectivamente. Estes dois
complexos ndo diferem apenas na sua composicao, diferem também na sua
sensibilidade a rapamicina e funcdes na célula. Assim, mTORC1 é sensivel a
rapamicina e controla aspectos temporais do crescimento celular por fosforilar
proteinas envolvidas na sintese proteica como as proteinas cinases S6 (S6K,
S6 kinase) e as proteinas da familia 4EBP1. Pelo contrario, mTORC2 nédo é
sensivel a rapamicina e controla aspectos espaciais do crescimento da célula

estando envolvido na organizagao da actina.

Estudos recentes indicam, que a via PI3K/Akt e a via ras/raf/MEK/ERK1/2
convergem para activar mTOR (Fig. 5). mTOR liga-se a via Akt/PKB através
do complexo hamartina (TSC1)/tuberina(TSC2) (TSC, tuberous sclerosis
complex)(Gao e Pan, 2001). TSC1 e TSC2 formam um heterodimero que
regula negativamente a sinalizagdo da mTOR. TSC2 é um substrato de
Akt/PKB possuindo 7 potenciais locais de fosforilagdo, sendo os residuos de
Ser939 e Thr1462 os principais locais de fosforilagdo in vivo (Manning e
Cantley, 2003). Uma vez fosforilada por Akt/PKB, TSC2 é funcionalmente
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Fig. 5 — Modelo da rede de sinalizagdo de mTOR em células de mamiferos. Akt e
Erk1/2 fosforilam e consequentemente inactivam TSC2, o regulador negativo de Rheb
que activa mTOR. Adicionalmente, Akt pode activar directamente mTOR fosforilando a
Ser2448 e a Thr2446. Uma vez activado, mTORC1 fosforila 4EBP1 e a cinase
ribossomal S6 iniciando-se a translacao de genes criticos para crescimento. mTORC2
controla a actina do citoesqueleto. As setas representam activagdo, enquanto que as
barras representam inibicdo. Adaptado e modificado de Wullschleger et al., 2006.

inactivada. TSC2 possui um dominio de proteina activadora de GTPase (GAP,
GTPase-activating protein) no seu C-terminal através do qual inibe a pequena
GTPase Rheb (Ras homolog enriched in brain) (Li et al., 2004). Portanto, de
uma inactivagdo de TSC2 resulta a activagdo de Rheb. Rheb activa
directamente mTOR, por um mecanismo ainda ndo totalmente esclarecido (Li
et al., 2004). Sabe-se que se liga directamente ao dominio cinase da mTOR,
mas desconhece-se ainda como a ligagdo de GTP a Rheb activa mTOR (Long

et al., 2005; Smith et al., 2005). Além deste mecanismo indirecto de
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activagdo da mTOR por Akt/PKB foi proposto um outro modelo de activagao
directa, em que Akt/PKB fosforila directamente mTOR. A apoiar este modelo
estdo as observacbes de que Akt/PKB fosforila dois residuos da mTOR,
nomeadamente Thr2446 e Ser2448 (Nave et al., 1999; Sekulic et al., 2000)
(Reynolds et al., 2002). No entanto, estudos recentes demonstraram que
estes residuos também poderiam ser fosforilados por S6K (Chiang e Abraham,
2005) (Holz e Blenis, 2005). Adicionalmente, o significado da fosforilacdo de
mTOR, i.e., se é uma modificagdo positiva ou negativa, permanece por
esclarecer parecendo depender do estimulo celular (Wullschleger et al., 2006)
(Shaw e Cantley, 2006).

ERK1/2 converge para a sinalizagdo da mTOR por fosforilar a Ser644 de
TSC2 (Ballif et al., 2005; Ma et al., 2005). Esta fosforilagdo mediada por
ERK1/2 regula negativamente TSC2 (Ma et al., 2005). Subsequentemente, e
a semelhanca do que foi descrito anteriormente para Akt/PKB, Rheb é

activada.

Uma desregulagao das vias de activacao da mTOR conduz, por exemplo, a
um aumento do tamanho de tumores e hipertrofia cardiaca tendo sido

implicado ndo s6 no cancro como também nas doengas cardiovasculares.

4 - Resveratrol - potencial papel na aterogénese

Diversos estudos epidemioldgicos apresentam correlagbes entre alguns
componentes da dieta e o risco de doenca cardiovascular. Inicialmente, estes
estudos realgaram as vitaminas antioxidantes, particularmente, a vitamina E,
mas também o p-caroteno e outros (Kaliora et al., 2006). No entanto, existe
uma grande e complexa variedade de compostos veiculados na dieta com
potencial antioxidante, tendo ganho nos ultimos anos especial destaque, os
compostos fenodlicos. De facto, os compostos fendlicos existentes no vinho
tinto explicariam em parte a aparente compatibilidade entre uma dieta rica
em gordura e uma baixa incidéncia de doengas cardiovasculares observada no

sul de Franga, mas ndo em outros paises desenvolvidos com o mesmo tipo de
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dieta (Renaud e de Lorgeril, 1992; Goldberg et al., 1995). Este fendmeno é

correntemente designado de paradoxo francés.

Dos compostos fendlicos que constituem o vinho, o resveratrol
(3,4',5 - trihidroxi-estilbeno) tem tido especial relevo desde que a sua
presenca foi detectada no vinho por Siemann e Creasy e que estes autores
sugeriram que ele seria 0 composto biologicamente activo do vinho (Siemann
e Creasy, 1992).

4.1 - Fontes de resveratrol

O resveratrol (Fig. 6) € um composto fendlico, que quimicamente pertence
ao grupo dos estilbenos que possuem um esqueleto caracteristico C6-C2-C6.
Encontra-se em varios frutos, como uvas, amendoins, e frutos do bosque e
noutras partes das plantas como por exemplo raizes, como é o caso da sua
presenca no Polygonum cuspidatum. Este Ultimo é a fonte mais rica em
resveratrol e é muito utilizado na medicina oriental para tratar, entre outras,
doencas hiperlipidémicas, cardiovasculares e hepaticas e inflamacdo da pele.
Nas plantas, o resveratrol é uma fitoalexina sendo sintetizado em resposta a
um stress ambiental, nomeadamente infeccdes microbianas, radiacdes UV,

variagdes de temperatura e exposicao ao ozono (Wu et al., 2001).

HO
N
Fig. 6 — Estrutura quimica do trans-resveratrol

Por existir na casca da uva, o resveratrol é extraido para o vinho durante a
maceragao necessaria a sua producdo. Assim sendo, ele tem sido detectado
em diversos tipos de vinhos, oriundos de varias regides do globo, inclusive
nos vinhos portugueses (Ribeiro de Lima et al., 1999). A concentracao nos
vinhos varia consideravelmente (1,5 - 14 mg/L, valores obtidos no laboratério)

e depende da espécie da uva, do local geografico, do tipo de vinho, do grau
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de infeccdo pelo fungo Botrytis cinerea, das praticas enoldgicas e das

condigGes climatéricas (Bavaresco, 2003).
4.2 - Biodisponibilidade do resveratrol

Nos ultimos 10 anos tém sido realizados varios estudos in vitro e in vivo
(roedores e humanos) e ex vivo, que nos esclarecem acerca da absorcdo, do
metabolismo e consequente biodisponibilidade do resveratrol. Em todos os
modelos testados, o resveratrol demonstrou ser rapidamente absorvido apds
administragdo oral, e esta absorgdo ndo é favorecida por contelddos alcodlicos
semelhantes aos observados no vinho tinto (Bertelli et al., 1996; Andlauer et
al., 2000; Kuhnle et al., 2000; Soleas et al., 2001; Goldberg et al., 2003;
Walle et al., 2004; Meng et al., 2004). O resveratrol atinge concentracdes
plasmaticas maximas aos 15 min em ratinhos e entre 30 a 60 min em
humanos (Soleas et al., 2001; Yu et al., 2002; Goldberg et al., 2003; Walle et
al., 2004). Uma vez absorvido, o resveratrol é metabolizado, quer nas células
intestinais, quer no figado, por enzimas de fase 2 sendo o resveratrol-3-
glucuréonido e o resveratrol-3-sulfato, os principais metabolitos identificados
até a data (de Santi et al., 2000a; de Santi et al., 2000c; Yu et al., 2002;
Goldberg et al., 2003; Walle et al., 2004; Meng et al., 2004). Estes
constituem as principais formas de resveratrol circulante no plasma. De
salientar, que a metabolizacdo hepatica do resveratrol foi inibida in vitro por
concentragdes picomolares dum flavondide, a quercetina (de Santi et al.,
2000b). Em nenhum dos modelos foram identificados diglucurénidos ou
metabolitos formados por reaccdes de fase 1, como oxidacdes e redugdes. Em
humanos, tem sido sugerido uma recirculacdo entérica dos metabolitos
conjugados apds hidrdlise intestinal (Walle et al., 2004). Esta hipdtese é
apoiada pelos estudos em ratinhos em que se observou que a recirculagao
entero-hepatica é responsavel pela exposicdo sistémica global do resveratrol
e dos seus glucurénidos (Marier et al., 2002; Walle et al., 2004). O
resveratrol e o0s seus metabolitos distribuem-se por varios 6érgaos,

nomeadamente o figado, o coracdo e os rins (Bertelli et al., 1998), sendo os
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rins a principal via de excrecao (Soleas et al., 2001; Yu et al., 2002; Goldberg
et al., 2003; Walle et al., 2004).

Todos os estudos em humanos foram realizados com um baixo nimero de
individuos, o que podera constituir um problema dada a variabilidade
inter-individual na metabolizacdo de xenobidticos. No entanto, a auséncia de
diferencas significativas nos resultados obtidos entre espécies diferentes,
parece reduzir o significado dos resultados obtidos em humanos. Acresce
ainda, que in vivo a influéncia de flavonoides, que in vitro inibem a
metabolizacdo do resveratrol e que ja@ demonstraram ser potentes inibidores
de sulfotransferases hepaticas humanas, ndo foi avaliada (Pacifici, 2004).
Assim, o impacto de componentes da dieta na biodisponibilidade do

resveratrol permanece por esclarecer.

4.3 - Efeitos biolégicos do resveratrol consonantes com um papel

na cardioproteccao
4.3.1 - Modulacao do metabolismo lipidico e de lipoproteinas

Estudos realizados em animais, ha aproximadamente 25 anos,
demonstraram que o resveratrol afectava o metabolismo lipidico (Arichi et al.,
1982). Mais recentemente, estudos realizados in vitro com uma linha de
hepatocarcinoma humano - HepG2, que retém a maioria das funcdes das
células do parénquima hepatico normal, em particular, as que se relacionam
com a sintese e secrecdo de lipoproteinas, indicaram que o resveratrol diminui
a concentracdo intracelular e a capacidade de secrecao da apoB e de ésteres
de colesterol, assim como a capacidade de secrecdo de triacilglicerdis, apesar
dos seus niveis intracelulares se manterem inalterados (Goldberg et al., 1995;
Pal et al., 2003). O resveratrol teria entdo capacidade de diminuir a produgao

de VLDL e consequentemente LDL.

No entanto, os resultados obtidos em modelos animais sdo contraditorios.
O resveratrol ndo reduziu o colesterol plasmatico em coelhos com dietas

enriquecidas em colesterol, assim como ndo alterou a proporcao de colesterol
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associado a concentracdo de HDL, IDL ou LDL em ratos fémeas (Wilson et al.,
1996; Turrens et al., 1997). Pelo contrario, Miura e colaboradores observaram
que o resveratrol diminui os niveis séricos de triacilglicerdis e colesterol
associado as VLDL e LDL (Miura et al., 2003).

4.3.2 - Actividade antioxidante

Frankel e colaboradores foram os primeiros a estudar a capacidade
antioxidante do resveratrol, tendo verificado que o resveratrol protege as LDL
humanas da oxidacdo catalisada pelo cobre (Frankel et al., 1993). Desde
entdo, varios estudos demonstraram, que a actividade antioxidante directa do
resveratrol se deve essencialmente a sua capacidade em quelatar o cobre e a
actividade captadora de radicais livres (Belguendouz et al., 1997; Fauconneau
et al., 1997; Fremont et al., 1999; Zou et al., 1999b). Adicionalmente, o
resveratrol também diminui de uma forma eficiente a peroxidagdo lipidica das
LDL induzida pela ferrilmioglobina, reduzindo o complexo oxoferrilo a
metamioglobina, assim como as modificagdes oxidativas proteicas das LDL
induzidas pelo peroxinitrito (Brito et al., 2002). No que respeita a relagao
estrutura - actividade, os estudos apontam para a importancia do hidroxilo
em posicdo para na actividade captadora de radicais livres na prevencao de
peroxidacdes lipidicas catalisadas por metais (Fauconneau et al., 1997;
Stojanovic et al., 2001). De salientar, que a capacidade do resveratrol se ligar
as lipoproteinas devido ao seu caracter lipofilico e a proteinas podera
contribuir para a sua actividade antioxidante (Blache et al., 1997;
Belguendouz et al., 1998; Jannin et al., 2004).

Além da actividade antioxidante directa, o resveratrol caracteriza-se por
uma accdo antioxidante indirecta devido aos seus efeitos em diferentes
sistemas enzimaticos e antioxidantes celulares que no seu conjunto melhoram
o estado redox da célula. Por um lado, o resveratrol diminui a actividade de
varias enzimas envolvidas na producdo de espécies reactivas, nomeadamente
a NAD(P)H oxidase, a xantina ou hipoxantina oxidase, a mieloperoxidase e as
lipoxigenases (Pinto et al., 1999; MacCarrone et al., 1999; Orallo et al., 2002;
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Cavallaro et al., 2003; Cao e Li, 2004). Por outro lado, o resveratrol induz
varios antioxidantes celulares como o GSH e enzimas implicadas na
desintoxicacdo de espécies reactivas, nomeadamente, a SOD, a catalase, a
glutatidao peroxidase e a glutatidao-S-transferase (Yen et al., 2003; Cao e Lij,
2004; Brito et al., 2006).

4.3.3 - Actividade anti-inflamatoria

Os diversos estudos que se encontram publicados na literatura, relativos as
propriedades anti-inflamatérias do resveratrol, indicam que ele podera
melhorar a inflamacdo subjacente a aterosclerose por, em parte, reduzir a
producdo de moléculas de adesdo e citocinas. A expressdo proteica e de
mRNA de VCAM-1, ICAM-1 e E-selectina, produzidos por células endoteliais
estimuladas com LDLox, TNF-a, LPS ou H,O, é inibida pelo resveratrol, assim
como a adesdo dos mondcitos as células endoteliais (Ferrero et al., 1998;
Bertelli et al., 2001; Pendurthi e Rao, 2002; Carluccio et al., 2003; Csiszar et
al., 2006). O resveratrol suprime ainda, de uma forma dependente da
concentracdo, a expressdao do factor tecidular em células endoteliais
estimuladas com IL-1B, TNF-a e lipopolissacarideos (LPS) (Pendurthi et al.,
1999). A inducdo do mRNA do TNF-a por LPS nas células endoteliais, a sintese
dos mMRNA do TNF-a e da IL-1B nos mondcitos, e a libertacdo de IL-8 em
macrofagos peritoneais de ratos, foram todas substancialmente reduzidas
pelo resveratrol (Pendurthi et al., 1999; Zhong et al., 1999). Além do mais, o
resveratrol inibe a transcricdo do gene de IL-8 assim como a producao da
proteina em mondcitos tratados com ésteres de forbol (Shen et al., 2003). A
inibicdo da producdo de varias citocinas pré-inflamatérias pelos macroéfagos,
nomeadamente IL-2, TNF-a e IL-12, também foi descrita (Gao et al., 2001;
Gao et al., 2003; Boscolo et al., 2003). Adicionalmente, o resveratrol bloqueia
a sintese e secrecdo de MCP-1 (Holmes-McNary e Baldwin, Jr., 2000; Cullen
et al., 2007). Muitos destes efeitos podem ser explicados em virtude do
resveratrol interferir com a via de sinalizacdo do NF-kB, um factor de
transcricdo que regula os genes da grande maioria destas moléculas (Collins e

Cybulsky, 2001). Assim, tem sido descrito, que o resveratrol inibe a
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translocacao, fosforilagdo e transactivacdao da subunidade p65, a fosforilacao e
degradacao de IkBa, e a activagdo de IKKa (Holmes-McNary e Baldwin, Jr.,
2000; Manna et al., 2000; Pendurthi e Rao, 2002; Adhami et al., 2003).

Adicionalmente, as propriedades anti-inflamatérias do resveratrol séo,
também, sustentadas pela sua capacidade em alterar a sintese de
eicosanoides. Assim, o resveratrol inibe de uma forma selectiva e directa a
cicloxigenase-1 e a cicloxigenase-2, suprimindo ainda a activacao da
expressdo do gene desta ultima, via transducado directa do sinal da proteina
cinase C (Jang et al., 1997; Subbaramaiah et al., 1998; MacCarrone et al.,
1999; Takada et al., 2004). O resveratrol inibe, igualmente, a actividade do
leucotrieno B4 e dos seus isomeros, produto da via da 5-lipoxigenase, com
diversas funcdes fisioldgicas, como o aumento da aderéncia dos leucdcitos
polimorfonucleares ao endotélio e amplificacdo da resposta inflamatéria de
agregacao (Rotondo et al., 1998; MacCarrone et al., 1999).

Finalmente, a inibicdo da sintese de ‘NO, e a diminuicdo da expressdo de
mRNA da iNOS e da proteina pelo resveratrol poderdao igualmente contribuir

para a sua actividade anti-inflamatoéria (Tsai et al., 1999).
4.3.4 - Inibicao da proliferacao de células musculares lisas

O resveratrol inibe a proliferacdo de células musculares lisas tratadas por
diferentes estimulos, como o soro, PDGF, EGF, angiotensina II, TNF-a. Os
efeitos antiproliferativos do resveratrol ndo estdo associados a inducdo da
apoptose, mas antes a uma paragem do ciclo celular na fase G1 (Zou et al.,
1999a; Araim et al., 2002). Porém, o mecanismo molecular subjacente a esta
paragem permanece controverso. Haider e colaboradores observaram que a
paragem do ciclo celular era acompanhada por uma acumulagdo de proteina
do retinoblastoma hiperfosforilada, diminuicdao dos inibidores de cinases
dependentes de ciclinas, p21/Cip e p27/Kip, e aumento da fosforilacdo de p53
(Haider et al., 2003). No entanto, outros estudos demonstraram que o
resveratrol aumenta a expressao de p21 e de p53, assim como de ciclinas e

de cinases dependentes de ciclinas (Mnjoyan e Fujise, 2003; Lee e Moon,
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2005). Adicionalmente, o resveratrol também inibe a proliferacdo celular por
interferir com vias de sinalizagdo mitogénicas e de sobrevivéncia,
nomeadamente a via ERK1/2 e a via PI3K/Akt/p70. De facto, o resveratrol
inibe a fosforilacdo de ERK1/2, de Akt e de p70 induzida pela angiotensina € o
EGF (Haider et al., 2002; Haider et al., 2005).

4.3.5 - Modulagdao da agregacao plaquetar e da trombose

Nas plaquetas humanas existem duas vias principais para a sintese de
eicosandides a partir do acido araquidonico. A via da cicloxigenase, a partir da
qual é formado o tromboxano A2, que tem um papel importante na
propagacdo da agregacao plaquetar e a via que envolve o sistema enzimatico
da 12-lipoxigenase, que sintetiza uma familia de eicosandides designados de
hepoxilinas, que sdao mediadores da mobilizacdo de calcio, permeabilidade
vascular e activacdo de neutrdfilos. Varios estudos realizados in vitro sugerem
gue o resveratrol inibe ambas as vias. O resveratrol inibe a agregagao
plaguetar, assim como a sintese de 12-hidroxiheptadecatrienoato,
5-hidroxieicosatetraenoato, 12-hidroxieicosatetraenoato e tromboxano B,
induzidas por acido araquidonico, colagénio, trombina e ADP (Kimura et al.,
1985; Pace-Asciak et al., 1995; Bertelli et al., 1995; Olas et al., 2002).
Alguns destes estudos sugeriram a inibicdo da 12-lipoxigenase. A actividade
anti-plaquetar do resveratrol também foi observada in vivo (Wang et al.,
2002). Recentemente, Dobrydneva e colaboradores concluiram que a acgao
bloqueadora do resveratrol no influxo de calcio é responsavel pela inibicdo da
agregacao plaquetar induzida pela trombina em plasma rico em plaquetas
(Dobrydneva et al., 1999; Dobrydneva et al., 2003). Adicionalmente, o
resveratrol inibe a adesdao de plaquetas, activadas por trombina e ADP, ao
fibrinogénio (Zbikowska e Olas, 2000; Olas et al., 2002).

4.3.6 - Modulagao do relaxamento vascular

O relaxamento vascular, deficiente na aterosclerose, € modulado por dois

reguladores cruciais: o vasoconstritor endotelina-1 e o vasodilatador ‘NO. O
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resveratrol tem demonstrado ser capaz de melhorar a funcdo vasomotora por
modular ambas as entidades. O resveratrol inibe a endotelina-1 ao nivel da
sua secrecao, do seu mRNA e da sua actividade promotora por atenuar a
actividade de ligacao de AP-1 e interferir com ERK1/2 (Ruef et al., 2001; Liu
et al., 2003; Chao et al., 2005). O papel do ‘NO no relaxamento vascular foi
sugerido, apds ter sido demonstrado que o resveratrol relaxa anéis de aortas
pré-contraidas com endotélio intacto, sem afectar aortas cujo endotélio foi
removido (Fitzpatrick et al., 1993; Li et al., 2006; Rush et al., 2007).
Adicionalmente, observou-se que o resveratrol aumenta o cGMP em artérias
coronarias, principalmente por activacdo de pGC, indicando que os efeitos
vasodilatadores do resveratrol sdao mediados através da via ‘NO-cGMP
(Fitzpatrick et al., 1993; El Mowafy, 2002). Varios estudos demonstraram que
o resveratrol modula os niveis de *NO pelos seus diversos efeitos na eNOS.
Assim, o resveratrol aumenta a expressdo da eNOS, por estabilizar o seu

mMRNA, a proteina e a sua actividade (Wallerath et al., 2002).

O resveratrol pode, ainda, exercer os seus efeitos vasodilatadores duma
forma independente do endotélio e consequentemente do *NO por estimular
directamente canais de K*/Ca®' (Chen e Pace-Asciak, 1996; Li et al., 2000;
Novakovic et al., 2006).

Como referido atras, o resveratrol tem sido o foco de multiplos estudos,
em particular desde que a sua presenca foi detectada no vinho e que ele foi
apontado como um composto biologicamente activo. O resveratrol é uma
molécula genuinamente promissora em termos de beneficio para a saude e
apesar das muitas evidéncias acumuladas, ao longo desta ultima década,

acerca dos mecanismos de proteccdo muito estd ainda por esclarecer.
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5 - Objectivos gerais do trabalho

A prevencdao da formacdo e progressdao das lesdes aterosclerdticas é
fundamental no tratamento de doengas cardiovasculares. Neste contexto,
compostos existentes no vinho tinto, e em particular o resveratrol, tém tido
especial destaque desde que os efeitos cardioprotectores do vinho tinto foram
demonstrados por estudos epidemioldogicos. Neste trabalho pretendeu-se
contribuir para o esclarecimento dos mecanismos pelos quais o resveratrol
pode ser um cardioprotector, investigando os seus efeitos em processos que
se créem precoces na formacdo das lesdes. Assim, os principais objectivos

deste trabalho foram:

(1) Investigar a capacidade do resveratrol em prevenir a citotoxicidade
mediada pelo peroxinitrito em células endoteliais da aorta bovina, assim como
mecanismos bioquimicos e moleculares subjacentes a essa citoprotecgdo.
Assim, numa primeira fase observamos que o resveratrol protege as células
endoteliais da morte celular despoletada pelo peroxinitrito e que este efeito
protector se relaciona com a capacidade do resveratrol aumentar os niveis
intracelulares de GSH (capitulo 2). Numa fase posterior investigaram-se vias
bioquimicas responsaveis pela apoptose induzida pelo peroxinitrito e
exploraram-se mecanismos citoprotectores adicionais do resveratrol,
particularmente os efeitos do resveratrol na modulacdo das proteinas da

familia Bcl-2 (capitulo 3);

(2) Estudar vias de sinalizacdo em células musculares lisas potencialmente
envolvidas nos efeitos mitogénicos das LDLox. Considerando que a via
EGFR/PI3K/Akt foi recentemente identificada como uma via pela qual as
LDLox estimulam a proliferacdo de SMC, investigaram-se alvos a jusante
desta via, e em particular mTOR. Paralelamente foi nosso objectivo investigar
os putativos efeitos anti-proliferativos do resveratrol em células musculares
lisas estimuladas pelas LDLox e explorar os respectivos mecanismos

moleculares (capitulo 4).
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Resumo

A aterosclerose, principal causa de doencas cardiovasculares, é uma
doenca inflamatdria crénica associada a uma produgdo exacerbada de
espécies oxidantes, nomeadamente o peroxinitrito, um poderoso oxidante que
reage directamente com todas as biomoléculas. O glutatido é um captador
eficiente de peroxinitrito, podendo a modulacdo da sua sintese constituir uma
estratégia para proteger selectivamente as células deste oxidante. Neste
trabalho, investigou-se a capacidade do resveratrol prevenir a toxicidade
mediada pelo peroxinitrito em células endoteliais, assim como eventuais
mecanismos moleculares subjacentes. Para isso, culturas primarias de células
endoteliais da aorta bovina foram tratadas com peroxinitrito auténtico tendo a
viabilidade celular e o conteldo intracelular de glutatido sido analisados. Estes
resultados demonstram que uma pré-incubacdao longa (14 h) das células
endoteliais com resveratrol (1-50 uM) previne o dano despoletado pelo
peroxinitrito por um mecanismo que envolve o aumento do conteldo
intracelular do glutatido, para a concentracdo mais elevada de resveratrol
testada. Tendo em conta a importancia da regulacdo da concentracao
intracelular do glutatido na vida da célula, esta capacidade do resveratrol
fornece um dado novo para os seus efeitos cardioprotectores e pode

contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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1 - Introducao

A aterosclerose é uma doenca inflamatoéria crénica caracterizada pela
acumulacdo de lipidos, pela proliferacdo de células musculares lisas e pela
migracdo de mondcitos para o endotélio. Estes eventos sdao consequéncia
duma disfungao endotelial associada a um stress oxidativo (Lusis, 2000). Este
stress é o resultado dum aumento de espécies reactivas que sdao capazes de
oxidar LDL e mediar varios efeitos celulares deletérios que podem culminar
em morte celular. Virtualmente, todas as células vasculares produzem
espécies reactivas, via enzimas celulares especificas, tais como NAD(P)H e
xantina oxidases, as principais fontes de producdo do anido superdxido (0,"),
e NO sintases que produzem 6éxido nitrico ("NO) (Cai e Harrison, 2000).
Apesar do ‘NO ser uma molécula anti-aterogénica devido aos seus efeitos
benéficos na parede vascular, ele pode reagir rapidamente com o 0,", numa
reaccdo com constante de velocidade limitada pela difusdo dos reagentes,
formando o peroxinitrito (ONOO™), uma espécie oxidante potente e nitrante
(Koppenol, 1998). O peroxinitrito pode oxidar e modificar covalentemente
uma grande variedade de biomoléculas como o DNA, as proteinas e os lipidos,
assim como varias biomoléculas de baixa massa molecular (Salgo et al., 1995;
Ischiropoulos e al-Medhi, 1995; Radi et al., 1991). Estas modificacdes podem
afectar importantes funcgoes celulares de tal modo que a homeostase celular
pode estar comprometida podendo, subsequentemente, ocorrer apoptose ou
necrose. O envolvimento do peroxinitrito na aterosclerose tem sido sugerido
quer pela sua capacidade de oxidar LDL, quer pela observagdo de nitragdo de
residuos da tirosina em lesdes aterosclerdticas humanas (Darley —-Usmar et al.,
1992; Beckman et al., 1994; Leeuwenburgh et al., 1997; Rubbo e O’Donnell,
2005). E, entdo, importante contrariar os efeitos do peroxinitrito sendo a sua

captacdo uma das possiveis estratégias.

O glutatido (GSH) é o principal tiol ndo proteico envolvido nas defesas
antioxidantes e é o principal contribuinte para o estado redox das células

(Pastore et al., 2003). O GSH encontra-se em todos os tipos celulares em



Resveratrol e GSH - 87

concentracgoes milimolares, distribuindo-se pelo nucleo, reticulo
endoplasmatico e mitocondrios. Apesar da constante de velocidade de reacgdo
do GSH com o peroxinitrito ndao ser muito alta, a elevada concentragao
intracelular do GSH torna-o na mais provavel e importante molécula de baixa
massa molecular capaz de captar o peroxinitrito (Klotz e Sies, 2003).
Adicionalmente, o GSH estd implicado na desintoxicacdo do peroxinitrito
através do sistema enzimatico, glutatido peroxidase, capaz de catalisar a
reducao do peroxinitrito a nitrito consumindo glutatido. De facto, Ma e
colaboradores demonstraram que a deplecago do GSH em coelhos
hipercolesterolémicos exacerba os efeitos lesivos do peroxinitrito nas fungdes
vasculares, reforcando o papel crucial do GSH na neutralizagdo e eventual

desintoxicacao do peroxinitrito (Ma et al., 1997).

Por  outro lado, tem sido sugerido que (o} resveratrol
(3,4',5-trihidroxi-estilbeno), uma fitoalexina natural encontrada no vinho,
principalmente no vinho tinto, € um dos ingredientes activos responsaveis
pelos efeitos cardiovasculares benéficos do consumo moderado de vinho tinto,
devido as suas numerosas actividades bioldgicas, tais como a inibicdao (1) da
oxidagcdo das LDL, (2) da proliferacdo de células musculares lisas e (3) da
agregacdo plaquetar (Frankel et al., 1993; Pace-Asciak et al., 1995; Brito et
al., 2002; Liu e Liu, 2004). No entanto, os mecanismos subjacentes
responsaveis pelos seus efeitos cardioprotectores sdo ainda largamente
desconhecidos. Recentemente, o grupo de Cao e Li demonstrou que o
resveratrol induz um aumento do conteldo intracelular de GSH em

cardiomidcitos e células musculares lisas (Cao e Li, 2004; Li et al., 2006).

Assim, na continuagdo da nossa linha de investigacdo, e na sequéncia de
um trabalho anterior que demonstra o papel protector do resveratrol contra a
oxidagao das LDL mediada pelo peroxinitrito (Brito et al., 2002); e tendo em
conta que o resveratrol aumenta o teor de GSH e que esta molécula é
relevante para a desintoxicacdo do peroxinitrito, colocAmos a hipdtese do
resveratrol proteger a morte celular induzida pelo peroxinitrito por aumentar

os niveis de glutatido intracelulares. Este estudo foi realizado em culturas
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primarias de células endoteliais da aorta bovina (BAEC, bovine aortic
endothelial cell) como modelo e comegamos por observar se o resveratrol
tinha potencial para proteger as células da morte celular induzida pelo
peroxinitrito e em que concentracdes e posteriormente, se nessa gama de

concentragdes tinha capacidade para induzir o aumento do GSH intracelular.

Os dados aqui apresentados indicam que o resveratrol é capaz de diminuir
a morte celular programada em BAEC estimuladas por uma adigdo Unica de
peroxinitrito auténtico, ndo por uma reaccdo directa com este oxidante mas

antes por aumentar o conteldo intracelular do glutatido.

2 — Materiais e Métodos

2.1 - Materiais

Os reagentes gerais do laboratorio e alguns mais especificos,
nomeadamente, a colagenase, a gelatina, a estreptomicina/penicilina, MTT,
BSO, Hoescht 3328, orto-ftaldeido e GSH foram adquiridos a Sigma Chemicals
(St Louis, MO). Para a cultura celular, Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM), tripsina 0,25%, fungizona, soro fetal bovino (FBS, fetal bovine
serum) e tampao fosfato (PBS) pH 7,4 foram comprados a Gibco-Invitrogen.
O resveratrol foi adquirido a extrasynthése (Genay, France). Todos os

reagentes usados possuiam pureza adequada para os estudos a realizar.
2.2 - Cultura primaria de células endoteliais da aorta bovina

As células endoteliais da aorta bovina foram isoladas a partir duma aorta
toracica bovina por digestdo com colagenase (2 mg/mL). Brevemente,
seccoes de aorta foram cortadas e seladas com pingas tesouras. O interior da
aorta foi, entdao, lavado com Dulbecco’s PBS (DPBS) e tratado com a solugao
de colagenase com a ajuda de uma seringa. As seccbes de aorta foram
colocadas a 37 °C por um periodo de tempo variavel de 5 a 10 min. Findo
esse tempo, as células foram recuperadas para um tubo com meio de cultura,

centrifugadas a 200xg durante 5 min e semeadas em caixas de 6 pogos
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previamente revestidas com gelatina. As células foram cultivadas em frascos
de cultura T-75 revestidos com gelatina em DMEM suplementado com 10 %
de soro fetal bovino, 100 U/mL penicilina, 100 png/mL de estreptomicina e 50
ug/mL fungizona, a 37 °C numa incubadora com atmosfera humidificada e
com 5 % de CO,. As células endoteliais foram identificadas pela morfologia
arredonda (cobblestone) e distribuicdo espacial. As células foram
sub-cultivadas a confluéncia e utilizadas entre a 42 e a 72 passagem. Para os
ensaios usaram-se as células a uma confluéncia de 80 % e foram sempre

privadas de soro 24 horas antes dos ensaios.
2.3 - Sintese do peroxinitrito

O peroxinitrito foi sintetizado num reactor quenched flow como
previamente descrito (Dinis et al., 2002). Em resumo, uma solugdo aquosa de
NaNO, 0,6 M foi rapidamente misturada com igual volume de H,0, 0,7 M em
HCl 0,6 M e imediatamente quenched com igual volume de NaOH 1,5 M. A
solucao obtida foi entdo congelada a -20 °C por aproximadamente 24 horas.
A essa temperatura, o peroxinitrito, devido a um processo de congelamento
fraccionado da solugdo, concentra-se numa camada superior de cor amarela
mais intensa. Essa camada foi cuidadosamente removida e passada através
duma pequena coluna de MnO, para remover o H,0, residual de acordo com
Uppu e colaboradores (1996). O peroxinitrito foi entdo armazenado em
aliquotas a -80 °C sob atmosfera de azoto. Antes de cada utilizacdo, o
peroxinitrito foi sempre quantificado por espectrofotometria e apods diluicdo
em NaOH 1 M com base no valor da absorptividade molar a 302 nm
(e302=1670 M*cm™).

2.4 - Stress oxidativo induzido pelo peroxinitrito

Nas experiéncias com o peroxinitrito, as células foram previamente lavadas
e equilibradas com PBS (tamp&o fosfato com Ca** e Mg?**) pH 7,4 durante 5
minutos. Subsequentemente, o peroxinitrito diluidlo em NaOH 10 mM a

concentracdao necessaria foi adicionado de uma sdé vez, nas concentracées
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respectivas, contra um dos lados do poco seguido de uma rapida
homogeneizacdo de forma a assegurar uma exposicdo maxima e optima das
células ao peroxinitrito antes da sua decomposicdo. As células foram expostas
ao peroxinitrito durante 10 minutos, tempo apds o qual elas foram lavadas e
recolocadas em meio de cultura durante 6 horas. Nao foi observada qualquer
alteracdo de pH durante o tratamento com o peroxinitrito. Para o tratamento
das células com o peroxinitrito utilizou-se preferencialmente o PBS e ndo o
DMEM de modo a evitar reacgdes secundarias do peroxinitrito com os
constituintes do meio. Volumes iguais de NaOH 10 mM (controlo do solvente)
ou de peroxinitrito decomposto (o peroxinitrito foi decomposto em PBS ou
NaOH 10 mM durante a noite) foram utilizados como controlos. Quando
necessario, as células foram pré-incubadas com resveratrol, butionina
sulfoximina (BSO) ou ambos, durante 14 horas. Ao fim deste tempo, o meio
de incubacdo foi removido e as células incubadas com peroxinitrito como
previamente descrito. Nestas condigdes, o resveratrol ou a BSO ndo estavam

presentes ao longo da experiéncia com o peroxinitrito.
2.5 - Ensaio de viabilidade celular

As células (0,5x10° células / poco) semeadas em caixas de 6 pogos foram
incubadas com varias concentracées de BSO durante 14 horas. A viabilidade
celular foi entdo analisada pelo teste do MTT de acordo com Denizot e Lang
(1986). Resumidamente, apos o periodo de incubacdo, o meio foi removido,
as células foram lavadas com PBS e posteriormente incubadas com 1 mL de
PBS contendo 100 ulL de MTT (1 g/L) por pocgo durante 1 hora a 37 °C. Os
cristais de formazana, resultante da reducdao do MTT pelas células viaveis,
foram entdo dissolvidos em DMSO e a absorvéncia foi lida a 530 nm. Os
resultados foram expressos em termos de percentagem de células viaveis
relativamente ao controlo, i.e., células que ndo foram submetidas a qualquer

estimulo.
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2.6 - Medida da libertagao da lactato desidrogenase

A lise das células (necrose) foi avaliada pela libertacdo da lactato
desidrogenase (LDH), pois sendo a LDH uma enzima citoplasmatica a sua
presenca no meio de cultura é sinal de alteracdoes membranares. A libertacdo
dessa enzima para o meio de cultura foi avaliada espectrofotometricamente,
apos reaccdo enzimatica adequada, num autoanalisador Synchron cx
(Beckman Coulter) de acordo com as instrucdes do fabricante. Os resultados
foram expressos em termos de percentagem de libertagdo da LDH total,
obtida pela quociente entre a actividade da LDH no sobrenadante e a

actividade da LDH no lisado celular total.
2.7 - Morfologia nuclear

As células, em caixas de petri de 40 mm, foram fixadas com
paraformaldeido a 4% durante 15 min a temperatura ambiente e
subsequentemente coradas com Hoechst 33258 5 ug/mL durante 15 min e
lavadas com PBS. Procedeu-se, entdo, a montagem da lamela com uma
mistura de PBS/glicerol (3:1, v/v). As células foram depois observadas num
microscopio de fluorescéncia (Nikon). Os nucleos foram contados de acordo
com as caracteristicas de marcacao e condensacao nuclear da cromatina. Os
nlcleos apoptoticos foram identificados pela cromatina condensada e
fragmentacdo nuclear e foram contados pelo menos 6 campos diferentes por
amostra com ~ 80 células por campo (x400). Apenas as células que se
mantinham aderentes ao fundo das caixas foram observadas e contadas. A
média das 6 contagens foi calculada e expressa como o numero de células

apoptéticas relativamente ao nimero total de células contadas.

2.8 - Determinacdo do conteldo intracelular de glutatido reduzido

e oxidado

Os niveis intracelulares de glutatido reduzido (GSH) e de glutatido oxidado
(GSSG) foram determinados por um ensaio fluorimétrico descrito previamente

(Hissin e Hilf, 1976). Resumidamente, as células foram raspadas, apds adicao
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de acido perclérico 0,6 M e recuperadas em tampao fosfato de sédio 100 mM
contendo 5 mM EDTA, pH 8,0 a 4 °C. As amostras foram centrifugadas a
16 000xg a 4 °C durante 10 min. Uma aliquota de 100 uL do sobrenadante foi
misturada com 100 pL de orto-ftaldeido (0,1% w/v em metanol) e 1,8 mL de
NaHPO, 100 mM durante 15 min a temperatura ambiente. Para a
determinacdo do glutatido oxidado o sobrenadante foi previamente tratado
durante 30 min com N-etilmaleimide (NEM) e entdo misturado com
orto-ftaldeido em NaOH 100 mM. A intensidade de fluorescéncia foi
posteriormente lida num espectrometro Perkin-Elmer LS 50B a um
comprimento de onda de emissdo de 420 nm e um comprimento de onda de
excitacdo de 350 nm (fendas de 5 nm). Os niveis celulares de GSH e GSSG
foram calculados por interpolacdo numa curva de calibragdo e expressos em
nmoles de GSH ou GSSG por miligrama de proteina celular. A proteina celular
foi quantificada pelo método de Bradford recorrendo a um conjunto de
reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA).

2.9 - Analise estatistica

Os resultados foram expressos como o valor médio + SEM de pelo menos 3
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As diferencas entre os
grupos foram analisadas por one-way analysis of variance ou pelo teste t. Um

valor de p inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3 - Resultados

3.1 - O peroxinitrito induz alteracoes morfologicas apoptéticas em
células endoteliais da aorta bovina

A morte celular induzida pelo peroxinitrito tem sido descrita em diversos
tipos celulares incluindo as BAEC (Foresti et al., 1999). No entanto, estes
estudos diferem ndo s6 no tipo de células usado para a realizacdo do estudo

como também na proveniéncia do peroxinitrito e na forma como ele foi
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adicionado as células e subsequentemente no tipo de morte celular induzida,

apoptose ou necrose.

Para perceber a natureza da morte celular desencadeada pelo peroxinitrito
auténtico, células endoteliais de aorta bovina foram tratadas com
concentragdes diversas de peroxinitrito (100-600 puM) e os efeitos foram

avaliados 6 h apos o tratamento. Um teste elucidativo acerca do tipo de morte
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Fig. 1 — O peroxinitrito induz alteracdes morfoldgicas apoptoticas em BAEC. Células
endoteliais da aorta bovina confluentes, mantidas em meio a 0% de soro fetal bovino
foram tratadas com varias concentragdes de peroxinitrito auténtico (0-600 puM). Apods
lavagem das células com PBS, os tratamentos foram realizados em 1mL/pogo de PBS
durante 10 min. Subsequentemente, o PBS foi removido e substituido por meio de
cultura sem soro fresco e as células incubadas a 37 °C durante 6 horas. A libertagdo da
lactato desidrogenase (A) foi analisada no meio de cultura, como descrito em Materiais
e Métodos. Os resultados foram expressos em termos de percentagem da lise total das
células. As alteracdes morfoldgicas apoptoéticas (B) foram avaliadas por observacdo da
morfologia nuclear num microscépio de fluorescéncia apds marcagdo nuclear com
Hoechst 33258, sendo consideradas células apoptdticas as que apresentavam nucleos
condensados ou fragmentados. Os resultados foram expressos em percentagem da
populagdo celular total. As barras representam o valor médio + SEM de 4 experiéncias
independentes realizadas em duplicado. **p<0,01 vs controlo.

celular é a medida da actividade da lactato desidrogenase no meio de cultura,
uma vez que essa actividade so é significativa se houver perda de integridade
da membrana celular, caracteristica da necrose. Conforme representado na
Fig. 1A, um ligeiro aumento na libertagdo da LDH foi observado com o

aumento da concentracao do peroxinitrito. No entanto, este aumento ndo foi
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estatisticamente significativo, inclusive para a concentracao de peroxinitrito
mais elevada testada. Por outro lado, um aumento do niumero de células
apoptdticas dependente da concentracdo do peroxinitrito usado péde ser
observado e quantificado por contagem celular apdés marcagao

nuclear com Hoeschst (Fig. 1B). De facto, as células tratadas com as
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Fig. 2 — O resveratrol preveniu as alteracdes apoptoticas mediadas pelo peroxinitrito.
Células endoteliais da aorta bovina confluentes mantidas em meio a 0% de FBS foram
pré-incubadas com varias concentracdes de resveratrol (Res) 1 - 50 uM durante 14
horas. Subsequentemente, as células foram lavadas com PBS e tratadas com
peroxinitrito 500 uM como descrito na legenda da Fig. 1. As alteragdes morfoldgicas
apoptoéticas foram entdo analisadas apds marcacdo nuclear com Hoechst 33258. O
controlo refere-se as experiéncias em condicGes similares sem peroxinitrito e sem
resveratrol. As barras indicam o valor médio + SEM de 4 experiéncias independentes
realizadas em duplicado. ## p< 0,01 vs controlo; ** p<0,01 vs células tratadas com
peroxinitrito.

concentragdoes mais elevadas de peroxinitrito testadas (500 e 600 uM)
exibiram fragmentacao e condensagao nuclear significativa (cerca de 20 e
30 %, respectivamente), enquanto que estes marcadores apoptoticos nao
foram evidentes em células controlo, i.e, células que ndo foram sujeitas ao
tratamento com o peroxinitrito (menos de 2 % de células controlo exibiram

condensacao e fragmentacgdo nuclear).
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3.2 - O resveratrol preveniu as alteracoes apoptéticas mediadas

pelo peroxinitrito

Para investigar os efeitos protectores do resveratrol na morte celular
mediada pelo peroxinitrito, as BAEC foram pré-incubadas com varias
concentragoes de resveratrol (1 a 50 puM) por 14 horas e seguidamente
tratadas com ONOO™ 500 puM como previamente descrito em Materiais e
Métodos. O resveratrol ndo estava presente no meio durante e apds o
tratamento com o peroxinitrito. Apesar do stress oxidativo induzido pelo
ONOO™ 500 pM causar a morte celular apoptotica de aproximadamente 25%
das células, o pré-tratamento das mesmas com resveratrol por 14 horas
reverteu marcadamente a morte celular programada de uma forma
dependente da concentracao (Fig. 2). O resveratrol numa concentracao de
10 uM inibiua apoptose em cerca de 50%, enquanto que 1 uM ndo teve
qualquer efeito significativo. Uma proteccao quase total foi observada em

células pré-incubadas com resveratrol 25 e 50 uM.

3.3 - O resveratrol preveniu a deplecdo do GSH induzida pelo

peroxinitrito

Para avaliar o mecanismo pelo qual o resveratrol protege as BAEC da
apoptose induzida pelo peroxinitrito, investigdmos a sua influéncia no
glutatido, o antioxidante celular mais abundante e o alvo preferencial para as
oxidacGes mediadas pelo peroxinitrito. Assim, comegamos por pesquisar o
gue acontecia ao glutatido intracelular apds tratamento das células com
peroxinitrito. De acordo com os resultados representados na Fig. 3A,
detectou-se uma diminuigdo significativa no conteldo intracelular do glutatido
reduzido logo apds o tratamento com o peroxinitrito (tempo 0). No entanto,
apos esta diminuicdo inicial, o contetddo celular do GSH subiu para valores
semelhantes aos do controlo 15 minutos apos o tratamento das células com o
peroxinitrito, e manteve-se mais ou menos constante até pelo menos 180 min.
Pelo contrario, o conteudo intracelular do glutatido oxidado aumentou

ligeiramente no final do tratamento com o peroxinitrito, mas apdés 15 min
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diminuiu para os niveis controlo e manteve-se constante durante o tempo da
experiéncia como se pode observar na Fig. 3A. A pré-incubacdo de BAEC com
resveratrol preveniu a deplecao do glutatido mediada pelo ONOO™ ainda que

esse efeito sé fosse significativo para a concentragdao de 50 uM (Fig. 3B).
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Fig. 3 — O resveratrol previne a deplecao de GSH mediadA pelo peroxinitrito. (A) BAEC
foram incubadas com peroxinitrito 500 pM e os conteudos intracelulares de GSH
(barras cinzentas) e GSSG (barras brancas) foram quantificados a diferentes tempos
(0-180 min) apos tratamento das células. (B) As células foram tratadas com
peroxinitrito 500 pM, apds pré-incubagdo com resveratrol 10 e 50 uM e o GSH foi
imediatamente quantificado no final do tratamento (tempo 0 min) como descrito em
Materiais e Métodos. O controlo refere-se as BAEC sem qualquer tratamento. As barras
representam o valor médio + SEM de 5 experiéncias independentes realizadas em
duplicado.*** p<0,001 vs controlo; *p<0,05 vs células tratadas com peroxinitrito.

Para clarificar o mecanismo pelo qual o resveratrol previne a deplegao do GSH
mediada pelo peroxinitrito assim como as diferencas entre as diferentes
concentragdes de resveratrol testadas, analisamos o impacto do resveratrol,
per se, nos niveis de GSH e de GSSG na auséncia do peroxinitrito. Como
evidenciado na Fig. 4, observou-se um pequeno aumento no conteudo
constitutivo do GSH em células tratadas com resveratrol 10 uM. No entanto,
sO a pré-incubacdo das células com resveratrol 50 uM induziu um aumento
significativo, de cerca de 2 vezes, no conteldo intracelular do GSH. De notar
que os niveis de GSSG foram constantes quer na auséncia (controlo) quer na

presenca de resveratrol.
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Fig. 4 — O resveratrol per se induz um aumento do conteddo de GSH em BAEC. Apos
incubagdo das células por 14 horas com resveratrol 10 e 50 uM, o GSH (barras
cinzentas) e o GSSG (barras brancas) foram quantificados como descrito em Materiais
e Métodos. As barras representam o valor médio + SEM de 6 experiéncias
independentes realizadas em duplicado. **p<0,01 vs controlo (experiéncia sem
resveratrol).
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Fig. 5 — Efeitos da BSO no conteldo celular do GSH e na viabilidade celular. As células
foram incubadas com vérias concentragdes de BSO 0-1000 uM durante 14 h. Entdo, os
niveis de GSH (A) ou a viabilidade celular (B) foram avaliados como descrito em
Materiais e Métodos. As barras representam o valor médio + SEM de 3 experiéncias
independentes realizadas em duplicado. *p<0,05 vs controlo.
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Fig. 6 — A BSO potencia a morte celular mediada pelo peroxinitrito. As células pré-
incubadas na auséncia ou presenca de BSO 500 uM por 14 h foram tratadas com varias
concentragdes de peroxinitrito 50 - 500 uM como previamente descrito. Seis horas
apés tratamento com peroxinitrito o nimero de células apoptéticas foi avaliado como
descrito em Materiais e Métodos. Os resultados estdo expressos como percentagem da
populagdo total de células. As barras representam o valor médio + SEM de 4
experiéncias independentes realizadas em duplicado. ***p<0,001 vs controlo
(experiéncia sem peroxinitrito e sem BSO); *p<0,05 vs controlo; ###p<0,001 vs a
mesma concentracdao de peroxinitrito; #2p<0,01 vs a mesma concentracao de
peroxinitrito; #p<0,05 vs a mesma concentragao de peroxinitrito.

3.4 - BSO aumentou a morte celular induzida pelo peroxinitrito

Para estabelecer uma relagdo entre o conteldo intracelular de GSH e os
efeitos citoprotectores do resveratrol 50 uM, as células foram tratadas com
BSO. BSO é um inibidor irreversivel selectivo e potente da y-glutamilcisteina
sintetase, a enzima que catalisa o passo limitante da sintese de novo do
glutatido (Anderson, 1998). As células foram incubadas com varias
concentracoes de BSO durante 14 horas, tendo posteriormente sido avaliado
o efeito no conteldo intracelular de GSH. Enquanto que concentragdes de 50,
100 e 200 uM de BSO ndo alteraram de forma significativa o conteludo
intracelular de GSH, BSO 500 uM causou uma diminuicao de cerca de 45%.
Curiosamente, uma concentragdo bastante superior (1000 uM) ndo provocou

uma diminuicdo adicional, como demonstrado na Fig. 5A. Além disso,
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nenhuma das concentragbes testadas afectou a viabilidade celular (Fig. 5B),
como avaliado pelo teste do MTT. Conjugando estes dois resultados,
seleccionamos a concentragdo de 500 pM de BSO para os ensaios posteriores,
uma vez que era a menor concentracdo que afectava de forma significativa o

conteldo intracelular de glutatido sem afectar a viabilidade celular.

Seguidamente, fomos investigar os efeitos da deplegcao do GSH induzida
pela BSO na morte celular mediada pelo peroxinitrito (Fig. 6). A
pré-incubacdao de BAEC com BSO 500 pM por 14 h seguida de tratamento com
diferentes concentragbes de peroxinitrito (50 a 500 pM) resultou num
aumento de 2 a 3 vezes no numero de células apoptdticas, denotando uma
dramatica exacerbagdo da citotoxicidade induzida pelo peroxinitrito. Como o
numero de células apoptoticas observado na presenca do peroxinitrito 250 uM
mais BSO 500 uM foi semelhante ao observado sé com peroxinitrito 500 pM
(Figs. 1B e 2), decidiu-se utilizar a concentracao de peroxinitrito 250 uM num
estudo posterior para averiguar os eventuais efeitos protectores do

resveratrol na morte celular induzida pelo peroxinitrito na presenga de BSO.

100

~
i

Conteudo Intracelular de GSH
(nmol/mg proteina)
N a
Q i

Fig. 7 - A BSO anula o aumento nos niveis intracelulares do GSH induzido pelo
resveratrol. As células foram incubadas quer com BSO 500 uM, resveratrol 50 uM ou
ambos durante 14 h. Os niveis celulares de GSH foram entdo quantificados como
descritos em Materiais e Métodos. As barras representam o valor médio + SEM de 3
experiéncias independentes realizadas em duplicado. **p<0,01 vs controlo (experiéncia
sem BSO e resveratrol); ***p<0,001 vs controlo; ###p<0,001 vs resveratrol.
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3.5 - Co-tratamento com a BSO anulou a citoproteccao mediada

pelo resveratrol

Para clarificar o mecanismo subjacente a proteccdo conferida pelo
resveratrol contra a toxicidade do peroxinitrito, as células foram
pré-incubadas com resveratrol na presenca de BSO tendo subsequentemente
sido tratadas com peroxinitrito. A co-incubacdo das células com resveratrol e
BSO aboliu completamente o aumento no contelddo celular de GSH induzido
pelo resveratrol (Fig. 7). Por outro lado, aproximadamente 25 % das células
morreram por apoptose apds pré-incubacdo com BSO seguida do tratamento
com peroxinitrito 250 uM (Fig. 8). A co-incubacao de resveratrol 50 uM com
BSO protegeu ligeiramente as células contra a apoptose mediada pelo
peroxinitrito, uma vez que o numero de células apoptéticas diminuiu apenas

em 6 % relativamente ao ensaio sem resveratrol, i.e, células pré-incubadas
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Fig 8 — A BSO inibe os efeitos protectores do resveratrol na morte celular mediada
pelo peroxinitrito. BAEC sozinhas ou pré-tratadas com BSO 500 puM ou BSO 500 uM
mais resveratrol 50 uM foram incubadas com peroxinitrito 250 M durante 10 min em
PBS. O numero de células apoptoéticas foi avaliado 6 h apds esse tratamento. Os
resultados estdo expressos em percentagem da populagdo total de células. As barras
representam o valor médio + SEM de 5 experiéncias independentes realizadas em
duplicado. **p<0,01 vs controlo; *p<0,05 vs controlo; #p<0,05 vs ONOO".
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com BSO e tratadas com peroxinitrito (Fig. 8).

Da anadlise conjunta dos resultados podemos concluir, que a protecgao
conferida pelo resveratrol as células endoteliais sujeitas a accdo toxica do
peroxinitrito, foi significativamente reduzida na presenca de BSO quando
comparada com a observada em condigdes similares sem BSO, em que se
verificou uma diminuicdo de aproximadamente 21% no numero de células

apoptéticas relativamente ao ensaio do peroxinitrito sozinho (Fig. 2).

4 - Discussao

Um conjunto vasto de evidéncias aponta para um papel relevante do
resveratrol enquanto agente anti-aterosclerdtico (Delmas et al., 2005 e
referéncias ai mencionadas). Tal tem sido, pelo menos, parcialmente
sustentado pela sua capacidade em reduzir o stress oxidativo que ocorre na
parede arterial durante o processo aterosclerdtico. Tem sido demonstrado que
o resveratrol reduz a oxidacdo das LDL mediada por diferentes iniciadores,
tais como o cobre, o peroxinitrito e a ferrilmioglobina, um evento critico na
aterogénese, que contribui significativamente para o stress oxidativo na
parede arterial (Frankel et al., 1993; Brito et al., 2002). Além disso, o
resveratrol pode afectar varios sistemas enzimaticos conduzindo a uma
diminuicdo da formacgdo intracelular de espécies reactivas oxidantes nas
células vasculares, assim como, a uma alteracdo no estado redox da célula,
via inducdo de antioxidantes, aumentando a resisténcia celular aos danos
provocados por espécies reactivas (Delmas et al., 2005). De facto, estudos in
vitro, realizados por Cao e Li (2004) em cardiomidécitos e por Li e
colaboradores (2006) em células musculares lisas da aorta demonstraram que
o resveratrol induz um aumento quer no conteldo celular de GSH, quer em
diferentes actividades enzimaticas, nomeadamente enzimas dependentes do
glutatido, catalase e superdxido dismutase. Adicionalmente, estudos
preliminares in vivo, dos mesmos autores, apontam para que o resveratrol
seja também capaz de induzir a expressdao de antioxidantes cardiacos e

enzimas de fase 2 em ratinhos apds a administracdo oral de resveratrol (Li e
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Cao, 2004). Por outro lado, é bem conhecido que o GSH e enzimas
relacionadas com ele sdo ferramentas celulares importantes para desintoxicar
oxidantes, nomeadamente o peroxinitrito. De facto, varios estudos recentes
mostram que a deplecdo de GSH potencia o stress induzido pelo peroxinitrito,
caracterizado, por ex., por uma resposta inflamatéria e lesdo vascular
(Cuzzocrea et al., 1998). Anteriormente, demonstramos que o resveratrol
previne eficientemente a oxidacdo da apoproteina das LDL mediada pelo
peroxinitrito, sendo o resveratrol preferencialmente mais oxidado do que
nitrado por esta espécie (Brito et al.,, 2002). Tendo em conta este
conhecimento e continuando na nossa linha de investigagdao fomos verificar se
o resveratrol teria potencial para proteger as células endoteliais da toxicidade
mediada pelo peroxinitrito e, em caso afirmativo, explorar a via do glutatido
intracelular como um mecanismo possivel subjacente a essa proteccdo, uma

vez que, tanto quanto sabemos nao existe qualquer estudo a esse respeito.

Os nossos resultados demonstraram, que a adicdo de concentracdes de
peroxinitrito auténtico, na ordem dos 500 e 600 uM, a células endoteliais de
aorta bovina induziu uma morte celular programada ndo necrdtica
caracterizada por uma condensacdo e fragmentacao do nucleo sem libertagao
de LDH para o meio extracelular (Fig. 1A e B). Tais efeitos estdo de acordo
com os descritos por Foresti e colaboradores, sugerindo uma via apoptotica
para a morte celular induzida pelo peroxinitrito. No entanto, resultados de
Szabd e colaboradores, utilizando uma gama semelhante de concentracbes de
peroxinitrito, sdao controversos sugerindo um padrao de morte celular
diferente, uma vez que eles observaram activagao da enzima nuclear PARP-1
[poli(ADP-ribose) polimerase], um evento relacionado mais com a necrose
celular do que com a apoptose (Szabo et al., 1997; Foresti et al., 1999;
Szabd et al.,, 2006). Estes efeitos diferentes podem ser resultado de
diferentes condigdes experimentais, tais como o tempo de exposicdo das
células ao oxidante e o meio de incubacdo utilizado, meio de cultura ou
tampdo. Como referido anteriormente, e com base em resultados de

experiéncias realizadas (dados ndo apresentados), utilizou-se o tampao
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fosfato para evitar efeitos secundarios dos produtos da reaccdo entre o

peroxinitrito e o meio de cultura das células.

A pré-incubacdo das células endoteliais com resveratrol 10, 25 e 50 uM
durante 14 horas protegeu-as significativamente do dano mediado pelo
peroxinitrito (Fig. 2), um efeito ndo observado para a concentragdao mais
baixa testada (1 uM). No entanto, apenas a concentracdo mais elevada
(50 uM) de resveratrol preveniu significativamente a deplecao de glutatido
induzida pelo peroxinitrito (Fig. 3B) o que esta de acordo com a observagao
de que apenas essa concentracdo produziu um aumento significativo no
reservatorio intracelular de GSH (Fig. 4). E importante realcar que os efeitos
do resveratrol podem ser imputados aos seus efeitos directos na célula, uma
vez que foi removido do meio antes do tratamento das células com o oxidante.
Por outro lado, a diminuicdo no conteldo intracelular de GSH apés tratamento
com o peroxinitrito ndo foi acompanhada pelo correspondente aumento no
conteldo intracelular de GSSG, como se pode observar na Fig. 3A, sugerindo
que essa diminuicdo foi devida a uma remogdo do GSH para o exterior da
célula ou a uma S-nitrosacao do glutatido pelo peroxinitrito (Pastore et al.,
2003; Schrammel et al., 2003).

Como mencionado anteriormente, o GSH é um elemento chave na
desintoxicacdo do peroxinitrito, quer por capta-lo directamente, quer como
co-factor de enzimas que servem o processo de desintoxicacdo mediado pelo
peroxinitrito. De forma a obter uma evidéncia directa do envolvimento do
aumento do GSH induzido pelo resveratrol nos seus efeitos citoprotectores
contra o peroxinitrito, uma série de experiéncias foram desenhadas na
presenca de um inibidor da sintese do GSH, como a butionina sulfoximina. A
BSO inibe especifica e irreversivelmente a y-glutamilcisteina sintetase,
limitando por conseguinte o GSH intracelular (Anderson et al., 1998; Pastore
et al., 2003). De facto, a sintese de novo do GSH é mediada por duas
enzimas dependentes do ATP: a y-glutamilcisteina sintetase e a glutatido
sintetase, sendo a primeira a enzima que cataliza a etapa limitante e por isso

sensivel a um controlo de retroaccdao negativa pelo glutatido. Outro factor
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relevante na sintese de novo do GSH é a disponibilidade da cisteina (Anderson
et al., 1998). Este facto pode explicar a rapida recuperagdo (15 min) dos
niveis intracelulares de GSH apods o tratamento com o peroxinitrito (Fig. 3A),
uma vez que a este tempo (15 min) as células ja estavam no meio de cultura
das células que contém cisteina disponivel para a captacdo celular e
subsequentemente, para a sintese do GSH. A co-incubacdo das células com o
peroxinitrito e concentragbes ndo toxicas de BSO potenciaram
significativamente a morte celular induzida pelo peroxinitrito (Fig. 6),
sustentando o papel importante do GSH na proteccdo contra essa espécie
oxidante. Além disso, a BSO foi capaz de anular o aumento intracelular do
GSH devido a pré-incubacdao das células com resveratrol 50 uM (Fig. 7),
sugerindo que o aumento do GSH pelo resveratrol ocorra através da indugao
da y-GCS.

De forma a elucidar a estratégia do resveratrol na citoprotecgdo contra a
morte celular mediada pelo peroxinitrito compardmos essa proteccao na
auséncia e presenga de BSO (Fig. 8). De notar que com base nos resultados
da Fig. 6, nas experiéncias com BSO utilizamos apenas 250 uM de
peroxinitrito. Curiosamente, células pré-incubadas durante 14 horas com
resveratrol 50 uM foram fortemente protegidas contra o dano induzido pelo
peroxinitrito sozinho (Fig. 2) mas, na presenca da BSO nao foi observada
nenhuma proteccdo significativa (Fig. 8). Estes resultados sugerem
fortemente que o resveratrol numa concentracao de 50 uM previne as células
dos efeitos deletérios do peroxinitrito por aumentar o reservatorio intracelular
de GSH.

Quanto aos mecanismos moleculares pelos quais um aumento intracelular
de GSH protege as células da morte induzida pelo peroxinitrito, varias vias
sdo possiveis. Por um lado, o aumento de cerca de 2 vezes no GSH induzido
pelo resveratrol, demonstrado neste trabalho, pode aumentar a capacidade
celular de reduzir o peroxinitrito através duma reaccdo ndo catalisada. Por
outro lado, o aumento na concentracao celular de GSH aumenta a actividade

da glutatidao peroxidase (GPx), uma via de desintoxicagdo do peroxinitrito
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biologicamente eficiente in vivo. De facto, estudos cinéticos demonstram que
a reacgdo catalizada pela GPx predomina por um factor de 3 sobre a reducao
nao catalizada do peroxinitrito pelo glutatidao (Briviba et al., 1998; Sies et al.,
2000). Também as glutatido-S-transferases (GST) podem estar implicadas
nos mecanismos protectores do resveratrol. Algumas destas enzimas,
nomeadamente as microssomais, exibem uma actividade de glutatido
peroxidase, reduzindo os hidroperéxidos lipidicos gerados nas membranas
celulares por oxidantes. Por conseguinte, o aumento nos niveis celulares do
GSH pode levar ao aumento da actividade peroxidasica da GST, diminuindo os
produtos de peroxidacdo lipidica e, consequentemente, modular a sinalizacdo
para a apoptose. Curiosamente, a GST microssomal ¢é activada pelo
peroxinitrito (Yang et al., 2001; Bin e Bennet, 2003).

Para concentracdes baixas de resveratrol, vias protectoras diferentes
devem estar implicadas. De facto, o resveratrol 10 uM reduz eficientemente a
morte celular induzida pelo peroxinitrito (Fig. 2) mas, tal protecgdao nao foi
associada nem a uma inibicdo significativa da deplecdao de GSH na presenca
do peroxinitrito (Fig. 3B) nem a um aumento significativo do contelddo
intracelular do GSH (Fig. 4). Consequentemente, o resveratrol para essa
concentracdo e no nosso modelo de estudo, terd um papel protector nas vias
bioquimicas implicadas na morte celular induzida pelo peroxinitrito, mas um
grande numero de mecanismos provaveis podem ser considerados uma vez
que o peroxinitrito pode mediar o dano e a morte celular por diversas vias
(Szabé et al., 2003).

Em conclusdo, o nosso estudo demonstra pela primeira vez que uma
pré-incubacdo longa (14 h) de células endoteliais de aorta bovina com
resveratrol é capaz de resgatar as células do dano despoletado por
peroxinitrito auténtico duma forma dependente da concentracdo. Além disso,
este efeito citoprotector parece ser devido a um aumento no reservatorio
intracelular de GSH para a maior concentracdo de resveratrol testada - 50 uM.
Por conseguinte, os nossos resultados dao credibilidade forte a uma visdo

muito mais lata dos efeitos cardioprotectores do resveratrol que vai muito
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além da sua actividade antioxidante classica, sendo capaz de modular o

estado redox das células ao aumentar os niveis intracelulares de glutatido.
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Resumo

O resveratrol (3,4',5 - trihidroxi-estilbeno) é um fitoquimico que se cré ser
um dos responsaveis pelos efeitos cardioprotectores do vinho tinto devido as
suas numerosas actividades biolégicas. A aterosclerose, principal causa
subjacente as doencas cardiovasculares, caracteriza-se por um aumento na
producdo de espécies reactivas, nomeadamente o peroxinitrito, uma molécula
altamente reactiva capaz de reagir com todas as biomoléculas. Num estudo
anterior, demonstramos que concentracoes elevadas de resveratrol protegiam
as células endoteliais da aorta bovina (BAEC) da morte celular induzida pelo
peroxinitrito por aumentar as defesas antioxidantes da célula, nomeadamente
o glutatido, uma das primeiras linhas de defesas celulares contra o
peroxinitrito. Neste estudo, investigdmos as vias bioquimicas subjacentes a
apoptose, em células endoteliais, mediada pelo peroxinitrito e mecanismos
adicionais para os efeitos citoprotectores do resveratrol, especialmente para
baixas concentragdes. O peroxinitrito 500 pM desencadeia a apoptose por
induzir a activacdo das caspases-8, -9 e -3 sugerindo o envolvimento quer da
via mitocondrial, quer da via de receptores de morte. No entanto, apesar do
resveratrol ser capaz de prevenir duma forma eficiente a activacao das
caspases-3 e -9 induzida pelo peroxinitrito, os seus efeitos sao menos
pronunciados na activacao da caspase-8 pelo peroxinitrito. Adicionalmente,
demonstrou-se que o peroxinitrito induz apoptose por aumentar os niveis
intracelulares da Bax, sem alterar os niveis intracelulares da Bcl-2,
aumentando por conseguinte o quociente Bax/Bcl-2. Este quociente diminui
quando as células sdo pré-incubadas com o resveratrol 10 e 50 pM. Esta
diminuicdo deve-se a capacidade do resveratrol per se aumentar os niveis da
Bcl-2, sem alterar os niveis de Bax. No seu conjunto, estes resultados
propéem um mecanismo adicional para os efeitos benéficos cardioprotectores
do resveratrol e sugerem que a Bcl-2 tem um papel chave nos seus efeitos
anti-apoptoéticos, nomeadamente na interrupcdo da via mitocondrial iniciada

pelo peroxinitrito.
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1 - Introducao

A aterosclerose é uma doenca multifacetada na qual a disfungdo endotelial
desempenha um papel crucial (Hansson, 2005). O endotélio, constituido por
uma monocamada de células endoteliais, funciona como uma barreira
selectiva e permeavel com fungdo reguladora de diversos processos, que
inclui o ténus vascular, trombose, inflamacdo e a regeneracdo vascular (Ross,
1999). Assim sendo, qualquer dano ou stress nas células endoteliais afecta as
funcdes do endotélio conduzindo a disfuncdes deste tecido. Por sua vez, a
apoptose das células arteriais, incluindo as células endoteliais, ¢ uma
caracteristica importante das placas ateroscleréticas que contribui para sua
instabilidade e amplifica a disfuncao endotelial e, subsequentemente a
aterosclerose através da inducdo de uma resposta inflamatoria exacerbada
(Choy et al., 2001). Evidéncias experimentais associam os stress oxidativo e
nitrosativo/nitrativo a disfuncdo endotelial, dado que as lesbes
aterosclerdticas ocorrem predominantemente em areas de fluxo sanguineo
ndo uniforme, onde sdo observados aumento do radical anido superdxido (0,")
e diminuicdo do radical oxido nitrico (‘NO) (Cooke, 2003). Isto ¢é
extremamente importante, uma vez que uma producao elevada de O," por
activacdo de enzimas, como as NAD(P)H oxidases, xantina oxidase, e NO
sintase desacoplada, contraria os efeitos benéficos do ‘"NO na vasculatura,
oxidando-o a peroxinitrito (ONOQO’) uma espécie altamente reactiva (Cai e
Harrison, 2000). De facto, a 3-nitrotirosina, um marcador bioldgico do
peroxinitrito, estd aumentada no tecido aterosclerético humano (Beckmann et
al., 1994; Leeuwenburgh et al., 1997). O peroxinitrito é um poderoso
oxidante e espécie nitrante, capaz de reagir e modificar uma vasta gama de
biomoléculas, incluindo o DNA, proteinas e lipidos (Radi et al., 1991; Salgo et
al., 1995; Ischiropoulos e al Mehdi, 1995). Estas alteracbes podem levar a
disfuncdo de processos bioldgicos chave como, por exemplo, a desregulagao

de vias sinalizadoras ou mesmo a morte celular por apoptose ou necrose.

Estudos in vitro demonstraram que o peroxinitrito pode induzir morte

celular, quer por apoptose quer por necrose, dependendo das condigbes de
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exposicao e concentracdes de peroxinitrito utilizadas. Szabd e colaboradores
observaram uma morte por necrose nao passiva iniciada pela lesdo oxidativa
do DNA e activacao exacerbada da enzima nuclear PARP-1 (poly (ADP-ribose)
polimerase-1) (Szabo et al., 1997, Virag et al., 2003). A activacdo de PARP-1
pode baixar drasticamente a concentracdo intracelular do substrato (NADY),
conduzindo posteriormente a crise energética da célula. Pelo contrario,
resultados do nosso e outros laboratérios apontam para modificagbes
morfolégicas nas células endoteliais apds exposicdo ao peroxinitrito
consistentes com uma morte por apoptose (Foresti et al., 1999; Brito et al.,
2006). O mecanismo molecular desta apoptose induzida pelo peroxinitrito em
células endoteliais ndo foi no entanto investigado, permanecendo pouco

conhecido e constitui um dos objectivos deste trabalho.

O resveratrol (3,4',5 - trihidroxi-estilbeno), uma fitoalexina sintetizada em
varias plantas, tem sido alvo de investigacdo intensa, em particular na area
cardiovascular, apos ter sido detectado no vinho tinto e Siemann e Creasy
terem sugerido que poderia ser o responsavel pelos efeitos cardioprotectores
observados em consumidores moderados de vinho tinto (Siemann e Creasy,
1992). Além disso, o resveratrol também pode ser encontrado no Kojo-Kon,
um produto proveniente das raizes de Polygonum cuspidatum usado na
medicina popular oriental no tratamento de doencas do coracao. Desde entdo,
tém sido descritas inUmeras actividades bioldgicas do resveratrol, incluindo as
actividades antioxidante, anti-inflamatéria, anti-proliferativa, e ainda a
inibicdo da agregacdo das plaquetas (Frankel et al., 1993; Pace-Asciak et al.,
1995; Brito et al., 2002; Liu e Liu, 2004). Todas estas acgdes sao benéficas,
ndo s6 para a funcdo endotelial, como para o sistema cardiovascular em geral,
apoiando um possivel papel cardioprotector para o resveratrol. Tal como
apresentado no capitulo anterior, recentemente demonstramos que uma
concentracdo relativamente elevada de resveratrol protege as células
endoteliais da aorta bovina (BAEC, bovine aortic endothelial cell) da morte
induzida pelo peroxinitrito através do aumento dos niveis intracelulares de
glutatido (Brito et al., 2006). No entanto, outros mecanismos devem

contribuir para os efeitos citoprotectores do resveratrol, uma vez que
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concentracdes mais baixas protegeram, igualmente, as células do dano
provocado pelo peroxinitrito sem induzirem qualquer aumento nos niveis de
glutatidao. Assim, o objectivo central deste trabalho foi investigar quais as vias
bioquimicas responsaveis pela apoptose induzida pelo peroxinitrito e quais os
mecanismos moleculares adicionais responsaveis pela accdo protectora do

resveratrol.

Os dados apresentados indicam (1) que o peroxinitrito desencadeia
apoptose das BAEC por iniciar a via mitocondrial e a via de receptores de
morte; (2) que o resveratrol contraria os efeitos deletérios do peroxinitrito
ndo sé pela sua accdo antioxidante, como também por interferir com a via
apoptdtica mitocondrial através do aumento dos niveis da proteina

anti-apoptética Bcl-2.

2 - Materiais e Métodos

2.1 - Materiais

Reagentes de uso geral, colagenase, gelatina, estreptomicina/penicilina,
MTT, BSO, Hoescht 33258, a mistura de inibidores de proteases foram obtidos
da Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA). Para a cultura de células, soro fetal
bovino (FBS, fetal bovine serum), tampao fosfato salino (PBS,
phosphate-buffered saline) pH=7,4, tampao fosfato salino de Dulbecco (DPBS,
Dulbecco’s phosphate-buffered saline) pH=7,4, meio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Dulbecco’s modified Eagle medium) foram adquiridos a
GIBCO-Invitrogen (Barcelona, Espanha). O resveratrol foi adquirido a
Extrasynthése (Genay, Franga). Os substratos para a capase-3 (DEVD-
7-amido-4-metilcoumarino), caspase-8 (IEPD-7-amido-4-metilcoumarino) e
caspase-9 (LEDH-7-amido-4-trifluotometilcoumarino) foram adquiridos a
Bachem (Bubendorf-Suica). O anticorpo primario monoclonal produzido em
rato contra a Bax e o anticorpo secundario contra anticorpos de rato foram
adquiridos a Abcam (Cambribdge, Reino Unido); o anticorpo primario

monoclonal produzido em rato contra a Bcl-2 foi adquirido a Santa Cruz
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Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Todos os reagentes usados possuiam

pureza adequada para os estudos bioquimicos.
2.2 - Cultura primaria de células endoteliais da aorta bovina

As células endoteliais da aorta bovina foram isoladas da aorta torécica
apos digestdo com colagenase (2 mg/mL). Brevemente, seccdes de aorta
foram cortadas e seladas com pingas tesouras. O interior da aorta foi, entdo,
lavado com DPBS e tratado com a solucdo de colagenase com a ajuda de uma
seringa. As seccOes de aorta foram colocadas a 37 °C por um periodo de
tempo varidvel de 5 a 10 min. Findo esse tempo, as células foram
recuperadas para um tubo com meio de cultura, centrifugadas a 200xg
durante 5 min e semeadas em caixas de 6 pogos previamente revestidas com
gelatina. As células foram cultivadas em frascos de cultura T-75 revestidos
com gelatina em DMEM suplementado com 10 % de FBS, 100 U/mL de
penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina e 50 ng/mL de fungizona, a 37 °C em
incubadora com atmosfera humidificada e contendo 5 % de CO,. As células
endoteliais foram identificadas pela morfologia arredondada (cobblestone) e
distribuicdo espacial. As células foram sub-cultivadas a confluéncia e
utilizadas entre a 42 e a 72 passagem. Para os ensaios, usaram-se as células

a uma confluéncia de 80% e foram privadas de FBS 24 horas antes.
2.3 - Sintese do ONOO™

O peroxinitrito foi sintetizado num reactor quenched flow como
previamente descrito (Dinis et al., 2002). Em resumo, uma solugdo aquosa de
NaNO, 0,6 M foi rapidamente misturada com igual volume de H,0, 0,7 M em
HCI 0,6 M e imediatamente quenched com igual volume de NaOH 1,5 M. A
solucao obtida foi entdao congelada a -20 °C por aproximadamente 24 horas.
A essa temperatura, o peroxinitrito devido a um processo de congelamento
fraccionado da solugdo concentra-se numa camada superior de cor amarela
mais intenso. Essa camada foi cuidadosamente removida e passada através

duma pequena coluna de MnO, para remover o H,0, residual de acordo com
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Uppu e colaboradores (Uppu e Pryor, 1996). O peroxinitrito foi entdo
armazenado em aliquotas a -80 °C sob atmosfera de azoto. Antes de cada
utilizacao, o peroxinitrito foi sempre quantificado espectrofometricamente,
apos diluicio em NaOH 1 M, com base na sua absortividade molar na banda

de absorgdo centrada a 302 nm (g30,=1670 Mlcm™).
2.4 - Estimulagao das células com peroxinitrito

Nas experiéncias com o ONOO’, as células foram previamente lavadas com
DPBS e equilibradas com PBS pH 7,4, durante 5 minutos. Subsequentemente,
as células foram expostas a uma dose Unica de ONOO™ 500 uM, previamente
diluido em NaOH 10 mM, que foi adicionada contra a parede do pogo
enquanto se agitava rapidamente o meio de modo a assegurar uma exposicao
optima das células ao ONOO™ antes da decomposicdo deste. A incubagdo com
o ONOO™ foi feita em PBS e ndo em DMEM a fim de evitar reacgdes
secundarias do peroxinitrito com os constituintes do meio. Apés 10 minutos
de incubacdo o ONOO™ foi retirado, as células foram lavadas e incubadas com
meio pelo periodo indicado e ndo superior a 6 h. Nao foram observadas
alteragdes do pH durante o tratamento com ONOO'". Volumes iguais de NaOH
10 mM (controlo solvente) ou de peroxinitrito decomposto (o peroxinitrito foi
decomposto em PBS ou NaOH 10 mM durante a noite) foram utilizados como

controlos.

Quando especificado, as células foram pré-incubadas com resveratrol

durante 14 h, sendo este removido antes da exposicdao ao ONOO".
2.5 - Morfologia nuclear

As células em caixas de petri de 40 mm foram fixadas com
paraformaldeido a 4% durante 15 min a temperatura ambiente e
subsequentemente coradas com Hoechst 33258 5 ug/mL durante 15 min e
lavadas com PBS. Procedeu-se, entdo, a montagem da lamela com uma
mistura de PBS/glicerol (3:1, v/v) para observacdo microscépica em

microscopio de fluorescéncia (Nikon). Os nucleos foram contados de acordo
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com as caracteristicas de marcagdo e condensacao nuclear da cromatina. Os
nlcleos apoptoticos foram identificados pela cromatina condensada e
fragmentacao nuclear e foram contados pelo menos 6 campos diferentes por
amostra com ~ 80 células por campo (x400). Apenas as células que se
mantinham aderentes ao fundo das caixas foram observadas e contadas. A
média das 6 contagens foi calculada e expressa como o nimero de células

apoptoéticas relativamente ao nimero total de células contadas.
2.6 — Actividade de caspases

A actividade das caspases foi medida nos extractos proteicos citosolicos.
Resumidamente, no final de cada experiéncia as células foram ressuspensas
em tampdo de lise a 4 °C (HEPES 25 mM pH 7,4, CHAPS 0,1% (p/v),
Na-EDTA 1 mM, Na-EGTA 1 mM, MgCl, 2 mM, PMSF 100 uM, DTT 2 mM,
mistura de inibidores de proteases 1/100) durante 20 min. De seguida, as
células foram lisadas através de 5 ciclos de congelamento/fusdo (em azoto
liquido/37 ©°C) e centrifugadas a 16 000xg durante 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi entdo recolhido e guardado a -80° C, apds a determinagao
da proteina pelo método de Bradford, com um conjunto dereagentes da
Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules, CA, EUA). A actividade enzimatica das caspases
foi determinada por espectrofotometria de fluorescéncia usando substratos
fluorescentes contendo locais de hidrélise especificos, nomeadamente DEVD
para a caspase-3, IEPD para a caspase-8 e LEDH para a caspase-9, ligados ao
AMC (para as caspases-3 e -8) ou AFC (para a caspase-9). Quantidades iguais
de proteina (20-25 pg) foram incubadas num tampdo de ensaio [HEPES
pH 7,4, sacarose 10% (p/v), chaps 0,1% (p/v), DTT 10 mM] com 100 uM de
cada um dos substratos durante 2 h a 37°C. A libertagdo do AMC ou AFC foi
determinada por fluorescéncia num espetrofluorimetro Perkin-Elmer LS50,
COM Aeye =390 NM e Aem=475 para o AMC, 0U Aexc=395 nm e Aem= 495 nm
para o AFC (fendas de 5 nm). A actividade das caspases foi calculada em
termos de aumento do controlo para a mesma quantidade de proteina,

assumindo como valor do controlo o valor de 1.
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2.7 - Potencial de membrana mitocondrial

As células foram incubadas com éster metilico de tetrametilrodamina
(TMRM) 500 nM, 30 min antes do fim de cada experiéncia (Scaduto, Jr. e
Grotyohann, 1999). Posteriormente, as células foram lavadas, recolhidas e
resuspensas em DMEM sem vermelho de fenol (1,5x10° células/mL) e a
fluorescéncia medida num espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS50 com
Xexc = 550 NM € Lem= 572 nm (fendas 10 nm). Nestas condicdes o TMRM nao
foi toxico para as células, sendo os resultados expressos em termos de

percentagem de fluorescéncia do controlo, i.e., células ndo tratadas.
2.8 - Immunoblot

Os extractos celulares proteicos totais foram obtidos apds lise da
suspensao celular num tampao de lise a 4 °C [HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl
150 mM, EDTA 2mM, glicerol 10% (p/v), desoxicolato de sédio 0,5% (p/v),
Triton X-100 (v/v), PMSF 1 mM, mistura de inibidores de proteases 1/100
(v/v)] durante 20 min, fazendo vortex de 5 em 5 min. Os lisados foram
centrifugados a 16 000xg durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi entdo
recolhido e guardado a -80° C, apds a determinagdo da proteina pelo método
de Bradford com um conjunto de reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules,
CA, USA). As proteinas dos extractos celulares (25 - 40 ng) foram separadas
por electroforese em gele de poliacrilamida de 12 ou 15% em condigdes
desnaturantes na presenca de SDS (SDS-PAGE) a uma intensidade de
corrente constante de 20 mA por gel (Laemmli, 1970). Apds separacdo foram
transferidas para membranas de difluoreto de polivinildieno (PVDF)
(Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) durante 2 h a 200 mA. As
proteinas em estudo foram posteriormente identificadas por incubacdao das
membranas com anticorpos especificos, sendo a detecgdo destes feita apos
incubacdo das membranas com anticorpos secundarios (dirigido contra as
imunoglobulinas da espécie em que foi produzido o anticorpo primario)
conjugados com a fosfatase alcalina para permitir a detecgdo e quantificagdo

da proteina em estudo. Para evitar ligacGes ndo especificas dos anticorpos as
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membranas, estas foram imersas durante 1 h a temperatura ambiente com
leite magro em pd 5% (p/v) em tampdo TBS-T [(Tris-HCI 25 mM pH 7,6, NaCl
150 mM, Tween 20 0,1% (v/v)]. As membranas foram incubadas durante a
noite a 4 °C com os anticorpos primarios monoclonais produzidos em rato
anti-Bax (1:10 000) e anti-Bcl-2 (1/300). Depois de cinco lavagens com
TBS-T, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario ligados a
fosfatase alcalina (1:45 000) durante 1 h a temperatura ambiente. Todos os
anticorpos foram diluidos em TBS-T. A deteccdo das proteinas foi feita apos
reaccao enzimatica utilizando um substrato fluorescente (ECF, enhanced
chemifluorescence reagent) (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) de
acordo com as instrugdes do fabricante e visualizadas no sistema de imagem
VersaDoc (Bio-Rad, Hércules, CA, USA). A B-actina foi usada como controlo

interno.
2.9 - Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + SEM de pelo menos 3
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As diferengas entre os
grupos foram analisadas por one-way analysis of variance ou pelo teste t. O

valor de p inferior a 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3 - Resultados

3.1 - O resveratrol inibe a activacao das caspase-3 e -9, mas nao

da caspase-8, induzida pelo peroxinitrito

A apoptose é, em muitas circunstancias, mediada pela activacdo de
caspases iniciadoras e efectoras, nhomeadamente as caspases-8 e -9, e a
caspase-3, respectivamente (Danial e Korsmeyer, 2004). Por outro lado, o
resveratrol inibe as alteragbes morfoldgicas da apoptose induzidas pelo
peroxinitrito em BAEC (Brito et al., 2006). Assim, investigou-se o potencial
envolvimento das caspases na proteccao conferida pelo resveratrol contra a

morte celular induzida pelo peroxinitrito. As alteragdes morfoldgicas nucleares
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das células observadas apds coloracdo com Hoechst 33258 confirmaram que
uma pré-incubacdo de 14 h das BAEC com resveratrol 10 e 50 uM protege as
células da apoptose induzida por peroxinitrito 500 uM (Fig. 1). De salientar,
gue o resveratrol ndo estava presente no meio durante e apos a incubagao
com o peroxinitrito. De facto, o aumento significativo de apoptose (26,05% +

1,86) observado 6 horas apds o tratamento das células com peroxinitrito
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Fig. 1 - O resveratrol protege as BAEC das alteracdes morfoldgicas causadas pelo
peroxinitrito. Culturas de células confluentes, mantidas em meio a 0 % de soro fetal
bovino, foram pré-incubadas com resveratrol 10 e 50 uM durante 14 h. Apds lavagem
com PBS, as células foram tratadas com peroxinitrito 500 uM durante 10 min em PBS.
De seguida, o PBS foi removido e substituido por meio de cultura fresco sem soro e as
células incubadas a 37 °C durante 6 horas. As alteracbes morfoldgicas foram registadas
apoés a coloragdo dos nucleos com Hoescht 33258. As amostras controlo foram obtidas
na auséncia de peroxinitrito e resveratrol. (A) Quantificacdo de células apoptoéticas em
termos de percentagem do numero total de células. As barras representam o valor
médio + SEM de 5 experiéncias independentes realizadas em duplicado. ***p<0,001 vs.
controlo, *##p<0,001 vs. peroxinitrito. As fotografias representam a morfologia nuclear
tipica apos coloracdo com Hoechst 33258 de (B) células controlo, (C) células expostas
ao peroxinitrito, (D) células expostas a resveratrol 10 uM e peroxinitrito, e (E) células
expostas a resveratrol 50 uM e peroxinitrito.

500 uM foi eficientemente reduzido pelo resveratrol duma forma dependente
da concentracao (Fig. 1A). Enquanto, o resveratrol na concentragao de 10 uM
reduziu os niveis de apoptose em aproximadamente 50% (13,85% + 0,942),
na concentracdo de 50 uM praticamente reduziu estes niveis para valores
idénticos aos do controlo (5,094 + 1,312) (Fig. 1A, D e E). De seguida,
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mediram-se as actividades das caspases-3, -8 e -9 nos extractos proteicos
citosolicos obtidos apos a incubagdo das células com o peroxinitrito. Para
tempos curtos (0 - 1h) as actividades das varias caspases diminuiram para
cerca de metade do valor do controlo (Fig. 2). Apds este periodo inicial de
inactivacdo, observou-se um aumento substancial da actividade das caspases.
Assim, as 3 h houve um aumento de 130% da actividade da caspases-3
(p<0,05) e da caspase-8 (p<0,01) e um aumento de 100% da actividade de

caspase-9 (p<0,05). Para tempos mais longos,

-l caspase-3
-k caspase-8
-@-caspase-9

Actividade de Caspases

0 100 200 300 400
Tempo (min)

Fig. 2 - A apoptose induzida pelo peroxinitrito é mediada pelas caspases-3, -8 e -9.
Culturas de BAEC confluentes foram tratadas com peroxinitrito de acordo com o
descrito na legenda da Fig. 1. As actividades das caspases foram medidas com
substratos fluorescentes, como indicado em Materiais e Métodos. Os valores sdo
médias + SEM de 4 a 6 experiéncias independentes realizadas em duplicado.

continuou a observar-se um aumento da actividade das caspases tendo-se
observado, as 6h, aumentos de 280% (p<0,01), 210% (p<0,01) e 140%
(p<0,01), para as caspases-3, -8 e -9, respectivamente. A inactivacao inicial
das caspases observada na presenca do peroxinitrito ocorre provavelmente
pela reaccdo directa entre o peroxinitrito e o residuo de Cys do centro activo
das caspases, pois a reaccdo entre o peroxinitrito e os grupos sulfidrilos é
uma das reaccGes mais rapidas e importantes descrita para o peroxinitrito.

Posteriormente, em resposta ao dano causado pelo peroxinitrito as caspases
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sao activadas iniciando a apoptose. Uma vez estabelecido o perfil da activagao
das caspases-3, -8 e -9 na apoptose de BAEC mediada por peroxinitrito,
fomos investigar se o resveratrol seria capaz de modular a activacao das
caspases induzida pelo peroxinitrito. O resveratrol inibiu a activacdo da
caspase-3 induzida pelo peroxinitrito duma forma dependente da
concentragao. Enquanto, o resveratrol 10 uM diminuiu em 28% a activagao de

330% da caspase-3 observada 3 h apds o tratamento com o peroxinitrito, o
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resveratrol 50 pM inibiu em 48% a activagdo observada (Fig. 3A). Pelo
contrario, nenhuma das concentragdes testadas reduziu significativamente o
aumento de 260% da actividade da caspase-8, 3 h apods o tratamento das
células com o peroxinitrito (Fig. 3B). Na verdade, embora se observe uma
diminuicdo da actividade na presenga de resveratrol 50 uM, esta diminuigao
ndo é estatisticamente significativa (Fig. 3B). Finalmente, pode-se observar
na Fig. 3C que ambas as concentracdes de resveratrol inibiram eficientemente
a activacao da caspase-9 induzida pelo peroxinitrito: o aumento de 180% da
actividade induzido pelo peroxinitrito foi diminuido em 34% e em 52% pela
pré-incubacdo das células com resveratrol 10 uM e 50 uM, respectivamente.
Uma vez que a activacao da caspase-9 pode ser considerada um marcador da
via mitocondrial da apoptose, enquanto que a caspase-8 esta associada a via
apoptética mediada por receptores (Hengartner, 2000), estes resultados
sugerem que o resveratrol inibe a apoptose induzida pelo peroxinitrito através

da inibicdo da via mitocondrial e ndo pela via mediada pelos receptores.

3.2 - O resveratrol nao inibe a dissipacao de potencial de

membrana do mitocondrio induzida pelo peroxinitrito

Um dos eventos chave na via apoptdtica mitocondrial é a permeabilizagao
da membrana externa mitocondrial e subsequente libertacdo de factores
apoptogénicos existentes no espaco intermembranar mitocondrial como o
citocromo ¢, que uma vez no citosol, se liga a Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor 1) e recruta a caspase-9 activando-a (Riedl e
Salvesen, 2007). Um dos modelos propostos para a permeabilizacdao da
membrana externa mitocondrial envolve a permeabilizacdo transitoria da
membrana interna mitocondrial (Kroemer e Reed, 2000). Assim sendo,
avaliou-se o efeito, ao longo do tempo, do peroxinitrito no potencial de
membrana mitocondrial em BAEC. Observou-se uma diminuicdao do potencial
de membrana, 30 min apds o tratamento das células com o peroxinitrito, de
aproximadamente 30% em relacdo ao controlo obtido na auséncia do
oxidante, que se acentua para aproximadamente 60%, ao fim de 1 hora (Fig.

4). A dissipagao do potencial de membrana mitocondrial manteve-se entdao de



126 - Capitulo 3

uma forma relativamente constante até as 6 horas apds o tratamento das
células com o peroxinitrito. De notar que o tempo 0 min é o tempo que
corresponde ao final do tratamento das células com o peroxinitrito que é de
10 min, como descrito na seccao 2.4. Dado as condigOes experimentais para a

determinagdo do potencial de membrana mitocondrial (secgdo 2.7),
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Fig. 4 - O peroxinitrito dissipa o potencial da membrana mitocondrial. O potencial de
membrana dos mitocondrios foi medido a varios tempos (30 a 360 min) em BAEC,
como descrito em Materiais e Métodos, apos o tratamento com peroxinitrito 500 uM. Os

pontos representam a média + SEM de 4 experiéncias independentes realizadas em
duplicado. **p<0,01 vs. controlo.

nao foi possivel avaliar este parametro no tempo 0 min. Subsequentemente,
investigaram-se os efeitos do resveratrol na dissipacdo mitocondrial induzida
1 h apdés a estimulagdo das células com o peroxinitrito. Nenhuma das
concentragdes de resveratrol testadas protegeu as células da dissipagdo do
potencial de membrana mitocondrial induzida pelo peroxinitrito, sugerindo
gue os efeitos protectores do resveratrol ao nivel mitocondrial ndo ocorrerem
por interferéncia do resveratrol com o poro de permeabilidade transitoria,
mas antes por outro mecanismo (Fig. 5). O resveratrol per se nao tem efeito

no potencial de membrana mitocondrial (dados ndo apresentados).
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Fig. 5 — O resveratrol nao inibe a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial
causada pelo peroxinitrito. O potencial de membrana mitocondrial foi medido 1 h apds
a incubacdo de 10 min com o peroxinitrito em células pré-incubadas com resveratrol 10
e 50 uM, como descrito em Materiais e Métodos. As barras correspondem a média +
SEM de 4 experiéncias independentes realizadas em duplicado. **p<0,01 vs. controlo.

3.3 - O resveratrol aumenta os niveis intracelulares da proteina

Bcl-2 diminuindo o quociente Bax/Bcl-2 aumentado pelo peroxinitrito

Alternativamente ao poro de permeabilidade transitéria tem sido proposto
que as proteinas da familia Bcl-2, reguladores importantes da apoptose em
células de mamiferos, estariam implicadas na permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial (Sharpe et al., 2004). As proteinas da familia Bcl-2
dividem-se em proteinas anti-apoptéticas (Bcl-2, Bcl-XL, etc) e
pro-apoptoticas (Bax, Bak, etc), desencadeando efeitos opostos nos
mitocéndrios. O balango entre as proteinas anti-apoptéticas e pré-apoptoticas
é, entdo, vital no controlo da sobrevivéncia celular. Por conseguinte,
averiguou-se se o0 peroxinitrito modificava os niveis intracelulares das
proteinas da familia Bcl-2, nomeadamente da Bax e da Bcl-2. No final do
tratamento das células com o peroxinitrito (tempo 0 min) observou-se um
aumento dos niveis intracelulares da Bax de cerca de 80% relativamente ao
obtido em células controlo, incubadas na auséncia do oxidante (Fig. 6A). No

entanto, este aumento foi mais significativo e atingiu um valor maximo 30
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min apos o estimulo que se manteve até 1 hora apds o tratamento com o
peroxinitrito, observando-se um aumento nos niveis intracelulares da Bax de
cerca de 120% relativamente ao observado nas células controlo. Contudo,
este aumento nao foi continuo ao longo do tempo da experiéncia, i.e., para
tempos superiores a 1 hora apos o estimulo com o peroxinitrito os niveis de

expressdo da Bax diminuiram para valores que se mantiveram relativamente

Bax Bcl-2

Niveis Intracelulares da Proteina Bax
Niveis Intracelulares da Proteina Bcl-2

Tempo (h) Tempo (h)

Fig. 6 — O peroxinitrito aumenta os niveis intracelulares da Bax sem afectar os niveis
intracelulares da Bcl-2. As BAEC foram tratadas com peroxinitrito 500 uM e aos tempos
indicados os extractos celulares totais foram analisados por immunoblot com
anticorpos especificos contra (A) Bax e (B) Bcl-2, como descrito em Materiais e
Métodos. Mostram-se blots representativos e analises de densitometria de quatro
experiéncias independentes. As barras representam valores médios + SEM expressas
em unidades arbitrarias de 4 experiéncias independentes. Os valores de densitometria
foram normalizados tendo como referéncia os valores respectivos de actina. * p<0,05
vs. controlo, **p<0,01 vs. controlo.

constantes até ao final da experiéncia. Paralelamente e contrariamente ao que

aconteceu com os niveis intracelulares da Bax, os niveis de expressdo da
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Bcl-2 ndo foram significativamente alterados, ao longo do tempo, pelo
peroxinitrito indicando que ele podera iniciar a morte celular das BAEC por
alterar o balanco existente entre a Bax e a Bcl-2 (Fig. 6B). Com efeito, ao
aumentar os niveis de Bax sem alterar os niveis de Bcl-2 aumenta o quociente
Bax/Bcl-2 favorecendo os niveis intracelulares das proteinas pro-apoptéticas
relativamente as anti-apoptoticas. Atendendo a que a Bax e a Bcl-2 poderao
ser elementos cruciais na morte celular induzida pelo peroxinitrito
investigou-se a capacidade do resveratrol em modular o0s niveis
intracelulares destas proteinas e, a ocorrer, se esta modulagao seria capaz de
reverter os efeitos mediados pelo peroxinitrito. Assim, os resultados obtidos
indicaram que a incubacdo das células com resveratrol per se, durante 14
horas, ndo modificava os niveis intracelulares da Bax mas,
surpreendentemente, a pré-incubacao das células com resveratrol 10 e 50 uM
parecia ter tendéncia em inibir, ainda que duma forma nao significativa, o
aumento de cerca de 50% da Bax induzido pelo peroxinitrito (Fig. 7A).
Relativamente a Bcl-2, o resveratrol per se aumenta os niveis de expressado
desta proteina observando-se aumentos de cerca de 44% e de 78% de Bcl-2
em células incubadas durante 14 horas com resveratrol 10 e 50 uM,
respectivamente, relativamente as células controlo (Fig. 7B). Quando
paralelamente, as células foram estimuladas com peroxinitrito, os valores de
expressdo da Bcl-2 das células pré-incubadas com ambas as concentracdes de
resveratrol aumentaram, mantendo-se ainda cerca de 38% acima dos valores
registados para as células controlo 1 hora apds o estimulo (Fig. 7B).
Analisando conjuntamente os resultados e tal como evidenciado no grafico C
da Fig. 7, o quociente Bax/Bcl-2 aumentou cerca de 100% 1 hora apéds o
tratamento das células com o peroxinitrito relativamente ao controlo. A
pré-incubacdao das células com ambas as concentracdes de resveratrol
reverteu completamente o efeito do peroxinitrito, reflectindo a diminuicdo do
quociente Bax/Bcl-2 que ocorreu na presencga do resveratrol sozinho (Fig. 7C).
Em conclusdo, estes resultados sugerem que ambas as concentracdes de

resveratrol testadas podem interferir com a via apoptética mitocondrial
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desencadeada pelo peroxinitrito por modular os niveis intracelulares das

proteinas da familia Bcl-2.

4 - Discussao

Os mecanismos bioquimicos subjacentes a apoptose induzida pelo
peroxinitrito em células endoteliais e a citoproteccdo conferida pelo
resveratrol ndo estdo ainda totalmente esclarecidos. Anteriormente,
demonstramos que a concentracdo mais elevada de resveratrol protege da
morte celular desencadeada pelo peroxinitrito por aumentar os niveis
intracelulares de glutatido (Brito et al., 2006). Os resultados apresentados
neste trabalho indicam vias que poderao estar implicadas na apoptose
induzida pelo peroxinitrito, assim como revelam novos mecanismos

citoprotectores do resveratrol.

Varios trabalhos existentes na literatura demonstram que em fungdo do
tipo celular e das concentragbes utilizadas, o peroxinitrito pode induzir
diversos tipos de morte celular, da apoptose, dependente ou independente de
caspases, a necrose (Zhuang e Simon, 2000; Whiteman et al., 2004);(Szabo
et al., 2007). Relativamente as células endoteliais, o trabalho pioneiro de
Szabo e colaboradores descreveu alteragdes morfoldgicas e bioquimicas, que
actualmente estdo associadas a necrose ndo passiva (Szabo et al., 1997).
Assim, foi descrito que o peroxinitrito induz uma clivagem nas cadeias de DNA
seguida de activagdo da enzima nuclear PARP-1 cuja activacdo exacerbada
pode induzir uma severa deplecdo energética e consequente necrose (Szabo
et al., 1997; Virag et al., 2003). Posteriormente, foi demonstrado que o
peroxinitrito também induz alteragbes morfolégicas, nomeadamente
condensacdo nuclear e citoplasmatica, consistentes com a apoptose (Foresti
et al., 1999; Brito et al., 2006). No entanto, as vias bioquimicas conducentes
a apoptose desencadeada pelo peroxinitrito permanecem por elucidar. Os
resultados obtidos neste trabalho, em que se observou activagdo das
caspases, confirmam pela primeira vez a activagdo bioquimica da apoptose

nas células endoteliais pelo peroxinitrito. As caspases, um dos
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elementos-chave da maquinaria envolvida na apoptose, podem ser activadas
extrinsecamente pelos receptores de morte ou intrinsecamente por factores
apoptogénicos libertados dos mitocéndrios (Hengartner, 2000). A caspase-8 e
a caspase-9, caspases iniciadoras da via de receptores de morte e da via
mitocondrial, respectivamente, sdao capazes de activar caspases efectoras
como a caspase-3 (Danial e Korsmeyer, 2004). A activacdo das trés caspases
indica que ambas as vias, a de receptores de morte e a mitocondrial sdo
desencadeadas apods tratamento das células com o peroxinitrito. De notar,
gue uma possivel interaccdo entre as duas vias através de Bid ndo pode ser
negligenciada e requer posterior elucidacdao. A activacdo das caspases
observada em células tratadas com peroxinitrito, dificilmente se devera a uma
activagdo directa pelo peroxinitrito, uma vez que esta ocorre cerca de 3 horas
apds o tratamento das células com o peroxinitrito e aumenta até ao fim da
experiéncia, ou seja, quando ele ja ndo estad presente. Além disso, para os
periodos de tempo mais curtos observou-se, inclusive, uma inactivagdo das
enzimas que sera muito provavelmente devido a uma reacgdo directa do

oxidante com o residuo de Cys do local catalitico das enzimas.

A permeabilizacio da membrana externa mitocondrial é condicdo
necessaria para a libertacdo de factores apoptogénicos, incluindo o
citocromo ¢, que se associa a Apaf-1 constituindo o apoptossoma que
subsequentemente activa a caspase-9 (Kroemer e Reed, 2000). Tem sido
proposto, que a permeabilizacdo da membrana mitocondrial pode ser mediada
através do poro de permeabilidade transitéria (PTP, permeability transition
pore), que induz uma permeabilidade transitéria mitocondrial (MPT,
mitochondrial permeability transition) ou através das proteinas da familia
Bcl-2 (Marchetti et al., 1996; Petit et al., 1998; Sharpe et al., 2004). Os
nossos resultados sugerem que o peroxinitrito pode induzir a permeabilizagdo
da membrana externa mitocondrial, por modular os niveis intracelulares da
Bax, sem alterar os niveis intracelulares da Bcl-2. A Bax € um membro
pré-apoptotico da familia Bcl-2, que poderd permeabilizar a membrana
externa mitocondrial por formar poros proteicos, poros lipidicos ou interagir

com poros mitocondriais ja existentes, como o PTP (Sharpe et al., 2004). A
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accdo da Bax pode ser antagonizada pela proteina anti-apoptética Bcl-2
através da formacdo de heterodimeros. Desta forma, o quociente Bax/Bcl-2
determina o destino da célula em termos de sobrevivéncia e tipo de morte

celular.

O papel do PTP na permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial e
consequente activacdo da caspase-9 induzida pelo peroxinitrito em BAEC, nas
nossas condicdes de estudo, ndo esta totalmente esclarecido. A abertura do
poro induz uma dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial, seguida
de intumescéncia mitocondrial e ruptura da membrana externa mitocondrial
(Marchetti et al., 1996; Petit et al., 1998). Tal como descrito em varios
trabalhos, no nosso modelo de estudo o peroxinitrito induziu uma rapida e
substancial diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial (Virag e Szabo,
2000; Choi et al., 2005; Li et al., 2006; Shacka et al., 2006). Por um lado,
este efeito pode dever-se a permeabilidade transitéria mitocondrial, processo
gue tem sido largamente descrito ocorrer em mitocondrios isolados e que tem
sido associado a capacidade do peroxinitrito oxidar os grupos sulfidrilos do
residuo de Cys da ANT (mitochondrial inner membrane protein adenine
nucleotide translocase), uma das proteinas que compdem o PTP (Vieira et al.,
2001). Por outro lado, a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial
observada pode ser o resultado da inibicdo da cadeia respiratdria, cujos
diversos componentes sdo inibidos pelo peroxinitrito quer em mitocondrios
isolados quer em células ou pode ser consequéncia duma grave deplecao
energética (Cassina e Radi, 1996; Virag e Szabo, 2000; Radi et al., 2002). De
realcar que a MPT ndo é um processo exclusivo da apoptose e que tem, nos

ultimos anos, sido observada durante a necrose (Gogvadze e Orrenius, 2006).

Recentemente, demonstradmos que uma pré-incubagdo longa das células
com o resveratrol as protegia da morte celular induzida pelo peroxinitrito
(Brito et al., 2006). Adicionalmente, propusemos que o aumento de GSH
intracelular seria o mecanismo pelo qual a concentracdao mais elevada de
resveratrol (50 uM) conferiria citoprotecgdo, nao tendo sido proposto qualquer

mecanismo citoprotector para a concentragdao mais baixa (10 uM). Este
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trabalho fornece novos elementos que poderdao ajudar a explicar os efeitos
celulares para ambas as concentragdes de resveratrol testadas, subjacentes
aos efeitos protectores contra os danos celulares do peroxinitrito. Os
resultados da avaliacao da actividade das caspases indicam que o resveratrol
exerce os seus efeitos benéficos por interferir preferencialmente com a via
mitocondrial do que com a via dos receptores de morte. A inibicdo da via
apoptética mitocondrial pelo resveratrol estd provavelmente relacionada com
a sua capacidade em aumentar os niveis intracelulares da proteina
anti-apoptética Bcl-2, sem afectar os niveis da proteina pré-apoptética Bax,
diminuindo consideravelmente o quociente Bax/Bcl-2. O aumento de Bcl-2 foi
também, recentemente, observado em coragdes de rato pré-condicionados
farmacologicamente com resveratrol (Das et al., 2005). Este aumento de
Bcl-2 pode constituir um importante mecanismo pelo qual o resveratrol
protege as células da apoptose induzida pelo peroxinitrito. De facto, estudos
recentes demonstraram que a sobre-expressao de Bcl-2 inibe a apoptose mas
nao a necrose induzida pelo peroxinitrito (Virag e Szabo, 2000; Vieira et al.,
2001; Shacka et al., 2006). Enquanto a Bcl-2 inibe, por exemplo, a activagao
das caspases mediada pelo peroxinitrito, ela ndo afecta a dissipacdo de
potencial da membrana mitocondrial associada a necrose nao passiva (Virag e
Szabo, 2000). A auséncia de efeitos significativos do resveratrol na
diminuicdo do potencial de membrana mitocondrial desencadeada pelo
peroxinitrito sugere que esta diminuicdo poderd ndo estar implicada na
apoptose e parece reforcar a ideia de que os efeitos citoprotectores do
resveratrol sdo mediados através da modulacdo das proteinas da familia Bcl-2.
O mecanismo pelo qual o resveratrol afecta os niveis intracelulares da Bcl-2
nao foi objectivo deste estudo considerando-se contudo que a sua elucidagao
€ importante. De salientar e como ja referido anteriormente, de que mesmo
gue a dissipacdo do potencial de membrana mitocondrial seja consequéncia
da MPT, que esta também se pode traduzir em necrose e ndo em apoptose.
Nas nossas condicdes experimentais é provavel que ambos os tipos de morte
estejam a ser iniciados em simultdneo e que a dissipacdo do potencial de

membrana mitocondrial observada seja um somatério de efeitos diferentes do
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peroxinitrito, com consequéncias apoptédticas ou necréticas, nos mitocondrios.
No conjunto, o resveratrol a semelhanca da Bcl-2, surgiria como um composto
capaz de proteger as células da apoptose mas ndo da necrose induzida pelo

peroxinitrito.

De realcar, que estes efeitos do resveratrol ndao sao observados apenas
para a concentragdo mais elevada de resveratrol testada (50 uM) e capaz de
aumentar os niveis de GSH intracelular. Eles sdo também observados para a
concentracao mais baixa (10 uM). Esta concentracdo mais baixa ndo actuara
indirectamente como um antioxidante aumentando as defesas antioxidantes
das células, mas antes através duma regulacdo da sinalizacdo celular
modulando os niveis intracelulares das proteinas da familia da Bcl-2. Uma vez
mais se frisa que os efeitos do resveratrol ndo podem ser atribuidos a
reaccOes directas com o peroxinitrito, uma vez que o resveratrol ndo esta
presente durante o tratamento das células com o peroxinitrito. Portanto, a
proteccao conferida pelo resveratrol contra os danos celulares mediados pelo
peroxinitrito sdo putativamente consequéncia dos seus efeitos celulares,
nomeadamente, a nivel de modulacdo de proteinas, moléculas e factores de

transcricao, entre outros.

Por outro lado, a maioria dos estudos descrevem efeitos do resveratrol
opostos aos observados neste trabalho, isto é, efeitos pré-apoptoticos e de
activacdo das caspases pelas duas vias (Virag et al., 1998; Zhuang e Simon,
2000). Estas diferencas devem-se essencialmente aos diferentes tipos
celulares, uma vez que o resveratrol tem efeitos especificos consoante o tipo
de célula e as concentracdes utilizadas, que sdo superiores nesses estudos as
por nds utilizadas. As concentracGes de resveratrol utilizadas neste estudo
ndo sdo citotoxicas para as BAEC (dados ndo apresentados), tendo-se
trabalhado com concentragdes tao baixas quanto possivel de modo a que
fossem expressao das quantidades de resveratrol que podem ser absorvidas a

partir do consumo moderado do vinho tinto.

Em conclusdo, este estudo confirma uma via bioquimica apoptética na

morte celular induzida pelo peroxinitrito e expande o nosso conhecimento
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acerca de mecanismos celulares envolvidos nos efeitos citoprotectores do
resveratrol. Os nossos resultados demonstram que concentragbes de
resveratrol tdo baixas quanto 10 pM inibem os processos subjacentes a
apoptose desencadeada pelo peroxinitrito. O resveratrol interfere
preferencialmente com a via mitocondrial, em alternativa a via de receptores
de morte, através do aumento dos niveis intracelulares da Bcl-2. Em suma,
este estudo reforca o conhecimento de que os efeitos do resveratrol ndao se
limitam a sua accdo antioxidante, exercendo-se também através de
mecanismos de sinalizacdo celulares. Dado que as concentragdes de
resveratrol atingidas in vivo sdo relativamente baixas, torna-se dificil
compreender que possa exercer os seus efeitos bioldgicos através de accdo
antioxidante directa, pelo que a modulacdao da sinalizagdo celular observada

neste trabalho reforca o papel cardioprotector do resveratrol.
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Resumo

A proliferacdo das células musculares lisas (SMC) é um dos processos
subjacentes a formacdo das lesdes fibrosas aterosclerdticas, no qual se pensa
que as LDLox tenham um papel crucial, dado que in vitro apresentam
actividade mitogénica. Esta actividade parece ser modulada através da
activacdo da via das MAPK e da via receptor EGF/PI3K/Akt(PKB). No entanto,
permanecem por esclarecer os efeitos das LDLox a jusante de Akt/PKB,
nomeadamente a nivel da mTOR. O resveratrol é um dos constituintes do
vinho tinto que se cré ser responsavel pelos beneficios cardiovasculares do
consumo moderado de vinho tinto. Neste trabalho pretendeu-se averiguar (1)
se mTOR estaria envolvida na actividade mitogénica das LDLox; (2) os
putativos efeitos anti-proliferativos do resveratrol, assim como os
mecanismos moleculares subjacentes. A proliferagdo das SMC induzida pelas
LDLox é inibida pela rapamicina, um inibidor da mTOR, sugerindo o
envolvimento deste nos efeitos proliferativos das LDL. Este facto é
complementado pelo aumento da fosforilagdo da mTOR e do seu alvo a
jusante, p70S6K1. Adicionalmente, a auséncia de efeitos da rapamicina e de
Ly294002, um inibidor de PI3K, na fosforilacdo de ERK1/2 induzida pelas
LDLox e os efeitos inibitdrios de PD98059, um inibidor de MEK1/2, na
fosforilacggo de mMTOR e de p70S6K1 indicam que a via ERK1/2 pode
influenciar a de mTOR, mas que o contrario ndo ocorrera. O resveratrol inibe
a proliferagao das SMC induzida por LDLox, hum mecanismo independente de
ERK1/2, uma vez que ele ndo foi capaz de inibir a sua fosforilagcdo. Além disso,
o resveratrol inibiu a fosforilacdo de mTOR e de p70S6K1 sugerindo que os
seus efeitos sdo modulados através desta via. No conjunto, estes resultados
indicam (1) que as LDL oxidadas exercem os seus efeitos mitogénicos, em
parte, através da activacdo da via mTOR e (2) que a actividade
anti-proliferativa do resveratrol é consequéncia de uma interferéncia na via de

mMTOR, mas de uma forma independente de ERK1/2.
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1 - Introducao

A proliferacdo das células musculares lisas (SMC, smooth muscle cells) do
tecido vascular é um processo chave na patogénese da aterosclerose, estando
na base da formacao das lesdes fibrosas, um importante marcador bioldgico
da doencga (Lusis, 2000; Dzau et al., 2002). Neste contexto, pensa-se que as
lipoproteinas de baixa densidade oxidadas (LDLox) desempenham um papel
central na aterosclerose, pois in vitro desencadeiam varios processos cruciais
na aterogénese, incluindo a proliferacdao das células musculares lisas (Berliner
e Heinecke, 1996). As LDLox exercem os seus efeitos mitogénicos através da
activacdo da sinalizagdo mediada por esfingolipidos que culmina na activacdo
das MAPK (mitogen-activated protein kinases) e através da via do receptor
de EGF/PI3K/Akt(PKB) (Chatterjee et al., 1996; Augé et al., 1998; Augé et al.,
2002). As vias ras e PI3K (phosphoinositide 3-kinases) convergem no alvo da
rapamicina presente em células de mamiferos (mTOR, mammalian target of
rapamycin), uma Ser/Thr cinase que existe em dois complexos designados
por mTORC1 e mTORC2 e que estd implicada nos aspectos temporais e
espaciais do crescimento celular, controlando por exemplo, a traducao e a
progressao do ciclo celular através da fosforilacdo das proteinas da familia
4EBP1 (4E-binding protein 1) e das cinases S6 (Shawn e Cantley, 2006;
Wullschlerger et al., 2006). A activacdo da mTOR através de PI3K envolve
inactivacao por Akt/PKB do complexo hamartina (TSC1)/tuberina(TSC2) (TSC,
tuberous sclerosis complex) (Dan et al., 2002; Manning e Cantley, 2003).
Este heterodimero regula negativamente mTOR inibindo Rheb (Ras homolog
enriched in brain), uma proteina G pequena que se pensa ser o activador
directo da mTOR através de um mecanismo ainda desconhecido (Inoki et al.,
2003; Tee et al., 2003; Li et al., 2004). Além disso, Akt/PKB é também capaz
de fosforilar directamente mTOR ao nivel da Ser2448 e da Thr2446 (Navé et
al., 1999; Sekulic et al., 2000). Por outro lado, o TSC pode ser inactivado
através da fosforilacdo da tuberina pela via de ERK (Ma et al., 2005). Deve

salientar-se, que a complexidade desta via pode ainda ser aumentada pela
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presenca de mecanismos de cross-talk e de retroacgdo positiva. De facto,
p70S6K1, uma proteina ribossomal a jusante de mTOR fosforila directamente
mMTOR, e mTORC2 foi recentemente implicada na fosforilagdo da Ser473 de
Akt/PKB (PKB, protein kinase B) e consequentemente na sua activagao
completa (Chiang e Abraham, 2005; Holz e Blenis, 2005; Sarbassov et al.,
2005). Ainda que mTOR esteja implicada na etiologia das doencas
cardiovasculares e em particular na hipertrofia cardiaca, o seu papel na
aterosclerose e na mitogénese das células musculares lisas induzida pela
LDLox é ainda desconhecido (Proud, 2004). Um melhor conhecimento das vias
envolvidas no estimulo da proliferacdo das células musculares lisas induzida

pelas LDLox permitird identificar novos alvos com potencial farmacoldégico.

O resveratrol (3,4’,5-trihidroxi-estilbeno) é uma fitoalexina natural
presente nas uvas e vinho. Tal como atras ja foi referido, os conhecimentos
gue tém vindo a ser adquiridos ao longo dos ultimos anos atribuem ao
resveratrol fungdes bioldgicas diversas, tais como, fungdes antioxidantes,
anti-inflamatorias, anti-trombéticas e anti-proliferativas, que o implicam como
o agente responsavel pela cardioproteccdo observada em consumidores
moderados de vinho tinto. (Frankel et al., 1993; Pace-Asciak et al., 1995 ;
Brito et al., 2002 ; Liu e Liu, 2004; Brito et al., 2006). Os mecanismos
moleculares e as vias de sinalizacdo responsaveis pela capacidade do
resveratrol inibir a proliferacdo das células musculares lisas parece depender
do tipo de estimulo e do tipo de célula. Neste sentido, o resveratrol inibe a
fosforilacdo de ERK1/2 na presenca de TNF-a, angiotensina II e LDLox, mas
nao na presenca de soro ou factor de crescimento epidérmico (EGF, epidermal
growth factor) (Haider et al., 2002; Haider et al., 2003; Li e Li, 2004; Lee e
Moon, 2005; Godichaud et al., 2006). Para além disso, o resveratrol
interrompe a via Akt/PKB quando o estimulo usado é a angiotensina II, o EGF
e o factor de crescimento derivado das plaquetas (PDGF, platelet derived
growth factor), mas ndao quando é soro (Haider et al., 2002; Godichaud et al.,
2006). Liu e Liu mostraram que o resveratrol inibe a proliferacdo das células
musculares lisas mediada pelas LDLox ao reduzir a producdo de espécies

reactivas de oxigénio (ROS, reactive oxigen species) e a activacdo da via
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ERK1/2 (Liu e Liu, 2004). No entanto, a informacdo acerca dos efeitos do
resveratrol noutras vias de sinalizacdo implicadas na proliferagdo das células

musculares lisas mediada pelas LDLox é ainda escassa.

Assim, neste trabalho tivemos como objectivos (1) investigar o papel da
mTOR na proliferacdo das células musculares lisas mediada pelas LDLox e (2)
investigar os putativos efeitos anti-proliferativos do resveratrol nesta via e

explorar os respectivos mecanismos moleculares.

Os resultados obtidos mostraram pela primeira vez que (1) a via de
sinalizacdo da mTOR esta envolvida nos efeitos mitogénicos das LDLox, e que
(2) o resveratrol inibe a proliferacdo das células musculares lisas estimulada
pelas LDLox através da inibicdo da via mTOR e independentemente da via
ERK1/2.

2 - Materiais e Métodos

2.1 - Materiais

Para a cultura de células, soro fetal bovino (FBS, fetal bovine serum),
tampdo fosfato salino de Dulbecco (DPBS, Dulbecco’s phosphate-buffered
saline) pH=7,4 e meio de cultura RPMI-1640 foram adquiridos a GIBCO-
Invitrogen (Barcelona, Espanha). A timidina foi adquirida a Amersham
(Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido). O resveratrol foi adquirido a
Extrasynthése (Genay, Franca). Ly294002, PD98059 e a rapamicina foram
obtidos da Calbiochem (Darmstadt, Alemanha). Anticorpos policlonais
primarios de coelho contra a mTOR fosforilada (Ser2448) e p70S6K
fosforilada (Thr389) foram adquiridos a Cell Signaling (Beverley, MA, EUA);
MAPK activa da Promega (Madison, WI, EUA); e ERK2 a Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). O anticorpo secundario contra
anticorpos de coelho foi adquirido a Abcam (Cambridge, Reino Unido). Todos
0s outros reagentes foram adquiridos a Sigma Chemicals (St Louis, MO) ou
Merck (Darmstadt, Alemanha) e foram de pureza adequada aos ensaios a

realizar.
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2.2 - Cultura de células e tratamento das células com as LDL

oxidadas e inibidores

As células musculares lisas femorais de coelho (ATCC, EUA) cresceram em
frascos de cultura T-75 em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino, penicilina 100 U/ml e estreptomicina 100 pg/ml a 37 °C numa
incubadora com atmosfera humidificada e com 5% de CO,. Para os ensaios,
as células foram semeadas a uma densidade celular de 3000 células por cm?
em caixas de 24 pogos (ensaios de proliferagdo) ou caixas de petri de 10 cm
(ensaios de immunoblot) e cresceram em meio contendo FBS durante 24 h. O
meio foi entdo removido, as células lavadas uma vez com DPBS e privadas de
soro durante 24 horas. Findo esse tempo, as células foram pré-incubadas com
as concentragdes indicadas de resveratrol, Ly294002 ou rapamicina durante
30 min e subsequentemente com LDLox por diferentes tempos, como indicado

em cada uma das experiéncias.
2.3 - Preparacao e oxidacao das LDL

As lipoproteinas de baixa densidade humanas foram isoladas a partir de
plasma fresco por ultracentrifugacdo em gradiente de densidade e
armazenadas a 4 °C em atmosfera de azoto, como descrito anteriormente
(Vieira et al., 1996). As LDL foram oxidadas através da irradiacdo com luz
UV-C, e a extensdo da oxidacdo avaliada pela formacdo de substancias
reactivas ao acido tiobarbitirico (TBARS, thiobarbituric acid reactive
substances), como descrito anteriormente (Steinbrecher et al., 1984). Nas
condicdes da experiéncia, obtiveram-se LDLox contendo 2,5 a 6 nmoles
TBARS/mg protein. A proteina das LDL foi quantificada pelo método de Lowry
(Lowry et al., 1951).

2.4 - Incorporacio de [?H] timidina

A sintese de DNA foi avaliada, através da incorporacdo de [*H] timidina,
24 h apéds o tratamento das células com LDLox. Doze horas antes do final de

cada experiéncia, as células foram marcadas com [*H] timidina (0,5 pCi/ml) e
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a incorporacdo de [?H] timidina foi realizada de acordo com Augé e
colaboradores (1998).

2.5 - Immunoblot

A fosforilacdo das ERK1/2, da mTOR e da p70S6K1 foi analisada ao longo
do tempo (30, 60, 120 e 180 min) depois do estimulo com LDLox na auséncia
ou na presenca de resveratrol, PD098059, Ly294002 ou rapamicina. Os
extractos celulares proteicos totais foram obtidos apods lise da suspensdo
celular num tampao de lise a 4 °C [HEPES 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA
2 mM, glicerol 10% (p/v), desoxicolato de sdédio 0,5% (p/v), Triton X-100
(v/v), PMSF 1 mM, mistura de inibidores de proteases 1/100 (v/v), NavO, 1
mM, B-glicerofosfato 10 mM, NaF 5 mM] durante 20 min, fazendo voértex de 5
em 5 min. Os lisados foram centrifugados a 16000xg durante 10 min a 4 °C.
O sobrenadante foi, entdo, recolhido e guardado a -80 ©°C, apds a
determinacdo da proteina pelo método de Bradford, recorrendo para o efeito a
um conjunto de reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad, Hércules, CA, USA).
Quantidades idénticas de proteina dos extractos celulares totais (25 - 30 pg)
foram separadas por electroforese em gel de poliacrilamida a 6% (mTOR) ou
a 10% (ERK1/2, p70S6k) em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE) e com
uma intensidade de corrente constante de 20 mA por gel (Laemmli, 1970).
Apoés separacdo, as proteinas foram transferidas para membranas de PVDF
(Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido) durante 2 horas a 200 mA ou
durante a noite a 30 V (mTOR). Para evitar ligagdes ndo especificas dos
anticorpos as membranas, estas foram imersas durante 1 h a temperatura
ambiente com leite magro em pé 5% (p/v) em tampao TBS-T [Tris-HCI
25 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, Tween-20 0,1% (v/v)]. As membranas foram
incubadas durante a noite a 4 °C com os anticorpos primarios contra ERK1/2
fosforilada (1:2500), mTOR fosforilada (1:1000) e p70S6K1 fosforilada
(1:1000). Depois de cinco lavagens com TBS-T, as membranas foram
incubadas com os anticorpos secundarios ligados a fosfatase alcalina durante
1 h a temperatura ambiente. Os anticorpos foram diluidos de acordo com as

instrucdes do fabricante. A deteccdo das proteinas foi feita apds reacgdo
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enzimatica utilizando um substrato fluorescente (ECF, enhanced
chemifluorescence) de acordo com as instrugdes do fabricante (Amersham,
Buckinghamshire, Reino Unido), tendo a visualizacdao sido efectuada no
sistema de imagem VersaDoc (BioRad, Hércules, CA, EUA). O controlo da
guantidade de proteina em cada pogo foi realizado com a coloragdo com
Ponceau S (mTOR fosforilada) ou com marcacdo contra ERK-2 (ERK1/2
fosforilada e p70S6K fosforilada).

2.6 - Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a média + SEM de pelo menos 3
experiéncias independentes realizadas em duplicado. As diferencas entre os
grupos foram analisadas por one-way analysis of variance seguida do teste de
Tukey ou de Dunnet. O valor de p inferior a 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

3 - Resultados

3.1 - As LDL oxidadas estimulam a proliferacido de células

musculares lisas

Sabe-se que concentracGes ndo toxicas de LDLox modulam a proliferacdo
das células musculares lisas (Augé et al., 1995). Neste estudo comecou-se
por investigar a proliferacdo das células musculares lisas estimulada pelas
LDLox (Fig. 1). Observou-se um aumento da incorporagdo da [°H] timidina de
cerca de 60% em células incubadas com LDLox 50 pg/mL (Fig. 1). Este
aumento foi bloqueado por concentracdes baixas de rapamicina (10 nM), um
inibidor da mTOR, e de Ly294002 (10 pM), um inibidor da PI3K (Fig. 1,
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Fig. 1 - Efeito dos inibidores da mTOR (Rap), da PI3K (Ly294002) e do resveratrol na
proliferacdao de SMC sem estimulacdo prévia (barras pretas) ou estimuladas por LDLox
(barras brancas). SMC mantidas na auséncia de soro foram pré-incubadas durante 30
min com resveratrol, Ly294002 ou rapamicina nas concentracdes indicadas e de
seguida estimuladas com LDLox (barras brancas) durante 24 h. A incorporacdo da [3H]
timidina foi medida como descrito nos Materiais e Métodos. As barras indicam o valor
médio + SEM de 4 experiéncias independentes realizadas em triplicado. *p<0,05 vs
controlo; $p<0,05 vs LDLox; $$p<0,01 vs LDLox.

barras brancas), que por si sé ndo tiveram quaisquer efeitos na proliferagao
de células ndo estimuladas (barras pretas). No seu conjunto, estas
observagOes sugerem, que a proliferacao induzida por LDLox utiliza as vias de
sinalizagdo da mTOR e da PI3K.

3.2 - As LDL oxidadas estimulam a via da mTOR

Com base no resultado anterior, investigou-se o envolvimento da mTOR na
proliferacdo induzida por LDLox, através da observacao da fosforilacdo da
mTOR na Ser2448, durante o periodo inicial do processo. Um aumento de
50% na fosforilacdo da mTOR foi medido 30 min apds o estimulo das células
musculares lisas com LDLox (Fig. 2A). Um segundo pico na fosforilacdo da
mMTOR, correspondendo a cerca de 40% de aumento, foi observado aos 120

min, sugerindo que as LDLox induzem a fosforilacdo de mTOR de um modo
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Fig. 2 - As LDLox induzem fosforilagdo da mTOR- efeito dos inibidores das PI3K
(Ly294002), mTOR (Rap) e ERK1/2 (PD98059). SMC mantidas na auséncia de FBS
foram pré-incubadas durante 30 min com rapamicina, Ly294002 ou PD98059 nas
concentragdes indicadas e subsequentemente estimuladas com LDLox 50 pg/ml
durante 30 a 180 min. Os extractos proteicos foram analisados com anticorpo
especifico para mTOR fosforilado na Ser2448. (A) Analise quantitativa por
densitometria da fosforilagdo da mTOR apds estimulo das SMC com LDLox. Blots
representativos e respectiva andlise quantitativa, por densitometria, na presenca de
Ly294002 (B), rapamicina (C) ou PD98059 (D) de quatro experiéncias independentes
(barras brancas - LDLox; barras cinzentas - LDLox + inibidores). A barra controlo
representa as células ndo estimuladas. Efectuou-se o controlo da quantidade de
proteina com coloragdo com ponceau S. Os pontos indicam o valor médio + SEM de
pelo menos 4 experiéncias independentes. *p<0,05 vs controlo.
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oscilatorio (Fig. 2A). O inibidor da PI3K, Ly294002 bloqueou drasticamente a
fosforilagdo da mTOR para todos os tempos analisados (Fig. 2B). O Ly294002
inibe indirectamente a Akt/PKB, uma das cinases responsavel pela fosforilagao
de mTOR, através da ligacao reversivel ao local catalitico da PI3K (Navé et al.,
1999; Sekulic et al.,, 2000). A rapamicina (Fig. 2C) também inibiu
significativamente a fosforilagdo da mTOR. A rapamicina forma um complexo
com a FKBP12, que inibe directamente a actividade da mTOR e,
consequentemente, a sinalizacdo a jusante, incluindo p70S6K1, a segunda
cinase identificada como sendo responsavel pela fosforilacdo da mTOR
(Chiang e Abraham, 2005; Holz e Blenis, 2005).

O papel da fosforilagdo da Ser2448 da mTOR é ambiguo, podendo activar
ou inactivar mTOR, dependendo do ambiente celular (Wullschleger et al.,
2006). Para confirmar que a fosforilagdo da Ser2448 da mTOR induzida pelas
LDLox activou de facto esta cinase, mediu-se a fosforilacdo de um dos alvos a
jusante de mTOR, p70S6K1, o qual é responsavel pela tradugdo e sintese
proteicas. As LDLox induziram um aumento rapido e sustentado de 100% na
fosforilagcdo da Thr389 de p70S6K1 (Fig. 3A). Esta fosforilacdo é dependente
da mTOR e portanto, uma vez que tanto o Ly294002 como a rapamicina
inibiram a sua fosforilagdo (Fig. 2), poder-se-ia esperar que estes inibidores
também inibissem a fosforilacdo de p70S6K1, o que foi de facto observado
(Fig. 3B e C) (Burnett et al., 1998; Shaw e Cantley, 2006). A fosforilagdo da
p70S6K1 parece ser mais sustentada do que a da mTOR (comparar Fig. 3A
com Fig. 2A), o que pode indicar que outros mecanismos para além da
fosforilacdo da mTOR podem ser responsaveis pela activacdo da mTOR. Em
particular, as LDLox poderdo inactivar TSC, o efector negativo de Rheb que
modula positivamente mTOR (Inoki et al., 2003; Tee et al., 2003; Li et al.,
2004).

A analise conjunta destes resultados sugere, que a proliferacdo de SMC

dependente de LDLox é mediada por mTOR.
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Fig. 3 — As LDLox induzem fosforilagdo de p70S6K- efeito dos inibidores da PI3K
(Ly294002), da mTOR (Rap) e da ERK1/2 (PD98059). SMC mantidas na auséncia de
soro foram pré-incubadas durante 30 min com rapamicina, Ly294002 ou PD98059 nas
concentracdes indicadas e subsequentemente estimuladas com LDLox 50 pg/ml
durante 30 a 180 min. Os extractos proteicos totais foram analisados por immunoblot
com anticorpo especifico para p70S6K fosforilada na Thr389. (A) Andlise quantitativa
por densitometria, da fosforilagcdo da p70S6K apds estimulo das SMC com LDLox. Blots
representativos e respectiva anadlise quantitativa por densitometria, na presencga de
Ly294002 (B), rapamicina (C) ou PD98059 (D) de quatro experiéncias independentes
(barras brancas - LDLox; barras cinzentas - LDLox + inibidores). A barra controlo
representa as células ndo estimuladas. Todos os valores de densitometria foram
normalizados relativamente a respectiva ERK2. Os pontos indicam o valor médio + SEM
de pelo menos 4 experiéncias independentes. *p<0,05 vs controlo.
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Fig. 4 - Efeito dos inibidores da PI3K (Ly294002), da mTOR (Rap) e da ERK1/2
(PD98059) na fosforilagdo da ERK1/2 induzida por LDLox. SMC mantidas na auséncia
de soro foram pré-incubadas durante 30 min com rapamicina, Ly294002 ou PD98059
nas concentragdes indicadas e subsequentemente estimuladas com LDLox 50 ug/ml
durante 30 a 180 min. Os extractos proteicos totais foram analisados por immunoblot
com anticorpo especifico para a fosforilagdo da ERK1/2. (A) Andlise quantitativa, por
densitometria, da fosforilagdo da ERK1/2 apds estimulo das SMC com LDLox. Blots
representativos e respectiva analise quantitativa por densitometria na presenca de
Ly294002 (B), rapamicina (C) ou PD98059 (D) nas concentragdes indicadas, de quatro
experiéncias independentes (barras brancas - LDLox; barras cinzentas - LDLox +
inibidores). A barra controlo representa as células ndo estimuladas. Todos os valores
de densitometria foram normalizados relativamente a respectiva ERK2. Os pontos
indicam o valor médio + SEM de pelo menos 4 experiéncias independentes. *p<0,05 vs
controlo.
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3.3 - Sinalizacao entre as vias ERK1/2 e mTOR

A activacdo das ERK1/2 promove o crescimento celular e a proliferacao
através da fosforilacdao de varios substratos, tais como factores de transcrigdo,
proteinas ribossomais, e ainda a tuberina que ao ser fosforilada permite a
activacdo de mTOR (Kolch, 2005; Shaw e Cantley, 2006). E, igualmente
conhecido, que os efeitos mitogénicos das LDLox sao mediados através da
activacdo e translocagdao nuclear das ERK1/2, resultante da activacdao da via
esfingomielina-ceramida (Augé et al., 1998). Assim, foi nossa intencdo
verificar se a activacdo da via ERK1/2 pelas LDLox é responsavel pela
activacao da mTOR. Com efeito, as LDLox causaram um aumento temporario,
mas muito significativo, da fosforilagdo das ERK1/2 aos 30 min seguido de
uma diminuicdo para niveis idénticos ao observado nas células controlo, i.e,
células ndo estimuladas (Fig. 4A). Este aumento transitério contrasta com os
aumentos mais sustentados que se observaram nos niveis de fosforilagdo da
mTOR e, mais particularmente, da p70S6K1, que continuam aumentados aos
120 e aos 180 min, respectivamente. Apesar desta diferenca ndao se pode
excluir, que a fosforilagao de ERK1/2 tenha um efeito activador a jusante da
via de mTOR. Para obtermos uma informagdao mais precisa, investigou-se o
efeito de PD98059, um inibidor bem caracterizado da via MEK1/2, que inibe a
fosforilacdo das ERK1/2. O PD98059 ndo sé inibiu completamente a
fosforilacdo de ERK1/2 dependente das LDLox (Fig. 4D), como também inibiu
a fosforilacao da Ser2448 de mTOR (Fig.2D) e da Thr389 de p70S6K1 (Fig.
3D). Em contraste, os inibidores das PI3K e mTOR, Ly294002 e rapamicina,
ndo afectaram a fosforilagdo das ERK1/2 (Fig. 4B,C).

Em conclusdo, a via mTOR ndo modula a via ERK1/2, mas esta ultima pode
sinalizar a activacdo de mTOR para periodos curtos de incubagdo com as
LDLox.
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3.4 - O papel do resveratrol na proliferacdao de células musculares
lisas dependente de LDL oxidadas

O segundo objectivo deste trabalho foi investigar o papel do resveratrol na
proliferagdo induzida pelas LDLox. Uma dose baixa de resveratrol (25 uM)
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Fig. 5 — Efeito do resveratrol na via da mTOR e ERK1/2 estimulada por LDLox. SMC
mantidas na auséncia de soro foram pré-incubadas durante 30 min com resveratrol nas
concentracdes indicadas e subsequentemente estimuladas com LDLox 50 pg/ml
durante 30 a 180 min. Os extractos proteicos totais foram analisados por immunoblot
com anticorpos especificos para a fosforilagdo de (A) mTOR, (B) p70S6K e (C) ERK1/2.
Sdo apresentados blots representativos e respectiva analise quantitativa por
densitometria de quatro experiéncias independentes (barras brancas - LDLox; barras
cinzentas - LDLox + inibidores). A barra controlo representa as células ndo
estimuladas. O controlo da quantidade de proteina foi realizado com coloragdo com
ponceau S ou com a marcagao para ERK2.



Resveratrol e mTOR - 157

inibiu esta proliferacdo (Fig. 1). A auséncia de efeitos do resveratrol na
proliferacdo de células ndo estimuladas com LDLox sugere que o resveratrol
podera ter um papel na modulacdo de vias de proliferacdo, sem afectar a
viabilidade celular e vias de morte celular. Para testar esta hipdtese,
investigou-se o efeito do resveratrol na via de mTOR. O resveratrol inibiu
completamente a fosforilagdo da mTOR na Ser2448 (Fig. 5A) e da p70S6K1
na Thr389 (Fig. 5B) estimulada pelas LDLox, inclusive para valores inferiores
aos valores basais observados em células ndo estimuladas com LDLox.
Curiosamente, o resveratrol nao inibiu a fosforilacao das ERK1/2 induzida
pelas LDLox, indicando que o seu mecanismo de inibicao da proliferacdao das

células musculares lisas é independente da sinalizacdo via ERK1/2 (Fig. 5C).

Em conclusdo, o resveratrol bloqueia a proliferacdo das células musculares
lisas induzida pelas LDLox através da inibicdo da via mTOR, mas por um

mecanismo independente da sinalizagdo via ERK1/2.

4 - Discussao

A oxidagao das LDL tem sido implicada na aterosclerose uma vez que, in
vitro, as LDLox induzem processos celulares, como a inflamacgdo, a migragao e
a proliferacdo, que ocorrem in vivo (Berliner e Heinecke, 1996). As LDLox
podem desencadear dois tipos de resposta em células musculares lisas, de
acordo com a concentracdo usada. Assim, podem ser citotdxicas em
concentracdes altas ou mitogénicas em concentracdes baixas. A resposta
mitogénica das células musculares lisas as LDLox esta parcialmente associada
com a activacdo das ERK1/2 através de duas vias distintas de sinalizagao: (1)
a via da esfingomielina/ceramida/1-fosfato de esfingosina e (2) a via
lactosilceramide sintetase/lactosilceramide, que activa a NADPH oxidase que
produz O,"” que por sua vez activa a p21™ e a via das MAPK (Chatterjee et al.,
1996; Augé et al., 1998). Paralelamente a via esfingomielina/ceramida/1-
fosfato de esfingosina, as LDLox activam também a via EGFR/PI3K/Akt (Augé
et al., 2002). No entanto, ndo existe sinalizagdo entre estas duas vias, nao
estando a via da EGFR/PI3K/Akt(PKB) envolvida na activacdo das ERK1/2. A
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parte da via de sinalizacdo responsavel pela proliferacdo das células
musculares lisas a jusante de Akt/PKB ndo é ainda conhecida, sendo os
efeitos mitogénicos das LDLox exercidos através de um mecanismo nao

totalmente esclarecido.

Neste estudo, mostrou-se pela primeira vez que mTOR é uma mediadora
importante da proliferacdo das células musculares lisas induzida por LDLox.
De facto, esta proliferacao é significativamente reduzida por inibicdo da mTOR
com um inibidor especifico, a rapamicina. Adicionalmente, a medida dos niveis
de fosforilacao da mTOR e do seu alvo a jusante p70S6K1, constituem as
primeiras evidéncias de uma activacdo da sinalizagdo, via mTOR e de um
processo de traducdo associado a p70S6K1 na proliferacdo das células
musculares lisas estimulada pelas LDLox. A activagdo da mTOR pode ocorrer
através de duas vias de sinalizagdo convergentes, a via Ras/ERK1/2 e a via
PI3K/Akt(PKB) (Shaw e Cantley, 2006; Wullschlerger et al., 2006). Estudos
com inibidores da PI3K e das MEK1/2, respectivamente, Ly294002 e PD98059,
sugerem que, ambas as vias podem contribuir para a activacdo da mTOR
mediada pelas LDLox. O facto de termos observado uma activagdo mais
sustentada da fosforilagdo da mTOR e da p70S6K1, quando comparadas com
a activacdo transitéria da fosforilagdo das ERK1/2, sugere que ERK1/2 esta
implicada na activacdo de mTOR apenas nos periodos iniciais da estimulagdo
com as LDLox. No entanto, também é possivel que a activacdo inicial das
ERK1/2 seja suficiente para a activacao sustentada da mTOR e da p70S6K1.
De facto, ERK1/2 podera fosforilar TSC, inactivando-o, com a subsequente
activacdo de Rheb, mTOR e p70S6K1, tendo ja sido descrito que Akt/PKB nao
€ a Unica cinase responsavel pela fosforilagdo da mTOR, mas também o seu
alvo a jusante, p70S6K1 (Ma et al., 2005; Chiang e Abraham, 2005; Holz e
Blenis, 2005). Assim, uma retroacgdo positiva podera ser responsavel pela
activacdo/fosforilacao sustentada da mTOR e da p70S6K1 via ERK1/2. Um
papel para a PI3K a montante da mTOR é apoiado pela inibicdo da fosforilagao
da mTOR e da p70S6K1 por Ly294002 observada neste trabalho. A PI3K tem
sido associada a sinalizacao celular, via mTOR através da Akt/PKB, que activa

mTOR por dois mecanismos distintos. O primeiro envolve a fosforilagdo
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directa da mTOR por Akt/PKB; o segundo envolve a inactivacdo de TSC
através da fosforilagdo desta em locais distintos dos fosforilados por ERK1/2
(Nave et al., 1999; Sekulic et al., 2000; Dan et al., 2002; Manning e Cantley,
2003). De um modo semelhante ao discutido anteriormente para ERK1/2, é
possivel que a fosforilacio da mTOR agora observada ndo seja apenas
causada pela fosforilacdo directa por Akt/PKB, mas antes pela activacdo da

via da TSC/Rheb com uma retroacgao positiva, via p70S6K1.

Apesar dos efeitos cardioprotectores do resveratrol estarem associados a
varios efeitos bioldgicos, tais como as accOes antioxidante, anti-plaquetar e
anti-proliferativa, os mecanismos moleculares e celulares envolvidos sdo,
ainda, pouco conhecidos (Brito et al., 2002; Delmas et al., 2005; Brito et al.,
2006). Neste estudo, mostrou-se pela primeira vez que o resveratrol bloqueia
a proliferacdo das células musculares lisas, induzida pelas LDLox, através da
modulagdo da sinalizacdo de mTOR, e ndo através de ERK1/2. De facto, os
resultados mostraram claramente que o resveratrol, ao contrario da forte
inibicdo da fosforilagdo de mTOR apresentada, ndo teve quaisquer efeitos na
fosforilacdo de ERK1/2 mediada pelas oxLDL. Estes dados nao estdo de
acordo com as observagdes de Liu e Liu (2004). As diferencas entre os
estudos devem-se, provavelmente, ndo sé as diferentes concentragdes de
resveratrol usadas, mas também aos diferentes tempos de pré-incubagao e
concentracdo de LDLox usadas para estimular as células musculares lisas.
Além disso, sabe-se que a capacidade do resveratrol para inibir ou ndo a
fosforilacdo de ERK1/2 depende do tipo de célula e do estimulo usado (Haider
et al.,, 2003; Godichaud et al., 2006). Conforme ja discutido, as LDLox
induzem a via ERK1/2 também através da formacdo de espécies reactivas de
oxigénio. A este respeito, a actividade antioxidante do resveratrol é bem
conhecida. Por um lado, o resveratrol tem actividade antioxidante directa
através da quelatacdo de metais de transicdo, como por exemplo o cobre,
mas também através da captacao de radicais (Frankel et al., 1993). Por outro
lado, o resveratrol tem efeitos antioxidantes indirectos ao diminuir os niveis
intracelulares de ROS, quer pela inibicdo de sistemas enzimaticos produtores

dessas espécies como a NAD(P)H oxidase, quer pela indugdo intracelular de
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antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, como o glutatido e as enzimas a
ele associadas (Liu et al., 2003; Cao e Li, 2004; Brito et al., 2006). No
entanto, as actividades antioxidantes do resveratrol ndo parecem explicar os
seus efeitos anti-proliferativos, dado que o resveratrol nao inibiu a via ERK1/2,

uma via sensivel ao estado redox da célula.

Os resultados obtidos neste trabalho apoiam um papel do resveratrol como
inibidor da sinalizagdo da mTOR pelas LDLox. Como referido anteriormente,
PI3K e Akt/PKB convergem para mTOR activando-a. No entanto, a auséncia
de efeitos inibitérios do resveratrol na fosforilagdo das ERK1/2 induzida pelas
LDLox, ndo soé indica que o resveratrol interfere com a sinalizacdo da mTOR
por interromper a sinalizacdo PI3K/Akt, como também sugere fortemente que
a sinalizacdo da mTOR mediada pelas LDLox é preferencialmente activada por
PI3K/Akt do que por ERK1/2. Por outro lado, sabe-se que a activacdo da PI3K
pelas LDLox ocorre através da activacdo do EGFR (Augé et al., 2002).
Contudo, parece improvavel que o resveratrol iniba esta activacdo pois ndo
tem quaisquer efeitos na transactivacdo do EGFR e na fosforilagdo do EGF
(Haider et al., 2002; Haider et al., 2005; Godichaud et al., 2006). Por outro
lado, o resveratrol podera inibir a fosforilacgdo de Akt/PKB estimulada por
LDLox, uma vez que inibe a fosforilagdo de Akt/PKB estimulada por EGF e
angiotensina II (Haider et al., 2002; Haider et al., 2005; Godichaud et al.,
2006). O resveratrol podera também inibir a actividade da PI3K, pois num
estudo recente, o resveratrol em concentracdes semelhantes as usadas neste
trabalho, inibiu competitivamente, tanto in vitro como in vivo, a PI3K através
da ligagdo reversivel ao local de ligacdo do ATP (Frojdo et al., 2007). Para
além disso, o resveratrol modula ainda a actividade da PI3K associada ao
receptor-o. do estrogénio (Pozo-Guisado et al., 2003). Finalmente, o
resveratrol poderd ter um efeito inibitdrio directo sobre mTOR, de um modo
semelhante ao observado para a rapamicina. Assim, existem varias
possibilidades para explicar o modo como o resveratrol inibe mTOR, sendo

necessario mais estudos para definir o mecanismo molecular de actuagdo.
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Em conclusdo, os nossos resultados identificaram a via de mTOR como (1)
uma via adicional pela qual as LDLox exercem os efeitos mitogénicos e como
(2) o alvo principal do resveratrol que pode eplicar os efeitos
anti-proliferativos do resveratrol observados na presenca de LDLox. Assim,
este estudo reforca os efeitos benéficos do resveratrol no sistema

cardiovascular.
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Nos Ultimos anos, o resveratrol revelou uma miriade de actividades
biolégicas potencialmente benéficas no tratamento das doencas
cardiovasculares (DCV). O trabalho apresentado nesta tese reforca o papel do
resveratrol, na prevencdao do aparecimento das lesdes aterosclerdticas, ao
proteger os dois tipos de células vasculares em estudo, células endoteliais e
musculares lisas, de diferentes efeitos pro-aterogénicos precoces mediados

por stress oxidativo (Fig. 1).

Fig. 1 - Representagdo esquematica dos efeitos anti-ateroscleréticos do resveratrol.
Para detalhes ver o texto principal.

O peroxinitrito € um oxidante potente, susceptivel de se formar na regido
das artérias onde ocorrem as lesOes aterosclerdticas, capaz de desencadear
disfungdo endotelial ao lesionar as células endoteliais. O resveratrol protege
as células endoteliais da apoptose induzida pelo peroxinitrito por aumentar os
niveis intracelulares de glutatido (GSH) e da proteina Bcl-2. O GSH é o
principal composto ndo proteico envolvido na defesa antioxidante da célula e

a sua elevada concentragao intracelular torna-o no composto com maior
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potencial para a desintoxicacdo celular do peroxinitrito, quer captando-o
directamente quer coadjuvando a actividade da glutatido peroxidase
(reaccOes 1 e 2) (Sies e Arteel, 2000).

ONOO™ + GSH — NO, + GSOH [1]
ONOO™ + GPx,q + H" - GPx, + ONO~ [2]

A capacidade do resveratrol, numa concentragao de 50 uM, exercer uma
actividade antioxidante indirecta ao aumentar os niveis intracelulares do GSH,
parece ser primordial para os seus efeitos citoprotectores contra os danos
celulares iniciados pelo peroxinitrito. Esta actividade antioxidante podera ser,
igualmente, importante, contra outros efeitos deletérios do peroxinitrito, em
células endoteliais, como a iniciacdo de uma resposta inflamatoria,
normalmente desencadeada com concentragdes substancialmente mais baixas
do que as usadas neste estudo (Matata e Galinanes, 2002). Ao modular os
niveis de GSH, o resveratrol altera o estado redox da célula, o que devera por
si s6, afectar varios factores de transcricdo cuja actividade é sensivel ao
estado redox da célula, tais como p53, Ap-1 e NF-kB (Sun e Oberley, 1996).
Estes factores de transcricao controlam a expressao de genes envolvidos em
varios processos, tais como a apoptose e a inflamacdo, podendo o aumento
do GSH induzido pelo resveratrol 50 uM, constituir um mecanismo indirecto

pelo qual ele controla estes processos.

Porém, concentragdes mais baixas de resveratrol (10 puM) ndo exercem os
seus efeitos citoprotectores através da modulacdo do GSH intracelular, mas
antes através da modulacdo da proteina anti-apoptotica Bcl-2. Ambas as
concentracdes testadas (10 e 50 pM) aumentaram os niveis intracelulares
desta proteina, por um mecanismo desconhecido, permanecendo por
identificar o ou os alvos moleculares a montante. Pode especular-se que o
resveratrol afecta determinados factores de transcricdo como o CREB, que
tem sido implicado na expressdao da Bcl-2 em determinados tipos de células,

inclusive em células endoteliais (Wilson et al., 1996; Endo et al., 2007).
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O mecanismo conhecido para a actividade anti-apoptética da Bcl-2 é a
formagdo de heterodimeros com membros pro-apoptéticos da familia de
proteinas Bcl-2, como a Bax, inibindo consequentemente a libertacdo de
factores apoptogénicos dos mitocondrios (Sharpe et al., 2004). Porém, nos
ultimos anos tem sido proposto, que a actividade anti-apoptética da Bcl-2
estd igualmente associada a uma actividade antioxidante. De facto, varios
estudos demonstram que um aumento de Bcl-2 aumenta os niveis
intracelulares de varios sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos,
com especial destaque para o GSH (Hochman et al., 1998; Lee et al., 2001).
Além disso, a Bcl-2 parece ser responsavel por uma relocalizagdo do GSH, do
citosol para o nucleo, tendo sido sugerido que o GSH nuclear, via mecanismo
dependente da Bcl-2, actua como um regulador de transcricao por alterar o
ambiente redox (Voehringer et al., 1998). Neste estudo, os niveis
intracelulares de GSH e de Bcl-2 ndo estdao directamente correlacionados um
com outro, dado que o aumento de Bcl-2 observado na presenca de
resveratrol 10 uM ndo é acompanhado por um aumento de GSH. Assim, é
pouco provavel que, nestas condicbes experimentais, a actividade
anti-apoptética da Bcl-2 seja uma consequéncia indirecta de um aumento do
GSH intracelular. Contudo, este trabalho ndao fornece informacdo acerca da
localizacao intracelular do GSH, ndo se podendo excluir que este se acumule
no ndcleo em resposta a um aumento da Bcl-2 intracelular, influenciando a
actividade de ligacdo de alguns factores de transcricdo e, consequentemente,

a transcricdo de genes pro- ou anti-apoptéticos.

Além dos efeitos anti-apoptoéticos, o resveratrol reduz a proliferacao das
células musculares lisas estimulada por LDL oxidadas, por interferir com a via
de crescimento mTOR e ndo com a via ERK1/2. Ao contrdrio dos efeitos
anti-apoptoéticos, os efeitos anti-proliferativos do resveratrol ndo parecem
estar associados a uma actividade antioxidante, seja ela directa ao interagir
com lipidos oxidados das LDL, que podem ser os responsaveis pelos efeitos

mitogénicos destas, seja ela indirecta ao alterar o equilibrio redox da célula.
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A actividade anti-proliferativa do resveratrol podera parecer paradoxal
relativamente a sua actividade anti-apoptética. Estes efeitos, no entanto, sdo
observados em células diferentes e o resveratrol j@ demonstrou exibir
comportamentos diferentes de acordo com o tipo de células e o tipo de
estimulo conforme referido em varias publicacbes. De realgar, que esta
capacidade do resveratrol em, por um lado, prevenir a morte celular de
células endoteliais e por outro lado prevenir a proliferacdo de células
musculares lisas, tornam-no num agente anti-aterosclerdtico importante, por
ser capaz de prevenir a progressao das lesdes em diferentes fases. Assim, ao
prevenir a morte das células endoteliais, o resveratrol preserva a integridade
e as fungdes do endotélio prevenindo a disfuncdo endotelial subjacente a
iniciacdo da doenca. Ao prevenir a proliferacdao das células musculares lisas, o
resveratrol actua numa fase mais tardia da evolucao da doenca limitando a
extensao das lesdes fibrosas. Adicionalmente, os efeitos na apoptose devem
ser diferenciados de acordo ndo sé com o tipo de células, mas também com a
fase de progressao da doenca. De facto, enquanto que na fase inicial da
doenca se pretende farmacologicamente preservar a integridade das células
endoteliais, numa fase mais tardia a intervengao farmacoldgica pretendida é a
inibicdo da proliferacdo das células musculares lisas, que podera

eventualmente ser conseguida por inducdao da morte destas células.

As concentracdes de resveratrol utilizadas neste estudo ndo vao além dos
50 uM, uma gama de concentracdes semelhante a de outros estudos in vitro
no campo da investigacdo das doencas cardiovasculares. No entanto,
permanece por esclarecer se estas concentragdes sao atingidas in vivo a partir
do consumo moderado do vinho tinto e subsequentemente, a sua relevancia
fisiolégica. Apesar dos avangos nos Uultimos anos no que concerne ao
conhecimento da biodisponibilidade do resveratrol, muito permanece por
esclarecer. Sabe-se que ele é rapidamente absorvido, sofre metabolizacdo
extensa a sulfatos e glucuronatos, acumula-se em determinados tecidos e que
é excretado, essencialmente, através dos rins (Wenzel e Somoza, 2005). A
presenca maioritaria dos metabolitos e ndo do resveratrol no sangue, tem

sugerido, que estes deveriam ser os compostos em estudo. Porém, é possivel
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gue a semelhanca do que acontece no intestino durante a circulagdo entero-
hepatica, os metabolitos do resveratrol noutros tecidos e locais do organismo
sejam hidrolisados libertando o resveratrol que poderia, entdo, actuar desta
forma in vivo. Além disso, deve ser relembrado que nos estudos de
biodisponibilidade o resveratrol é muitas vezes administrado sob a forma de
uma solucdo aquosa ou alcodlica, existindo poucos estudos de
biodisponibilidade do resveratrol a partir do vinho tinto (Bertelli et al., 1996).
Este é uma mistura complexa de varios compostos e ja tem sido demonstrado
que a metabolizacdao do resveratrol pode ser inibida pela administragao
conjunta de compostos fendlicos, nomeadamente a quercetina (de Santi et al.,
2000). Portanto, é urgente fazer estudos de biodisponibilidade do resveratrol,
a partir do vinho tinto, mais aprofundados, uma vez que esta pode ser bem
diferente da que tem sido observada nos estudos realizados até agora.
Também é importante, que estes estudos sejam realizados com um maior
numero de individuos do que os estudos feitos em humanos que falham pelo
numero reduzido de individuos (1 a 6) e por periodos de tempo mais longos,
para mimetizar de uma forma mais fidedigna o que provavelmente acontece
num consumidor moderado de vinho tinto. Por Ultimo parece-nos inportante
realcar, que a importancia do resveratrol no contexto da prevencao das
doencas cardiovasculares ndo € apenas sugerida pelos efeitos
cardioprotectores do vinho tinto, mas também por séculos de utilizagdo do
Kojo-kon na medicina tradicional japonesa e chinesa para tratar toda uma

série de estados patoldgicos initimamente ligadas as doencas cardiovasculares.
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