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NOTA DE ABERTURA / EDITORIAL A Fisica na Avaliagdao da Fun¢ao Vascular Sanguinea

PHYSICS IN BLOOD VESSELS EVALUATION

A FISICA NA AVALIACAO DA FUNCAO VASCULAR SANGUINEA

As propriedades hemorreologicas sao indissociaveis da composic¢ao, tipo e funcao do segmento da rede
vascular, sustentaculo da circulagdo sanguinea. A “saude” vascular ¢, a par do normal funcionamento do
coracgdo, imprescindivel para a viabilidade hemodinamica do sistema circulatorio, para a manutengdo da
fluidez sanguinea, da homeostasia vascular nomeadamente no balango entre os sistemas pré e anti-infla-
matorios, € os que constituem a hemostase. O endotélio saudavel produz uma variedade de moléculas que
regulam o tonus vascular, a adesdo aos elementos figurados do sangue e as participantes na formagao e
na destrui¢do do rolhdo de plaquetas. A disfun¢do vascular ¢ um marcador precoce do desenvolvimento
da placa de ateroma que pode originar eventos cardiovasculares. O avanco dos testes clinicos tem ocor-
rido a para da evolu¢do do conhecimento molecular subjacente a fun¢do do endotélio vascular. O grau de
disfun¢ao vascular nas varias vertentes fisiopatoplogicas pode ser avaliado por técnicas invasivas ou nao
invasivas.

A reactividade vascular na macrocirculagdo (artérias de condugao) e na microcirculagao (artérias de resis-
téncia e arteriolas) tem sido objecto de grande ateng@o por parte dos fisicos e criadores de tecnologia meca-
nica e optica. Exemplificamos neste editorial, de modo ndo exaustivo, algumas técnicas aplicadas nos equi-
pamentos utilizados na pratica clinica

Os determinantes da macrocirculagao sao a pressao de pulso, o espessamento das grandes artérias e a onda
de pulso.

A angiografia corondria quantitativa (QCA) ¢ uma técnica invasiva baseada na medi¢do do didmetro vas-
cular apds injecgdo de acetilcolina (induz a sintese do vasodilatador monéxido de azoto quando o endotélio
estd intacto). Nos individuos saudaveis com endotelial normal ocorre vasodilatagao e hiperemia. No entanto
existe o risco de ocorréncia de isquemia corondria. Os erros inferidos a este método invasivo estdo bem iden-
tificados e relatados. No entanto a QCA permite conhecer o grau de progressao e ou regressao da placa de
ateroma nas artérias corondrias. A ultra-sonografia intravascular (IVUS) € outra técnica invasiva que avalia
também o limen vascular de pequenos e grandes vasos coronarios. A comparagao dos resultados das lesdes
minimas nos didmetros dos lumens (MLD) das artérias corondrias obtidos por QCA e IVUS concluiu que a
utilizacdo da QCA subestima as MDL nos vasos de pequeno calibre e sobrevaloriza-as nos vasos de maior
diametro.

A técnica da “dilatagdo mediada pelo fluxo” (“flow mediated dilatation”, FMD) que utiliza ultra-sons
quando aplicada na artéria braquial permite testar a dilatagdo dependente do endotélio. A FMD ¢ o teste apli-
cado nas artérias periféricas de condugao e ¢ baseado na libertagdo de mondxido de azoto /NO) pela célula
endotelial. Quantifica a resposta vasomotora durante a hiperemia reactiva sem fornecer indicagdo do tonus
arterial em repouso. Os estudos efectuados permitem evidenciar a relagdo entre os valores obtidos com a FMD
e o risco cardiovascular total e o grau de aterosclerose.

Posteriormente o desenvolvimento da tomografia computadorizada de emissdo de fotdo permite obter a
imagem nuclear da perfusdo do miocardio em doentes seleccionados para a angiografia invasiva electiva. Os
resultados da aplicacdo deste método demonstraram melhor qualidade do diagndstico em relagdo ao obtido
na angiografia corondria invasiva e fornecem elementos preditivos da doenga obstrutiva arterial coronaria e
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ou impeditivos da utilizagdo do cateterismo como meio de diagnostico. A FMD tornou-se muito popular nos
estudos clinicos por ser preditiva de eventos cardiovasculares nos casos assintomaticos.

Outra técnica foi elaborada na perspectiva de complementar o valor clinico dos resultados obtidos com a
FMD que nao fornece informacdo da resposta vascular aos niveis de repouso da tensdo de cisalhamento.
Assim para avaliar a resposta vascular em artérias de condugdo em repouso desenvolveu-se a técnica baseada
na constricdo em reposta ao decréscimo de fluxo e de tensdo de cisalhamento, (“low-flow-mediated constric-
tion”’; LMF) que utiliza ultra-sons e ressonancia magnética.

Os determinantes da vasculatura na microcirculagdo sdo a resisténcia vascular e a pressao arterial média.
A tonometria arterial periférica (pheripheral arterial tonometry; PAT) avalia a amplitude da onda de pulso ou
seja a resposta a hiperémia proveniente do fluxo lento nas artérias de pequeno calibre. Esta técnica que con-
siste num plestimografo aplicado no dedo permite o calculo da fungdo endotelial na microcirculagao e nas
artérias de resisténcia. Ha evidéncia da associacdo entre a diminui¢do da amplitude da onda de pulso (como
resposta a hiperémia) com a disfun¢do endotelial da artéria corondria. Também a PAT tem permitido identi-
ficar doentes cardiacos com predisposicao para eventos adversos.

Podera acontecer que a cirurgia cardiaca decorra com satisfatoria hemodinamica sistémica mas ter a microcir-
culagdo comprometida; se nao for intervencionada pode originar danos irreparaveis. A espectroscopia do infra-
vermelho proximo (near- infrared spectroscopy; NIRS) ¢ um método ndo invasivo que fornece a estimativa da
oxigenagao tecidual porque contrariamente a luz visivel a do infravermelho préximo penetra mais que lcm na
pele sendo fortemente absorvida e desviada pela dgua. Permite determinar a saturacdo da hemoglobina em oxi-
génio (StO2= hemoglobina oxigenada/ hemoglobina total) na microvasculatura (arteriolas, capilares e vénulas).
Estudos efectuados com oclusiao acima do cotovelo e avaliagao da microcirculagao da palma da mao facultam a
quantificacao dos parametros da microcirculacdo (pressao arterial média, distribuicao e consumo do oxigénio ao
e pelos tecidos antes e apos a oclusdo). Verificou-se que ha associagdo com o aumento da perfusao tecidual e
recuperacao da microcirculagao. Noutros estudos o consumo de oxigénio tecidual e a velocidade de reperfusao
apresentam valores reduzidos quando aumenta a concentracao de lactato circulante. Isto pode ocorrer na sindro-
me da resposta inflamatdria sistémica. Habitualmente utiliza-se a imagem da microcirculagdo sub-lingual obtida
por polarizacao espectral ortogonal (OPS) que se associa com os niveis elevados de lactato e implica diminuta
oxigenagao tecidual. Apesar de validada com a capilaroscopia convencional houve necessidade de melhorar as
imagens obtidas por OPS e para tal aplicou-se o “sidestream darfield imaging” Este equipamento ndo invasivo
estd ao lado da cama do doente e fornece um conjunto de imagens que ap6s andlise computacional fornece a
morfologia e a quantificagdo computadorizada dos pardmetros da microcirculagdo nomeadamente o indice de
fluxo microvascular, a densidade de vasos perfundidos e o indice de heterogeneidade vascular.

A fluxometria por lazer doppler pertence ao grupo dos métodos nao invasivos para estudo da microcircu-
lagdo a nivel da pele. A substituicao da analise de Fourier pela andlise de tempo-frequéncia (Wavelet) permi-
tiu recuperar esta técnica e tirar informagao sobre os mecanismos de controlo vascular em doentes submetidos
a stress térmico. A amplitude do sinal obtido varia com os ciclos respiratério e circulatorio € com os interva-
los fixos de frequéncia relacionados com os mecanismos de controlo metabdlico, neurogénico e miogénico.

Carlota Saldanha
Presidente da SPHM
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ANGIOTENSIN CONVERTING ENZYME 2 AS ANEW RENIN-ANGIOTENSIN
SYSTEM THERAPEUTIC TARGET FOR HYPERTENSION CONTROL

ENZIMA CONVERSORA DA ANGIOTENSINA DO TIPO 2 COMO UM NOVO
ALVO TERAPEUTICO DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA PARA
CONTROLO DA HIPERTENSAO

Paulo André Dias Bastos!

ABSTRACT

Hypertension is a disease of global dimensions, affecting 30 to 45 % of the population globally and remaining
poorly controlled in spite of the currently existing pharmacological therapies. Considering the renin-angiotensin
system'’s importance in cardiovascular diseases, particularly in hypertension, there are still many unknown
characteristics of this system that may reveal themselves as potential future targets or therapeutic agents.

A protective system formed by type 2 angiotensin converting enzyme and several mediators with it asso-
ciated performing protective cardiovascular functions, have been described as playing a role as important as
that of the angiotensin converting enzyme classically described in the pathogenesis of hypertension. In this
review, the effects of this protective system mediated by type 2 angiotensin converting enzyme in the cardio-
vascular system and hypertension development are described, as well as its mechanisms of action and its role
in current and future pharmacological and cellular therapies.

Keywords: hypertension; high blood pressure; angiotensin converting enzyme 2; ACE2

RESUMO

A hipertensao arterial ¢ uma doenca de dimensdes globais, afetando 30 a 45% da populagdo a nivel mun-
dial e permanecendo mal controlada apesar das terapias farmacoldgicas atualmente existentes. Considerando
da importancia do sistema renina-angiotensina nas patologias cardiovasculares, nomeadamente na hipertensao
arterial, existem ainda muitas particularidades desconhecidas deste sistema que poderao vir a revelar-se um
potencial futuro alvo ou agente terapéutico.

Um sistema protetor formado pela enzima conversora da angiotensina do tipo 2 e de varios mediadores a esta
associados com fungdes protetoras a nivel cardiovascular, tem vindo a ser descrito como exercendo um papel
tao importante como o da enzima conversora da angiotensina classicamente descrita na patogénese da hiperten-
sdo. Nesta revisdo, procurou-se demonstrar os efeitos deste sistema protetor mediado pela enzima conversora
da angiotensina do tipo 2 no sistema cardiovascular e desenvolvimento da hipertensdo arterial, os seus mecanis-
mos de a¢do e o seu papel nas terapias farmacologicas e celulares atualmente existentes e em desenvolvimento.

Termos-chave: hypertensao; pressao sanguinea elevada; enzima conversora da angiotensina 2; ECA2

! Secgdo Autonoma de Ciéncias da Saude, Universidade de Aveiro, Portugal.
Correspondence e-mail: pauloandrediasbastos@ua.pt.
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INTRODUCAO

A hipertensdo arterial ¢ uma doenca de dimensdes
globais, afetando 30 a 45% da populagdo a nivel mun-
dial.! Apesar de ser uma doenga teoricamente contro-
lavel e do largo espectro de terapias farmacologicas
e ndo farmacologicas atualmente existente, a pressao
arterial média populacional tem-se mantido constan-
te nas ultimas décadas e os indicadores indiretos da
hipertensdao, como o acidente vascular cerebral, ten-
dem a aumentar nos paises europeus.’ Na pratica, a
hipertensao arterial permanece mal controlada, apre-
sentando mais de metade dos individuos tratados res-
postas insuficientes a terapia.’

Atualmente existe uma necessidade crescente de
desenvolver terapias inovadoras para o tratamento da
hipertensdao que sejam capazes de dar resposta as es-
petativas da medicina. Em contrapartida, a pipeline
de medicamentos eficazes para tratamento de hiper-
tensdo essencial ¢ relativamente reduzida quando
comparada com a de medicamentos para a insuficién-
cia cardiaca, anticoagulantes, antiplaquetarios e para
a hipertensdo pulmonar.*

Arelutancia da industria farmacéutica em investir
em moléculas inovadoras para o tratamento da hiper-
tensdo deve-se sobretudo a elevada competitividade
do mercado, grande nimero de genéricos e alterna-
tivas terapéuticas de custos mais reduzidos para os
pacientes.*

Como profissionais de satide, somos confrontados
diariamente com a existéncia de varidveis das quais
nao temos conhecimento. Nos ultimos anos, a enzima
conversora da angiotensina do tipo 2 (ECA2) tem-se
tornado um exemplo ilustre deste fendmeno, vindo a
adicionar uma outra dimensdo ao sistema renina-
-angiotensina (SRA).

Com a descoberta de um SRA com agdes proteto-
ras, mediado pela ativagdo de recetores AT2 da angio-
tensina II (Ang II) e recetores MAS da ECA2, antevé-
-se um futuro em que mediacamentos inovadores
surgirdo e passardo a fazer parte do arsenal terapéu-
tico anti-hipertensor.’

Sendo um alvo central na regulacdo da pressao
arterial, o SRA deve as suas a¢des carateristicas prin-
cipalmente ao péptido vasoativo Ang II, com agdes
fundamentalmente vasopressoras, formado pela enzi-
ma conversora da angiotensina (ECA).

A descoberta na ultima década de uma nova car-
boxipeptidase, a ECA2, capaz de formar metabolitos
com acgdes antagonicas as da Ang II, adicionou uma
nova dimensao ao tradicional SRA e promete revolu-
cinar o arsenal terapéutico e os resultados do comba-
te a hipertensdo arterial sanguinea.*’

De facto, as potencialidades conhecidas da ECA2
sdo variadas, desde a capacidade de vasodilatagdo,
anti-fibrdtica e anti-proliferativa, até ao seu papel
como recetor viral e transportador de aminoacidos.8

Com a identificag¢ao de varios componentes do sis-
tema ECA2/Ang 1-7, surgiu a identificagdo de vias
de sinalizagdo envolvidas nos seus efeitos protetores,
nomeadamente as vias de formag¢ao do 6xido nitrico
(NO), prostaglandinas ¢ fosfatases celulares.’

Contudo, quando se procuram avaliar os niveis de
ECA2, levanta-se um obstaculo: esta enzima trata-se
fundamentalmente de uma enzima tecidual, encon-
trando-se em quantidades reduzidas na circulagdo. Os
seus niveis passam a ser detetaveis apenas quando a sua
por¢ao catalitica extracelular ¢ clivada e libertada para
acirculagdo. Desta forma, medi¢oes dos niveis circulan-
tes de ECA2 poderdo ser marcadores cardiovasculares
associados a patologias que promovam a sua libertagao.

Em estados patologicos, incluindo complicagdes
vasculares, 0s seus niveis aparentam encontrar-se au-
mentados, o que sugere um potencial na sua utiliza¢ao
como marcador cardiovascular.'

Ainda assim, permanecem por responder questdes
referentes ao significado dos niveis circulantes de
ECAZ2. Serao estes indicadores de bom ou mau prog-
nostico? Serdo estes os reflexos de um processo pa-
tologico subjacente ou o reflexo da ativacao de me-
canismos protetores?

Apesar de os niveis de ECA2 se encontrarem au-
mentados em algumas doenca cronicas, como meca-
nismo de compensatdrio para atenuar os niveis eleva-
dos de Ang II responsaveis por tais doencas, em fases
terminais das patologias verifica-se uma deficiéncia
relativa dos niveis de ECA2.'° Desta forma, a sua
avaliacdo e utilizagdo como marcador torna-se con-
troversa e bastante mais complexa.

Tendo entrado em ensaios clinicos em 2009, a in-
formacao acerca da ECA2 ¢ ainda discrepante e a sua
utilizag¢do na pratica clinica corrente encontra-se re-
lativamente distante. A investigagdo em humanos ¢
escassa; contudo, considerando a vasta literatura re-
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ferente a estudos nao clinicos com ECA2, o seu po-
tencial terapéutico € consideravel e € grande a proba-
bilidade que se venha a tornar um importante agente
e alvo terap€utico nos proximos anos.

Procurou-se com este artigo efetuar uma revisao
dos principais mecanismos e potencialidades associ-
dados a ECA2, bem como do seu papel ativo na efi-
cacia das terapias atualmente empregues para contro-
lo da hipertensdo. Efetuou-se ainda um levantamento
dos potenciais futuros firmacos atualmente em inves-
tigacdo e das observagoes resultantes dos ultimos es-
tudos efetuados.

ENZIMA CONVERSORA DA
ANGIOTENSINA E ENZIMA
CONVERSORA DA ANGIOTENSINA TIPO 2
— UM EQUILIBRIO DINAMICO

A Ang II ¢ o principal péptido vasoativo do SRA,
exercendo varias fung¢des vascoconstritoras através
dos seus recetores AT 1. A inibi¢do da sua formacao e
o bloqueio dos recetores tém sido as terapias de pri-
meira linha no controlo da hipertensdo.®

A ECA2 apresenta-se como um potencial alvo te-
rapéutico e, apesar da sua similaridade com a ECA,
nao promove a formag¢ao de Ang Il (Ang 1-8), nem ¢
comprometida pelos inibidores da ECA %!

Apesar de poder atuar no mesmo substrato (a Ang
I), os substratos e produtos predominantemente for-
mados pela ECA2 sao outros, nomeadamente o pép-
tido Ang 1-9, a partir da Ang I, e o péptido Ang 1-7,
a partir da Ang I1.%7

A formagao de Ang II (Ang 1-8) inicia-se com a
formacao de Ang I (Ang 1-10) a partir do angiotensi-
nogéneo, pela agao da renina. A Ang I € posteriormen-
te clivada em Ang I, Ang 1-7 ou Ang 1-9, dependen-
do da agdo enzimatica. Uma vez formadas, a Ang II
e aAng 1-9 podem ainda ser hidrolisadas a Ang 1-7.%°

Desta forma, imediatamente se observa que o blo-
queio da cinética das reagdes em qualquer ponto
(como o bloqueio da conversao de Ang I a Ang I1) do
sistema, ira influenciar a cinética das restantes rea-
¢oes. O bloqueio da formagao da Ang II e do seu re-
cetor AT1 promove ou redirecionamento do sistema,
no sentido da formagao de Ang 1-7, o qual promove
a formagdo de ECA2.3%12

A Ang II liga-se aos recetores AT1 e estimula as
vias de sinalizagdo da cinase MAP e de produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Além disto, ate-
nua ainda a expressao de ECA2. A ECA2 consiste
numa proteina transmembranar € a sua por¢ao extra-
celular catalitica converte a Ang Il a Ang 1-7. A Ang
1-7 liga-se aos recetores MAS, que dimerizam com os
recetores AT2 e antagonisam as ac¢des da Ang II, atra-
vés da ativacdo de fosfatases, sintese de NO e cGMP.’

Em condigdes patoldgicas a ECA2 ¢ hidrolizada
da membrana celular, os niveis de Ang Il aumentam
¢ os de Ang 1-7 diminuem.’

O recetor ativado pela Ang 1-7, recetor MAS acopo-
lado a proteina G, exibe reduzida afinidade para a Ang
IT mas medeia uma variedade de agdes da Ang 1-7.13

Viérias espécies animais expressam anticorpos que
reconhecem o recetor MAS, o que tem possibilitado
e facilitado os estudos da sua expressao, distribuigao
e manipulagdo. Em acréscimo, existem atualmente
desenvolvidos alguns agonistas (AVE9971) e antago-
nistas (A779 e D-Pro7- Ang 1-7) do recetor MAS, o
que tem possibilitado estudos da atividade da ECA2."

A Ang Il promove, predominantemente a partir do
receptor AT1, as seguintes fungdes: vasoconstrigao,
hipertrofia, fibrose, proliferagao, ativagao de metalo-
proteinases de matriz (MMP), ativacdo da oxidase
NADPH, inflamacgao, secrecdo de aldosterona e da
glandula pituitaria e producdo de matriz extracelular.®?

Em contrapartida, a maioria dos efeitos da Ang 1-7
sao opostos aos da Ang II. A Ang 1-7, formada pela
ACE2, exerce agdes de aumento do NO e prostaglan-
dinas, vasodilatacao, prote¢dao vascular, agdoes anti-
-fibréticas, anti-proliferativas e anti-inflamatorias.®’

A infusdo aguda de Ang 1-7 aumenta também a
taxa de filtracao glomerular, através da dilatacdo da
artéria aferente renal, diminuindo o volume sanguineo
¢ consequentemente a pressdo arterial.!?

Esta vasodilatacao ¢ dependente da formagao de
NO, através da estimulacao e fosforilagdo da eNOS
(sintetase do 6xido nitrico endotelial). Em simultaneo,
verifica-se uma diminuicado da atividade da oxidade
NADPH e o aumento da produg¢ao de prostaglandinas,
0 que, juntamente com a atividade da eNOS, contribui
para diminuir o stress oxidativo."

A ECA2 tem uma afinidade para hidrolizar a Ang
IT 400 vezes superior a afinidade hidrolise de Ang I,
sendo que a ultima apenas ocorre significativamente
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em estados de Ang I aumentada, como em pacientes
com terapia inibidora da ECA, o que demonstra uma
acdo, ainda que parcial, da ECA2 no sucesso das te-
rapias atualmente existentes.'?

Os principais locais de expressao da ECA2 foram
originalmente descritos como o coragao, rins e testi-
culos e posteriormente a distribui¢ao foi alargada para
o figado, pulmao e intestinos. 7,14 Em deterimento
de uma expressao constitutiva de ECA2, a sua produ-
cdo aparenta ser desencadea como resposta a situa-
¢oes de stress local e da sua inibi¢ao resulta um au-
mento de MMP, de produgdo de radicais livres e de
citocinas pro-inflamatorias, que levam em parte a um
aumento da remodelagdo tecidual e disfung¢ao locais,
mas ativam simultaneamente a formacao de media-
dores compensadores, como a ECA2.8

A ECA2 apresenta uma posicao estratégica a nivel
da membrana celular, apresentando-se na membrana
apical, exposta a péptidos vasoativos circulantes.15
Dos trés dominios que constituem a proteina (citoso-
lico, transmembranar e extracelular) ¢ o dominio ex-
tracelular que exerce a atividade catalitica enzimatica
responsavel pelo controlo do SRA."

A ECA2 tem um papel fundamental na regulacao
da pressao sanguinea, reduzindo a pressdo arterial.
Esta reducdo ¢ demonstrada em modelos hipertensos
mas ndo em normotensos16 e tal discrepancia podera
dever-se ao aumento da sensibilidade do reflexo ba-
rorreceptor que se encontra diminuido apenas em in-
dividuos hipertensos, refletindo o papel da ECA2 a
nivel central.!” De facto, tem sido discutido este papel
da ECA2 a nivel cerebral, nomeadamente o seu en-
volvimento na regulagdo central da hipertensao.'®

A regulagdo central a pressao sanguinea pela Ang
IT ocorre pela dessensibilizagao do reflexo barorrecep-
tor, aumento do consumo de agua, da vasopressina e
da estimulagdo simpatica. A ECA2 promove a forma-
¢ao de metabolitos com ac¢des opostas € 0s seus niveis
encontram-se aumentados (até 40%) em modelos hi-
pertensos, na tentativa de atenuar a hipertensdo.'®

Para tal, a expressao aumentada de ECA2 no cé-
rebro atenua a hipertensao arterial pela via de forma-
¢d0 do NO ¢ através de melhorias na sensibilidade do
reflexo barorrecetor.®

Determinados componentes do SRA tém sido iden-
tificados em multiplas areas cerebrais e envolvidos na
regulacdo da pressdao sanguinea, nomeadamente os

nucleos paraventricular, subfornical, medula rostral
ventrolateral, area postrema e nucleo do trato solita-
rio.> Varios estudos defendem um papel do nucleo
paraventricular na regulacdo da pressdo arterial. A
injecao de Ang II neste nticleo, causa o aumento da
pressao arterial e a sua ablagdo atenua o desenvolvi-
mento de hipertensao. O aumento dos niveis de com-
ponentes com agdes protetoras vasculares, nomeada-
mente a ECA2, na medula rostral ventrolateral causa
uma também a diminuigdo da pressao arterial.’

Estes resultados provém de estudos em que se uti-
lizaram vetores lentivirais com células geneticamen-
te modificadas e ndo terapias farmacoldgicas para
alcangar tais resultados.

Sabe-se que em pacientes humanos hipertensos, os
niveis de ECA2 se encontram diminuidos a nivel renal
e cardiaco. Esta diminuicdao devera ser consequéncia
dos efeitos cronicos da Ang II nos recetores AT1 e a
administragdo de antagonistas dos recetores AT 1 causa
o aumento dos niveis de ECA2. Este aumento dever-
-se-4 ao acumular de Ang Il em consequéncia dos ini-
bidores, a qual ¢ convertida em Ang 1-7 pela ECA2,
que por sua vez promove a formagao de mais ECA2.8

Considerando os fatores de risco cardiovascular
classicamente descritos, sabe-se que a aldosterona e
a endotelina-1 aparentam também reduzir os niveis
de ECA2, pelo menos em células musculares cardia-
cas,"” e que a terapia de reposi¢do hormonal com es-
trogéneos tem demonstrado beneficios cardiovascu-
lares através dos aumentos registados de ACE2.%

Além do referido, dietas com elevado teor de gor-
dura tém também sido associadas a um aumento da
expressdo de ECA2%!, o qual podera, uma vez mais,
representar um mecanismo de compensagao dos efei-
tos nefastos de tais fatores de risco.

OBSERVACOES DOS ULTIMOS AVANCOS
NA INVESTIGACAO

Em estudos nao clinicos, a administracao de ECA2
recombinante humana tem sido capaz de reverter a
hipertensao associada a niveis elevados de Ang II. Esta
diminuicao na pressao arterial podera ser devida quer
a degradagao de Ang I1, quer ao aumento de Ang 1-7.2

Curiosamente, a administragao de Ang 1-7 ndo ¢
eficaz em reduzir a pressao arterial, apesar dos conhe-
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cidos efeitos protetores e vasodilatadores exibidos por
este péptido. A reducdo na pressao arterial esperada
para este péptido sera, segundo alguns autores, con-
trabalangada pelo aumento do output cardiaco que a
Ang 1-7 desencadeia.”? Ainda assim, este aumento do
output cardiaco verificado com a Ang 1-7, associado
ao seu potencial em diminuir a fibrose e remodelagao
do miocardio, podera ainda vir a demonstrar-se tera-
peuticamente 1til para alguns pacientes.>*

Num estudo realizado para avaliar os efeitos da
sobre-expressao de ACE2 a nivel hipotalamico, através
da sua administra¢ao recorrendo a vetores virais,3 a in-
fusdo cronica de Ang II aumentou significativamente a
pressao arterial média e reduziu a expressao de ECA2,
aumentou a atividade da mesma e diminuiu a expressao
de AT1, reduzindo assim a hipertensao mediada pela
Ang I, aumentou significativamente a expressao de ci-
tocinas pro-inflamatoérias, atenuando a expressao de
ECA2, e resultou num aumento de agentes anti-
-hipertensores (ECA2, recetores MAS e AT2). Os resul-
tados foram consistentes com estudos prévios e demons-
tram a importancia da ECA2 a nivel central nos nucleos
da regulacdo cardiovascular e as implicagdes do SRA
no desenvolvimento da hipertensdo a nivel central.

Nos tltimos anos, a diminui¢do da pressao arterial
sanguinea através do aumento dos niveis de ECA2 a
nivel central tem sido alvo de estudos que apresentam
resultados consideraveis.!®* Acrescentando aos re-
sultados do estudo anteriormente referido, foi também
demonstrado que esta sobre-expressao de ECA2 ¢
apenas eficaz em reduzir a pressao arterial em indivi-
duos hipertensos, mas ndo em normotensos.?

Uma série de outros estudos tem demonstrado evi-
déncias de que a hipertensao se trata de uma doenca
cronica inflamatoéria. Os resultados do estudo acima
referido, demonstrando o aumento de mediadores in-
flamatoérios pela Ang II e a diminuicao destes pela
ECAZ2, apoiam esta génese para a hipertensao arterial.

Uma das mais promissoras expectativas da utili-
zagao terapéutica de ECA2 prende-se com a possibi-
lidade de terapéuticas dirigidas. O uso a longo prazo
de ECA2 recombinante tem sido estudado com a uti-
lizagdo de sistemas de administragdo virais, produ-
zindo os efeitos desejados a nivel local e apresentan-
do auséncia de efeitos indesejados sistémicos.

Para além do mais, com a capacidade de transfor-
mar a Ang Il em Ang 1-7, a sua administragao através

de vetores adenovirais em modelos com fibrose he-
patica foi capaz de reduzir a fibrose, diminuir os ni-
veis de marcadores pro-fibroticos, de Ang I, de oxi-
dase NADPH e de stress oxidativo.?” Como resultado,
verificou-se um aumento significativo dos niveis de
Ang 1-7 e a normalizacao do tonus muscular da vas-
culatura intra-hepatica.?’

E também bem conhecido o papel da Ang II no
processo de disfun¢do endotelial, assim como o papel
da ECA2 em converter a Ang IT a Ang 1-7. E assim
possivel deduzir que tratamentos que promovam a
acao da ECA2 poderao estimular a reparacao e fungao
endoteliais. Para testar tal suposi¢cao, modificaram-se
geneticamente células estaminais mesénquimais para
sobre-expressar ECA2 através da administragdo de
um gene com recurso a um vetor lentiviral.28
Descobriu-se que a eficiéncia de transducao do vetor
lentiviral atinge os 97.8% e que as células apresentam
altos niveis de expressao e secressao para o meio de
ECAZ2 biologicamente ativa.”®

Os niveis de Ang II foram reduzidos e os de Ang
1-7 aumentados, tendo as células geneticamente mo-
dificadas sido eficazes em restaurar a fun¢ao endote-
lial. As células endoteliais da vasculatura apresenta-
ram uma sobrevivéncia aumentada e alteragoes
positivas nos niveis de mediadores inflamatorios,
incluindo ICAM-1, VCAM-1, TNF-q, IL-6, permea-
bilidade paracelular e caderinas.?® Estes resultados
demonstram que a sobre-expressao local de ECA2,
em estados de disfungdo endotelial, sera uma opgao
viavel.

Em paralelo, com a documentagao do papel da Ang
IT na sua reducdo e disfun¢dao, bem como da capaci-
dade dos inibidores da ECA em prevenir estes efeitos,
a ECA2 tem assumido um papel de potencial agente
terapéutico no combate a hipertensao e restantes con-
digoes vasculares.

Uma série de estudos tem demonstrado os benefi-
cios do aumento da expressao de ECA2 em diferentes
tipos de células, substratos moleculares e patologias
cardiovasculares. Nos ultimos anos, as células proge-
nitoras endoteliais (CPE) emergiram como um elo
fundamental na manuten¢ao da homeostasia e regene-
racao endoteliais. Uma equipa de investigadores re-
centemente realizou uma série de testes que, nao so6
confirmaram os resultados de estudos anteriores, como
também demonstraram que as melhorias na fungdo
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endotelial resultantes da sobre-expressao de ECA2 sdo
mediadas por beneficios ao nivel das CPE.!"

Do aumento da expressao da ECA2, numa primei-
ra fase, resultou um aumento da capacidade de migra-
¢do e formagao vascular por parte das CPE.!"' Os re-
sultados do estudo em causa apoiam a crenga de que
a ECA2 contraria os efeitos da Ang Il nas CPE e que
as alteragdes de ECA2 refletem sobretudo elevagoes
de Ang 1-7 e redugdo dos niveis de Ang II.

Estes dados aparentam englobar outros tipos celu-
lares, nomeadamente miocitos e fibroblastos, os quais
apresentaram também redugdes de Ang Il e aumento
Ang 1-7 resultantes do aumento de ECA2.%

O SRA modula a atividade das CPE através da pro-
ducgdo de NO e ROS. Da sobre-expressao de ECA2,
resultou uma diminui¢ao da oxidase NADPH (dimi-
nuindo a producao de ROS) e um aumento da expres-
sdo de eNOS (aumentando a produgdo de NO).!"

Os investigadores sabiam também que a expressao
elevada de ECA2 poderia atenuar a libertagao de me-
diadores inflamatorios induzidos pela ECA e que fi-
broblastos cardiacos expostos ao vetor lentiviral com
o gene ECA?2 apresentam uma atenuagao da produgao
de colagénio e citocinas inflamatérias induzidas pela
hipoxia.*

Para confirmar estes resultados, foram realizados
testes in vivo, avaliando a eficacia da administragao de
CPE geneticamente modificadas para expressar quan-
tidades superiores de ECA2, em modelos de acidente
vascular cerebral isquémico. Os resultados sugerem um
aumento do recrutamento de CPE na zona peri-infarto,
atenuando os danos cerebrais, diminuindo o volume de
infarto e melhorando os défices neurologicos.!!

A infusao deste tipo de CPE demonstrou ainda
promover a angiogénese, a qual se devera, segundo
os autores, a atividade da ECA2 em catalisar a trans-
formac¢do de Ang Il em Ang 1-7."

Permanecem ainda duas questdes resultantes des-
tes estudos: se as CPE se integram fisicamente na
vasculatura ou exercem os seus efeitos de forma pa-
racrina e se os resultados positivos da sobre-expressao
de ECA2 através da terapia celular podem ser repli-
cados em humanos.

Considerando o papel do sexo de um individuo no
risco CV, sabe-se o gene codificador da ECA2 se lo-
caliza no cromossoma X e a literatura sugere existi-
rem diferengas entre sexos, apresentando individuos

do sexo feminino atividade significativamente inferior
da ECA2.%! Tendo ja sido demonstrados os efeitos
protetores do estrogéneo (pela diminuigdo da expres-
sao de AT1 e Ang II) e o facto de os niveis de ECA2
por vezes aumentarem como mecanismo compensa-
dor dos altos niveis de Ang II°, compreende-se que
diferencas entre sexos se possam dever ao facto de as
mulheres se encontrarem mais protegidas pelo estro-
géneo e, como tal, apresentem menores niveis de
ECAZ2 circulantes (pela reduzida necessidade de ate-
nur os efeitos da Ang II).

Se as diferengas verificadas se traduzem em dife-
rengas no risco cardiovascular, sdo o reflexo de um
mecanismo compensador de patologias subjacentes
ou ndo possuem qualquer relevancia clinica, perma-
nece ainda uma questao por dar resposta.

EFEITOS E HORINZONTES
DAS TERAPIAS FARMACOLOGICAS

A inibi¢do do SRA constitui a terapia de primeira
linha anti-hipertensora e cardioprotetora. Os agentes
farmacologicos empregues nesta inibicado mais utili-
zados sdo os inibidores a ECA, inibidores da renina,
antagonistas do recetor mineralocorticoide (RM) e do
recetor da angiotensina, os - bloqueadores e os an-
tagonistas da aldosterona.

Apesar dos efeitos hipertensores da ECA, Ang II,
recetores AT1, aldosterona e RM, o SRA ¢é também
constituido por agentes protetores, nomeadamente os
recetores AT2 da angiotensina e os rectores MAS da
Ang 1-7.59

As terapias medicamentosas atualmente utilizadas
no controlo da hipertensao arterial, anteriormente re-
feridas, para além dos efeitos diretos nos alvos terapéu-
ticos inicialmente pretendidos, exercem efeitos indire-
tos mediados pela ECA2, nomeadamente o aumento
da formagao do péptido vasodilatador e protetor vas-
cular Ang 1-7 que resulta da utilizacao da utilizagao de
inibidores da ECA ou de antagonista dos recetores
AT1.° De facto, da sua utilizagdo resulta um acumular
de Ang II ou Ang I, respetivamente. Consequentemen-
te, apesar da inferior afinidade da ECA2 para estes
substratos (comparativamente com a ECA), a sua acu-
mulagdo resulta num aumento da catalizagdo por parte
da ECA2 e respetiva conversdao em Ang 1-9 e Ang 1-7.%
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Desta forma se verifica que as terapias farmacolo-
gicas existentes se encontram atualmente a usufruir dos
beneficios da ECA2, ainda que por mecanismos nao
inicialmente considerados e que da exploracao e otimi-
zagao destas mesmas terapias, contemplando a ECA2,
poderdo resultar beneficios terapéuticos inesperados.

Ainda assim, considerando as potencialidades te-
rapéuticas da ECA2, ¢ justificavel procurar desenvol-
ver terapias com a ECA2 e o recetor MAS como alvos
terapéuticos primarios.

Considerando a pipeline da industrica farmacéuti-
ca descrita em relatorios da PhARMA publicados em
2015 e a base de dados de ensaios clinicos disponivel
em clinicaltrials.gov, listam-se 17 compostos em de-
senvolvimento para o tratamento da hipertensao, sen-
do 2 indicados para tratamento de pré-eclampsia, 2 ja
aprovados na populacao pediatrica e 6 referentes a
combinagdes de medicamentos ja existentes, deixan-
do apenas 7 medicamentos com potencial de vir a
representar verdadeiras inovagdes terapéuticas no
tratamento de hipertenséo arterial.*>*

Como analogos da Ang 1-7, encontram-se em estu-
do o ‘NorLeu-Ang 1-7°,0 ‘CGEN-856"¢ o ciclico ‘Pan-
Cyte’. O andlogo ‘CGEN-856"apresenta em modelos
hipertensos a capacidade de dilatagdo aortica, reducao
de arritmias e da pressao sanguinea.** Os outros 2 pép-
tidos, sabe-se apenas terem sido testados em condig¢des
de hipertensao e outras patologias pulmonares.

O encapsulamento de péptidos Ang 1-7 tem ainda
demonstrado aumentar a sua biodisponibilidade oral
e permitido redugdes na pressao sanguinea, frequén-
cia cardiaca e hipertrofia do miocardio, sendo espe-
rada para breve a entrada de péptidos Ang 1-7 encap-
sulados em fases de desenvolvimento clinico.*® Os
dados para o unico agonista nao-péptido do recetor
MAS, ‘AVE-0991°, sao bastante promissores, apre-
sentando efeitos na reducdo da pressao arterial bem
como efeitos protetores a nivel renal .3

A terapia farmacoldgica mais viavel, contudo, pas-
sara pela estimulacao da ECA2 enddgena, a qual al-
canga em simultaneo uma diminui¢do dos niveis de
Ang II. A estimulacdo da ECA2 enddgena, pelo ati-
vador ‘XNT’, demonstrou ser eficaz em prevenir a
acumulag¢do de hidroxiprolina a nivel renal e cardiaco,
em prevenir o remodelamento vascular pulmonar, hi-
pertrofia cardiaca e fibrose induzida pela hipertensao
arterial .

Finalmente, a Apeiron Biologics apresentou o
‘APNO1’, uma ECA2 recombinante, tendo este alcan-
cado a fase I do desenvolvimento clinico ¢ demonstra-
do reduc@o nos niveis de Ang I e aumento de Ang 1-7.37

Uma ressalva referente as terapias futuras deve
contudo ser feita. Talvez surpreendentemente, as te-
rapias apoiadas na utilizacao de células geneticamen-
te modificadas para expressar niveis superiores de
ECAZ2 encontram-se mais avancadas do que as tera-
pias farmacologicas, o que contrasta com todos os
restantes farmacos com a¢dao no SRA, que sdo terapia
de primeira linha.

A terapia farmacologica objetivando a ECA2 po-
derd trazer beneficios acrescentados as terapias atual-
mente existentes. A terapia celular, por sua vez, apre-
senta vantagens clinicas significativas. Contudo, o
custo da mesma sera certamente consideravel.

Demonstrar uma vantagem farmaco-econdmica
que se traduza numa relagao beneficio-custo positiva,
serd o ultimo obstaculo a ultrapassar para a utilizagao
de terapias para o controlo da hipertensao com foco
na ECA2.

PRESPETIVAS FUTURAS

Existe ainda um desconhecimento substancial em
relacdo a hipertensao arterial e o nimero de moléculas
inovadoras em investigacdo ¢ escasso. Mesmo para
anti-hipertensores ja estabelecidos no mercado, o co-
nhecimento dos seus mecanismos de agdo nao ¢ total.

A descoberta de mediadores moleculares entre o
SRA com agdes protetoras a nivel cardiovascular,
acrescentou uma outra dimensdo ao conhecimento
acerca deste sistema e do seu contributo para o desen-
volvimento da hipertensao arterial. Com esta desco-
berta, surgiu o reconhecimento das interagdes entre
estes mediadores e as terapias farmacologicas atual-
mente existentes, particularmente o seu papel no re-
lativo sucesso destas terapias.

A administracdo de ECA2 recombinante, a utiliza-
cdo experimental dos seus agonistas e antagonistas e
a sua administragdo através de sistemas virais demons-
tra resultados bastante promissores, os quais vao para
além da diminui¢do da pressdo arterial sanguinea.

Ainda assim, apesar do reconhecimento da ECA2
e dos seus efeitos a nivel do sistema cardiovascular,
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a sua importancia para o surgimento e desenvolvi-
mento da hipertensdo ndo se encontra ainda bem es-
tabelecida, nem a sua significancia como marcador,
limitagdes que sdo o reflexo da sua versatilidade.

A investigacdo sugere a participagdo da ECA2
numa vasta constelacdo de processos e fungdes me-
tabolicas, mas revela também que as suas agdes va-
riam consoante o local de atuagdo ¢ consoante o me-
canismo que promova ou iniba a sua expressao. De
facto, quer o seu papel a nivel renal, cardiaco, vascu-
lar ou central terd uma importancia e contributo rela-
tivo para a manutencao da pressdo arterial e nao se
sabe ainda em que medida a sua desregulacao local
afeta todos os outros SRA locais.

Tendo em consideracdo as evidéncias respeitantes
aos beneficios do aumento da relagdo ECA2 / ECA,
¢ ainda necessario averiguar niveis 6timos € seguros
para este ratio bem como quais as melhores alterna-
tivas terapéuticas para o alcangar.
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MICROPARTICLES AND A NEW CARDIOVASCULAR CONTINUUM
— MICROPARTICLES’ TRANSVERSALITY IN CARDIOVASCULAR DISEASES

MICROPARTICULAS E UM NOVO CONTINUUM CARDIOVASCULAR
— TRANSVERSALIDADE DAS MICROPARTiICULAS NAS DOENCAS
CARDIOVASCULARES

Paulo André Dias Bastos!

ABSTRACT

Membrane microparticles are produced and released from virtually all cell types. Playing an active role
in physiological processes such as apoptosis, proliferation, coagulation, endothelial dysfunction, angiogen-
esis, and cellular communication, microparticles have emerged as a likely mediator mediator of several
diseases. Literature suggests microparticles as a biomarker strongly predictive of cardiovascular risk and
shows its active role on these fundamental metabolic processes’deregulation. In this review, it’s hypothesized
a cardiovascular continuum in which microparticles are both a cause and a consequence of various diseases.
The processes affected by microparticles and how these processes are compromised are still discussed, as
well as the implications and therapeutic potentials of such deregulation.

Keywords: ‘microparticles’, ‘cardiovascular’, ‘endothelial microparticles’, ‘hypertension’

RESUMO

As microparticulas membranares sdo produzidas e libertadas por virtualmente todos os tipos de células.
Exercendo um papel ativo em processos fisioldgicos como a apoptose, proliferacao, coagulacao, disfuncao
endotelial, angiogénese e comunicagdo celular, as microparticulas tém surgido como um provavel mediador
responsavel pelo desenvolvimento de uma vasta constelagdo de patologias, nomeadamente as cardiovascu-
lares. A literatura sugere as microparticulas como um biomarcador fortemente preditor do risco cardiovas-
cular e demonstra um papel ativo por parte destas na desregulagdo de processos metabolicos fundamentais.
Nesta revisao, hipotetiza-se um continuum cardiovascular em que as microparticulas sao tanto uma causa
como uma consequéncia de varias doencas. Sao ainda discutidos os processos afetados pelas microparticu-
las e de que forma estes se encontram comprometidos, bem como as implicacdes e potenciais terapéuticos
de tal desregulagao.

Termos-chave: ‘microparticulas’, ‘cardiovascular’, ‘microparticulas endoteliais’, "hipertensao’
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INTRODUCAO

Os mecanismos responsaveis pelo desencadear
da hipertensao arterial essencial (HTA) sdo ainda
controversos. Reconhece-se, contudo, o facto de di-
versos fatores associados a HTA culminarem tam-
bém na disfunc¢ao endotelial (DE), caraterizada pelo
comprometimento dos processos de proliferagdo,
inflamagao, apoptose, diferenciagdo, migragao, so-
brevivéncia e comunicacao celulares. Neste sentido,
a DE apresenta-se como um provavel candidato etio-
l6gico da HTA.!

Fortemente associada ao surgimento de HTA, a
DE resulta de um desequilibrio entre diversos me-
diadores vasoconstritores, vasodilatadores, ativado-
res, inibidores, inflamatérios e coagulantes, resul-
tando nas altera¢des dos processos acima referidos.!-
Os niveis de tais mediadores e de microparticulas
(MP) apresentam forte correlacao, tendo ja o papel
das MP sido descrito no desenvolvimento de uma
diversa constelacao de patologias, nomeadamente as
vasculares.?

Inimeros estudos tém demonstrado a libertagao de
MP por células ativadas e apoptoticas em pacientes
humanos com patologias cardiovasculares (CV).** De
destaque, encontra-se a relacdo entre diversos tipos
de MP (incluindo as endoteliais, plaquetarias e eritro-
citarias) e alteragcdes do tonus vascular, comprometi-
mento do relaxamento da musculatura lisa vascular,
diminuicao do 6xido nitrico (NO) e aumento do stress
oxidativo.l Desta forma, ¢ possivel hipotetizar um
continuum CV iniciado com alteracdes ao nivel das
MP, propagado pela DE e culminando na HTA, a qual
a longo prazo danifica as paredes arteriais e possivel-
mente promove a libertagdo de mais MP e perpetua-
¢do do ciclo.

As MP tém sido propostas como novos alvos tera-
péuticos no tratamento de doengas cardiovasculares,
em virtude da sua capacidade de promocgao da coagu-
lagdo e da inflamagdo®, e como novos agentes tera-
péuticos, em virtude da sua capacidade seletiva de
indugdo proteica de interesse e controlo de processos
fundamentais.’

Nesta revisao procurou-se elucidar tal continuum
CV, que tem sido de diversas formas descrito na lite-
ratura e demonstrar o papel das MP numa vasta cons-
telagdo de outras doengas CV.

CARATERIZACAO E METODOS
DE ANALISE

As MP referem-se a vesiculas de didmetro igual a
0.1 nm até 1 um, derivadas de invaginagdes externas
da membrana plasmatica, e libertadas por varios tipos
de células durante stress fisico e quimico e por ativa-
¢ao de determinados agentes.!** Contudo, sdo distin-
tas de exossomas e de corpos apoptoticos. Exossomas
sao formados pela invaginagao interna na membrana
celular, apresentam dimensdes inferiores (0 a 100 nm)
¢ apresentam capacidade de fusdo com lisossomas.®®
Os corpos apoptoticos apresentam dimensoes supe-
riores (1 a 5 pm) e sdo formados exclusivamente nos
estagios finais da apoptose.®!°

Dependendo da sua origem e do estimulo e meca-
nismo de formagao, as MP exercem diferentes efeitos
bioldgicos, consoante a sua composi¢ao proteica e
lipidica variavel. A sua composicao, contudo, difere
entre pacientes saudaveis e pacientes CV, o que po-
dera tornar vantajosa a sua analise.'*

As MP representam um potencial biomarcador da
DE, coagulacdo, inflamagdo e apoptose, entre outros
processos patologicos, sendo as MP endoteliais, eri-
trocitarias, leucocitérias e plaquetarias as que se apre-
sentam como de maior relevancia clinica.'® De facto,
as medi¢des do numero de MP endoteliais tém repre-
sentado uma potencial ferramenta de diagnostico,
demonstrando capacidade de prever outcomes clini-
cos, nomeadamente a morte e as readmissdes hospi-
talares.!!!2

Esta analise de MP podera passar a fazer parte da
pratica corrente de diagnostico laboratorial de doen-
cas vasculares. Contudo, atualmente, as correlagdes
clinicas sao ainda limitadas pela falta de padronizacao
dos métodos praticados.b

Até a data, as suas medigdes sao realizadas maio-
ritariamente do plasma sanguineo.!* Contudo, em
condi¢des patologicas as MP podem também ser en-
contradas em niveis mais elevados na urina, secregoes
pulmonares, fluido sinovial, peritoneal e saliva.® Nao
surpreendentemente, as MP sdo também encontradas
em altos niveis nas placas ateroscleréticas.®®

O método mais comum para caraterizar as MP con-
siste na citometria de fluxo, baseada nas propriedades
de dispersao diferencial da luz. Esta técnica permite
nao s6 a sua quantificagdo, mas também a determina-
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¢do da origem, com recurso a utiliza¢ao de anticorpos
marcados com fluorescéncia.*®#

A citometria de fluxo em conjugagdo com a mar-
cacdo imunologica, para além das vantagens de efi-
cacia que apresenta, ¢ também o método mais rapido
e de custos mais reduzidos. Em contrapartida, algu-
mas subpopula¢des de MP poderao ndo ser detetadas
devido as reduzidas dimensdes e relativamente ele-
vados limites de detecdo ¢ em virtude da incorreta
manipulagdo e centrifugagdo pré-analiticas.*%®

No futuro, outros testes que apesar de apresenta-
rem limitagdes mais relevantes, terdo certamente o
seu lugar, nomeadamente na investigagdo. Compreen-
dem estes testes os ensaios imunologicos e funcionais,
a microscopia de forca atomica e a analise por nano
particulas.®

ESTIMULOS DESENCADEADORES
E FORMACAO

A origem das MP engloba virtualmente todos os
tipos celulares, tendo a sua formagao sido observada
em células endoteliais, plaquetarias, leucocitarias e
da musculatura lisa vascular, eritrocitos, cardiomid-
citos, podocitos, populacdes de células progenitoras
e células malignas %1416

Sao atualmente reconhecidas duas vias para pro-
mocao da libertagdo das MP: a via da ativagao celular
¢ a via apoptética.®s

A via de ativagdo celular centra-se fundamental-
mente na ativacao plaquetaria pela trombina, o cola-
génio e o0 ADP, que medeiam o aumento do calcio
intracelular e a degradacao das proteinas do citoes-
queleto. Na via apoptdtica, as caspases exercem um
papel essencial, ativando a cinase associada a Rho,
que causa a libertagdo das MP.**® Numa fase inicial,
a dindmica de polimerizagao dos filamentos de actina
e o aumento dos niveis de célcio intracelulares apa-
rentam ser cruciais e da sua inibi¢do, resulta a dimi-
nui¢do de formacdo de MP.*817:18

Outros mediadores essenciais, para além do calcio,
envolvidos no processo de formacao e libertagao das
MP, sdo a cinase Rho, outras caspases ¢ a transgluta-
minase.®!?2

A composi¢ao membranar das MP ¢ altamente es-
pecifica, apresentando fosfatidilserina e fosfatidileta-

nolamina nos folhetos internos da membrana e fosfa-
tidilcolina e esfingomielina nos folhetos externos.®

Durante a ativacao celular e subsequente aumento
do célcio intracelular, as membranas plasmaticas
modificam-se e a sua assimetria ¢ comprometida. De
seguida, a exposi¢do de fosfatidilserina fornece uma
superficie para a ligacao de fatores de coagulacdo e o
citoesqueleto ¢ desarranjado, resultando na libertagao
de MP para a circulagdo.®*?!

Individuos com sindrome de Scott, uma condic¢ao
caraterizada pela incapacidade de coagulagdo sangui-
nea e de externalizar a fosfatidilserina, apresentam
redugdes significativas da libertagao de MP. Tal con-
dicao demonstra a importancia da exposicao de fos-
fatidilserina na libertacdo de MP.%!7:2?

Para além dos estimulos e células descritos, sabe-
-se também que os cardiomiocitos produzem MP em
resposta a TNF-a, as células mesangiais em resposta
a altos niveis de glicose e produtos de glicacao avan-
¢ada e as c¢lulas musculares lisas da vasculatura em
resposta ao ligando Fas.?

STRESS OXIDATIVO E FORMACAO
DE MICROPARTICULAS

As MP endoteliais regulam o tonus vascular através
da inibi¢do da produgao de 6xido nitrico (NO) e pros-
taciclinas pelas células endoteliais. As células endote-
liais, por sua vez, libertam MP quando expostas a
stress oxidativo, o qual resulta da diminui¢ao do NO.¢
Desta forma, uma vez mais se verifica um ciclo vicio-
so no qual se perpetuam os efeitos nefastos das MP.

As MP regulam a produgao de ROS, diminuindo
0o NO e aumentando a produg¢do de mediadores
como O,~ ¢ H,0,. A produ¢do de ROS mediada pe-
las MP ocorre sobretudo a nivel mitocondrial por
acdo da oxidase NADPH, xantina oxidase, cicloo-
xigenase ¢ NOS (sintetase do NO).%2324 Tais evidén-
cias, apoiam o papel das MP endoteliais no desen-
volvimento da DE.

Os mecanismos de formacdo de ROS mediados
pelas MP diferem consoante o tipo e origem das MP,
apresentando grande heterogeneidade. No entanto, na
sua globalidade, as MP apresentam efeitos pro-
-oxidativos, promovendo a DE e a desregulacdo do
tonus vascular.

16
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INFLAMACAO E FORMACAO
DE MICROPARTICULAS

O reconhecimento da HTA como uma doenga in-
flamatoria tem-se tornado consensual nos ultimos
anos e sido objeto dos mais variados estudos. Contu-
do, o mecanismo inicial desencadeador da inflamagao
permanece desconhecido. As MP endoteliais poderdo
encontrar-se na génese da HTA como uma doenca
inflamatoéria, em virtude do seu contributo para a pro-
ducdo endotelial de varias citocinas e quimiocinas
pré-inflamatoérias. Estimulos inflamatorios, por sua
vez, estimulam a forma¢ao de mais MP, as quais pro-
movem a continua produc¢ao de mediadores inflama-
torios e o recrutamento de células inflamatorias.

A formacao de interleucinas e outros mediadores da
resposta inflamatdria em diferentes células ¢ também
desencadeada pelas MP, as quais promovem ainda a ade-
sdo de leucocitos a células endoteliais.>** Tem sido de-
monstrado o papel das MP em estimular a producao e
libertagao de IL-1p, IL-6, CCL2, ‘intercellular adhesion
molecule’ (ICAM)-1, ‘vascular cell adhesion molecule’
(VCAM)-1 e seletina-E, entre outros mediadores.! A
adesdo e recrutamento leucocitarios sao fendmenos cha-
ve no papel inflamatdrio da aterosclerose e as MP endo-
teliais t€m demonstrado promover o seu recrutamento e
de induzir um estado pro-inflamatdrio e pro-coagulante
a nivel endotelial. Juntamente com o stress mecanico
causado pelo fluxo turbulento resultando da desregula-
¢ao do tonus vascular, as MP endoteliais causam o au-
mento de moléculas de adesao e citocinas inflamatorias,
recrutamento de mondcitos e restantes leucocitos.

Neste sentido, as MP poderdo ser responsaveis
pelo recrutamento celular dos estagios iniciais da ate-
rosclerose e arteriosclerose e, desta forma, contribuir
para o surgimento da HTA.

As MP fornecem também um substrato para a secre-
cdo de fosfolipase A2 e acido lisofosfatico, um potente
pro-inflamatorio e ativador plaquetario, o qual pode
promover a formagao de coagulos intravasculares.!-**

ANGIOGENESE E FORMACAO
DE MICROPARTICULAS

As MP estimulam a angiogénese, promovendo a
proliferagdo, sobrevivéncia, migracao e formacao tu-

bular, aumentando a densidade capilar apds isquemia
do miocardio e induzindo a diferenciacao de c¢lulas
progenitoras endoteliais.?”®

Determinadas MP, nomeadamente as endoteliais,
plaquetarias e de origem tumoral, apresentam uma
capacidade angiogénica de destaque, mediada pela
formagdo de ROS, metaloproteinases, fatores de cres-
cimento e esfingomielina.*

O morfogénico Sonic hedgehog tem também sido
implicado nos efeitos pro-angiogénicos das MP, in-
duzindo a formacao de estruturas capilares e aumen-
tando a expressdao de mediadores da adesdo celular e
de outros fatores pro-angiogénicos.®*

Assim, a DE e as lesoes plexiformes patognomo-
nicas de determinadas patologias vasculares poderao
ser o reflexo da capacidade das MP em promover o
crescimento celular da vasculatura.’

APOPTOSE E FORMACAO
DE MICROPARTICULAS

A apoptose constitui um forte estimulo a formagao
de MP e ¢ também desencadeada como resultado da
sua formacao e ativacao. Em pacientes hipertensivos,
tem sido demonstrada a capacidade das MP em indu-
zir a senescéncia e apoptose celulares. Esta indugdo
aparenta ser proporcional a dose e mediada pela fa-
gocitose das MP e dos seus componentes pro-
-apoptdticos, nomeadamente as caspases, a ceramida
¢ o acido araquidonico.®

As MP poderao ser libertadas na tentativa de re-
verter o processo apoptotico, permitindo a célula eli-
minar moléculas sinalizadoras pro-apoptoticas, como
as caspases.® Alternativamente, as MP poderdo ser
libertadas de forma a evitar a fagocitose da célula que
lhes deu origem, pela perda da fosfatidilserina mem-
branar, que desencadearia a sua fagocitose ou poderao
ainda funcionar como um mecanismo de comunica-
¢do celular.**°

COAGULACAO E FORMACAO
DE MICROPARTICULAS

As doencgas tromboembolicas e ateroscleroticas
apresentam a trombose como um mecanismo central

Boletim da SPHM Vol. 30 (2) Julho-Dezembro 2015

17



ARTIGO DE REVISAO / REVIEW ARTICLE

Microparticulas e Um Novo Continuum...

e as MP participam ativamente na formacao de trom-
bos, por varios mecanismos distintos, sendo a coagu-
lagao a propriedade das MP melhor estudada.1 Como
anteriormente referido, as MP formam uma superficie
anidnica fosfolipidica que promove a coagulagdo. A
presenca de fosfatidilserina fornece tal superficie
anidnica, a qual se liga aos dominios cationicos das
proteinas envolvidas na coagulacdo, resultando na
formagao de trombina.!%3!

A presenga de fator tecidual ¢ um componente cri-
tico nos estagios iniciais da coagulacao e as MP sdao
também ricas neste factor.®!"!

A coagulagao inicia-se pela acao do fator tecidual
derivado de MP que se liga as plaquetas circulantes e
fatores da cascata da coagulacao. Diversos mediado-
res circulantes e de superficie encontram-se envolvi-
dos na ativagdo plaquetaria pelas MP e na formagao
de trombos ricos em fibrina.'*%!” Desta forma, ndo s
a formacao de coagulos, como também a sua estabi-
lizagdo, sdo promovida pelas MP.

A correlacdo entre os niveis de MP e o risco de
complicagdes tromboembolicas tem sistematicamen-
te sido demonstrada nos ultimos anos e a atividade
pré-coagulante das MP pode prontamente ser quanti-
ficada pelos testes de geragcdo da trombina. Nestes
testes, as MP formam a superficie pro-coagulante e o
fator tecidual e o plasma fornecem os fatores de coa-
gulagdo. A simples adigao de calcio € suficiente para
a formagao de coagulos, mas a retirada das MP impe-
de esta formagao.®

Observa-se in vitro que as MP possuem uma ca-
pacidade de promover a coagulacdao 50 a 100 vezes
superior a das plaquetas ativadas.®* As MP plaque-
tarias sao as que melhor se correlacionam com os
grupos de hipertensao severa e também as mais en-
volvidas na ativagdo da coagulagdo, identificando
assim os pacientes com maior risco de lesdes hiper-
tensivas vasculares.*?

Tendo em conta a existéncia de uma sobreposi¢ao
de marcadores e mediadores entre os diferentes tipos
de MP, ¢ provavel uma agdo sinérgica entre as MP
endoteliais e plaquetarias para alcancar uma ativida-
de coagulante maxima.*® Tal sinergia demonstra que
as MP sdo mais do que marcadores de lesdes e ativa-
cdo endotelial, contribuindo para a patogénese das
lesdes vasculares em pacientes com hipertensao nao
controlada.

EFEITOS DO FLUXO SANGUINEO
TURBULENTO

Regides arteriais geometricamente irregulares
(curvaturas, ramifica¢des e bifurcagdes) sdo carateri-
zadas por stress mecanico superior resultante de um
fluxo sanguineo turbulento, quando comparadas com
regides de fluxo laminar.>* Estas regiGes apresentam
uma suscetibilidade aumentada para o desenvolvi-
mento de aterosclerose e DE.3-%

Células endoteliais expostas a stress hemodinamico
apresentam um aumento da expressdo de genes pro-
-aterogénicos e do remodelamento vascular e o com-
prometimento da dilatagdo mediada pelo endotélio.*>>’

A indugao deste fluxo turbulento, através da oclu-
sdo arterial parcial, promove o aumento da DE e da
aterosclerose.>>

A tensdo tangencial ¢ um dos maiores determinan-
tes da apoptose endotelial, enquanto que o fluxo san-
guineo laminar promove a sobrevivéncia celular en-
dothelial, e manutencao de um fluxo laminar ¢ crucial
para a estrutura vascular, promovendo a formagao de
substancias anti-coagulantes, anti-inflamatorias e va-
sodilatadoras.?*4

Em pacientes renais, identifica-se uma forte rela-
¢do entre o aumento da tensdo tangencial e os niveis
circulantes de MP endoteliais. E ainda identificada
uma forte e independente associagdo entre os niveis
de MP endoteliais e varios indexes de arteriosclerose
e dilatacdo arterial mediada pelo fluxo.3**

Por sua vez, a diminui¢ao do fluxo laminar promo-
ve a produ¢do de MP endoteliais, que afetam a proli-
feragdo, apoptose, migracao, permeabilidade, remo-
delamento e expressdo genética a nivel endotelial.**4

Distirbios metabolicos dos quais resultam altera-
¢oes na viscosidade do sangue, como a anemia, influen-
ciam indiretamente o fluxo sanguineo e a tensdo tan-
gencial, exercendo um papel na altera¢@o nos niveis de
MP e consequentemente nos disturbios vasculares.*

Elegantes estudos realizados para avaliar o efeito
do fluxo turbulento sanguineo nos niveis de MP de-
monstram que tal fluxo induz a ativagao endotelial e
a apoptose em humanos, refletindo-se na libertacao
de MP por células endoteliais ativadas (CD62E+) e
apoptdticas (CD31+/CD42b—).35

A literatura sugere que este aumento de MP se ori-
gina preferencialmente em segmentos arteriais susce-
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tiveis a aterogénese, caraterizados por disturbios no
fluxo. O fluxo sanguineo turbulento, promove sinais
ativadores e pro-apoptéticos nos membros onde a
obstrucao ao fluxo ocorre, mas nao de forma contra
lateral, sugerindo uma agéo localizada.*

Desta forma, o fluxo turbulento induz a libertagdo
de MP endoteliais, que promovem a DE. A DE, por sua
vez, € responsavel por um aumento do stress hemodi-
namico, o qual ira causar a libertagdo de mais MP.

Como resultado, estabelece-se um ciclo vicioso,
que culmina em lesdes vasculares, DE e o surgimen-
to de patologias vasculares. E provavel que o possivel
continuum CV inicialmente referido, ocorra promo-
vendo quantidades crescentes de MP e o risco CV.

CLEARANCE DAS MICROPARTICULAS

E escassa a informacdo acerca dos mecanismos de
eliminacao de MP, sendo apenas reconhecida a fago-
citose como o principal mecanismo para a sua remo-
¢do.® A fagocitose das MP ocorre predominantemen-
te a nivel esplénico e hepatico.!

Este processo, aparenta ser o resultado da presen-
¢a de fosfatidilserina na membrana celular das MP,
que se liga as células fagociticas, como os macroéfa-
gos.*! A opsonizagao pela imunoglobulina IgM pode-
rd também ter uma papel na ligagdo das MP e sua
captacdo pelas células fagociticas.®+

Células endoteliais cerebrais e endoteliais do cor-
dao umbilical demonstram também a capacidade de
endocitar MP, sugerindo um papel ativo do endotélio
na sua remog¢ao.5*

TRANSVERSALIDADE DAS
MICROPARTICULAS E O SEU PAPEL
COMO BIOMARCADOR

O aumento de MP tém sido descrito num espetro alar-
gado de doengas, sobretudo as associadas a lesdes vas-
culares, inflamagao excessiva e estados pro-tromboticos.
Apesar de ndo ser claro se as MP representam uma cau-
sa ou uma consequéncia das doencgas vasculares, a lite-
ratura sugere ambos os papéis para as MP.

E certo que o seu contributo para a promogio da
inflamacdo e da coagulagdo estendem a severidade

das doencas, ainda que algumas das suas agdes pos-
sam ter efeitos benéficos a curto prazo.®8

A maioria da investigacao tem se centrado no papel
das MP nas doencas cardiovasculares, com evidéncias
para o seu aumento nestas condi¢des patologicas.

Considerando a HTA, as MP mais frequentemente
descritas sdo as de origem endotelial e plaquetaria.6
Os efeitos da pressao arterial extremamente elevada
(pressao diastdlica> 120 mmHg e/ou pressao sistolica
> 220mmHg) sob os niveis de MP endoteliais e pla-
quetarias foram recentemente avaliados. Os niveis de
MP endoteliais encontraram-se elevados nos grupos
de pressao arterial mais elevada, apresentando uma
correlacdo positiva com os niveis de pressao sistolica
¢ diastolica, ativagdo plaquetaria e endotelial. >4

Comparativamente com os marcadores classica-
mente utilizados, como VCAM-1, ICAM-1 ¢ vWF,
as MP apresentaram correlagdes significativamente
mais fortes.>*#445 Estes classicos marcadores depen-
dem mais fortemente de fatores metabolicos, enquan-
to que as MP se relacionam melhor com a pressao
arterial ¢ a fun¢@o endotelial.*** Os dados sugerem
que as MP endoteliais aparentam ser os marcadores
de risco mais fortes existentes.

Tem também sido demonstrado que os niveis plas-
maticos de MP endoteliais refletem diretamente o grau
de DE, se correlacionam diretamente com a espessu-
ra das paredes arteriais e inversamente com a ampli-
tude da dilatacdo mediada pelo fluxo.4 Num estudo
prospetivo com 500 pacientes com sindromes coro-
narios agudos, as MP demonstraram capacidade para
prever infarto do miocardio secundario e mortalidade,
e num estudo com 200 pacientes assintomaticos, as
MP preveem a aterosclerose assintomatica nas artérias
carotidas, aorta abdominal e femoral.*

O espetro de patologias que apresentam nimeros
elevados de MP inclui a hipertensao severa, acidente
vascular cerebral, insuficiéncia renal, doencas coro-
narias, hipertensao pulmonar, diabetes mellitus e sin-
drome metabdlico.*

Para além no largo espetro de MP na generalidade
correlacionado com a HTA e DE, na diabetes mellitus
46 e na hipertensao pulmonar 47 sdo também descri-
tos niveis aumentados de MP endoteliais, plquetarias
e leucocitarias e pacientes com doengas renais croni-
cas apresentam altos niveis de MP endoteliais.®*®
Doengas como a pré-eclampsia49, aterosclerose, ap-
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neia do sono50 e hipertensao essencial51 estdo tam-
bém associadas a MP de vérias origens, as quais se
correlacionam positivamente com a DE e outcomes
clinicos desfavoraveis.® Neste sentido, as MP tém sido
capazes de prever a mortalidade e morbidade resul-
tantes de doencas como a insuficiéncia cardiaca, ate-
rosclerose, hipertensao pulmonar e doengas renais em
fase terminal.?

As MP encontram-se aumentadas também nas
doengas inflamatorias, sobretudo em individuos com
psoriase, esclerose multipla, lupus sistémico eritema-
toso, vasculite, rejei¢ao de transplantes, artrite reu-
matoide e doengas inflamatorias do intestino. O tra-
tamento destas patologias reflete-se na diminui¢ao de
MP, realgando a sua importancia como possivel mar-
cador na monitorizagao terapéutica.’

Em estados hipercoagulativos, verifica-se uma vez
mais o aumento de MP (o oposto se verifica em indi-
viduos com sindrome de Scott), aumento este direta-
mente correlacionado com o de conhecidos promoto-
res da coagulagdo.®!”

Os desequilibrios hormonais aparentam também
afetar os niveis de MP. Avaliacdes de mulheres com
sindrome do ovario policistico e aumento de testos-
terona ou de mulheres na menopausa descrevem ni-
veis aumentados de MP, possivelmente resultantes da
diminui¢do do estrogéneo.®> Em contrapartida, a
terapia de reposicao hormonal podera encontrar-se
associada ao aumento de MP.

As variagdes quantitativas de MP no decorrer das
doencas poderdo ainda ser uteis na estratificagdo do
risco em diversas patologias e desta estratificagdo re-
sultar um melhor direcionamento terapéutico e aloca-
¢do de recursos.

POTENCIAL DA INTERVENCAO
TERAPREUTICA

Para além das evidéncias anteriormente descritas
resultantes da interveng¢ao sobre as MP, nomeadamen-
te do bloqueio do calcio e da reorganizacao do citos-
queleto, outros farmacos t€m sido estudados em di-
versos pontos de sinalizagao das MP.

Um inibidor seletivo da fosfodiesterase AMP ci-
clica e agente anti-plaquetario, o cilostazol, diminui
os niveis de MP plaquetarias. O losartan, a combina-

¢do de losartan com simvastatina e a ticlopidina, di-
minuem significativamente os niveis de MP derivadas
de monocitos.® As estatinas aparentam diminuir a
formag¢ao de MP endoteliais e os medicamentos ticlo-
pidina, abciximab e cilostazol diminuem os niveis de
MP plaquetarias.*>?

Em pacientes hipertensivos, o eprosartan diminui a
pressdo arterial em paralelo com a diminuigdo de MP.®

Antioxidantes como a vitamina C e o carvedilol
reduzem os niveis de MP circulantes em pacientes
com insuficiéncia cardiaca e melhoram a funcao en-
dotelial #6:3453

Os ‘peroxisome proliferator-activated receptors
(PPAR), inibindo a inflamagdo e DE, apresentam fun-
¢oOes protetoras a nivel cardiovascular, sendo a piogli-
tazona eficaz em reduzir o nimero de MP em pacien-
tes com sindrome metabolico.®

As MP podem ser manipuladas para sobre-
-expressar diferentes proteinas de interesse, como o
factor Sonic hedgehog (Shh).” Quando se pretendeu
avaliar a capacidade da expressao de Shh em MP na
redugdo da hipertensao arterial induzida pela Ang II,
verificou-se que as MP sdo significativamente efica-
zes, aumentando a producdo de NO e reduzindo o
stress oxidativo.’® Os resultados demonstram o poten-
te efeito das MP como agente anti-hipertensor, revo-
gando por completo os efeitos da Ang Il na indugdo
de hipertensao.>

A expressao de Shh em MP apresenta ainda capa-
cidade antioxidante pelo seu contetido enzimatico e
pela promogao da expressdao de enzimas noutras cé-
lulas e propriedades angiogénicas apds isquemia e
reperfusdo.’’*

Em ultimo lugar, a administracao de epoprostenol
demonstrou recentemente inibir as MP plaquetarias e
formacao de coagulos.!

b

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

As MP sdo agentes complexos, exibindo um largo
espectro de mediadores moleculares e agdes regula-
doras de processos metabolicos fundamentais no
surgimento de patologias cardiovasculares. Fazem
parte destes processos a apoptose, proliferagdo, coa-
gulacdo, disfuncao endotelial, angiogénese e comu-
nicacao celulares.
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Dependendo do contexto da sua formagao, dos
mecanismos desencadeadores e do local de formagao,
as MP expressam diferente composicao e efeitos nas
células alvo.

O comprometimento dos mecanismos acima refe-
ridos, carateristicos de patologias como a HTA, doen-
cas coronarias e aterosclerose, sdo responsaveis pela
DE. A DE, por sua vez, ¢ um provavel responsavel
pelo surgimento e perpetuagdo de tais condigdes vas-
culares. As lesdes vasculares causadas pela HTA a
longo prazo, contudo, poderdo promover a libertagao
de mais MP, resultando num perpetuar dos efeitos
nefastos das mesmas. A literatura sugere as MP como
causa e consequéncia de varias patologias, sobretudo
as CV. Estabelece-se assim um continuum CV, sob a
forma de um ciclo com o perpetuar das patologias CV.

O elucidar das intera¢des entre os mecanismos de
formacgdo e atuacdo das MP ¢ um diverso arsenal de
farmacos permitird no futuro atenuar os efeitos da
ativacao exagerada de MP. Destes farmacos, os mais
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O POTENCIAL TERAPEUTICO DO SULFETO DE HIDROGENIO
NA DOENCA VASCULAR

Paulo Bastos!

RESUMO

A deficiéncia de sulfeto de hidrogénio encontra-se fortemente associada a diversas patologias vasculares.
Atuando como um modulador protetor da func¢ao endotelial, o sulfeto de hidrogénio ¢ responsavel pela regu-
lacdo dos processos de adesdo, inflamagao, oxidagdo/reducdo, vasodilatagdo, apoptose, angiogénese, hiper-
plasia e coagulagdo. Como demonstrado em estudos experimentais em animais, o sulfeto de hidrogénio ¢é
capaz de atenuar e reverter determinadas condig¢des patoldgicas, sugerindo ser um inovador e promissor
agente terapéutico no combate a doenga vascular. Nesta revisao sdao descritos a formagao e metabolismo de
sulfeto de hidrogénio, os seus mecanismos de acao e vias de sinalizagao correspondentes e a eficacia demons-

trada nos estudos in vivo até a data realizados.

Palavras-chave: H S; hydrogen sulfide; cardiovascular; atherosclerosis; endothelial dysfunction

INTRODUCAO E CONTEXTUALIZACAO

Varios estudos descrevem a deficiéncia de sulfeto
de hidrogénio (H,S) em diversas doengas cardiovas-
culares ¢ o seu papel protetor contra a aterosclerose. '
Na concentragdo de 50 a 150 uM, o H,S funciona
como um modulador protetor da fun¢do endotelial, a
semelhanga do 6xido nitrico (NO) e mondxido de
carbono (CO).2

O H,S representa o novo elemento da familia de
gasotransmissores (H,S, NO e CO) no organismo hu-
mano e, a semelhan¢a do NO e CO, apresenta efeitos
protetores na vasculatura.’

Tem também sido demonstrado em diversos estu-
dos o papel preventivo do H,S no surgimento da ate-
rosclerose, inibindo a modificagdo e captagao do co-
lesterol LDL, a adesdao de mondcitos e macrofagos, a
inflamacao e hiperplasia vasculares e a trombogéne-
se.? O seu efeito protetor contra as doengas vasculares,

!'Seccdo Autonoma de Ciéncias da Satde, Universidade de Aveiro, Portugal.
E-mail de correspondéncia: pauloandrediasbastos@ua.pt

sobretudo a aterosclerose, ¢ também atribuido a ca-
pacidade de redugdo dos niveis de homocisteina e
promocao dos niveis de NO.

A suplementagdo com moléculas capazes de gerar
H,S no organismo humano (como os doadores NaHS
e GYY4137) tem demonstrado resultados benéficos
num numero crescente de estudos.’ Dado o seu poten-
cial terapéutico e a necessidade no desenvolvimento
de inovadores agentes contra as doengas cardiovascu-
lares, estes mesmos agentes merecem ser explorados,
nao existindo ainda dados significativos relativos a sua
seguranca e eficacia gerados em humanos.

Ainda assim, sabe-se que tanto a diminuicao da
producdo enddgena de H,S por delegdes genéticas,
COmo a sua supressao por agentes exogenos (como a
propargilglicina), promovem o desenvolvimento de
aterosclerose.’ Desta forma, prevé-se que a indugdo
¢ promog¢do do H,S venham a demonstrar-se eficazes
no combate as doengas vasculares.

Boletim da SPHM Vol. 30 (2) Julho-Dezembro 2015

23



ARTIGO DE REVISAO / REVIEW ARTICLE

O Potencial Terapéutico do Sulfeto de Hidrogénio...

Para tal ser tornar uma realidade na pratica clinica,
¢ ainda necessaria a completa elucidagdo dos meca-
nismos pelos quais o H,S atua, o conhecimento dos
seus diferentes efeitos nos preferenciais tecidos e 6r-
gdos alvo e a realizagdo de estudos que averiguem a
sua seguranca em humanos.

Nesta revisdo procurou-se avaliar a eficacia do H,S
nos estudos até a data realizados, bem como os me-
canismos pelos quais o0 mesmo exerce um efeito be-
néfico ao nivel da vasculatura.

METODOLOGIA

Foi realizada uma pesquisa bibliografica com base
em artigos publicados nas bases de dados Medline e
Cochrane Library, referentes a estudos epidemiologi-
cos e experimentais publicados nos ultimos 5 anos.
Analisaram-se artigos que apresentassem associagoes
entre a diminui¢do do H,S e as patologias vasculares e
artigos que demonstrassem 0s mecanismos € vias de
sinalizac¢do pelos quais o H,S atua a nivel da vascula-
tura. Foram utilizados os termos MeSH “H,S”; “hydro-
gen sulfide”; “cardiovascular”; “atherosclerosis” e

“endothelial dysfunction” em ambas as bases de dados.

METABOLISMO DO H,S E INTERACAO
COM A FORMACAO DE NO

A produgdo endogena de H,S ocorre por vias en-
zimaticas e nao enzimaticas, sendo a ultima a menos
importante.* Quando nao enzimaticamente catalisada,
a formagdo de H,S ocorre espontaneamente a partir
de glucose, polissulfetos organicos e inorganicos, glu-
tationa e enxofre elementar.’

A via enzimatica depende da acdo das enzimas
cistationina beta-sintase (CBS) e cistationina gama-
-liase (CSE), que dependem do piridoxal-5’—fosfato
(PLP) e utilizam como substrato a L-cisteina ou a
homocisteina ¢ a L-cisteina em conjunto.® Alternati-
vamente, o H,S pode ser formado por a¢do da enzima
(ndo dependente de PLP) 3-mercaptopiruvato sulfur-
transferase (3-MST), que utiliza o 3-mercaptopiruvato
como substrato.

Na vasculatura, a CSE ¢ a enzima predominante,
ainda que a produgao por a¢do da 3-MST seja também

consideravel.* Apos a sua produgdo, o H,S pode ser
imediatamente libertado na circulagdo ou armazenado
em compostos de enxofre. Além do referido, o H,S
apresenta, a semelhanga do NO e do CO, alta afinidade
para a hemoglobina, da qual resulta o seu sequestro.*

Uma vez desprotonado, o H,S ¢ rapidamente oxi-
dado a tiossulfato na mitocondria e posteriormente
convertido ndo enzimaticamente a sulfetos e sulfa-
tos.*” Enzimaticamente, o H2S pode também ser me-
tilado a dimetilsulfeto e metanetiol, ou reagir com a
meteglobina e formar sulfemoglobina.

E consensualmente reconhecida a agdo sinérgica
entre 0 H,S e a expressdo de NO no sistema cardio-
vascular. ® Apesar de ambos poderem exercer agdes
citoprotetoras de forma independente, evidéncias re-
centes sugerem também uma relacao de dependéncia
entre estes mediadores.’

A enzima responsavel pela formagao de NO a nivel
endotelial (eNOS), ¢ regulada por fosforilacdo me-
diada pelo H,S. O H,S promove a sua ativag¢ao ¢ con-
sequente formagdo de NO.’

Modelos animais com deficiéncia de CSE apresen-
tam redugdes significativas de BH4 (tetrahidrobiop-
terina), um cofator essencial a atividade da eNOS.
Esta deficiéncia € responsavel pelo comprometimen-
to da oxidacao da L-arginina (precursor do NO).>!!
Além do referido, a reduzida atividade da CSE com-
promete também a conversdo da homocisteina a cis-
tationina.

Desta forma, a deficiéncia de CSE e consequente
reducdo do H,S € responsavel pela diminuigdo do NO
e pela acumulacdo de homocisteina, contribuindo for-
temente para o stress oxidativo, disfun¢ao endotelial
e surgimento de patologias vasculares. Contudo, a
reposi¢do com precursores do H,S € capaz de com-
pensar esta deficiéncia e restaurar a atividade a eNOS,
pelo menos em modelos animais.’

Atualmente existem varios compostos capazes de
libertar efetivamente H,S in vivo. Os sais de sulfeto
tém sido os mais utilizados (hidrossulfeto de sodio,
sulfeto de sodio e sulfeto de célcio); contudo, atingem
a concentragdo maxima em segundos e sao muito ra-
pidamente degradados."> A suplementagdo com H,S
ndo € ainda ideal, devido aos efeitos toxicos do mes-
mo em elevadas concentracoes ¢ a dificuldade de um
controlo preciso, sendo bastante volatil e difusivel
através das membranas celulares. '
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Compostos de libertagao prolongada tém sido de-
senvolvidos para aumentar a eficicia de atuacao, mas
a sua administragdo em humanos encontra-se ainda
por investigar.

MECANISMOS DE ACAO, VIAS DE
SINALIZACAO E POTENCIALIDADES
DO H,S NA DOENCA VASCULAR

O H,S representa um forte protetor contra a ate-
rosclerose e restantes doengas vasculares, sendo um
potente anti-inflamatério, pré-angiogénico e antioxi-
dante e um modesto vasodilatador.*!?

A inflamagdo ¢ um fenomeno chave na patogéne-
se da disfungdo endotelial.'*!> As propriedades anti-
-inflamatorias do H,S devem-se a capacidade de inibir
a expressao de moléculas de adesdo e o recrutamento
leucocitario, através da ativacdo dos canais de K* ¢
consequente hiperpolarizagao celular.'®

Caracteristica-chave da inflamagao e aterosclerose,
a expressao de citocinas inflamatorias e moléculas de
adesao celular, € responsavel por muitos dos fendme-
nos verificados na disfun¢do endotelial e progressao
de varias doengas vasculares.'*!3

Os efeitos da inflamagdo a nivel endotelial sdo me-
diados sobretudo pela ativacao da mitogen-activated
protein kinase (MAPK) e do nuclear factor-kB (NF-
-kB), sendo a formagao destes promovida por agdo do
tumor necrosis factor-o. (TNF-qa).!7-18

A diminui¢do da expressao de intercellular adhe-
sion molecule-1 (ICAM-1), vascular cell adhesion
molecule-1 (VCAM-1), P-selectina, E-selectina e da
formagao de espécies reativas de oxigénio (ROS),
previne a adesdao de mondcitos e macrofagos, a qual
¢ necessaria para dar inicio ao desenvolvimento da
aterosclerose. A heme oxigenase-1 (HO-1) € uma en-
zima com um papel fulcral na degradagdo de grupos
heme e participa na regulacdo da inflamacao através
dos seus produtos de degradacao bilirrubina e mono-
xido de carbono, exercendo um efeito anti-inflamatorio
¢ antiagregante. '>19-20

Apo6s administragdo de precursores exogenos de
H,S, verifica-se a atenuagédo da disfun¢do endotelial
desencadeada pelo TNF- o a nivel das células endo-
teliais, suprimindo a ativacao do NF-kB e a produgdo
de ROS e aumentando a expressdo de HO-1.!°> Desta

forma, o HZS representa um promissor agente no tra-
tamento da inflamagao e disfuncao endoteliais.

No que diz respeito ao seu potencial anti-
-hipertensor, a hiperpolarizacao celular no musculo
liso da vasculatura, resultante da abertura dos canais
de K, podera também ser um dos fatores responsa-
veis. Alternativamente, a sua acao vasodilatadora po-
dera dever-se a ativacao da formagao de NO.

Contudo, na literatura sdo descritos efeitos vaso-
dilatadores e vasoconstritores. Estes resultados para-
doxais dever-se-ao a concentragdo alcancada e ao
tecido alvo. Em quantidades minimas e nos tecidos
com baixa pressao parcial de oxigénio (30mmHg), o
H,S possui um efeito vasodilatador, o qual € perdido
em concentragdes superiores € em tecidos com pres-
sdo parcial de oxigénio muito elevada (150mmHg).?!

Sabe-se também que o H,S promove a proliferagao
e migracao das células endoteliais, estimulando a re-
para¢do endotelial e o crescimento de novos vasos.*>*
As vias de sinaliza¢do pelas quais o H,S promove a
angiogénese, passam pela ativagdo da protein kinase
B (PKB), da MAPK e do p38, resultando no aumento
da expressao do vascular endothelial growth factor
(VEGF).2%

Anivel mitocondrial, o H,S exerce um efeito cito-
protetor, estimulando a respiragao celular e producao
de energia sobretudo em estados de hipoxia ou de
stress oxidativo. Uma vez mais, os efeitos benéficos
verificam-se em concentragdes mais reduzidas (10 a
100nM), tornando-se toxico e inibindo o funciona-
mento mitocondrial em concentra¢cdes muito eleva-
das.?* Os seus efeitos a nivel mitocondrial sao também
responsaveis, pelo menos parcialmente, por uma agao
antiapoptotica e antinecrotica.?

Podendo atuar como um forte antioxidante, o H,S
aumenta os niveis de glutationa e a expressao do fator
de transcricdo NrF2, promovendo a expressao de en-
zimas antioxidantes como a HO-1, a superdxido
dismutase-1 e a catalase.*?%27

EVIDENCIAS DO ENVOLVIMENTO
DO H,S EM PATOLOGIAS VASCULARES

Os niveis de CSE e H,S encontram-se diminuidos
em macrdofagos presentes nas placas aterosclerodticas,
como consequéncia da acumulagao de colesterol LDL

Boletim da SPHM Vol. 30 (2) Julho-Dezembro 2015

25



ARTIGO DE REVISAO / REVIEW ARTICLE

O Potencial Terapéutico do Sulfeto de Hidrogénio...

oxidado.? Nestas células, a suplementa¢do com NaHS
¢ Na,S (doadores de H,S) e cisteina (substrato prefe-
rencial da CSE) diminui a produ¢do de mediadores
responsaveis pela resposta ao stress fisico e oxidativo,
como o TNF-a, ICAM-1 e c-jun N-terminal kinase
(JNK).?® Estes mediadores participam ativamente no
processo de aterogénese € o seu aumento, resultante
da diminuigdo de H,S, demonstra o papel preventivo
do H,S no surgimento da aterosclerose.*®

A hiper-homocisteinemia ¢ responsavel pela dis-
funcao endotelial através da promogao do stress oxi-
dativo e comprometimento mitocondrial, encontrando-
-se associada a diversas patologias cardiovasculares.
Nas patologias associadas a hiper-homocisteinemia,
o H,S ¢ capaz de epigeneticamente reverter os efeitos
deletérios da homocisteina, promovendo a funciona-
lidade mitocondrial e endotelial.?

Recentemente, Zong et al. demonstraram pela pri-
meira vez o papel protetor do H,S no surgimento de
disfuncao endotelial induzida pelo aumento da con-
centracio extracelular de NaCl.** A diminui¢do de H,S
resultante da inibicdo da enzima CSE, culminou no
aumento da apoptose em células endoteliais do cordao
umbilical humano. A apoptose celular verificada foi
mediada pelo aumento da libertacdo de citocromo-c
mitocondrial, das caspases-3 ¢ -9 e da formagao de
ROS, particularmente anido superoxido.*®

Quando os autores recorreram a suplementagao
celular com um doador de H,S, a apoptose foi acen-
tuadamente inibida, sugerindo que os efeitos deleté-
rios na vasculatura do aumento da concentragdo san-
guinea de NaCl se devem a diminui¢ao do potencial
protetor do H,S.*

Estes resultados sao apoiados por diversos estudos
que demonstram o papel do consumo elevado de NaCl
no surgimento da hipertensdo arterial e o papel da
disfuncao endotelial no surgimento de uma variedade
de doengas cardiovasculares.?%3!

Reconhece-se atualmente que dietas ricas em NaCl
aumentam a producao de ROS, induzem o stress oxi-
dativo e promovem a formacao de fatores de coagu-
la¢ao.3>* Existem também evidéncias de que a suple-
mentagdo com precursores de H,S podera reduzir
significativamente a pressao arterial.>>**

Este estudo revelou que o excesso de NaCl ¢ res-
ponsavel pela disfuncdo endotelial, mediada pelo
comprometimento do H,S, e consequente aumento do

stress oxidativo, refor¢ando o conhecido papel do H,S
na reducdo da pressao arterial e reversao do remode-
lamento vascular.

A reperfusdo pos-isquemia representa mais uma
condi¢do patologica com forte probabilidade de bene-
ficiar da suplementagdo com H,S, sendo caracterizada
pela privagdo da perfusdo sanguinea a um 6rgao ou
tecido, seguida da restauragdo e reoxigenacao local.!>

Este fenomeno ¢ responsavel pelo desencadear de
varios mecanismos patologicos ainda por resolver na
pratica clinica, os quais incluem a ativagao dos sistemas
de complemento e imunitario, stress oxidativo, sobre-
carga de calcio, comprometimento da fosforilagao oxi-
dativa, necrose, apoptose ¢ disfung@o endotelial.!>*?

O H,S tem surgido como um agente capaz de atenuar
as lesoes resultantes da reperfusao pds-isquemia de diver-
sas formas, as quais incluem a vasodilatagdo, a reducdo
da inflamacdo e apoptose, a protecdo contra a oxidagao
excessiva, a inibicao da coagulagao e a cardioprotecao.

CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A disfuncao endotelial encontra-se associada a va-
rias doengas cardiovasculares, incluindo a ateroscle-
rose € a hipertensdo. Varios estudos demonstram as
propriedades anti-inflamatorias, antiapoptoticas e
antioxidantes do H,S, bem como a sua capacidade de
promover a angiogénese e o relaxamento vascular,
contribuindo para a regeneracao endotelial e a redu-
¢do da pressao arterial.

A deficiéncia de H,S contribui para a disfungéo
endotelial e patogénese da aterosclerose, podendo a
reposicdo exogena de H,S antagonizar a progressao
da doenga vascular.

Apesar de o potencial protetor do H,S na vascula-
tura se encontrar bem estabelecido, os mecanismos
pelos quais atua ndo se encontram ainda bem delinea-
dos. E necessario definir estes mecanismos de forma
a se poder usufruir seguramente dos beneficios ma-
ximos e desenvolver inovadoras terapias contra as
doencas vasculares. A sua eficcia terapéutica nao foi
ainda testada clinicamente com sucesso, mas 0s re-
sultados pré-clinicos sdo extremamente promissores.

De modo a aumentar a duracao da biodisponibili-
dade de H,S, desenvolveram-se varios agentes doado-
res de H,S de libertagdo lenta com eficacia comprova-
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da in vitro, ex vivo e in vivo. Contudo, ndo existem
ainda terapias dirigidas aos tecidos alvo e o controlo
da concentragdo sanguinea ¢ ainda uma limitagao.

Os diferentes compostos disponiveis para liberta-
¢do de H,S apresentam distintos efeitos e duragdes
terapéuticos, sendo necessario avaliar os mesmos cli-
nicamente com o intuito de se estabelecerem possiveis
regimes terapéuticos.
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CONCEITOS SOBRE HEMORREOLOGIA E MICROCIRCULACAO HUMANAS

J. Martins e Silva!

TEMA 9 — PRINCIPAIS FACTORES
DETERMINANTES DA VISCOSIDADE
SANGUINEA

A viscosidade sanguinea que, in vivo, ¢ uma das
principais condicionantes do fluxo circulatorio,
ndo obedece aos conceitos vigentes da mecanica
continua. A viscosidade aparente do sangue (Tema
5) reflete as variagdes extremas em circulacdo que
resultam da quantidade e variabilidade de respos-
ta dos componentes sanguineos ao impacto das
forcas inconstantes que o impulsionam num con-
tinente vascular também muito varidvel (ver Temas
5 e 8). Narealidade, a viscoelasticidade sanguinea
depende de um conjunto de fatores, uns relativos
ao sangue (fatores intrinsecos), € outros consistin-
do em influéncias exteriores (fatores extrinsecos),
(Quadro I).

Quadro I. Principais fatores determinantes da viscosidade sanguinea

Intrinsecos Extrinsecos

Tensdo de cisalhamento
Diametro tubular ou vascular
Temperatura

Hematocrito

Viscosidade plasmatica
Agregagcdo eritrocitaria
Deformabilidade eritrocitaria

FATORES INTRINSECOS

Os fatores intrinsecos justificam que o sangue evi-
dencie, in vivo, um comportamento ndo-Newtoniano
semelhante ao de um meio viscoelastico, representa-
do por elementos eldsticos (os componentes celulares,
sobretudo eritrocitos) dispersos num meio viscoso (o
plasma).

Hematocrito

Esta variavel define o contetido globular em dado
volume sanguineo. Atendendo a que os eritrocitos sao
os elementos celulares predominantes no meio san-
guineo (cerca de 99,9%), € natural que a sua concen-
tracdo, relativa a do plasma, seja um dos fatores mais
influentes na viscosidade sanguinea, a valores baixos
ou altos da relacdo de cisalhamento. O aumento da
massa eritrocitaria ou a diminui¢do do volume plas-
matico ocasionam, em geral, um aumento do hema-
tdcrito, enquanto, a sua redu¢do poderd dever-se a
uma menor massa eritrocitaria ou aumento do con-
teudo plasmatico no sangue. Por conseguinte, a ob-
servacao dos efeitos induzidos pelos outros efetores
da viscosidade sanguinea requer a eliminacao dos que
sdo causados pelo hematdcrito, através de dois pro-
cessos alternativos: (a) reconstituindo as amostras a
determinar para um hematocrito-padrdo (em geral,
45%, também considerado o valor médio normal), ou
(b) através do calculo da viscosidade a determinados
valores de hematocrito.

Por outro lado, além do hematocrito, é sabido
(Tema 8) que a viscosidade sanguinea varia em func¢ao
da tensao e da relacao de cisalhamento coexistentes.
Porém, aquelas varidveis ndo mantém a mesma cons-
tante de proporcionalidade no sangue fluente; no sis-
tema vascular humano ha, a cada instante de fluxo,
um numero infinito de valores da relacao de cisalha-
mento (ex., os valores mais elevados da relagao de
cisalhamento ocorrem nos principais vasos, enquanto
os menores, inferiores a 100 s') sdo registados na
arteriolas e vénulas. No conjunto, a viscosidade san-
guinea aumenta quando a tensao € maior ou a relagao
de cisalhamento diminui (fluxo mais lento), ou, vice-
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-versa, diminui quando a tensdo ¢ reduzida ou aumen-
ta a relacdo de cisalhamento (Quadro II). Esta varia-
bilidade justifica que viscosidade sanguinea seja
preferencialmente medida por viscosimetros a deter-

minados valores da relacdo de cisalhamento.

Quadro II. Variagio da viscosidade sanguinea in vivo

Aumento

Diminuicao

Aumento da tensao
de cisalhamento
ou
Diminuigdo da rela¢do
de cisalhamento

Diminuicao da tensdo
de cisalhamento
ou
Aumento da relacdo
de cisalhamento

O hematocrito € o principal determinante da vis-
cosidade sanguinea na macro circulagdo. Valores cres-
centes de hematocrito tendem a afetar as caracteristi-
cas laminares do fluxo, reduzindo-lhe a fluidez. Esta
inter-relacao justifica que o aumento linear do hema-
tocrito (dentro dos limites fisioldgicos) induza um
aumento logaritmico da viscosidade sanguinea, inde-
pendentemente da relacdo de cisalhamento. A propor-
cionalidade referida atenua-se quando o hematdcrito
atinge valores muito reduzidos ou elevados; explica-
-se assim que a viscosidade sanguinea diminua exa-
geradamente quando o hematdcrito € inferior a 35%,
verificando-se o oposto com hematdcrito superior a
50%. Por exemplo, com valores elevados da relacdo
de cisalhamento, proprios da corrente arterial, um
sangue com hematdcrito de 55% ¢ trés vezes mais
viscoso do que se tiver 30%. Nas policitemias graves,
em que o hematocrito pode atingir valores de 70-80%,
a viscosidade sanguinea tende a aumentar até niveis
multiplos do normal.

Como foi referido, a viscosidade aumenta a valo-
res baixos da relacao de cisalhamento e, vice-versa,
diminui quando esta relacao se eleva, qualquer que
seja o hematdcrito. Este comportamento resulta da
adaptacao microestrutural do sangue a relagdo de ci-
salhamento; quando esta aumenta, os eritrocitos ten-
dem a deformar-se em elipsoides orientados no sen-
tido do fluxo, com subsequente reducdo da
viscosidade sanguinea; pelo contrario, a diminuigdo
da relacao de cisalhamento para valores equivalentes
aos do trajeto venoso acentua a viscosidade sangui-
nea, devido a uma maior tendéncia para a aglutinagao
local dos eritrocitos.

Viscosidade plasmatica

Aviscosidade do plasma ¢ largamente influenciada
pela concentragdo proteica e temperatura do meio. Da-
qui resulta que a viscosidade do plasma varie direta-
mente com a concentra¢do (e viscosidade intrinseca)
das proteinas de elevado peso molecular que contém
e, em relacdo inversa, com a temperatura (a semelhan-
c¢a do que sucede com o sangue total e outros liquidos).
Entre as proteinas, sobressaem as que apresentam ele-
vado peso molecular e assimetria estrutural, como € o
caso do fibrinogenio e algumas globulinas, como a a.,-
macroglobulina e as imunoglobulinas; pelo contrério,
¢ quase irrelevante o contributo de proteinas globulares
de dimensdes reduzidas, como a albumina, para o valor
da viscosidade plasmatica. Por via das particularidades
referidas, o aumento linear da concentragdo proteica
induz a elevacdo logaritmica da viscosidade plasmati-
ca (assim como a do sangue total).

A viscosidade plasmatica ¢, na generalidade, inde-
pendente da tensdo de cisalhamento, comportando-se
como um liquido Newtoniano. Esta caracteristica po-
derd perder-se nalguns tipos de doengas sanguineas
em que ha aumento exagerado da concentragado celu-
lar ou de macroglobulinas; nestas situagdes, em que
o plasma adquire caracteristicas de liquido nao-
-Newtoniano, a viscosidade tende a aumentar ou di-
minuir inversamente a relagdo de cisalhamento.

Deformabilidade eritrocitaria

Os eritrocitos tém a capacidade de mudar de forma
em resposta a dada for¢a deformante (forca por uni-
dade de area) proveniente do exterior ou do interior
globular. Esta caracteristica, designada por deforma-
bilidade eritrocitaria, contribui para a normalidade
do fluxo circulatorio em condicdes fisiologicas. Pelo
contrario, uma redugao relevante da deformabilidade
tende a dificultar a circulag@o dos eritrocitos pela rede
capilar, com inerente perturbacdo no fornecimento de
nutrientes, trocas gasosas e remog¢ao de produtos for-
mados nos sectores afetados.

A deformabilidade eritrocitaria, que pode envol-
ver alteragdes da curvatura globular, expansdo de
area ou deformag¢do uniaxial, depende de fatores
globulares e externos (Quadro III).Entre os fatores
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globulares mais influentes na deformabilidade, des-
tacam-se a geometria e a resisténcia (elastica e vis-
cosa) a deformacgdo, a que acresce a interagao (fric-
cional ou adesiva) dos glébulos com o revestimento
endotelial vascular.

Quadro III. Fatores determinantes da deformabilidade eritrocitaria

Globulares

Geometria

Conteudo ¢ viscosidade
Composi¢do e propriedades
viscoelasticas da membrana

Externos

Tensao de cisalhamento

1. Fatores globulares determinantes
da deformabilidade

A deformabilidade eritrocitaria ¢ influenciada
por diversas propriedades globulares, designada-
mente: (a) geometria, (b) contetdo e viscosidade,
e (c) propriedades reologicas da membrana glo-
bular. Estdo descritas numerosas anomalias pato-
logicas, de origem genética ou adquirida, que
comprometem a estrutura, propriedades e, conse-
quentemente, as propriedades elasticas e mecani-
cas dos globulos vermelhos, designadamente, a
sua deformabilidade.

Figura 1. (A) Eritrocitos normais com forma discoide, com 6 a 8 um de dia-
metro, observados por fotomicrografia eletronica de varrimento;
(B) Esferocitos, observados em esfregaco. Cortesia Wikimedia
Commons, dominio publico.

Aquelas anomalias podem resultar de (i) altera-
¢ao de forma globular, em que, por redugao da su-
perficie globular, os eritrocitos biconcavos e discoi-
des se convertem em esferdcitos (Fig.l), (ii)
modulagdo por sinais bioquimicos (com origem
intra- ou extra-eritrocitaria) incidentes na estrutura,
comportamento mecanico e ou funcdes globulares,
modifica¢ao da concentragdo de hemoglobina e vis-
cosidade eritrocitaria, e (iii) modificagdo da estru-
tura lipido-proteica membranar (Fig.2), induzida
por stress oxidativo ou alteragdes na composi¢ao
lipidica e ou proteica.

SUPERFICIE EXTERNA

Proteinaintegral

{p.ex., Banda 3, Glicoforina C}
Glicolipldo
Protelna periférica

Canal proteico

Colesterol
Espectrina « Espectrina B
SUPERFICIE INTERNA

/ Glicoproteina

I ‘\\ Fosfollpido

Figura 2.

Esquema de membrana eritrocitaria.
Assemelha-se, estrutural e funcional-
mente a da generalidade das membranas
plasmaticas eucariotas, embora com
algumas particularidades. No citoesque-
leto, a matriz proteina que reveste a face
citoplasmica globular, destaca-se a es-
pectrina (dois dimeros, cada um com
duas cadeias polipeptidicas, o e B, de
que resulta a formag@o de uma estrutura
tetramérica) e diversas outras proteinas,
intervenientes em trés pontes que as-
seguram a unido dos tetrdmeros de es-
pectrina ao bifolheto lipidico membra-
nar: (a) banda 3-anquirina-f§ espectrina
(regula a coes@o da membrana), (b)
glicoforina C-proteina 4.1- 3 espectrina
(a sua rutura afeta pouco a estabilidade
de membrana), e (c) banda 3-aducina-
-espectrina, que une o complexo da es-
pectrina, actina, proteina 4.1 ao bifolhe-
to lipidico (a sua rutura provoca a
fragmentagdo da membrana).

Bifolheto
lipidico

Proteina perllérica
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(a) Geometria globular

Entre as caracteristicas geométricas destacam-se
a relacdo area superficial/volume, da qual depende a
forma discoide dos eritrocitos normais maduros em
repouso (Fig. 1); nestas condi¢gdes, o maior diametro
eritrocitario é cerca de 8 um (ou 10 *m), o volume
médio ¢ de 90 fl (ou 10 "5 L), e a area superficial
aproximadamente igual a 140 um?. Deste modo, a
area excede largamente a que seria necessaria (97
um?) para o volume globular indicado; justifica-se
assim a forma discoide dos eritrocitos em repouso
(Fig.1) e a capacidade para estes se deformarem ra-
pidamente ao longo de um eixo, tomando a forma de
elipsoides (Fig. 3), sem alteracao de volume nem de
area superficial, ao ficarem expostos as multiplas
constri¢des da circulacao cardiovascular; entre estas,
destacam-se segmentos capilares e fendas com menos
de 14 um de extensao e até 0,5 um de diametro, lo-
calizados no endotélio que, no tecido hematopoiético
medular e na polpa vermelha do bacgo, separa os cor-
ddes sanguineos dos espagos sinusoides.

Os globulos vermelhos normais atravessam sem di-
ficuldade canais como didmetro até 2,9 pm de didmetro;
abaixo deste valor, os eritrocitos perdem a capacidade
de se deformarem, o que os impede de atravessarem,
intactos, as limita¢des vasculares mais estreitas da mi-
crocirculagdo, a menos que o volume globular diminua
ou aumente a sua area superficial. Glébulos vermelhos
com deformabilidade reduzida, presentes em numerosas
situacdes patologicas, tém dificuldade acrescida em
passarem pela microcirculagao.

Por via das suas caracteristicas microvasculares
proprias, o bago € o 6rgao onde o sangue tende a es-
tagnar mais tempo, o que, ao contribuir para uma re-
dugdo do pH local (até cerca de 6,8 de pH), também
diminui a deformabilidade eritrocitaria. Em conse-
quéncia destas restrigoes, o fluxo sanguineo na mi-
crocirculagdo torna-se mais lento. Adicionalmente, as
dificuldades e obstaculos microcirculatorios enfren-
tados pelos eritrocitos acarretam na perda sucessiva

Figura 3. Representacdo esquematica da mudanga de forma dos eritrocitos,
que da forma discoide na circulac?o arterial (A) se deformam para
atravessarem a rede capilar, apds o que regressam a forma discoide
quando entram na vertente venosa (V).

Figura 4. Representagdo da perda progressiva de componentes membranares
durante o tempo de vida-média dos eritrdcitos na circulagdo huma-
na. Daqui resultam altera¢des da forma e diminuigdo progressiva
da deformabilidade globular; além da area superficial, diminuem o
volume, diametro globular e a protegdo anti-oxidativa dos compo-
nentes membranares ¢ da hemoglobina; as interagdes lipido/protei-
nas e ou proteinas/proteinas da membrana modificam-se, com re-
flexo na dinamica estrutural do citoesqueleto; aumenta a
viscosidade da membrana e do citoplasma globular; o aparecimen-
to de novos sitios antigénicos nas sialoglicoproteinas e ou banda 3,
contribui para o reconhecimento e fagocitose dos eritrocitos enve-
lhecidos pelo sistema reticulo endotelial.

de superficie membranar durante os 100 a 120 dias
de idade eritrocitaria. Desta alteragdo, resulta uma
modificagdo progressiva da geometria eritrocitaria,
em que a forma discoide evolui para a de esferocito
(Fig. 4); enquanto os globulos jovens tém maior vo-
lume e area superficial, estes valores diminuem com
o seu envelhecimento.

(b) Conteudo e viscosidade interna

(i) Conteudo

Os eritrocitos, além de transportarem oxigénio in-
dispensavel ao metabolismo tecidual aerdbio, contém
outras substéancias (p.ex., CO,, monoxido de azoto
10es, fosfatos organicos), que direta (através do esta-
do de oxigenacao da hemoglobina) ou indiretamente
(reologia sanguinea, perfusdo sanguinea, metabolis-
mo) contribuem para aquela fun¢do. No sentido in-
verso, as propriedades da membrana, metabolismo e
comportamento da hemoglobina eritrocitaria podem
ser afetados por diversos fatores e sinais metabolicos
em circulacdo, gerados pds-oxigenacao tecidual. Des-
tacam-se, seguidamente, alguns dos componentes
mais relevantes nesses mecanismos.

Variacdo osmolar — A osmolalidade do meio de
suspensdo (sangue ou experimental) pode condi-
cionar a deformabilidade eritrocitaria:

— Em hiper-osmolalidade, a difusao da agua intraglo-
bular para o meio exterior induz a diminui¢do do
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volume (com area superficial constante), a par do
aumento da CMHG e, consequentemente, da visco-
sidade do conteudo eritrocitario; porém, enquanto a
reducao do volume favorece o fluxo eritrocitaria
através de canaliculos e fendas com didmetros mais
reduzidos, o acréscimo da CMHG induz o da visco-
sidade intraglobular (n,) €, ainda, potencia a intera-
¢ao da hemoglobina com a face interna da membra-
na globular, diminuindo a respetiva deformabilidade;
— A hipo-osmolalidade, ao provocar o aumento do
volume globular e redugéo da n,, conduz também
a efeitos opostos na deformabilidade eritrocitaria;

No conjunto, enquanto a hiper-osmolalidade tende
a facilitar a passagem naquelas vias, sucede o
oposto em hipo-osmolalidade que, ao atingir o
ponto critico, provoca a lise eritrocitaria (Fig.5).

Cdlcio e Magnésio — Os catides bivalentes indu-

Figura 5. Aumento do volume globular com a diminui¢do da osmolalidade

do meio de suspensdo, em que a forma discoide se distende em
esfera até um ponto critico, que precede a hemolise.

zem a ligagdo da hemoglobina @ membrana eritro-
citaria, causando a sua rigidificacdo e, consequen-
temente, reduzindo a deformabilidade globular.
A membrana eritrocitaria possui varios tipos de ca-
nais de calcio (Ca*"), um dependente do potencial
de membrana, outro para transporte ativo dependen-
te da calmodulina, além de canais mecano-activados
para catides, em que o principal é o Ca*".

A membrana globular torna-se particularmente ri-
gida quando fixa ides de Ca*" no citoesqueleto
proteico; esta interagao altera o arranjo espacial ou
o estado fisico do citoesqueleto, de que pode re-
sultar uma contragdo da dupla camada lipidica com
transformacao equinocitica dos globulos.

Por conseguinte, a acumulagdo intraglobular de
Ca?", além de originar a uma desidratagdo relativa
e, subsequente aumento da viscosidade interna (1))

esta na origem de menor deformabilidade e even-
tual reducao do VGM, sobretudo na fragdo popu-
lacional mais envelhecida; esta particularidade
sera devida a deterioragdo do sistema de homeos-
tasia eritrocitaria do Ca*".

Aparentemente, a hipercalcemia intraglobular tam-
bém reduz o tempo de recuperacgao eléstica, a qual
tende a normalizar quando diminuem as perdas de
potassio e agua intracelular Ca**-dependentes.
Outra particularidade por explicar ¢ a decuplicacao
da concentragdo de Ca** (de 0,1uM para 1 uM) em
apenas 30% dos eritrdocitos que atravessam capila-
res com 3 a 5 um, enquanto os 70% restantes man-
tém os niveis iniciais.

Entre outras fungdes, o magnésio (Mg **) participa
na regulacdo de diversas reagdes intraglobulares,
mediadas por proteina-cinases e fosfatases. As va-
riagdes de concentragdo do Mg **associadas ao pro-
cesso de oxigenagao-desoxigenagao podem estar na
origem de modificacdes da plasticidade eritrocitaria
dependentes do oxigénio. Por si, 0 Mg?* aumenta a
estabilidade eritrocitaria.

Fosfatos organicos — Enquanto a concentracao
de ATP atua como modulador da forma e defor-
mabilidade eritrocitaria, os efeitos do 2,3-DPG
naquelas caracteristicas continuam pouco escla-
recidos e contraditorios, ainda que a espectrina
disponha de centros de fixacdo para ambos os
fosfatos organicos.

A deplecao de ATP eritrocitario, verificada natu-
ralmente durante o envelhecimento, induz a trans-
formag¢ao da forma discoide em esférica, com re-
ducao da deformabilidade globular; estas alteracdes
eritrocitarias, acompanhadas por perda de potassio
(K*) e acumulagdo de sodio (Na*) e Ca?", derivam,
aparentemente, de uma adaptagdo estrutural do
citoesqueleto eritrocitario a deplecao de ATP, com
subsequente aumento do modulo eléstico de cisa-
lhamento. A reducao do ATP globular repercute-se
também numa maior fragilidade membranar e mu-
danga progressiva de forma, observadas em eritr6-
citos conservados para transfusdo nas condigdes-
-padrdo de bancos de sangue. Experimentalmente,
a deplecao de ATP, assim como a forma e defor-
mabilidade globular podem ser revertidas pela
juncao de adenosina ao meio.
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A deplecao de ATP em diversas deficiéncias con-
génitas da glicolise eritrocitaria contribui para o
encurtamento da vida média globular nas anemias
hemoliticas que lhes estdo associadas. O aumento
da percentagem de hemoglobina desoxigenada
(desoxiHb) globular a nivel da perfusao circulaté-
ria em territorios de estagnagdo sanguinea ou de
menor tensao tecidual de oxigénio, predispde a
uma maior fixacao de ATP a desoxiHb e a previsi-
vel reducdo da deformabilidade eritrocitaria.

Monoxido de azoto (NO) — O NO presente nos
eritrécitos (que se admitia ter origem endotelial),
era, até recentemente, relacionado com o estado
de oxigenagao da hemoglobina; a captagdo do NO
pela oxi-hemoglobina era cerca de mil vezes mais
rapida do que pela desoxi-hemoglobina, o que se
deveria a ser maior a permeabilidade da membra-
na dos globulos com hemoglobina desoxigenada
ao NO. A demonstracdo (na face interna da mem-
brana eritrocitaria e citoplasma) de uma isoforma
endotelial da NO sintase (NOS), com funcionali-
dade propria nos eritrocitos, permitiu associar o
seu produto a duas agdes importantes: além de
poder difundir para o plasma envolvente (aparen-
temente através da proteina banda 3) e contribuir
para aumentar o fluxo sanguineo nas arteriolas pré-
-capilares, o NO regula as atividades mecanicas
globulares, com incidéncia na forma, deformabi-
lidade e agregacao de eritrocitos, modulando tam-
bém as fungdes de leucdcitos e plaquetas. A seme-
lhanca da isoforma endotelial, a atividade da NOS
eritrocitaria depende diretamente da concentragao
de Ca** e da sua fosforilagdo.

A modulagdao do comportamento reoldgico dos
eritrocitos pelo NO, embora nao completamente
compreendido, parece depender do estado de
oxigenacao da hemoglobina; as transi¢coes oxi-
genacao/desoxigenacao podem afetar a reorga-
nizacao da espectrina e dar origem a sinais de
ativagao/desativagdo com diversos efeitos a es-
clarecer, mas em que ndo se exclui o comporta-
mento reologico globular; de facto, a deforma-
bilidade globular, ndo s6 ¢ favorecida pelo NO
como ¢ maior nos eritrocitos oxigenados do que

* Concentragdo média de hemoglobina globular

nos desoxigenados do mesmo dador, enquanto a
oxi-hemoglobina afeta a interacdo com a mem-
brana, a atividade enzimatica e a concentracao
i0nica intraglobular.

A desoxi-hemoglobina une-se ao dominio citoplas-
mico da proteina banda 3 transportadora anionica,
ligada ao citoesqueleto; por sua vez, esta proteina
membranar intervém no mecanismo de acdo da
oxi-hemoglobina em vdrias funcdes eritrocitarias.
Entre outros possiveis mecanismos, o NO podera
também interagir com o citoesqueleto membranar
ou atuar indiretamente por oxidagdo de proteinas
globulares.

(ii) Viscosidade

A viscosidade intraglobular, desprovida de com-
portamento elastico, ¢ atribuivel, essencialmente, a
concentracao e propriedades fisico-quimicas da he-
moglobina. A concentracao e estado da hemoglobina
influenciam a deformabilidade eritrocitaria, quer atra-
vés de alteragdes da viscosidade interna, forma glo-
bular e ou formagao de corpos de Heinz.

Cerca de 36 g/dL. da CMHG" presentes nos eritroci-
tos normais correspondem aproximadamente a viscosi-
dade de 7 mPas (mili-Pascal-segundo); o valor da n,
aumenta nao-linearmente com a CMHG, quadrupli-
cando a cerca de 40 g/dL.

Entre as alteragdes do citoplasma globular mais
frequentes em patologia humana sao de referir as que
incidem no estado da hemoglobina, quer no seu todo
ou em parte. Em determinadas hemoglobinopatias,
como na drepanocitose, caracterizada pela presenca
de hemoglobina S (HbS), ou na doenga homozigoti-
ca da hemoglobina C (HbC), a hemoglobina anormal
tende a mudar para o estado gel ou a cristalizar, res-
petivamente, com aumento da rigidez globular, da
viscosidade interna e menor vida média em circula-
¢do; em ambos os casos, a anomalia genética deriva
da substitui¢cdo, na posi¢ao 6 das cadeias de 3-globina,
de um tinico aminoacido (o acido glutamico pela va-
lina na HbS, ou pela lisina, na HbC). Na drepanoci-
tose, a hipoxia induz a conversao sol-gel das molé-
culas de HbS, que ao polimerizarem em fibras rigidas,
provocam o estiramento dos globulos em formas
semelhantes a foice, que lhe confere a designacao de
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anemia de células falciformes; o grande aumento da
rigidez eritrocitaria dai resultante ¢ causa frequente
(com particular relevancia nos portadores homozigo-
tos) de tromboses venosas e obstru¢ao ou hemolise
facil nos trajetos mais estreitos da circulagdo sangui-
nea. Pelo contrario, na doenga por HbC, nao ha po-
limerizagdo da hemoglobina nos territorios vascula-
res em hipoxia, pelo que, apesar da menor
deformabilidade eritrocitaria e aumento da viscosi-
dade interna (com CMHG mais clevada e formagao
de cristais), a hemolise e a anemia sdo discretas, de-
correndo a doenca sem episodios oclusivos periféri-
cos associados.

Alteragoes heterogéneas da hemoglobina, presen-
tes em outros tipos de hemoglobinopatia (talassémias
e hemoglobianas instaveis) ou devidas a uma menor
capacidade redutora intraglobular, também induzem
menor deformabilidade e destrui¢do prematura eritro-
citaria. Em qualquer das situacdes referidas, a inte-
gridade globular ¢ afetada pela formagao de precipi-
tados de hemoglobina desnaturada (corpos de Heinz)
(Fig.6) que, além de reduzirem a deformabilidade
eritrocitaria, tendem a aderir a superficie interna da
membrana, onde criam zonas de rigidez suscetiveis a
lise prematura nos sectores mais restritivos da circu-
lagdo sanguinea.

Figura 6. Corpos de Heinz (condensagdes de cor carmim) em trés dos eritro-
citos de gato observados. Cortesia Wikimedia Commons (dominio
publico).

(c) Composicao e propriedades viscoelasticas
da membrana

As propriedades reologicas da membrana eri-
trocitaria baseiam-se na estrutura, composi¢ao e
propriedades biofisicas membranares. A membra-
na eritrocitaria tem dois componentes principais:
a dupla camada lipidica e o citoesqueleto; a parte
lipidica forma uma estrutura bidimensional essen-
cialmente composta por fosfolipidos, ndo compres-
sivel, muito resistente (viscosidade significativa)
a alteracdes da sua area (local ou global) e baixa
elasticidade de cisalhamento; a matriz proteica
submembranar, que constitui o citoesqueleto con-
tribui para a resisténcia elastica da membrana. Ha
evidéncia experimental de que a malha de espec-
trina que reveste a face interna da membrana eri-
trocitaria ¢ um dos principais determinantes da
forma, integridade e deformabilidade globular. No
conjunto eritrocitario, a membrana comporta-se
como um solido viscoelastico que delimita um li-
quido viscoso.

As alteragdes membranares conducentes a alte-
racoes da forma ¢ deformabilidade eritrocitarias,
comuns em numerosas situagdes patologicas, gené-
ticas e adquiridas, incidem nas (i) proteinas (com
particular incidéncia na redug¢do ou polimerizagao
de diversas componentes proteicas do citoesqueleto,
reguladores, bombas i6nicas e canais), (i1) lipidos
(em que sobressai a perda de fluidez lipidica, sobre-
tudo por modificagdo da relacdao colesterol/fosfoli-
pidos ou reducdo da quantidade de acidos gordos
insaturados da fragdo fosfolipidica), e (iii) interagdes
lipido-proteicas, que muito contribuem para o au-
mento da rigidez e perda da deformabilidade eritro-
citaria; diversos sinais intracelulares regulam as
interacdes proteicas e as propriedades mecanicas
membranares; a deformabilidade eritrocitaria pode-
réd ser também regulada pelo mecanismo enzimatico
de fosforilagdao/desfosforilacao de diversas proteinas
do citoesqueleto membranar

Aparentemente, a viscosidade interna globular
e ou as interagdes da hemoglobina com as protei-
nas membranares t€ém maior importancia na rigi-
dificagao ¢ dificuldade do fluxo dos eritrécitos na
rede capilar do que, somente, as alteracdes de
membrana.
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2. Factores externos determinantes
da deformabilidade eritrocitaria

A extensao, rapidez e modo de deformagao depen-
dem da grandeza, rapidez e direcao do vetor defor-
mante, numa inter-relacdo complexa e dificil de ana-
lisar somente por um parametro.

De acordo com observagdes em modelos experi-
mentais, a resisténcia a curvatura afigura-se impor-
tante nas pequenas deformagdes, em particular no
estado de repouso, enquanto a deformagdo uniaxial
em eritrocitos com area superficial constante depende
do seu modulo eléstico. As alteragdes da forma eri-
trocitaria que ocorrem em circulagdo sao condiciona-
das pela relacdo entre a viscosidade da membrana e
o modulo de cisalhamento (ou de rigidez), em que
esta variavel representa a razao entre a tensao de ci-
salhamento aplicada @ membrana e a sua deformacao
especifica. A resisténcia a extensao (rigidez dindmica)
¢ devida ao citoesqueleto. Como a resisténcia a cur-
vatura oferece menos oposi¢ao a deformacao do que
arigidez de extensdo, os eritrocitos deformam-se fa-
cilmente e penetram nos pequenos capilares com uma
pequena extensdo da sua superficie membranar. Si-
tuacdes extremas de deformacdo globular proximas
de pré-rotura globular sdo analisadas por outras va-
riaveis de viscoelasticidade.

A forma globular representa um equilibrio entre as
forgas viscosas externas (dependentes da velocidade
de fluxo) e o comportamento elastico da membrana,
ou seja, a forma depende da velocidade do fluxo; por
sua vez, as modificacdes da forma globular alteram a
resisténcia ao fluxo.

Na auséncia de for¢as deformantes externas, o glo-
bulo vermelho evidenciam forma biconcava (discoide)
simétrica com um eixo; todavia, nao se pode excluir
que a forma esteja sujeita a forcas deformantes intra-
globulares. Na circulagdo capilar, os eritrocitos apre-
sentam-se coaxiais € com alguma assimetria; nos ca-
pilares de diametro inferior a 7um, os capilares
dispdem-se em fila unica, enquanto nos capilares com
didmetro superior podem dispor-se em sobreposi¢cao
relativa; em qualquer dos casos, os globulos apresen-
tam-se, no sentido do fluxo sanguineo, com formas
semelhantes a paraquedas com a convexidade para
diante e uma concavidade terminal (exceto nos capi-
lares com 3 pm, em que se apresenta convexa); a me-

Figura 7. (A) Representacdo esquematica do transito eritrocitario num capilar
com didmetro inferior a 7 pm, baseada em fotomicrografias de Ska-
lak e Branemark; (B) Perfil da deformagédo globular a medida que
diminui o didmetro capilar no sentido do fluxo (seta), de acordo
com Gaehtgens e Cols (1980) e Secomb (1991).

dida que o didmetro tubular fica mais estreito, a forma
globular alonga-se progressivamente, assemelhando-
-se a de uma bala (Fig. 7). A assimetria globular nao
influencia significativamente a resisténcia ao fluxo.
Os globulos vermelhos exibem dois tipos de com-
portamento cinematico no fluxo sanguineo: (a) com-
portamento de corpo rigido, em movimentagao casual
ou rotagdo, ¢ ou (b) orientagdo estavel e comporta-
mento semelhante ao de uma gota liquida, com mo-
vimenta¢ao da membrana em torno do contetudo glo-
bular (Fig.8); a mudanca do primeiro estado para o
segundo depende da rigidez eritrocitaria coexistente,
pelo que a tensao de cisalhamento incidente na super-
ficie globular tem de exceder a resisténcia eldstica da
membrana para que a deformagdo elipsoide ocorra.
Acima do limiar requerido para a tensdo de cisalha-
mento (superior a 1,0 Pa, o que se verifica em vasos
de grandes e pequenos dimensdes, com diametro
aproximadamente igual ou superior a 11 um) comega
o movimento rotativo da membrana; esta rotacao
transmite-se ao contetido globular, em que se inclui o
movimento de corpos de Heinz inclusos que nao es-
tejam aderentes a membrana, a par com progressivo
alongamento elipsoide dos eritrdcitos, ambos propor-
cionais ao cisalhamento aplicado. A deformacao,
orientagdo e rotacdo de membrana globular observa-
-se igualmente em capilares com 4 a 14 um. Contudo,
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Figura 8. Esquema de um unico eritrocito na corrente sanguinea (a seta indica o sentido do fluxo), sob determinada relagdo de cisalhamento, que lhe induz
deformagao elipsoide, alongamento e orientagdo axial, analisados em 4 periodos sucessivos (1 a 4). A condensacdo a vermelho posiciona um dado
ponto da superficie externa da membrana que, em cada tempo muda de posi¢do, simulando um movimento de rotagdo (indicado por setas a traceja-
do) semelhante ao da corrente de um trator. (Segundo as observagdes de H. Schmid-Schonbein, 1980).

ndo parece que a rotacdo da membrana influencie
significativamente a resisténcia ao fluxo de uma co-
luna simples ou dupla de eritrocitos em capilares com
5 a7 um de diametro.

A deformacao elipsoide provocada em cada globu-
lo, particularmente evidente em vasos com diametro
inferior a 300 um, ¢ ndao s6 uma fung¢ao da relagao de
cisalhamento como, também, da viscosidade externa
do meio (n,). Numa solugéo celular concentrada, a
relacdo de cisalhamento em cada superficie globular
difere da que se verifica em toda a suspensao, pois que
a concentracao impede a participacao do interior glo-
bular naquela variavel; o aumento da viscosidade do
meio externo induz um efeito muito maior na defor-
mabilidade globular do que o produzido pelo acrésci-
mo da relagdo de cisalhamento, porque, ao induzir a
rotagdo da membrana eritrocitéria, o interior globular
comporta-se mais como um fluido com maior partici-
pacao no fluxo, ou seja, a viscosidade aparente dimi-
nui. Em concentragdes globulares muito concentradas,
a interagdo intercelular equivale a um aumento da n,
com subsequente indu¢ao de deformabilidade eritro-
citaria. Pelo exposto, conclui-se que a eficacia da for-
ca de cisalhamento deformante ¢ condicionada pela
concentragdo eritrocitaria e pela viscosidade do meio.

A tensdao mecanica exercida nos globulos pode
provocar a disrup¢ao membranar e favorecer fluxos
i6nicos transmembranares; em niveis fisiologicos, a
tensdo incidente aumenta a permeabilidade membra-
nar para os catides monovalentes ¢ Ca*". A repercus-
sdo da tensdo mecanica nos eritrocitos tende a ser
protegida por sinais celulares mediados por mecanis-
mos dependentes do NO ¢ Ca*" ¢ da fosforilagdo de
residuos de tirosina.

Agregacio eritrocitaria

Além de comportamento proprio em circulagdo,
os eritrocitos, assim como os leucécitos e plaquetas,
também participam em reagoes de agregacdo e ade-
sdo que podem afetar a circulagdo sanguinea. A agre-
gagdo pode depender de causas intrinsecas e extrin-
secas (meio de suspensdo); se refletir unicamente
efeitos globulares ¢ designada por agregabilidade;
quer a agregagao quer a agregabilidade tendem a au-
mentar em numerosas situagdes patoldgicas.

A agregacao eritrocitaria acontece quando a forca
agregante que resulta a unido entre eritrocitos adja-
centes excede as forcas desagregantes, representadas
por cargas electroestaticas repulsivas entre os globu-
los e pela tensdo de cisalhamento a que estdo subme-
tidos. Embora estejam descritas varias hipoteses, o
mecanismo molecular da agrega¢ao eritrocitaria ain-
da nao esta completamente esclarecido. Atualmente
sao conhecidos dois modelos opostos, um baseado na
formacao de pontes de unido entre os eritrocitos, me-
diadas por macroproteinas plasmaticas (modelo mais
seguido), enquanto o outro (modelo de deplecao) pro-
poe o contrario, ou seja, a atracg¢ao entre os eritrocitos
dever-se-ia a exclusdo de macromoléculas proteicas
proximas da superficie de globulos adjacentes, dando
lugar, por deplecdo, a gradiente osmotico e forcas
atrativas. Este modelo ndo sera aqui considerado.

DE acordo com o modelo de pontes de unido os
eritrocitos normais agregam-se entre si sob a forma
de rolhdes lineares e reversiveis, semelhantes a pilhas
de moedas (Fig.9), desde que a tensdo de cisalhamen-
to seja inferior a 0,05 Pa e, em particular, na presenga
de fibrinogénio e de outras macroproteinas fibrosas
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Figura 9. Rolhdes eritrocitarios e um linfocito, em esfregago de sangue peri-
férico. Cortesia de Michail Charakidis, David Joseph Russell, Wi-
kimedia Commons.

do plasma, como a o, -macroglobulina e as imunoglo-
bulina G e M. Nestas condigdes, a par da redugdo da
rota¢do de membrana e do aumento da viscosidade de
sanguinea, a dispersao globular fluida (que ¢ habitual
no fluxo sanguineo sob valores elevados da pressao
de perfusdo) torna-se concentrada e, por vezes, reti-
culada, devido a adsor¢do e pontes de unido molecu-
lar fracas que se estabelecem entre as macromolécu-
las proteicas plasmaticas e os eritrdcitos; neste
mecanismo, mais aceite, as macromoléculas proteicas
tém de ser suficientemente extensas para que uma das
suas extremidades seja adsorvida na superficie de um
dos eritrdcitos, enquanto a outra extremidade se liga
a um eritrocito adjacente; a distancia da ligacao deve
ser suficientemente longa para minimizar a repulsao
electrostatica entre as cargas negativas, atribuiveis aos
residuos de acido sialico de glicoproteinas membra-
nares, nos eritrocitos em contacto; adicionalmente, as
ligagdes estabelecidas tendem a aproximar as areas
adjacentes dos eritrocitos unidos, possibilitando a for-
magdo de pontes adicionais numa area de contacto
alargada; admite-se a possibilidade de a agregacao
eritrocitaria incluir a participacao adicional de protei-
nas de baixo peso molecular (p. ex., albumina, que se
fixam a membrana globular mas ndo estabelecem
pontes de unido com eritrocitos adjacentes, ainda que
possam acelerar, inibir ou estabilizar a formacdo de
pontes pelas macromoléculas.

A energia total da agregacao sera maior quando a
area de contacto entre os eritrocitos € maxima, como
sucede quanto os globulos atingem o limite possivel
da deformabilidade favoravel ao contacto inter-eritro-

citario pela superficie mais extensa. Se a energia de
adesdo superar a da absor¢cdo das macromoléculas,
induzindo grandes deformagdes eritrocitarias que mi-
nimizam o seu contacto face-face, prevalece a for-
macao de agregados eritrocitarios simétricos e persis-
tentes, caracteristicos de numerosas situagdes
patologicas e que explicam o aumento da velocidade
de sedimentacao globular evidenciada. A agregagao
eritrocitaria, ¢ tanto mais acentuada quanto maior for
o hematocrito e a concentragao de macroglobulinas
no plasma, sendo particularmente importante em si-
tuacoes que produzem reagentes de fase aguda, como
em doengas inflamatodrias cronicas, cancerosas € cir-
culatdrias diversas.

A agregacdo eritrocitaria induz um aumento da
viscosidade sanguinea sob tensdo baixa de cisalha-
mento, mas nao provoca praticamente nenhum efeito
a valores elevados.

Devida a reversibilidade que os caracteriza, quan-
do o fluxo sanguineo aumenta os rolhdes eritrocitarios
desagregam-se e, vice-versa, regeneram-se quando a
pressao de perfusao diminui. Em vasos sanguineos ou
em tubos com 30 a 100 pm de diametro, os rolhdes e
outros eritrocitos tendem a migrar para o centro, afas-
tando-se das paredes, a0 mesmo tempo que induzem
a exclusdo das plaquetas e leucocitos (em particular,
os granulécitos) do centro para a periferia tubular. A
acumulagdo axial de eritrdcitos na microcirculagao
reduz o hematocrito e a viscosidade junto as paredes
vasculares, do que resulta uma menor resisténcia ao
fluxo de perfusdo. Este fenomeno representa o prin-
cipal mecanismo do designado efeito Fahraeus (re-
dugdo do hematdcrito tubular ou vascular quando o
respetivo didmetro diminui abaixo de 500 um). A
marginacao leucocitaria ¢ particularmente importan-
te para a sua adesdo as paredes vasculares e subse-
quente migragao para os tecidos envolventes. Por sua
vez, a exposicao das plaquetas a relagdao de cisalha-
mento elevada adjacente as paredes vasculares, au-
menta a sua ativagdo; havendo maior tendéncia para
a formacao de rolhdes eritrocitarios, torna-se maior,
também, risco de coagulagao local.

Todavia, a agregacao eritrocitaria na microcircu-
lagdo pode piorar a perfusdo sanguinea local. Assim,
a formagdo de agregados eritrocitarios na vertente
arterial da circulagdo requer que sejam previamente
desagregados de modo a que os eritrocitos isolados
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atravessem os capilares; o custo energético adicional
daquela desagregacao contribui para aumentar a re-
sisténcia ao fluxo na microcirculagdo. Nos territd-
rios de baixa pressao, a formacao de agregados eri-
trocitarios ndo s acentua a viscosidade sanguinea
como pode agravar as condi¢des circulatérias a ju-
sante, justificando episodios de maior lentidao cir-
culatoria, estase sanguinea e formagao local de coa-
gulos e trombos, em particular nas bolsas valvulares
venosas. A formacao de agregados eritrocitarios nas
vénulas pds-capilares, ao induzir a queda da pressao
venosa associa-se a dissipagdo da energia na verten-
te venosa.

Ainda que em circunstancias fisiologicas os
eventuais obstaculos a circulagdo sanguinea criado
pelos agregados eritrocitarios sejam ultrapassados
pelo aumento da pressdo de perfusao e pela regula-
cdo da resisténcia periférica (a nivel do tonus dos
vasos de resisténcia e do nimero de vasos perfun-
didos), o mesmo podera ndo suceder quando exis-
tem limitacOes circulatorias. Nestas condig¢des, a
manutencdo de um fluxo lento local, acentuara a
formacao de rolhdes e, em consequéncia, também
o valor da viscosidade sanguinea, instalando um
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circulo vicioso de agravamento progressivo. Ainda
que seja admissivel a existéncia de um vinculo cau-
sal entre a agregacao eritrocitaria e as complicagdes
a circulacao, ndo se pode excluir que estas também
contribuam para uma maior formagao dos rolhdes
globulares.

O aumento da agregacao eritrocitaria pode ainda
predispor para alteragcdes da fungdo endotelial, in-
cluindo a depressdo da sintese da NO, com subse-
quente aumento do risco trombotico.

Embora com algumas limitagdes (forma esferoci-
tica, menor deformabilidade e manuten¢do da varga
superficial negativa), os eritrocitos envelhecidos t€ém
maior forca agregante, atribuivel a uma progressiva
modificacdo da composigdo e estrutura membranar
que se reflete na formacao de rolhdes extensos.

Além dos rolhdes, os eritrocitos podem formar
outros tipos de agregados através de ligagdes mais
fortes com constituintes especificos de outras subs-
tancias em circulacao (p.ex., anticorpos e adesinas
bacterianas). A dimensao, simetria e rigidez destes
agregados, assim como a viscosidade sanguinea, ten-
dem a aumentar com o tempo de cisalhamento.
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ATUALIZACOES BIBLIOGRAFICAS / ARCHIVES

ROLE OF HIGH SHEAR RATE IN THROMBOSIS

Casa LD", Deaton DH, Ku DN

Abstract

Acute arterial occlusions occur in high shear rate hemodynamic conditions. Arterial thrombi are platelet-
-rich when examined histologically compared with red blood cells in venous thrombi. Prior studies of plate-
let biology were not capable of accounting for the rapid kinetics and bond strengths necessary to produce
occlusive thrombus under these conditions where the stasis condition of the Virchow triad is so noticeably
absent. Recent experiments elucidate the unique pathway and kinetics of platelet aggregation that produce
arterial occlusion. Large thrombi form from local release and conformational changes in von Willebrand
factor under very high shear rates. The effect of high shear hemodynamics on thrombus growth has profound
implications for the understanding of all acute thrombotic cardiovascular events as well as for vascular re-
constructive techniques and vascular device design, testing, and clinical performance. [J Vasc Surg. 2015
Apr;61(4):1068-80.] PMID: 25704412

* George W. Woodruff School of Mechanical Engineering, Georgia Institute of Technology, Atlanta, Ga; Endologix, Inc, Irvine, Calif.;david.ku@me.gatech.edu.
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ATUALIZACOES BIBLIOGRAFICAS / ARCHIVES

THE EFFECTS OF ARTERIAL FLOW ON PLATELET ACTIVATION,
THROMBUS GROWTH, AND STABILIZATION

Cosemans JM", Angelillo-Scherrer A, Mattheij NJ, Heemskerk JW

Abstract

Injury of an arterial vessel wall acutely triggers a multifaceted process of thrombus formation, which is
dictated by the high-shear flow conditions in the artery. In this overview, we describe how the classical concept
of arterial thrombus formation and vascular occlusion, driven by platelet activation and fibrin formation, can
be extended and fine-tuned. This has become possible because of recent insight into the mechanisms of: (i)
platelet-vessel wall and platelet-platelet communication, (ii) autocrine platelet activation, and (iii) platelet-
-coagulation interactions, in relation to blood flow dynamics. We list over 40 studies with genetically modified
mice showing a role of platelet and plasma proteins in the control of thrombus stability after vascular injury.
These include multiple platelet adhesive receptors and other junctional molecules, components of the ADP
receptor signalling cascade to integrin activation, proteins controlling platelet shape, and autocrine activation
processes, as well as multiple plasma proteins binding to platelets and proteins of the intrinsic coagulation
cascade. Regulatory roles herein of the endothelium and other blood cells are recapitulated as well. Patient
studies support the contribution of platelet- and coagulation activation in the regulation of thrombus stability.
Analysis of the factors determining flow-dependent thrombus stabilization and embolus formation in mice
will help to understand the regulation of this process in human arterial disease [ Cardiovasc Res. 2013 Jul
15;99(2):342-52]. PMID: 23667186

* Department of Biochemistry, Cardiovascular Research Institute Maastricht , Maastricht University, PO Box 616, Maastricht 6200 MD, The Netherlands.

Boletim da SPHM Vol. 30 (2) Julho-Dezembro 2015 41



ATUALIZACOES BIBLIOGRAFICAS / ARCHIVES

BIOLOGICAL RESPONSES IN STENTED ARTERIES

Chaabane C*, Otsuka F, Virmani R, Bochaton-Piallat ML

Abstract

Vascular walls change their dimension and mechanical properties in response to injury such as balloon
angioplasty and endovascular stent implantation. Placement of bare metal stents induces neointimal prolife-
ration/restenosis which progresses through different phases of repair with time involving a cascade of cellu-
lar reactions. These phases just like wound healing comprise distinct steps consisting of thrombosis, inflam-
mation, proliferation, and migration followed by remodelling. It is noteworthy that animals show a rapid
progression of healing after stent deployment compared with man. During stenting, endothelial cells are
partially to completely destroyed or crushed along with medial wall injury and stretching promoting activation
of platelets, and thrombus formation accompanied by inflammatory reaction. Macrophages and platelets play
a central role through the release of cytokines and growth factors that induce vascular smooth muscle cell
accumulation within the intima. Smooth muscle cells undergo complex phenotypic changes including migra-
tion and proliferation from the media towards the intima, and transition from a contractile to a synthetic
phenotype; the molecular mechanisms responsible for this change are highlighted in this review. Since studies
in animals and man show that smooth muscle cells play a dominant role in restenosis, drugs like rapamycin
and paclitaxel have been coated on stent with polymers to allow local slow release of drugs, which have re-
sulted in dramatic reduction of restenosis that was once the Achilles’ heel of interventional cardiologists.
[Cardiovasc Res. 2013 Jul 15;99(2):353-63] PMID: 23667187

“ Department of Pathology and Immunology, Faculty of Medicine, University of Geneva, Rue Michel Servet -1, 1211 Geneva 4, Switzerland.
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NOTICIAS / NEWS AND INFORMATIONS

5th Eurosummer School on Biorheology & o
m Symposium on Micro and Nano Mechanics and Mechanobiology of Cells, Tissues and System =
Varna, Bulgaria, September 1st - September 5th, 2015

3 ]
o W

B Realizou-se em Varna na Bulgaria de 1 a 5 de Setembro o “5" EuroSummer School on Biorheology &Sym-
posium on Micro and Nano Mechanics and Mechanobiology of Cell, Tissues and System .

Carlota Saldanha integrou a “International Advisory Committee”. Apresentou a li¢do intitulada “Hemorheo-
logy and Microcirculation” e co-moderou a Session 6. “Cell interaction and adhesion”.

“Hemorheology and Inflammation”
Carlota Saldanha', Ana Silva-Herdade'

! Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina Universidade de Lisboa
Av. Professor Egas Moniz 1649-028
carlotasaldanha@fm.ul.pt

Abstract

A review about (1) blood and vessels composition, properties and functions, (ii) hemorheology mea-
ning (ii1) microcirculation network properties and functions will be present.

The role of endothelial cell in physiological conditions and its participation in inflammation will be described.

Inflammatory mediators, namely pro and anti-inflammatory one will be mentioned in its interaction
with erythrocyte, leukocytes and platelets. Erythrocyte as a source and a target of inflammation throu-
gh oxygen and nitrogen reactive species will be highlight
Clinical evidence between the interplay of hemorheology and inflammation will be review.

B Realizou-se em Lisboa de 9 a 12 de Setembro o *“ Liac Meeting on Vascular Research”. Carlota Saldanha
apresentou a comunicacao intitulada “Hemorheology and Vascular Diseases”

“Hemorheology and Vascular Diseases”
Carlota Saldanha', Ana Silva-Herdade', Patricia Napoledo!

! Instituto de Medicina Molecular, Faculdade de Medicina Universidade de Lisboa
Av. Professor Egas Moniz 1649-028
carlotasaldanha@fm.ul.pt

Abstract

A review about (i) blood and vessels composition, properties and functions, (ii)

hemorheology and (ii1) inflammation meaning will be present.

Clinical evidence between the interplay of hemorheology and micro and macro vascular diseases
will be review.

Nota: O contetudo destas Noticias teve o apoio I C I

~ A s . Fundaci Clénci Tecnologl
da Fundagdo para a Ciéncia e Tecnologia Fundagio para a Ciéncia e a Tecnologia
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REGRAS DE PUBLICACAO / INSTRUCTIONS TO AUTHORS

CONVITE

A Sociedade Portuguesa de Hemorreologia e Microcircu-
lacao (SPHM) aceita para publicacdao no seu BOLETIM artigos
de curta extens@o. O Boletim ¢ editado duas vezes por ano em
formato electronico (www.hemorreologia.com).

INSTRUCOES
1. Todos os textos enviados para publicacdo estdo sujeitos a
apreciacdo editorial e aprovacdo. A decisdo ¢ baseada no

mérito cientifico e cultural dos trabalhos.

2. Sao aceites somente os trabalhos preparados em versao PDF
ou Microsoft Word.

W

. Os textos devem ser redigidos em Portugués ou Inglés.

4. Os manuscritos com o pedido de publicagdo devem ser en-
viados por e-mail ao Editor (carlotasaldanha@fm.ul.pt).

Comunicag¢des Originais (artigos curtos) — Os textos serdo
considerado para publicagdo rapida, com a seguinte estru-
tura: Sumario (50-70 palavras), Introdugdo, Material e Mé-
todos, Resultados, Discussdo e Conclusdes. O(s) autor(es)
sao estimulados a englobar em conjunto os resultados, dis-
cussao e conclusdes.

(Extensdo maxima do texto: 5 a 6 paginas a um espago
(letra de corpo 11), incluindo figuras tabelas e quadros(e
respetivas legendas),agradecimentos e até 30 referéncias
bibliograficas).

— Artigos de Revisdo — O BOLETIM tera a maior satisfagdo

em acolher curtas revisdes sobre assuntos de particular in-
teresse, no ambito da Hemorreologia, Microcirculagao ou
assuntos de ambito médico ou de outras areas cientificas
afins, que sejam submetidos diretamente para publicagdo ou
mediante convite especial do Editor.
(Extensao maxima do texto:8 a 10 paginas ( letra de cor-
po 11) incluindo figuras, tabelas, quadros, fotos (e respe-
tivas legendas), agradecimentos e até 60 referéncias bi-
bliograficas).

INVITATION

The Portuguese Society on Hemorheology and Microcir-
culation (Sociedade Portuguesa de Hemorreologia e Micro-
circulagdo, SPHM) is pleased to welcome short papers for
publication in its BOLETIM. This online publication (www.
hemorreologia.com), is distributed two times a year.

INSTRUCTIONS

1. All submitted manuscripts are subjected to editorial review
and approval. The decision to publish is dependent on the
scientific and cultural merit of the papers.

2. Only contributions prepared and submitted as PDF or Mi-
crosoft Word will be accepted.

3. Texts must be written in Portuguese or in English.

4. All scientific contributions, including manuscript submis-
sion and further correspondence should be addressed by
email to the Editor (carlotasaldanha@fm.ul.pt)

— Original Communications — Manuscripts may be considered
for rapid processing as short communications. All manuscripts
should be arranged in the following sections: Abstract (50-70
words), Introduction, Material and Methods, Results, Discus-
sion, Acknowledgements and References. The author(s) may
combine some of the sections normally included in a full pa-
per, namely the results, discussion and conclusions.
(Maximum communication length — 5-6 single spaced typed
pages, including figures, tables, legends, acknowledgments
and up to 30 references).

— Short Reviews — The BOLETIM will publish reviews on
subjects of particular interest in its field, either following a
special invitation or a submission by the author, and in the
latter case only after approval by an Editorial Board mem-
ber. Further information can be obtained from the editor.
(Maximum review length — 8-10 full pages, including figu-
res, tables, photos, legends, acknowledgments and up to 60
references)
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