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RESUMO

Quando prevalecem os factores de risco
cardiovascular, o fenotipo endotelial evolui
para um estado disfuncional sistémico
caracterizado por diminui¢do da vasodilatagdo
endotelial-dependente e pela expressdo de
sinais pré-inflamatérios, pré-coagulantes, pro-
oxidantes e proliferativos. No conjunto, aquelas
alteragdes originam anomalias da perfusao,
favorecem o desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose, e estdo na origem de eventos
cardiovasculares de natureza aterotrombética.
Ha4 evidéncia de que a disfunc¢ao endotelial é
um factor predizente de risco e prognéstico dos
eventos cardiovasculares, o que torna muito
recomendével a caracterizacio do estado da
funcdo endotelial em todos os individuos
susceptiveis, como medida preventiva da
doenga aterosclerdtica e ou para orientagio e
acompanhamento de terapéuticas anti-
aterogénicas e das complicagdes
aterotrombdéticas.
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e Fgl-3: Fibroblast growth factor-f3

ABSTRACT

Arterial Endothelium and
Atherothrombogenesis

IT - The role of endothelial dysfunction in
atherothrombotic lesions

When cardiovascular risk factors prevail, the
endothelial phenotype evolves to a
dysfunctional state that is characterized by
decreased endothelial-dependent vasodilation
and the expression of proinflammatory,
procoagulant, pro-oxidant and proliferation
signals. Together, these alterations cause
perfusion anomalies, promote the development
and progression of atherosclerosis, and lead to
atherosclerotic cardiovascular events.

There is evidence that endothelial dysfunction
is a predictor and prognostic risk factor of
cardiovascular events, and characterization of
the state of endothelial function in all
susceptible individuals is strongly
recommended as a preventive measure against
atherosclerotic disease and to guide and
monitor antiatherogenic treatment and
atherosclerotic complications.
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o [KB: Inhibitors of KB

e [KK: Inhibitors of KB kinase

e |L: Interleukin (p.ex., IL-18, IL-6)

® JNK: c-Jun NH, terminal kinase

e DL (cholesterol): Low density lipoproteins

e L.DL ox: Oxidised low density lipoproteins

e MAP3K ou MAPKKK - Mitogenic activated
protein 3 kinase (ou kinase kinase kinase)

e MAPK: Mitogenic activated protein kinase

e MCP-1: Monocyte chemoattractant protein-1

e NADP(H): Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (reduced)

o NF-kB: Nuclear factor kinase B

e NO: Nitric oxide (monéxido de azoto)

e NOS: Nitric oxide synthase (eNOS:
endothelial; nNOS: neuronal; iNOS: induced)

® Oy'™: Superoxide anion

e ONOO™: Peroxynitrite

o PAF': Platelet activator factor

e PDGF: Platelet derived growth factor

e PDK-1,2: Phosphoinositide-dependent
kinases-1 ou 2

* PGH,: Prostaglandin Hy

* PGl,: Prostacyclin-2

e P13-K: Phosphatilylinositide 3-kinase

e PKB: Protein kinase B

¢ Rac: Ras-related C3 botulinum toxin substrate

e Ras: Rat sarcoma (protein, gene superfamily)

e Rho: Ras homologous

e SAPK: Stress activated protein kinase

e TGF-[3: Transforming growth factor-

e TNF-0i: Tumour necrosis factor-o

® TXAy: Thromboxan A,

e VEGF: Vascular endothelial growth factor

Nesta segunda parte de revisdo sobre a
participacdo do

desenvolvimento das lesdes aterosclerdticas serd
abordado, sucintamente, um conjunto de novos
factos e mecanismos potenciais que, centrados na

endotélio arterial no

disfuncdo endotelial ou exercidos a nivel mais
global, estdo a relangar outras possiveis expli-
cagbes sobre a patogénese da aterotrombose em
geral, e da cardiopatia isquémica em particular.

DISFUNCAO ENDOTELIAL

Alteracdes estruturais e funcionais
O termo disfung¢do endotelial pretende

e [KK: Inhibitors of KB kinase

e [L: Interleukin (p.ex., IL-16, I1.-6)

* JNK: c-Jun NH, terminal kinase

e DL (cholesterol): Low density lipoprotein

* MAP3K ou MAPKKK - Mitogen-activated
protein 3 kinase (ou kinase kinase kinase)

e MAPK: Mitogen-activated protein kinase

® MCP-1: Monocyte chemoatiractant protein-1

e NADP(H): Nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (reduced)

e NF-kB: Nuclear factor kinase 3

e NO: Nitric oxide (monéxido de azoto)

e NOS: Nitric oxide synthase (eNOS:
endothelial; nNOS: neuronal; iNOS: induced)

* 0y'™: Superoxide anion

e ONOO™: Peroxynitrite

* oxLDL: Oxidized low density lipoprotein

e PAF: Platelet activating factor

e PDGF: Platelet-derived growth factor

e PDK-1 and 2: Phosphoinositide-dependent
kinases 1 and 2

* PGH,: Prostaglandin H,

* PGIy: Prostacyclin-2

e P13-K: Phosphatidylinositol 3-kinase

® PKB: Protein kinase B

* Rac: Ras-related C3 botulinum toxin substrate

e Ras: Rat sarcoma (protein, and gene superfamily)

® Rho: Ras homologous protein

e SAPK: Stress-activated protein kinase

e TGF-B: Transforming growth factor-§

e TNF-o: Tumor necrosis factor-ot

® TXAy: Thromboxane A,

e VEGF: Vascular endothelial growth factor

In the second part of this review, on the role of
arterial endothelium in the development of
atherosclerotic lesions, we will give a brief
overview of new findings that suggest possible
mechanisms related specifically to endothelial
dysfunction or acting at a wider level that could
explain the pathogenesis of atherothrombosis in
general and ischemic heart disease in particular.

ENDOTHELIAL DYSFUNCTION

Structural and functional alterations
The term ‘endothelial dysfunction’ describes
changes in the functional expression of the




caracterizar uma mudanga na
funcional do endotélio, na sequéncia de um
estimulo fisiopatol6gico 2.

As caracterfsticas fisiolégicas e fisio-
patolégicas do meio modulam a dindmica e
plasticidade do  fenotipo (funcional ou
disfuncional) do endotélio (Fig. la) . Além
daqueles factores, o estado do endotélio reflecte
a predisposicdo genética de cada individuo,
pelo que a disfuncdo endotelial serd um
factor predizente independente de
cardiovascular, contudo
estratégias terapéuticas adequadas *9.

Do conjunto de trabalhos desenvolvidos sobre
o assunto nas ultimas duas décadas, resultou o
conceito de que a disfunc¢éo endotelial representa
um sindroma sistémico© que abrange ndo s6 a
fntima vascular mas também toda a parede

expressao

risco
modificdvel  por

vascular (incluindo a adventicia), a medula
6ssea e as células endoteliais progenitoras.
Entre as alteracdes
disfunc¢do endotelial (Quadro I) destacam-se o
aumento da permeabilidade do endotélio as
lipoproteinas plasmadticas, a maior adesividade
para leucécitos e plaquetas, e o desequilibrio
entre  os accao
antagénica que sfo secretados pelo endotélio
(p-ex., pré e anti-trombéticos, vasodilatadores,

vasoconstrictores, inibidores e activadores do
@9

mais comuns da

diversos factores com

crescimento celular) Estas modificacoes
poderdo preceder alteragdes na integridade

estrutural do endotélio.

Quadro 1
Disfuncio endotelial (Principais caracteristicas e

consequéncias)
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endothelium following a pathophysiological
stimulus 2.

The physiological and pathophysiological
characteristics of the environment modulate the
dynamics and plasticity of functional or
dysfunctional endothelium (Fig. 1a)"?. Besides
these factors, the state of the endothelium reflects
the genetic predisposition of the individual, and
hence endothelial dysfunction is an independent
predictor of cardiovascular risk, albeit modifiable
by appropriate therapeutic strategies 2.

A series of studies on the subject over the past
twenty years have led to the conclusion that
endothelial dysfunction is a systemic syndrome ©
that involves not only the intima but the entire
vessel wall including the adventitia, bone
marrow, and endothelial progenitor cells @.

Among the most common alterations in
endothelial function (Table I) are increased
permeability to plasma lipoproteins, enhanced
adhesiveness to leukocytes and platelets, and
imbalances between the various antagonistic
substances secreted by the endothelium,
including prothrombotic and antithrombotic
factors, vasodilators, vasoconstrictors, and
inhibitors and activators of cell growth ™?. These
changes may preceded alterations in the
structural integrity of the endothelium.

Table 1
Endothelial dysfunction

(Main characteristics and consequences)

e Processo sistémico potencialmente reversivel

¢ Promove o processo inflamatério vascular

e Participa na patogénese das lesdes iniciais e na
progressio da aterosclerose

e Contribui para a vulnerabilidade da placa de ateroma e
respectiva ruptura

e Favorece a trombogénese

e Precipita a vasoconstric¢do

e Participa no desenvolvimento da rigidez vascular

e Predizente (independente) de factores de risco
cardiovascular

e Predizente da evolucao desfavoradvel de eventos
cardiovasculares

e Contribui para o aumento da morbilidade e mortalidade
de causa aterosclerética

e Potentially reversible systemic process

e Promotes vascular inflammation

e Contributes to the pathogenesis of initial lesions and
progression of atherosclerosis

e Increases plaque vulnerability and the likelihood of
rupture

® Promotes thrombogenesis

e Triggers vasoconstriction

e Contributes to the development of vascular stiffness

e Independent predictor of cardiovascular risk

e Predictor of unfavorable outcome of cardiovascular
events

e Contributes to increased atherosclerotic morbidity

and mortality

From the moment that the normal adaptive
processes become unbalanced and lose their
effectiveness, a process is initiated that leads, for
example, to increasing procoagulant tendencies
at the expense of antithrombogenic mechanisms
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Estimulos extracelulares a
(fisicos, quimicos e microbianos)

Extracellular stimuli
(physical, chemical and microbial)

(fluxo laminar)

(laminar flow) (veceptores)

(receptors)

(activagdo directa)
(direct activation) l
(activacdo)

(+) (activation)

(transcrigio e

expressio genéticas)

(gene transcription
and expression)

! (+) Produtos vasoprotectores
eNOS Vasoprotective products
(retrocontrolo) l
(feedback) anti-inflamatérios, anti-oxidantes,

anti-proliferativos, anti-trombéticos
anti-inflammatory, antioxidant,
antiproliferative, antithrombotic

| l

Vasodilataciao Homeostasia vascular
Vasodilation Vascular homeostasis

Figura 1. Resposta vascular mediada pelo sistema NF-kB, em condigdes fisiolégicas e na disfungdo endotelial

(a) Em condigdes fisiolégicas, o sistema NF-kB activado por estimulos extracelulares (p.ex., for¢as hemodinamicas, citocinas,
angiotensina I, produtos da glicosilagfio avancgada das protefnas LDL-ox) induz (transitoriamente) a transcri¢dio e expressdo genéticas
da eNOS, de que resulta o aumento da formagdo de NO, com subsequente vasodilatacdo. A activagdo do NF-kB ocorre nas células
endoteliais e no musculo liso vascular das artérias. O stress (p.ex., hemodinmico e outros tipos de agressdo ambiental) pode activar
directa e simultaneamente o NF-kB e as formas enzimdticas pré-existentes da eNOS, deste modo potenciando o aumento da produgao
de NO. Em qualquer dos casos, a concentragio de NO inibe, ao fim de alguns minutos (por retrocontrolo), a activago da NF-kB. Tem
sido proposto que o fluxo laminar também reduz, através da activagdo da NF-kB, a indug@o coordenada de um conjunto de genes
endoteliais que codificam a expressio de diversas substdncias com acg¢o vasoprotectora (anti-inflamatérias, anti-trombdéticas, anti-
oxidantes e anti-proliferativas). Porém, devido ao curto tempo de ac¢fio e devido a actuagdo daquele ciclo auto-regulador, a expressdo
de outros genes dependentes da forma activada da NF-kB ¢ igualmente intermitente.

Figure 1. Vascular response mediated by the NF-kB system in physiological conditions and in endothelial dysfunction

(a) Under normal conditions, the NF-kB system, when activated by extracellular stimuli such as hemodynamic forces, cytokines,
angiotensin-II or products of advanced glycosylation of oxLLDL proteins, induces transient transcription and expression of eNOS,
resulting in increased NO formation and hence vasodilation. NF-kB is activated in endothelial cells and smooth muscle cells in arteries.
Stress, whether hemodynamic or arising from environmental factors, can activate NF-kB and pre-existing forms of eNOS directly and
simultaneously, thus further potentiating NO production. In all cases, higher NO concentrations inhibit NF-kB activation after a few
minutes by a feedback mechanism. It has been suggested that laminar flow also activates NF-kB and induces the coordinated expression
of a series of endothelial genes that code for various vasoprotective substances with anti-inflammatory, antithrombotic, antioxidant and
antiproliferative properties. However, due to the short duration of the effect and the action of this self-regulating cycle, the expression
of other genes that depend on activated NF-kB is also intermittent.

A partir do momento em que os processos
adaptativos perdem eficdcia, desequilibrando-se
num dado sentido, a situacfo adquire expressdo
prépria, p.ex., aumenta a tendéncia pré6-
coagulante em desfavor dos mecanismos
antitrombogénicos (Fig. 1b). Neste caso a
disfuncéo endotelial é suficiente para originar um

evento trombético agudo ou evoluir para uma

(Fig. 1b). When this happens, endothelial
dysfunction may be sufficient to trigger an acute
thrombotic event or may evolve to a chronic,
localized or diffuse condition ®'V by inducing a
series of interactions between the intima and
blood constituents, followed by activation of
coagulation cascade proteins and platelets.
Intracoronary thrombosis, leading to acute
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Estimulos extracelulares (fisicos, quimicos e microbianos) b

Extracellular stimuli (physical, chemical and microbial)

S e e ‘
(fluxo turbulento)
(receptores) (turbulent flow)
(receptors)

(activacdo directa)
(direct activation)

.
*)
NF -kB

(transcrigio e
expressio genéticas)
(gene transcription
and expression)
Produtos pré-inflamatérios e aterogénicos

eNOS
Proinflamatory and atherogenic products
Moléculas de adesao Receptores celulares
NO Adhesion molecules Cell receptors
Moléculas reguladoras da Citocinas, quimocinas e
proliferacio, apoptose e diferenciagio factores de crescimento
anti-inflammatory, antioxidant, Cytokines, chemokines
antiproliferative, antithrombotic and growth factors

ONOO | |

!

Potencial agravamento e complicacées da disfun¢io endoteal
(p.ex., vasoconstrigio e resposta inflamatéria da parede arteial

Potential aggravation and complications of endothelial disfunction
(eg. vasoconstriction and inflammatory response in the arterial wall)

(b) Em condi¢es anormais, geradoras de disfungéo endotelial, aquele mecanismo de retrocontrolo perde eficdcia, por produgio de
quantidades insuficientes de NO para inibir a activagdo do NT-kB. Em consequéncia da activagdo sustentada pelos sinais
extracelulares, prevalece o efeito indutor do NF-kB na transcri¢@io de genes que codificam, designadamente, a express@o de moléculas
de adesdo, proteinas reguladoras da proliferacdo celular, receptores celulares, citocinas pré-inflamatérias e quimocinas que, no
conjunto, participam no desenvolvimento de diversas doengas cardiovasculares. Os genes vasoprotectores poderdo limitar as lesdes
mas ndo terdo capacidade para contrariar a intensidade dos efeitos dependentes dos genes pré-aterogénicos. Alguns destes produtos,
como as citocinas, quimocinas e factores de crescimento, poderfio actuar como secregfio autéerina, amplificando as repercussdes da
disfun¢do endotelial na expressao e progressio da lesdes aterogénicas.

(b) In abnormal conditions that produce endothelial dysfunction, this feedback mechanism becomes ineffective, due to insufficient
quantities of NO being produced to inhibit NF-kB activation. Sustained activation by extracellular signals means the effect inducing
NF-kB prevails in the transcription of genes that code for adhesion molecules, cell proliferation regulatory proteins, cell receptors,
proinflammatory cytokines and chemokines that all play a role in the development of various cardiovascular diseases. Vasoprotective
genes may limit the damage, but they cannot counteract the effects of proatherogenic genes. Some of these products, including
cytokines, chemokines and growth factors, may have autocrine effects, amplifying the effects of endothelial dysfunction in the
development and progression of atherogenic lesions.

situagdo crénica, localizada ou difusa *', ao
induzir uma sucessdo de interac¢des entre a
fntima e os constituintes do sangue, com
subsequente activagio das protefnas da cascata
da coagulacdo e das plaquetas. A trombose
intracorondria, que estd na origem da isquémia
aguda do miocdrdio, exemplifica a prevaléncia
dos mecanismos da coagulagdo sobre os da
fibrinélise 2.

A disfungfio endotelial pode adquirir outras
expressdes que afectem mais directamente a
vasomotricidade ou conduzam a situagdes pré-
-inflamatdérias ou pré-aterogénicas, entre outras .

myocardial ischemia, is a classic example of

coagulation mechanisms
a2)

prevailing  over
fibrinolysis

Endothelial dysfunction can be expressed in
other ways that affect vasomotricity more directly
or lead to proinflammatory, atherogenic or other
states ©. Endothelium-dependent vasodilation
can be blocked by decreased formation of nitric
oxide (NO) or by increased NO breakdown,
which reduces its bioavailability. This breakdown
is mainly caused by excessive levels of reactive
oxygen species such as the superoxide anion
(O9") and oxidized low density lipoprotein
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A impossibilidade da vasodilatagdo dependente
do endotélio pode ser causada por diminui¢do da
formacgéo ou aumento da degradag¢do do NO. A
degradacdo acelerada do NO, com subsequente
reducéio da sua biodisponibilidade, é promovida
sobretudo por niveis excessivos de espécies
reactivas de oxigénio, como o anido superdxido
(O97) e a forma oxidada da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-o0x), a par de uma menor
capacidade anti-oxidante (Fig. 1b)""'%.

O anifio superdxido inactiva rapidamente o
NO, originando o peroxinitrito (ONOO?). Este
radical instabiliza a produc¢do de eNOS e
desacopla a enzima da sua actividade natural
(formacdo de NO) a favor da produgdo de mais
radicais livres ™. Acresce que devido, a sua
maior instabilidade, o peroxinitrito é uma
espécie mais lesiva do que o Oy . O aumento
da produc@o de Oy~ estd fortemente implicado
na menor biodisponibilidade de NO e na
disfun¢do endotelial, quer em animais de
experiéncia " quer em humanos . A
vasodilatacdo endotélio-dependente parece ser
restaurada, em animais e humanos com
aterosclerose, apés a neutralizagdo do anido
superéxido . Em doentes com cardiopatia
isquémica foi evidenciada a diminuicdo da
actividade da enzima superéxido dismutase,
que catalisa a inactivacdo do anifio superéxido 1.

A diminui¢do da biodisponibilidade em
NO endotelial, que é uma das caracteristicas
da disfunc¢do endotelial, estd envolvida na
patogénese das fases iniciais da aterosclerose .
Em humanos recipientes de transplante
cardfaco constatou-se que a disfuncdo
endotelial ~corondria, subsequente aquela
interven¢do, decorria com desenvolvimento
acelerado da aterosclerose local ®".

A manuten¢do e progressivo agravamento
da disfuncéo endotelial conduz a lesdes da
estrutura celular, caracterizadas, p.ex., por
abaulamento da superficie luminal, aumento
do espago intercelular, descamacéo e, por fim,
remocdo (desnudamento) da camada endotelial
nos sectores vasculares mais lesados, com
exposi¢do do subendotélio ao contacto dos
constituintes do sangue ®. H4 evidéncia de que
a disfun¢do endotelial tende a evoluir para
um tipo de anomalia sistémica, com diminui¢do
da capacidade de vasodilatagio quer nos
territérios centrais quer nos periféricos .

(oxLLDL), as well as a weakening of antioxidant
capacity (Fig. 1b)""".

The superoxide anion rapidly inactivates NO,
producing peroxynitrite (ONOO"). This radical
interferes with eNOS production and replaces its
normal activity, i.e. NO formation, with the
production of more free radicals ™
unstable, peroxynitrite is more harmful than
Oy~ 1. Increased Oy~ production has been
strongly implicated in reduced NO bioavailability

and in endothelial dysfunction in both animal
a7

. Being more

models " and in humans Neutralization
appears to
endothelium-dependent vasodilation in animals
and humans with atherosclerosis *®. Patients with
ischemic heart disease have been shown to have
diminished superoxide dismutase activity; this

enzyme catalyzes the inactivation of the

of superoxide anions restore

superoxide anion .

Reduced bioavailability of endothelial NO, a
characteristic of endothelial dysfunction, is
involved in the pathogenesis of the initial
stages of atherosclerosis ®. It has been
demonstrated that in patients who develop
coronary endothelial dysfunction following
heart transplantation, this is linked to accelerated
local atherosclerosis ®".

Persistence and progressive worsening of
endothelial dysfunction leads to damage to
cell structure, including bulging of the
luminal surface, enlarged intercellular spaces,
desquamation and, eventually, destruction of
the endothelial layer (denudation) in the
worst-affected which exposes the
subendothelium to blood constituents . There

is evidence that endothelial dysfunction tends

areas,

to evolve into a kind of systemic disorder,
with reduced capacity for vasodilation in both
central and peripheral territories ®.

Proinflammatory, pro-oxidant,
prothrombotic and vasoconstrictor factors

Endothelial ~ dysfunction leads to the
development and progression
inflammatory and degenerative disorders of the
vessel wall that frequently have clinical
repercussions ® 2Y and significant effects on
morbidity and mortality @.

of various

Conversely, endothelial dysfunction may be
caused by or associated with acute ® or
chronic ® inflammation, which in turn affects
the evolution of cardiovascular disease ®”. Levels




Efectores pro-inflamatoérios,
pro-oxidativos, pro-trombéticos e
vasoconstrictores

A disfun¢do endotelial estd na origem da
dissociagdo e progressdo de  diversas
situagdes inflamatérias e degenerativas da
parede tradugdo
frequente > 2" e repercussdes evidentes nos
riscos da morbilidade e mortalidade humanas ®.

De modo reciproco, a disfungdo endotelial

pode ser originada ou associar-se a situagdes
26)

vascular, com clinica

de inflamagdo aguda® ou crénica ®, por sua
doencas
cardiovasculares ®?. Neste aspecto, é de realcar a
importncia dos niveis de proteina C-reactiva
que, além de estarem correlacionados com a
func¢do endotelial em doentes com cardiopatia

isquémica ®, constituem um marcador de

vez influentes na evolucdo das

inflama¢do e um factor predizente de risco
cardiovascular ®. A protefna C-reactiva exerce
efeitos pré-inflamatérios no endotélio humano
in vitro™ e est4d associada a disfuncdo endotelial
in vivo ®Y. Foi sugerido que a proteina C-reactiva
e as citocinas (em geral), ao alterarem
directamente a biodisponibilidade do NO
local @Y contribuiriam para o desenvolvimento
da aterotrombose e também para o sindroma
metabélico 2.

Enquanto o endotélio normal, exposto a
accdo de acetilcolina, histamina e serotonina
induz uma resposta vasodilatadora, é sabido que
na disfun¢do ou apés remog¢do do endotélio
aquelas substincias originam vasocontricgdo
acentuada ®?. Este comportamento, que resulta
da exposigdo de receptores Hy-histaminérgicos
e 5-HTy serotoninérgicos presentes na camada
de mdsculo liso vascular, justifica a resposta
vasoconstrictora “paroxistica” observada em
doentes com lesdes aterosclerdticas, p.ex., na
doenga isquémica do miocédrdio®” e hipertensdo
arterial ®.

O aumento da tensdo arterial induz a perda,
progressiva e heterogénea, da capacidade de
vasodilatacio mediada pelo endotélio ®. Os
doentes hipertensos reagem de modo paradoxal
aos testes com acetilcolina, com vasoconstric¢do
ou reducdo do fluxo da perfusdo ®9. A situacdo
pode ser
ciclooxigenase que, administrados a doentes com
hipertensdo priméria e secundéria, respondem
com vasodilata¢do a acetilcolina®.

restaurada por inibidores da
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of C-reactive protein are particularly relevant
here; as well as correlating with endothelial
function in patients with ischemic heart disease
@ they are markers of inflammation and a
predictor of cardiovascular risk ®. C-reactive
protein has a proinflammatory effect on human

#9 and is associated with

endothelium in wvitro
endothelial dysfunction in vivo ®. It has been
suggested that C-reactive protein, and cytokines
in general, have a direct effect on local NO
bioavailability © %V and hence promote the
development of atherothrombosis and the
metabolic syndrome ©2.

While normal endothelium exposed to
acetylcholine, histamine and serotonin induces
a vasodilatory response, it is known that in cases
of dysfunction, or following denudation, these
substances give rise to marked vasoconstriction
@ This behavior, which results from exposure of
Hy-histaminergic and 5-HT, serotoninergic
receptors in the vascular smooth muscle layer,
explains the paradoxical vasoconstriction
observed in patients with atherosclerotic lesions,
such as in ischemic myocardial disease and
hypertension®.

Elevated blood pressure leads to the
progressive and  heterogeneous loss  of
endothelium-dependent vasodilatory capacity ®.
Hypertensive patients show a paradoxical
testing, with
vasoconstriction or reduced perfusion flow ® %,
This can be reversed by cyclooxygenase
inhibitors, which cause individuals with primary
or secondary hypertension to respond to
acetylcholine with vasodilation ©°.

Experimental studies on animal models of

response in acetylcholine

hypertension have suggested other possible

mechanisms. Vasoconstriction in resistance
arteries could result from increased inactivation
of NO despite enhanced NOS activity ®”, or more
vasoconstrictor substances such as PGHy or
TXR2 could be produced than NO .
Vasodilatory capacity is diminished in
hyperlipidemia and atherosclerosis ®. It appears
that in hyperlipidemia, endothelial dysfunction
is caused by increased deposition of oxL.DL,
particularly lysophosphatidylcholine, on the
vessel wall ), where it acts as a proinflammatory
effector for initial atherosclerotic lesions - %,
oxLDL is the result of oxidative stress in
dysfunctional or damaged endothelium, where it

has a proinflammatory and atherogenic effect "
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Os estudos de hipertensdo experimental em
modelos animais conduziram a outras hipéteses
de mecanismo: a vasoconstric¢do nos vasos de
resisténcia resultaria de um aumento da
inactivac¢do do NO néo obstante estar aumentada
a actividade da NOS ©7; em alternativa haveria
maior produgdo de substincias vasoconstrictoras
(p-ex., PGHy e TXR5) do que de NO®9.

A capacidade de vaso-relaxamento estd
diminuida em situacgdes de hiperlipidemia, bem
como na aterosclerose ®. Aparentemente, nas
hiperlipidémias a disfuncdo endotelial é
originada pelo aumento da deposi¢do LDL-ox
(em particular, a do seu
lisofosfatidilcolina) na parede vascular “, onde
contribui como efector pré-inflamatério para
as lesdes iniciais de aterosclerose - . A
LDL-ox resulta do stress oxidativo a nivel da

constituinte

intima disfuncional ou lesada, tornando-se
uma molécula aterogénica com propriedades
pré-inflamatérias @ *9
um estimulo poderoso para a formacio de
espécies reactivas de oxigénio ™, originando um
ciclo vicioso de agravamento progressivo da

. Por sua vez, é também

disfuncdo endotelial, remodelagdo vascular
(proliferagd@o / hiperplasia ou apoptose / necrose
celular) e vasoespasmo®. A hipercolesterolémia,
ao induzir a sintese de Oy™ na parede vascular
através da activacdo das enzimas oxidativas
NADPH e xantina oxidase, podera contribuir
indirectamente para reduzir a biodisponibilidade
em NO (1().17).

E discutivel se a disfun¢io conduz a
diminuicdo da sintese do NO (por inibi¢do do
NOS ou caréncia relativa em L-arginina) >3, Km
estados mais avancados de aterosclerose, a
sintese do NO também conduz a formacdo de
peroxinitrito e de espécies reactivas muito lesivas
para os tecidos envolventes ®. O aumento da
deposicdo de colesterol transportado pela LDL e,
em particular a acumula¢éo de LDL-ox na intima
vascular, activam a acg¢o reguladora da proteina
caveolina, que, ao ligar-se & eNOS, limita a
sintese de NO .

O aumento da LDL-ox induz a sintese da
endotelina situagdes  de
hiperlipidemia e lesdo aterosclerética % ),
embora a expressdo dos respectivos receptores

vascular em

esteja diminuida®. Nos locais da lesdo vascular
h4 libertacdo de ET-1 . Além das células
endoteliais também as do misculo liso vascular
que migram para a intima sfo induzidas a

¥ In turn, it is a powerful stimulus for the
formation of reactive oxygen species ™, and thus
there is a vicious circle of worsening endothelial
dysfunction,  vascular  remodeling  with
proliferation and hyperplasia or apoptosis and
necrosis, and vasospasm “¥. By inducing Oy~
synthesis in the vessel wall through activation of
the oxidizing enzymes NADPH and xanthine
oxidase, hypercholesterolemia could indirectly
reduce NO bioavailability "',

It is unclear whether endothelial dysfunction
reduces NO synthesis (by inhibiting NOS or
reducing L-arginine) ® Y. In advanced stages of
atherosclerosis, NO synthesis also leads to the
formation of peroxynitrite and other reactive
species that can seriously damage surrounding
tissue ®, Increased deposition of cholesterol
transported by LDL, and particularly the
accumulation of oxLLDL in the intima, triggers
regulatory action by the protein caveolin which,
by binding to eNOS, reduces NO synthesis .

Increased oxLDL induces production of
vascular endothelin in the presence of
hyperlipidemia and atherosclerotic lesions @,
although expression of the corresponding
receptors is reduced ®. Endothelin-1 (ET-1) is
released at sites of vascular damage ®. As well as
endothelial cells, vascular smooth muscle cells
that migrate to the intima are induced to produce
ET-16Y, possibly by the same mechanisms that
modulate the onset and development of
atherosclerosis. Endothelin may contribute to
vasoconstriction and proliferation of smooth
muscle cells. Significant accumulation of ET-1
has been observed in highly unstable fragments
of coronary artery obtained during atherectomy 2,
which suggests that this peptide plays an
important part in the vasomotricity of vessels with
atherothrombotic lesions. ET-1
calcium sensitivity of vascular smooth muscle
and potentiates coronary vasoconstriction .

Rises in plasma ET-1 levels are proportional to
)

increases the

the severity of atherosclerotic lesions “?, while

vascular ET-1 receptor antagonism reduces
restenosis following stent implantation .
Endothelial denudation, which is frequently
the result of catheterization or transluminal
coronary angioplasty and can also occur in the
late stages of atherosclerosis at plaque rupture
sites, immediately exposes the subendothelium to
deposition of platelet and leukocyte aggregates.

Within a few days or weeks, intimal hyperplasia




produzir ET-1 ¢, eventualmente pelos mesmos
factores que modulam o inicio e posterior
desenvolvimento da aterosclerose. A endotelina
podera contribuir para a vasoconstric¢io e
proliferacdo de células musculares lisas. Foi
observada grande acumulagdo de ET-1 em
fragmentos muito instédveis de corondrias obtidas
por aterectomia ¥, o que sugere uma relevante
participa¢do daquele péptido no comportamento
vasomotor dos vasos com lesdes aterotrombdticas.
A ET-1 aumenta a sensibilidade do misculo liso
vascular ao célcio, potenciando a vasoconstricgdo

.0 aumento dos niveis plasmadticos

corondria '
de ET-1 revelou-se proporcional a gravidade das
lesdes aterosclerdticas *” enquanto, na presencga
de um antagonista para o receptor vascular de
ET-1, diminufa a re-estenose subsequente a
implantacéio da um stent ®%.

O “desnudamento” endotelial, que resulta
frequentemente da cateterizacdo e angioplastia
corondria transluminal (e poderd
suceder nas fases tardias de desenvolvimento
aterosclerético em sitios de ruptura da
placa), expde o subendotélio a
deposi¢io de agregados de plaquetas e
leucécitos. Segue-se, ao fim de alguns dias ou
semanas, a hiperplasia da fntima no local
lesado. Entretanto, a adesdo das plaquetas
ao subendotélio ou endotélio disfuncional,

com subsequente secregdo de tromboxano Ay e

ainda

imediata

serotonina, induz a vasoconstric¢do local ®¥ e,
através da secrecdo da PAF, estimula a
proliferacio e migracdo local de células
musculares lisas “> %, Estas interac¢des, ndo
sendo revertidas, tendem a evoluir para o
desenvolvimento de lesdes aterotrombéticas,
com a participagdo adicional de factores de
pelos
zona lesada. Em

crescimento e citocinas secretadas

N

monocitos aderentes a
condigdes normais, o endotélio tem a capacidade
para anular ou reduzir, através da producio
de NO e PGI-2, a adesdo das plaquetas e dos
monocitos, além de inibir (designadamente,
pelo sulfato de heparano, NO, TGF-B) a
proliferacdo e migracdo de células musculares
lisas 673,

A regeneracdo do endotélio nos locais de
desnudamento pode ser feito por células
progenitoras derivadas da medula 6ssea ou a
partir das células adjacentes do endotélio
pré-existente. Em condi¢des normais * é
possibilitada a recuperacdo da integridade

J. MARTINS E SILVA, et al
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is found at the damage site. Meanwhile, platelet
adhesion to subendothelium or dysfunctional
endothelium, with secretion of thromboxane Ay
and serotonin, induces local vasoconstriction ©¥
and, through secretion of platelet activating
factor (PAF), stimulates proliferation and local

4250 - Unless

migration of smooth muscle cells
reversed, these interactions will tend to evolve
towards the development of atherothrombotic
lesions, aided by growth factors and cytokines
secreted by monocytes adhering to the damaged
area. Under normal conditions, the endothelium
is able to prevent or reduce platelet and monocyte
adhesion by producing NO and PGI-2, as well as
inhibiting proliferation and migration of smooth
muscle cells, mainly through heparan sulfate,
NO, and TGF-B6%59,

Denuded endothelium can be regenerated
by progenitor cells from bone marrow or
from adjacent cells in intact endothelium.
Under recovery of
structural and functional integrity is possible.
However, although they can recover their
endothelium-dependent vasodilatory capacity,

normal conditions ©”,

the regenerated cells may differ from the original
cells, which may be partly due to deficiencies in
NO production #Y. Recovery of vasodilation
following denudation may be induced via the vasa
vasorum, by direct transfer of eNOS from the

adventitia of the host vessel @Y.

DEVELOPMENT OF
ATHEROSCLEROSIS AND OCCLUSIVE
EVENTS

It is assumed that if the initial causes of
atherothrombosis persist, endothelial dysfunction
will worsen and vaso-obstructive events will
ensue "2, since degenerative atherosclerotic
lesions are the result of endothelial dysfunction
that began decades before ©.

As suggested above, in hypercholesterolemia
in humans and animal models, the vasodilatory
and anticoagulant functions of
endothelium are weakened in favor of
vasoconstriction in the affected arteries .
Impaired coronary reactivity resulting from

normal

endothelial dysfunction due to hypercholes-
terolemia precedes the onset of atherosclerosis,
or indicates its presence, even if undetectable
by angiography 2.
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estrutural e funcional do sector lesado. Porém,
apesar de recuperarem a capacidade de
vasodilata¢do endotélio-dependente, as células
regeneradas poderdo diferir das células
originais, o que em parte serd atribuivel a uma
deficiente produc¢do de NO ®. A recuperacio
da vasodilatagdo apés desnudamento endotelial
poderd ser induzida a partir dos vasa vasorum,
por transferéncia directa de eNOS da adventicia
do vaso hospedeiro -V,

DESENVOLVIMENTO DA
ATEROSCLEROSE E EVENTOS
OCLUSIVOS

E admissivel que a manutencdo das causas
aterotrombéticas iniciais tenda a agravar a
disfuncdo endotelial e conduza a posteriores
eventos vaso-obstrutivos ', na medida em que
as lesdes aterosclerdticas degenerativas séo
a consequéncia da disfunc¢do endotelial iniciada
em décadas anteriores ©.

Conforme foi sugerido anteriormente, em
situagdes de hipercolesterolemia (em humanos
ou em animais de experiéncia) as fungdes
vasodilatora e anticoagulante do endotélio
normal so como que amortecidas, a favor de
uma tendéncia vasocontrictora das artérias
lesadas . A reactividade
corondrias, por disfun¢do endotelial resultante

anormal das

da hipercolesterolemia, precede o inicio da
aterosclerose ou é um sinal da sua existéncia,
sendo contudo indetectdvel por angiografia ©.
Mais recentemente, foi referida a possibilidade
da disfung¢@o endotelial ser um factor predizente
de futuros eventos cardiovasculares .
Consequéncias da modulaciao da apoptose,
proliferacao e remodelagao vascular

A hipercolesterolémia, associada ou ndo a
hipertensdo, influencia as condi¢des de perfusdo
na microcirculagio ®. O aumento da densidade
dos vasa vasorum na adventicia, observado em
porcos com hipercolesterolémia experimental,
estaria relacionada com a indug¢do da
neovascularizagdo na fase inicial da remodelagéo
aterosclerética que antecede a formagdo da
placa de ateroma ®. Eventualmente, aquela
densificagdo dos vasa vasorum representa uma
resposta compensadora a hipoxémia local,

favordvel a aterogénese 9, sendo apoiada pelo

Modulation of apoptosis, proliferation and
vascular remodeling

Hypercholesterolemia, whether or not
associated with hypertension, influences
perfusion in the microcirculation ®. Increased
density of adventitial vasa vasorum, as observed
in pigs with experimental hypercholesterolemia,
appears to be related to the induction of
neovascularization in the initial stage of
atherosclerotic remodeling that precedes the
formation of atheromatous plaques ©. This
increase in density may be a compensatory

response to local hypoxia  that promotes

atherogenesis ©; this is supported by rises in
levels of vascular endothelial growth factor
(VEGF) and nuclear factor kinase 5 (NF-kB) as
seen in experiments following a high-cholesterol
diet ®@. Thickening of the arterial wall, due to
accumulation of the of the
atheromatous plaque, tends to increase oxygen
consumption and the extent to which it diffuses
within the wall ©. The resulting imbalance
between oxygen demand and supply in the
arterial wall leads to metabolic disorders that

constituents

aggravate atherosclerotic lesions in a vicious
circle that ends in necrosis .

The stability of the endothelial surface and the
appropriate  development of vessels are
modulated by the Akt/protein kinase B (PKB)
system via EGF and angiopoietins “™. These
cardiomyocytes
apoptosis following ischemia-reperfusion injury
in vivo ™, as well as triggering production of
endothelial NO, for example in response to
VEGF and flow shear stress, by eNOS activated
by phosphorylation of serine-1177 by Akt
kinase ™7,

Shear stress appears to be the essential
stimulus regulating the continuous formation
of NO and adequate blood flow, by activation
of eNOS by the Akt system ™. In endothelial
cells, Akt is activated by phosphorylation (which

factors also protect from

is induced by growth factors, cytokines and
hormones, among other stimuli) via the
phosphatidylinositol 3'-kinase (PI3-K) pathway
(Fig. 2)™.

eNOS is one of the cellular targets that
depend on the Akt/PKB system. Among other
functions, this system influences cell growth and
apoptosis, and plays a part in regulating
endothelial cell migration, which is essential for
angiogenesis ™™, The antiapoptotic properties of




aumento dos niveis de VEGF e do factor
de transcricdio nuclear NF-kB, observados
experimentalmente na sequéncia de uma dieta
hipercolesterolémica®. O aumento da espessura
da parede arterial pela acumulacdo dos
constituintes da placa de ateroma tende a elevar
o consumo de oxigénio, em simultineo com
maior extensdo do seu trajecto de difusdo
intraparietal ®@. O desequilibrio resultante entre
a quantidade de oxigénio exigido e o fornecido
a parede arterial originard anomalias metabdlicas
que agravam, em ciclo vicioso, a progressdo das
lestes aterosclerdticas até a fase da necrose .

A estabilidade da superficie endotelial, bem
como o desenvolvimento apropriado dos vasos,
séo fungdes moduladas pelo sistema Akt/proteina
cinase B (PKB) através da VEGF e
angioapoprotefnas @™, Estes factores também
protegem  os apoptose
subsequente a lesdes da isquémia-reperfusio
in vivo ™, além de activarem a producdo de NO
endotelial (p.ex., em resposta & VEGF e a
tensfio de cisalhamento do fluxo) pela eNOS
activada por fosforilagao da serina 1177, pela Akt

(71, 72)

cardiomiocitos da

cinase

A tensdo de cisalhamento parece ser o
estfimulo essencial que regula a formacdo
continua de NO e o fluxo sanguineo adequado,
através da activacdo da eNOS pelo sistema
Akt ™.
cinase Akt é activada por fosforilaggo (induzida
por factores de crescimento,
hormonas entre outros estimulos) através da via
da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3-K) (Fig. 2)™.

A eNOS estd entre os alvos celulares que
dependem da regulacdo do sistema Akt/PkB.

Nas células endoteliais a proteina

citocinas e

Entre outras actividades, o sistema influencia
a regulacdo do crescimento e apoptose celulares
e também participa na regulacio da capacidade
de migragéio das células endoteliais, crucial para
a angiogénese ™ ™. As propriedades anti-
-apoptoticas e a de redugdio da drea de enfarte
in vivo, atribuidas a Akt/PKB @, também
requerem a sua prévia activagdo por uma
cinase. Esta activagdo do sistema Akt/PKB
citoplasmdtico baseia-se na fosforilagdo de
determinados aminodcidos (treonina e serina)
pela fosfatidilinositol 3-cinase e pelas cinases
fosfotidilinositol dependente, 1 e 2 (PDK-1 e
PDK-2); enquanto a PDK-1 parece fosforilar a
treonina 308 (originando activagio
enzimética parcial), a fosforilagdo da serina 473

uma

J. MARTINS E SILVA, et al
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the plasma Akt/PKB system and its ability to
reduce infarct size in vivo ™ require it to be
activated by a kinase. This activation is based
on the phosphorylation of certain amino acids
(threonine and serine) by phosphatidylinositol
3'-kinase and phosphoinositide-dependent
kinases 1 and 2 (PDK-1 and PDK-2); while
PDK-1 appears to phosphorylate threonine-308
and partially Akt/PI3-K,
phosphorylation of serine-473 fully activates
this enzyme system ™,

Another mechanism that has been proposed
involves the JNK/SAPK protein kinases (Fig. 2),
which are one of the three main effector pathways
of the MAPK mitogenic factors that regulate
the viability of cells such as cardiomyocytes ™.
Activation of the JNK/SAPK system leads to
phosphorylation of various cellular factors,
some of which, such as Akt/PKB, influence
apoptosis @. Partial activation of this complex
results from the phosphorylation of threonine-
450, complete activation of Akt depending on
the phosphorylation of threonine-308 and
serine-473 by PDK-1 and 2.

Cell survival and growth appear to be affected
in different ways depending on whether the
Akt/PKB system acts on the nucleus or the
cytoplasm. It has been demonstrated that the
degree and extent of phosphorylation by this
system induced by a particular signal can

activates

significantly affect the function and survival of
cardiomyocytes @, especially following hypoxia-
reoxygenation ©.

Arterial stiffness

If the situation does not return to normal, the
signals produced by dysfunctional or damaged
endothelium are transmitted to the endovascular
layer, where they trigger proliferation of smooth
muscle and mesangium and hence atherogenesis.
In this stage, particularly after atherosclerosis is
established, local vasoconstriction occurs, mainly
as a result of increased formation and secretion of
endothelin ),

In endothelial cultures, hypoxia induces
increased expression of the endothelin gene ©.
High serum endothelin levels have also been
detected in patients with myocardial ischemia
in the early hours following infarction ©.
Although there was no direct evidence, ET-1
levels in arterial plasma of patients with ischemic
heart disease correlated closely with vessel
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Estimulos extracelulares
Extracellular stimuli

Membrana
receptores Membrane

receptors MMM I

Proteinas de transducc¢ao

Transduction proteins inactiva
2
G| [Rho] [Ras| — (+) [P13-K| —2—» (+) [AktK| inactive
l " (+) | (PDK-1, PDK-2)
Cascata MAPK (+)
MAPK cascade (+) Akt-K - activa
\active
JNK/SAPK
(+) (+)
Cinases Factores de transcri¢ao
Kinases Transcription factors

(+) (+) +)
Cinases Fosfolipase A,  Factores de transcrigio
Kinases Phospholipase A, Transcription factors

Eicosanoides
Eicosanoids

Figura 2. Transducgdo de sinais extracelulares, através da activagiio da cascata MAPK e Akt-cinase.

As superfamilias proteicas Ras, Rho e proteina G integram sinais extra-celulares e transmitem-nos (por transducgdo) a cascata MAPK.
Esta é constituida por trés tipos de protefnas-cinase, sucessivamente activadas por fosforilagdo sequencial apés a transducgao de sinal
extracelular. As trés cinases (designadas em conjunto também por MAP3Ks) formam um médulo funcional em conjunto com uma
proteina de suporte. A cinase terminal da cascata activa o sistema JNK/SAPK que, por sua vez, activa outras cinases factores de
transcrigdo (p.ex., proteinas Ets) ou outras enzimas (p.ex., fosfolipase Ay). Por fosforilagao de proteinas-alvo, resulta a formagao de
moléculas de segundo-mensageiro ou a transcri¢io de determinados genes (envolvidos, p.ex., na diferenciacdo, divisdo ou apoptose
celular). Os genes controlados por factores de transcri¢do c-Jun sdo activados na sequéncia da fosforilagdo destes factores pelo sistema
de cinases JNK/SAPK. Entre os eicosanoides mais importantes que derivam do araquidonato (resultante da ac¢do da fosfolipase A2
nos fosfolipidos membranares), destacam-se a PGl,, TXA, e diversos leucotrienos.

A familia proteica Ras também transmite os sinais extracelulares a proteina cinase PI13-K. Esta enzima possui dois dominios cataliticos,
um dos quais (1) activa a via MAPK enquanto o outro (2) associa a Akt cinase a face interna da membrana citoplasmdtica. A activagio
da Akt-cinase (que a dissocia da membrana) pode ser iniciada pelo sistema JNK/SAPK e concluida pelas PDK-1 e 2, ou promovida
directamente por estas duas cinases.

A Akt cinase (também designada protefna cinase B) é uma protefna-alvo do fosfatidil 3,4,5-fosfato (PIP3); este composto, que actua
como um dos mais importantes segundos-mensageiros intracelulares, é sintetizado a nivel da membrana citoplasmética pela enzima
fosfatidilinositol 3-cinase (P13-K).

Figure 2. Transduction of extracellular signals via activation of the MAPK and Akt-kinase cascade

The Ras, Rho and G protein superfamilies relay extracellular signals by transduction to the MAPK cascade. This consists of three
protein kinases, activated sequentially by phosphorylation following extracellular signal transduction. These three kinases, together
known as MAP3Ks, form a functional module in conjunction with a support protein. The terminal kinase in the cascade activates the
JNK/SAPK system, which in turn activates other kinases and transcription factors, such as Ets proteins, and other enzymes such as
phospholipase Ay. Phosphorylation of target proteins results in the formation of second-messenger molecules and the transcription of
particular genes, such as those involved in cell differentiation, division or apoptosis. Genes controlled by ¢-Jun transcription factors are
activated by phosphorylation of these factors by the JNK/SAPK system. Among the most important eicosanoids derived from
arachidonic acid as a result of the action of phospholipase Ay on membrane phospholipids are PGy, TXA5 and various leukotrienes.
The Ras protein family also relays extracellular signals to the protein kinase PI3-K. This enzyme has two catalytic domains, one of
which (PI3-K1) activates the MAPK pathway while the other (P13-K2) associates Akt kinase to the inner surface of the cytoplasmic
membrane. Activation of Akt, which dissociates it from the membrane, may be initiated by the JNK/SAPK system and completed by
PDK-1 and 2, or it may be triggered directly by these two kinases.

Akt, also known as protein kinase B, is a target protein of phosphatidylinositol 3,4,5-phosphate (PIP3), one of the main second
messengers; this compound is synthesized in the cytoplasmic membrane by phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K).




induz a activacdo maxima da Akt/PI3-K ™,

Um outro mecanismo proposto incluiu as
protefnas cinase JNK/SAPK (Fig. 2), que
constituem uma das trés principais vias
efectoras dos factores mitogénicos MAPK
intervenientes na regulacdo da viabilidade
celular, p.ex., dos cardiomiocitos ™. A activacio
das JNK/SAPK origina a fosforilagdo de
diversos factores celulares, alguns dos quais
com ac¢do reguladora na apoptose, como a
Akt/PKB ™. A activagdo parcial deste complexo
basear-se-ia na fosforilacdo da treonina 450,
sendo a activagdo completa da Akt concluida
pela fosforila¢do da treonina 308 e da serina 473
pelas PDK 1 e 20,

A sobrevivéncia efou crescimento celulares
parecem ser afectados de modo diferente
conforme o sistema Akt/PKB actua no ntcleo
ou no citoplasma. Foi verificado que o nivel e
extensdo da fosforilacdo daquele sistema,
induzida por um dado sinal, pode influenciar
de forma relevante as func¢des e a sobrevivéncia
dos cardiomiocitos ™, sobretudo apés hipéxia-
-reoxigenacio @,

Rigidez arterial

Se a situa¢do ndo regressar ao normal, os
estimulos gerados pelo endotélio disfuncional ou
lesado transmitem-se a camada endovascular,
desencadeando a prolifera¢cao do misculo liso
vascular e do mesingio, com desenvolvimento da
aterogénese. Nesta fase, e sobretudo depois da
aterosclerose estar estabelecida, é desencadeada
a vasoconstricgdo local, em grande parte
atribuivel ao aumento da formacéo e secrecéo de
endotelina 4",

Em culturas endoteliais a hipéxia induz
aumento de expressdo do gene da endotelina ®.
Em doentes com isquémia do miocdrdio foi
detectada também a elevacdo dos niveis da
endotelina sérica nas primeiras horas da
crise ®. Embora nfo houvesse elementos
demonstrativos da situacdo directa, os niveis
de ET-1 no plasma arterial de doentes de
cardiopatia isquémica estavam correlacionados
efectivamente com a rigidez da parede dos
vasos ®. A hipertensdo induzida experimen-
talmente em porcos potenciava o efeito da
hipercolesterolemia  nos  microvasos do
miocdrdio, o que, a ser extrapolado para o
homem, justificaria uma maior incidéncia de

eventos cardfacos em individuos com aqueles

J. MARTINS E SILVA, et al
Rev Port Cardiol 20065 25: 1159-1186

8 induced

wall stiffness ¢ Experimentally
hypertension in pigs strengthened the effect
of hypercholesterolemia on the myocardial
microvasculature, which, if extrapolated to
humans, would explain the greater incidence
of cardiac events in individuals with both
these risk factors ®.

Besides modulating vasomotricity, vascular
smooth muscle affects arterial wall stiffness. Until
a few years ago it was assumed that the loss of
elasticity usually associated with aging was a
response of the structural components of the
wall, such as collagen and elastin, to distension
pressure. Disruption and fracture of the elastic
components of the wall transfer the pressure of
the pulse wave to collagen fibers, increasing
stiffness in the damaged segment; the situation
would be aggravated by hypertension ©.

It has recently been demonstrated that
arterial stiffness also depends on functional
control, in which the presence or absence
of vasoactive substances in the circulation (such
as epinephrine, angiotensin II, endothelin-1,
and natriuretic peptide) or produced locally
(particularly NO) play a part -
independently of blood pressure or peripheral
vascular resistance ¢-°V.

Arterial stiffness is a dynamic parameter that
reflects imbalances between the above factors,
especially reduced NO production. The latter
may be involved in or precede the development
of atherosclerotic lesions in various pathological
situations such as hypercholesterolemia “?,
diabetes ® and hypertension . With advancing
age, the effect of ET-1 on vasoconstriction and
arterial stiffness in the major arteries such as the
aorta outweighs the opposing action of NO .

Arterial also appears to be
proportional to the degree of coexisting
inflammation 9, as assessed by levels of
C-reactive protein and interleukin-6 7, in

both apparently healthy individuals ® and

stiffness

patients with vasculitis “?. Tt has also been
independent
predictor of all-cause as well as cardiovascular
mortality. Although it is not clear which is cause
and which effect between inflammation and

arterial stiffness, it is known that as well as
28)
2

demonstrated that it is an

affecting endothelial function ®, inflammation
can cause structural alterations in the vessel
wall by changing the balance between elastin

synthesis and degradation. Proteolytic enzymes,
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dois factores de risco®.

Além de modular a actividade vasomotora,
o misculo liso vascular também interfere na
rigidez (ou perda de elasticidade) da parede
arterial. Até h4 alguns anos atrds admitia-se que
aquela caracterfstica vascular, tradicionalmente
associada ao envelhecimento, representava uma
resposta dos componentes estruturais da parede
(tais como o colagénio e a elastina) & pressio
da distensdo. A disrupcdo e fractura dos
componentes elédsticos da parede vascular
transferem a presséo distensora da onda de pulso
para as fibras de colagénio, com subsequente
rigidez do segmento lesado, sendo a situagdo
agravada pela coexisténcia de hipertensdo
arterial @.

Veio a ser demonstrado recentemente, que a
rigidez arterial depende também de um controlo
funcional, em que participam (pela presenca
ou auséncia)
circulagdo (p.ex., epinefrina, angiotensina II,
endotelina-1, péptido natriurético) e de producéo
local (em que se destaca o NO) @8 9 que
actuariam pressdo
arterial ou da resisténcia vascular periférica ®.

A rigidez arterial parece ser um pardmetro
dindmico que reflecte o desequilibrio entre
aqueles factores e, em particular, a diminui¢do
da producdo de NO. Aquele pardmetro podera
estar envolvido e anteceder o desenvolvimento

substancias vasoactivas em

independentemente da

de lesdes ateroscleréticas em diversas situacdes
patolégicas, tais como a hipercolesterolémia 2,
diabetes “» e hipertensdo arterial ®”. Nas
principais artérias, como a aorta, o efeito da ET-1
como vasoconstrictor e indutor da rigidez arterial
tende a ser, ao longo do envelhecimento, mais
poderoso do que a acgdo contrdria do NO .

A rigidez arterial também parece ser
proporcional ao grau de inflamag¢do co-
existente 9, avaliada pelos niveis de protefna
C-reactiva e interleucina-6“", quer em individuos

© quer em doentes com

aparentemente normais
vasculite ®. Foi ainda demonstrado que a rigidez
arterial é um factor predizente independente da
mortalidade, ndo s6 de causa cardiovascular mas
de todas as causas. Embora ndo esteja ainda
definido o sentido da relacdo causal que existe
entre a inflamac¢do e a rigidez arterial, é um
facto que, além de alterar a fungéo endotelial ®,
a inflamacdo pode provocar alteragdes estruturais
na parede vascular, ao modificar o equilibrio

entre a sintese e degradagdo da elastina. As

particularly matrix metalloproteinase-9, are
activated by inflammatory cytokines %
healthy individuals and in various pathologies.

n

Onset and progression of atherosclerosis

Atherosclerosis is an inflammatory disease “!1%
characterized by infiltration of monocytes
and macrophages " and T lymphocytes !
atherosclerotic lesions, together with proliferation
of smooth muscle cells, production of
extracellular matrix, and neovascularization “* '

(Fig. 3). Atherosclerotic manifestations evolve

n

to chronicity and spread throughout the arterial
tree, although they tend to occur more in some
sites, particularly the coronaries, than in
others 1%,

Macrophages are involved in atherogenesis
in three main ways: i) by capturing and
metabolizing stored lipids; ii) by secreting
mitogenic factors similar to platelet-derived
growth factor (PDGF), which
proliferation of smooth muscle cells and local
neoangiogenesis; and iii) by synthesizing
proteinases in the metalloproteinase family

stimulates

that act on the collagen in atheromatous plaques
and trigger fissuring of the cap ®'*1%9,

In over 60% of cases, the plaque ruptures
where the cap is thinnest and where shear
stress forces are most consistently exerted 1%,
The local proinflammatory effect of dysfunctional
endothelium destabilizes the plaque, which
may then rupture "', allowing contact between
the procoagulant lipid core and intraluminal
blood and triggering thrombosis, which leads to
local obstructions . Coronary thromboses, most
of them occlusive, are found in over 90% of fatal
infarctions .

Plaque erosion and rupture ensue from
various inflammatory mechanisms, including
endothelial dysfunction, leukocyte diapedesis,
extracellular matrix breakdown and platelet

(100)

activation . The stage of the inflammatory
process, the extent of atherosclerotic lesions,
and the prognosis of individuals with stable or
unstable angina or myocardial infarction can be
assessed by measuring levels of circulating
inflammatory markers 7, notably interleukin-6
(IL-6) 1 monocyte chemoattractant protein-1
(MCP-1)" and tumor necrosis factor-o. (TNF-c)
119 Various cytokines, including IL-6, IL-16, and
TNFa, induce the synthesis of metalloproteinase-
-9 which explains the increase in its activity




enzimas proteoliticas (designadamente a
metaloproteinase-9 da matriz) sdo activadas pelas
citocinas inflamatérias “* * em individuos

normais e em diversos estados patolégicos.

Inicio e progressido da aterosclerose

considerada uma
(42, 100
a (2 10

A aterosclerose ¢
manifesta¢do (ou doenca) inflamatéri
caracterizada por infiltragdo de monocitos-
-macréfagos 1"V e linfocitos T 1% nas lesdes
ateroscleréticas, a par com a proliferacdo de
células musculares lisas, produgiio de matriz
extracelular e revascularizagdo “* ' (Fig. 3). As
manifesta¢des ateroscleréticas evoluem para a
cronicidade e difundem-se a virtualmente toda
a drvore arterial, embora prevalecendo em
determinados sectores mais do que noutros, com
destaque para os vasos corondrios 1.

Os macréfagos intervém na aterogénese por
trés processos principais: (i) captacdo e
transformacdo  metabélica  de  lipidos
armazenados, (ii) secrecdo de factores
mitogénicos semelhantes ao PDGF (factor de
crescimento derivado das plaquetas), que
estimula a proliferagdo das células musculares
lisas e a neoangiogénese local e (iii) sintese
de proteinases (da familia das metaloproteinases)
que, ao actuarem no colagéneo da placa de
ateroma, desencadeiam a sua fissura préximo do
respectivo topo #4102 10%,

A ruptura da placa ocorre, em mais de 60%
dos casos, na zona onde o revestimento é mais
fino e onde se exercem e sdo mantidas as forgas
de cisalhamento ". A acc¢do pré-inflamatéria
local do endotélio disfuncional converte as
placas estdveis em instdveis, susceptiveis 2
ruptura (101, 105)
lipidico pré-coagulante da placa e o sangue
intraluminal, dando infcio & formagdo trombética
que estd na origem de obstrugdes locais . Em

mais de 90% dos enfartes fatais sdo detectados
(106)

, e permite o contacto entre o niicleo

trombos corondrios, na maioria oclusivos

A erosdo e a ruptura da placa sobrevém a
diversos mecanismos inflamatérios, em que se
incluem a disfun¢do endotelial, diapedese
leucocitéria, degradac¢do da matriz extracelular e
activacdo plaquetaria . O desenvolvimento do
processo inflamatério, a extensdo da lesdo
aterosclerética e prognéstico da doenca em
individuos com angina (estdvel ou instdvel) e
enfarte de miocdrdio poderdo ser avaliados
através do aumento da concentragdo de

J. MARTINS E SILVA, et al
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in the circulation in different inflammatory
situations. Levels of elastase "' and particularly
metalloproteinases 2 and 9" are increased in
patients  with  ischemic heart disease.
Metalloproteinase 9 appears to be involved in
the destruction of the media, plaque growth ™%,
remodeling of the extracellular matrix ™ and
arterial stiffness ™.

High levels of fibroblast growth factor-f
(FGF-B) and signs of vascular smooth muscle
proliferation have been found in the coronary
arteries of patients with unstable angina (but
not those with stable angina) and restenosis
following coronary angioplasty "'®. According to
this study, muscle cell proliferation would
signal expansion of the atheromatous plaque,
thus promoting the luminal narrowing and
vasospasticity associated with unstable angina.

In this context, it is important to note the role
of vascular smooth muscle cells, which maintain
the structural integrity of the media and intervene
in early vascular remodeling following local
lesions. This response seems to be mediated by
nuclear transcription factor kB (NF-kB). This
pleiotropic protein complex acts on over a
hundred genes and at several transeription levels,
particularly proinflammatory responses '7,
matrix remodeling ™" and cell survival and
proliferation “* 1, following induction by various
stimuli that promote inflammation and cell
aggression (Fig. 4).

This factor appears to be involved in
regulating the responses of the endothelium and
vascular smooth muscle to different vascular
pathologies 1 as part of a self-regulating system
together with KB inhibitor proteins (IKB) (2.
NF-kB is relatively inactive in normal vessels,
but in acute or atherosclerotic lesions of the
intima, it is activated in smooth muscle cells,
macrophages and endothelial cells "?2. This
activation, together with rapid falls in IKB levels,
leads via expression of associated genes to a rapid
response of considerable plasticity in the
inducing lesion which may also modify the cell
phenotype . This response, following acute
ageression to the vessel wall such as balloon
angioplasty "% '3 would result in remodeling of
the vessel wall ™ or the formation of vascular
lesions, development and progression of
atherosclerosis "7, restenosis "' and proliferation
and reduced apoptosis of vascular smooth muscle
cells M particularly in more advanced stages of
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Factores de risco pré-inflamatério

- Tradicionais e nao tradicionais
- Predisposigao genética

Efectores Pré-Inflamatérios e Oxidativos (locais e sistémicos)

Disfun¢ao Endotelial

- Diminuigdo da produgéo e biodisponibilidade de NO

- Vasoconstrigio

- Aumento da permeabilidade endotelial

- Migragéo e acumulagio de LDL e outros lipidos

- Produgdo de mediadores pré-inflamatérios, pré-oxidantes,
pré-coagulantes e proliferantes

- Migragéo e activagio das células vasculares lisas para a intima

- Formagéo do revestimento fibroso dos residuos celulares e

lipidicos acumulados na intima
4

Formacgao da Placa de Ateroma

- Aumento gradual do niicleo lipidico subendotelial

- Activagiio de mecanismos inflamatérios e proteoliticos pelos
constituintes da placa

- Diminui¢éo da capacidade de proliferagio e aumento da
apoptose das células do misculo liso vascular

- Neo-vascularizagio, hipéxia e isquémia do topo da placa

Fr;gﬂizagéo, Erosdo e Ruptura da Placa

- Exposi¢do da matriz extracelular e de conteiido aterogénico
da placa de contacto com o sangue

- Agregacao plaquetaria

- Activagiio da cascata de coagulagio
4

Trombose

- Eventual revestimento do trombo por células de misculo liso
vascular, com extensio gradual da area da lesdo e ou
fragmentagéio do trombo

v
Oclusiao Vascular

Factores de Risco Cardiovascular

- Traditional and non-traditional
- Genetic predisposition

o )

Proinfl tory and factors (local and systemic)

Endothelial dysfunction

- Reduced production and bioavailability of NO

- Vasoconstriction

- Increased endothelial permeability

- Migration and accumulation of LDL and other lipids

- Production of proinflammatory, pro-oxidant, procoagulant
and proliferative mediators

- Migration of vascular smooth cells to the intima and activation

- Formation of a fibrous cap of cell and lipid residues
accumulated in the intima

A

Formation of atheromatous plaque

- Gradual growth of subendothelial lipid core

- Activation of inflammatory and proteolytic mechanisms by
plaque constituents

- Reduced proliferative capacity and increased apoptosis in
vascular smooth muscle cells

I Neovascularization, hypoxia and ischemia of the plaque

Plaque weakening, erosion and rupture

- Exposure of extracellular matrix and of atherogenic plaque
contents to blood flow

- Platelet aggregation

- Activation of the coagulation cascade
Y

Thrombosis

- The thrombus becomes coated with vascular smooth muscle
cells, gradually extending the area of damage and/or
fragmenting the thrombus.

Y
Occlusion of the vessel

Figura 3. Resumo das fases sequenciais da formacgdo e
desenvolvimento da placa de ateroma.

A aterogénese 6 iniciada pela disfun¢do endotelial, por sua vez
induzida por factores de risco exdgenos cuja acgdo pode ser
favorecida por predisposigdes genéticas do portador. O sinal mais
precoce da disfungao endotelial (e também da aterosclerose) é a
reduzida produgao ou biodisponibilidade em NO, em resposta a
estfmulos extracelulares de natureza fisica, quimica ou
microbiana. A disfun¢do endotelial e lesdes aterosclerdticas
subsequentes desenvolvem-se particularmente nas regides
arteriais com fluxo mais lento ou turbulento, pela acumulagéo e
infiltragdo de monocitos, aumento da adesividade do endotélio a
leucdcitos e plaquetas, perda de propriedades anti-coagulantes e
produgdo de mediadores pré-inflamatérios, proliferativos e
oxidantes.

A disfung@io ou les@io do endotélio conduz a uma progressiva
acumulagfo lipidica subendotelial (em particular LDL-ox) e a
migragdo de células musculares lisas da média para a intima,
onde formam o revestimento fibroso daquele niicleo lipidico e
inflamatério. Enquanto intacta, esta camada de revestimento
constitui um mecanismo de defesa contra a progressdo da
aterosclerose, além de manter o seu nicleo trombogénico
separado do sangue de perfusdo (e, por conseguinte, das
plaquetas e protemas da cascata de coagulacio). A medida que
as lesdes aterosclerdticas se tornam mais volumosas, o lume
vascular e a perfusio sanguinea a juzante tendem a diminuir. A
formagfio de novas zonas de fluxo turbulento subsequentes a
obstrugdo predispde a extensdio da disfun¢do endotelial e
progressdo da placa de ateroma ao longo da parede vascular. As
placas com revestimento fibroso mais fino e maior infiltragéo de
células inflamatérias sdo particularmente susceptiveis a erosdo e
a ruptura, desencadeadas por cisalhamento hemodindmico
tangencial. A fragilizagdo e instabilidade da placa de ateroma
resultam da acc¢do local das células inflamatérias, que
enfraquecem e destroem a camada de revestimento fibroso. Na
origem daquele processo estdo diversas citocinas pré-
inflamatérias e metaloproteinases (produzidas por linfocitos e
macréfagos), e uma neo-vasculariza¢@io insuficiente para a
oxigenacdo local requerida. A eros@o endotelial ou a ruptura da
placa originam um processo trombético local, responsével por
uma oclusfo vascular (aguda ou gradual) de gravidade varidvel.

Figure 3. Summary of stages in the formation and development of
atheromatous plaque

Atherogenesis begins with endothelial dysfunction, which in turn
is caused by exogenous risk factors whose action may be
strengthened by genetic predisposition. The earliest sign of
endothelial dysfunction, and of atherosclerosis, is reduced
production or bioavailability of NO in response to extracellular
stimuli that may be physical, chemical or microbial. Endothelial
dysfunction and consequent atherosclerotic lesions occur
particularly in arterial segments where flow is slow or turbulent,
through the accumulation and infiltration of monocytes,
increased endothelial adhesiveness to leukocytes and platelets,
loss of anticoagulant properties, and production of
proinflammatory, proliferative and oxidant factors.
Dysfunctional or damaged endothelium leads to progressive
subendothelial accumulation of lipids, particularly oxLLDL, and
the migration of smooth muscle cells from the media to the
intima, where they form a fibrous coating over the inflammatory
lipid core. While still intact, this layer acts as a defense against
progression of atherosclerosis, as well as keeping the
thrombogenic core separate from the blood flow and hence from
platelets and proteins of the coagulation cascade. As
atherosclerotic lesions increase in size, luminal diameter and
downstream perfusion diminish. The obstruction creates new
areas of turbulent flow, which worsens endothelial dysfunction
and extends the area of plaque along the vessel wall. Plaques
with thinner fibrous caps and greater infiltration of inflammatory
cells are particularly susceptible to erosion and rupture,
triggered by tangential shear stress. As the plaque becomes
fragile and unstable, the local action of inflammatory cells
weakens and destroys the fibrous cap. This process is caused by
various proinflammatory cytokines and metalloproteinases
produced by lymphocytes and macrophages, and by the fact that
neovascularization is insufficient for local oxygen requirements.
Endothelial erosion and/or plaque rupture trigger local
thrombogenesis that results in acute or gradual occlusion of the
vessel of varying severity.




biomarcadores inflamatérios em circulacdo 17,

designadamente, a interleucina 6 (IL-6) ", a
protefna 1 quimioatractiva dos monocitos
(MCP-1) ™ ¢ o factor de necrose tumoral-o
(TNF-o) ™9, Diversas citocinas (como a IL-6,
IL-16, TNF-o)
metaloproteinase-9 " justificando o aumento
da sua actividade em circulacdo em diversas
situacdes inflamatérias. Os niveis de elastase ''?
e, sobretudo, das metaloproteinases -2 e -9 ("
estdo aumentados em doentes com cardiopatia
isquémica. A metaloproteinase -9 parece intervir

induzem a sintese da

na destruiciio da camada média vascular e no
crescimento da placa da ateroma ", na
remodelacdo da matriz extracelular '
rigidez arterial .

Nas corondrias de doentes com angina
instdvel (mas ndo dos que sofrem de angina
(ap6s angioplastia
corondria) foram detectados niveis elevados
de FGF-B e indicios de proliferacdo do misculo
liso vascular "%, De acordo com aquelas
observacdes, a proliferacio da camada muscular
sinalizaria a expans@io da placa de ateroma,

€ na

estdvel) e re-estenose

gerando condig¢des para o estreitamento do lume
e para a vasoespaticidade coexistente na angina
instdvel.

E de referir, a propésito, a importancia das
células do misculo liso vascular, ao assegurarem
a integridade estrutural da camada média e,
também, pela sua participagdo rdpida na
remodelacdo vascular, subsequente a episédios
lesivos localizados. Na origem desta resposta
parece intervir o factor de transcri¢do nuclear
kB (NF-kB). Este complexo proteico pleiotrs-
pico actua em mais de uma centena de genes
celulares e a varios niveis transcricionais,
designadamente, em programas pré-inflama-
torios 7, de remodelacio da matriz " e na
sobrevivéncia e proliferacdo celulares "', apés
indu¢do por diversos tipos de estimulos
(pré-inflamatérios e de agressdo celular) (Fig. 4).

Aparentemente, aquele factor intervém na
regulagfo da resposta do endotélio e do misculo
liso vascular em diferentes patologias vasculares
120 s0b a forma de um sistema auto-regulador, em
conjunto com as respectivas protefnas de inibi¢do
(IKB) V. Enquanto nos vasos normais o NF-kB
estaria relativamente inactivo, nas lesdes da
intima (agudas ou de natureza aterosclerdtica)
tem sido detectada a activacdo daqueles factores
nas células do musculo liso, macréfagos e do

J. MARTINS E SILVA, et al
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atherosclerosis.

Inhibition by NO of NF-kB transcription
(which plays a vital part in regulating
various inflammatory proteins involved in
atherosclerosis) ™, by reducing the expression
of various inflammatory markers and adhesion
would also diminish plaque
vulnerability * 20 Conversely,
anti-inflammatory capacity in dysfunctional
endothelium contributes to plaque instability

and rupture.

molecules,
reduced

Plaque rupture and vascular permeability
Plaque rupture triggered by
vasoconstriction in a segment with dysfunctional
endothelium.  Vasoactive substances that
normally induce coronary vasodilation ©¢* 127 129
cause local vasoconstriction in patients with

can be

coronary atherosclerosis - 27130 At the same
time, coronary with  damaged
endothelium lose their vasodilatory capacity
when subjected to increased local perfusion. As
a result, coronary flow is insufficient to meet
peripheral inadequate
vasodilation and inappropriate vasoconstriction,

arteries

demands, due to

which interferes with the balance of metabolic
demands downstream "*".

Under normal conditions, regulation of
coronary perfusion depends mainly on the
metabolic requirements of the myocardium %2,
which rapid
intracoronary blood flow in normal individuals
when myocardial oxygen consumption rises *.
The blood flow is regulated by the endothelium
at the microcirculation level. The adaptive

response of coronary perfusion to greater

explains  the increase in

metabolic demand depends, at least in part, on
peripheral oxygenation status. This is why
perfusion anomalies may be detected during
exercise testing in individuals who do not have
significant signs of ischemic heart disease; they
may be attributable to latent deficiencies in
local control . Endothelial
dysfunction induced in normal subjects ™ or
found in patients with metabolic syndrome "* is
also associated with myocardial perfusion
defects.

In episodes of unstable angina, a transient

circulatory

reduction in blood supply to the myocardium,
followed by complete or partial reversal of the
occlusion, precedes an increase in myocardial

oxygen requirements 7. This dynamic variation
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endotélio . A activagdo do NF-kB (a par com
redugdo rdpida dos niveis da IKB) conduz, pela
expressdo de genes dependentes, a uma resposta
rdpida e de grande plasticidade a lesdo indutora
que, poderia conduzir a
modificagdo do fenotipo celular V. Aquela
resposta, ap6s agressio aguda da parede vascular
(p-ex., pos-angioplastia de baldo) "% 129,
conduziria a remodelagem da parede vascular'?
ou, em alternativa, a formacdo de lesdes
vasculares, desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose 17, a reestenose " e a proliferagio

inclusivamente,

e diminui¢fio da apoptose das células do miisculo
liso vascular ", em particular nas fases mais
avancadas da aterosclerose.

A inibi¢do pelo NO (Fig. l1a) da transcrigdo
do factor kB (que exerce uma acgdo reguladora
essencial sobre vérias proteinas inflamatérias que

29 a0 reduzir a

participam na aterosclerose)
expresso de diversos mediadores inflamatérios e
moléculas de adesdo, diminuiria também a
vulnerabilidade da placa de ateroma % 9. Pelo
contrdrio, a diminuicio da capacidade
anti-inflamatéria do endotélio disfuncional
contribuird para a instabiliza¢do e subsequente

ruptura da placa.

Placa de ateroma e permeabilidade
vascular

A ruptura das placas de ateroma poderd ser
precipitada pela vasoconstric¢do num segmento
com disfuncdo endotelial. As
vasoactivas que, em condi¢des normais, induzem
a vasodilatagdo corondria ® '** 2 provocam

vasoconstric¢do local nos individuos com
a (1, 34, 127-130)

substancias

aterosclerose corondri . Por outro lado,
as artérias corondrias com endotélio lesado
perdem a capacidade de vasodilata¢do quando
sujeitas a um aumento da perfusdo local. Em
consequéncia, o fluxo sanguineo corondrio tende
a ser inferior as necessidades periféricas
(por deficiéncia do mecanismo de vasodilatagdo
e intervencdo inapropriada de uma resposta
vasoconstrictora), o que compromete a
possibilidade de reequilibrio das exigéncias
metabdlicas a juzante V.

Em condi¢des normais, a regulacdo da
perfusdo corondria depende essencialmente das
exigéncias metabélicas do miocardio ™, o que
justifica o rdpido aumento do fluxo sanguineo
intracorondrio nos individuos normais quando se

acentua o consumo de oxigénio pelo miocardio

in flow has also been observed experimentally
in dogs, obstruction in coronary arteries with
endothelial damage causing flow
variations, from minimal values to initial levels
after spontaneous recovery. These changes in
perfusion are caused by the formation and

cyclic

disintegration of platelet thrombi; these thrombi,
and near zero flow, were eliminated by the
administration of aspirin %,

Subsequent observations confirmed that
platelet activation and adhesion in areas of
coronary endothelial damage triggers local
vasoconstriction mediated by the secretion of
platelet-derived thromboxane A, (TXAj) and
serotonin. This is reversed by thromboxane
synthase inhibitors and oy-adrenergic and
serotoninergic receptor antagonists .

Increased TXAy and reduced PGI, have been
detected in areas of experimental coronary
stenosis ", Intracoronary deposition of activated
platelets triggers local vasoconstriction mediated
by TXA, and serotonin ", while local induction
of PG, (by transfer of the cyclooxygenase gene
using an adenovirus vector) completely blocked
the formation of thrombi and cyclic flow
variations 42,

Coronary metabolic self-regulation becomes
ineffective in the presence of morphological
abnormalities of the arterial wall, which can
induce vasoconstriction that reduces downstream
perfusion and causes myocardial ischemia.
This can be avoided in two ways: by increasing
perfusion pressure, or by reducing coronary
vascular resistance. It seems that increased
perfusion in response to myocardial oxygen
demand is an

independent predictor of

progression to heart failure .

Vascular tone in normal coronary arteries
is also sympathetic  and
parasympathetic stimuli ™ . In individuals
who have received an allogenic (and hence

denervated) heart transplant, and in other

sensitive  to

patients with or without coronary lesions and
intact innervation, around 12% of coronary
vascular resistance at rest depends on adrenergic
tone. This baseline tone is reduced by a sudden
rise in heart rate. A competitive mechanism has
been demonstrated in canine coronary circulation
between the vasodilatory effect induced by the
metabolism and vasoconstriction of B-adrenergic
origin, the latter prevailing around 30% of the
time 9.
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Factores de risco pré-inflamatério
Proinflammatory risk factors

Estimulos extracelulares (p.ex., [L-6, TNFo)
Extracelular stimuli (eg. IL-6, TNF0.)

l (lesao vascular)
(receptores) (vascular damage)
receptors
- - (receptors)
Célula do misculo l
liso vascular (citosol)
MAP3Ks

Vascular smooth

muscle cell (cytosol) IKKs

P (proteossoma)

IKB - ubiquinina —» (proteosome)
p  ubiquitin

degradagao
niicleo) NF-kB degradation
(nucleus)
(transcrigdo genética)
(gene transcription)
Resposta pré-inflamatéria Remodelacao tSobrevivéncia e proliferagao
(neointima) (matricial) celulares (musculo liso)
Proinflammatory resp R deling tCell survival and proliferation
(neointima) (matrix) (smooth muscle)

Figura 4. Regula¢do da transcri¢do genética pela NF-kB e principais respostas de adaptacdo vascular desencadeadas por estimulos
pré-inflamatérios.

O factor de transcri¢do nuclear kB (NF-kB) regula a express@o de numerosos genes que participam na resposta imunitdria e inflamatéria
das células. Estd também envolvido no controlo da proliferagao, desenvolvimento e apoptose celulares. A reactivagio ¢ iniciada pela
ligagdo de diversas moléculas (sinais extracelulares) a receptores da membrana citoplasmética, a partir dos quais sdo accionadas
diversas vias de transducgdo intracelular, sendo a mais comum iniciada pelas MAP3Ks (ou MAPKKK).

O NF-kB engloba vérios complexos diméricos (o mais frequente é constituido pelas subunidades proteicas p50 e p65) da familia das
protefnas Rel, que, em comum, possui um dominio homélogo (com cerca de 300 residuos de aminodcidos) na extremidade N. Aquele
dominio confere & molécula NF-kB a capacidade de se dimerizar, ap6s o que se transloca do citosol para o niicleo celular para se fixar
a determinado segmento de DNA, que actua como promotor da transcri¢do.

Nas células em repouso, a proteina NF-kB estd predominantemente localizada no citosol, no estado latente inactivo, enquanto associada
as protefnas inibidoras da familia IKB (designadamente, IKBa; IKB-8 e IKB-€). Estas proteinas (sobretudo a isoforma ) tém a
capacidade de dificultar e impedir a translocagdo do NF-kB para o nicleo, além de bloquearem a sua ligagdo ao DNA e, por
consequéncia, a transcri¢fio genética especifica.

A NF-kB é activada apés se dissociar das IKB (as quais sdo depois degradadas pela via da ubiquinina - proteossoma). A activa¢do da
NF-kB segue-se a sua fosforilagdo em dois residuos de serina terminais, por cinases especificas (IKKs). Estas cinases formam um
complexo que tem dois dominios cataliticos (0t e B3) associados a uma subunidade de suporte (y-NEMO). O complexo IKKs é, por sua
vez, activado por outras trés cinases dependentes de factores mitogénicos (MAP3Ks). Entre os estimulos (sinais extracelulares)
activadores da MAP3KSs e da cascata de NF-kB destacam-se diversos factores de crescimento e citocinas.

A indugdo em excesso ou desproporcionado da NF-kB estd na origem de doengas inflamatérios, cancerigenas e outras patologias.

Figure 4. Regulation of gene transcription by NF-kB and the main vascular adaptive responses triggered by proinflammatory stimuli
Nuclear transcription factor kB (NF-kB) regulates the expression of numerous genes involved in cellular immune and inflammatory
responses. It also plays a part in controlling cell proliferation, development and apoptosis. Its activation begins when different molecules
that function as extracellular signals bind to cytoplasmic membrane receptors, which activate various intracellular transduction
pathways, the most common of which is that triggered by MAP3Ks (MAPKKK).

NF-kB consists of various dimeric complexes (the commonest of which is made up of the protein subunits p50 and p65) of the Rel
protein family, which all have a homologous domain of about 300 amino acid residues at the N-terminal. This domain gives NF-kB the
ability to dimerize, after which it translocates from the cytosol to the nucleus and binds to a specific DNA segment, which acts as a
transcription promoter.

In resting cells, NF-kB is mainly found in the cytosol in a latent state, associated with inhibitory proteins of the IKB family (IKBot, IKB-
3 and IKB-¢€). These proteins, particularly the 3 isoform, hinder or block the nuclear translocation of NF-kB, as well as preventing it
from binding to DNA and thus from effecting gene transcription.

NF-kB is activated by dissociation of IKBs, which are then degraded via a ubiquitin-dependent pathway by the proteosome. This
activation follows phosphorylation in two terminal serine residues by specific kinases (IKKs). These form a complex with two catalytic
domains, o and B, associated with a support subunit (y-NEMO). The IKK complex is in turn activated by three other mitogen-activated
protein kinases (MAP3Ks). Among the extracellular stimuli that activate MAP3Ks and the NF-kB cascade are several growth factors
and cytokines.

Excessive or disproportionate induction of NF-kB leads to inflammatory disease, cancer, and other pathologies.
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130 endotélio regula o fluxo sanguineo nas
corondrias a nivel da microcirculagdo. A resposta
adaptativa da perfusdo corondria as maiores
exigéncias metabdlicas do miocdrdio depende,
pelo menos parcialmente, do estado da
oxigenacdo periférica. Deste modo, justifica-se
que em individuos sem sinais relevantes de
cardiopatia isquémica
detectadas anomalias de perfusdo durante a
prova de esforgo, eventualmente atribuidas a
uma deficiéncia latente do controlo circulatério

local ™, A disfuncdo endotelial induzida em
(135)

sejam, por vezes,

ou existente em doentes
136)

voluntdrios normais
com sfndroma metabélico "* estava também
associada a defeitos de perfusdo do miocardio.
Nas crises de angina instdvel, a reducéo
transitéria da perfusdo sanguinea do miocérdio,
seguida pela inversdo parcial ou total da oclusdo,
precederia o aumento das exigéncias do
miocdrdio em oxigénio 7. Aquela variagfo
dindmica do também verificada
experimentalmente em cdes em que a obstrugio
corondria com lesdo endotelial originava variagio
ciclica do fluxo, entre valores minimos e apés

fluxo foi

recuperacio espontdnea dos niveis iniciais.
As  modificacdes perfusdo
resultariam da forma¢do e desintegracdo de
trombos plaquetérios; a formacgdo dos trombos
plaquetdrios bem como o fluxo zero eram
anulados pela administragdo prévia de dcido

referidas de

acetilsalicilico ™. Observa¢des subsequentes
confirmaram que a activacdo e adesdo das
plaquetas nas zonas de lesdo endotelial das
corondrias desencadeava uma vasoconstri¢do
local, mediada pela secrecdio de TXA, e
serotonina de origem plaquetdria. A situagdo
era revertida por inibidores da tromboxano-

-sintetase e antagonistas dos receptores
serotonérgicos ou Olp-adrenérgicos .
Nas  zonas de estenose corondria

experimental foi também detectado aumento
de TXAy e diminuigdo da PGIy ™. A
deposicio plaquetas
activadas desencadeava vasoconstric¢do local,
mediada pela TXA, e serotonina ", enquanto a
indugdo local da PGI, (obtidas por transferéncia
do gene da ciclooxigenase com um vector

adenovirus) inibia por completo a formagéo de
142)

intracorondria  de

trombos e as variacdes ciclicas do fluxo!

A auto-regulagdo corondria de origem
metabdlica perde eficdcia na presenca de
anomalias morfolégicas da parede arterial que, ao

Alterations in coronary vasomotricity also
appear to occur in most cases of heart failure "*?.
In patients with coronary atherosclerosis,
various physiological stimuli, including mental
stress 17, physical exercise M, exposure to
cold ™ or smoking a cigarette ™, can trigger
vasoconstriction in damaged or stenosed
segments. Vasoconstriction induced by cold or
with  adrenergic
stimulation and with circulating catecholamines.

When it occurs in stenosed coronaries, it can
(133)

exercise 1s associated

lead to myocardial ischemia

Although, as noted previously, it can be
difficult to visualize early atherosclerotic lesions
by angiography "V, it is not impossible that
myocardial ischemia in patients with Prinzmetal’s
angina or with angiographically normal
coronaries is due to local vasoconstriction 1.
Overall, these studies show that angina in
patients with coronary heart disease is a
consequence of changes in intracoronary blood
flow caused by vasoconstriction rather than of the
metabolic demands of peripheral tissues.

Acute coronary events are multifactorial in
origin; they can occur following thrombosis,
plaque rupture, inflammation, progressive
mechanical obstruction or dynamic occlusion "%,

In the initial stages of atherosclerosis, the
coronary arteries undergo a compensatory
increase in diameter as the internal elastic
membrane stretches. So long as there is no
narrowing of the lumen, there will be no
symptoms of angina. Myocardial infarction often
results from stenosis in a smaller artery, which
can be less than 50% occluded ™. When an
atheromatous plaque occupies 40-50% of an
artery’s cross-section, which can take decades,
the artery loses its ability to compensate for
hyperemia®*" and symptoms appear as a result of
reduced local blood flow, usually triggered by
exercise ). When stenosis reaches 90% of the
vessel’s diameter, blood flow is reduced even at
observed by
angiography in over 50% of patients with
ischemic heart disease; these appear to be behind
the high incidence of recurrent atherothrombotic
events "™,

Around three-quarters of occlusive coronary

Multiple plaques are

rest.

thrombi are formed by layers of different ages,
confirming that they develop in recurring
spurts . The oldest sediments, rich in platelets
that plug the fissure, would date from the first




induzirem uma resposta vasoconstrictora e a
reducdo da perfusdo a juzante, originariam
isquémia do miocdrdio. Ksta anomalia serd
evitada sob duas condi¢des: aumento da presséo
de perfusdo ou diminuicdo da resisténcia
vascular corondria. Aparentemente, o aumento da
perfusdo sanguinea em resposta s exigéncias
metabdlicas do miocdrdio em oxigénio constitui
um factor predizente, independente para a
progressdo da faléncia cardfaca .

O ténus vascular das artérias corondrias
normais é também sensivel a estimulos
simpdticos e
individuos que haviam recebido transplante
cardfaco alogénico (que, por isso, estavam
desinervadas), e em outros doentes, com e sem
lesdes corondrias e inervacfio intacta, cerca de
12% da resisténcia vascular corondria em

parassimpdticos - . Em

repouso dependeria do ténus adrenérgico. Este
ténus basal seria minimizado pelo aumento
stbito da frequéncia cardiaca. Na circulagéo
corondria de cdes foi evidenciado um mecanismo
competitivo entre o efeito vasodilatador induzido
pelo metabolismo e a vasoconstric¢do de origem
B-adrenérgica, com predominincia desta dltima
em cerca de 30% .

As alteragdes da vasomotricidade corondria
também parecem existir na generalidade dos
sindromas de insuficiéncia corondria 7. Em
doentes com aterosclerose corondria, diversos
estimulos fisiolégicos, como o stress mental ™7, o
exercicio fisico ", a exposi¢do ao frio ™ e o
fumar um cigarro " tendem a desencadear
vasocontricio em  sectores lesados ou
estenosados. O efeito vasocontrictor induzido
pelo frio e pelo exercicio estd associado a
estimulagdo adenérgica e a concentragdo de
catecolaminas em circulacfo. A sua ocorréncia
em corondrias estenosadas poderd originar
isquémia do miocérdio ",

Com as reservas referidas a propésito da
diffcil visualizacdo das lesdes ateroscleréticas
iniciais por angiografia ™", ndo se pode excluir
que a isquémia do miocdrdio, observada em
doentes com angina Prinzmetal ou
corondrias angiograficamente normais, seja
atribuivel também a uma vasoconstric¢do
local . No conjunto, os estudo anteriores

com

referem que os sintomas anginosos em doentes
com coronariopatia seriam devido mais as
altera¢des (por vasoconstric¢do) da perfusdo
sangufnea intracorondria do que as exigéncias

J. MARTINS E SILVA, et al
Rev Port Cardiol 20065 25: 1159-1186

episode of unstable angina, after which the
coronary lumen would have suddenly narrowed
1% These findings suggested that the platelet-
rich ‘head’ of the thrombus would be linked to a
‘tail’ containing more fibrin ", Subsequent
studies showed that this structure was in fact
found in only 15-25% of cases, most thrombi
being a mixture of types with many red blood
cells, although half arose from mural platelet
thrombi 5190,

A coronary artery may be reasonably
permeable despite the presence of medium-sized
lesions and lipid deposits in the form of
atheromatous plaques, until one of these plaques
ruptures ‘). Autopsy findings show that the
extent and stability of intraluminal thrombi,
and the severity of symptoms, are not proportional
to the amount of endothelial damage. In turn,
the severity of damage to the intima is not
proportional to the size, composition or thickness
of the resulting coronary thrombus *°%'%. Slight
intimal damage, such as a 0.1 mm deep fissure,
can provoke a significant occlusive response.
This type of lesion, which frequently leads to
myocardial infarction and sudden death, is the
first manifestation of coronary atherosclerosis in
50% of cases; two-thirds of patients have no
recorded coronary disease before they die /2.

Ischemic heart disease and sudden cardiac
death are not predictable, nor are they
necessarily with
obstruction of the coronary arteries "¥. There
is mounting evidence that hardening of the
arteries is not only a cardiovascular risk marker
but also directly affects the evolution of
atherosclerotic plaques ™. It is therefore the

associated significant

composition and stability of plaques rather than
their size or the degree of resulting stenosis that
mainly whether
atherothrombotic complications .
Patients with established atherosclerotic
coronary disease have a 5- to 7-fold greater

determines there are

probability of suffering myocardial infarction
than those with no apparent coronary lesions "*.
Just as endothelial dysfunction appears to
indicate the likelihood of cardiovascular
complications ¥, the progression of coronary
atherosclerosis is a strong independent predictor
of  thrombotic o),
events are equally predictable on the basis of
endothelial dysfunction, both coronary and
peripheral, which confirms the systemic nature

events Cardiovascular
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metabdlicas dos tecidos periféricos.

Os eventos corondrios agudos tém origem
multifactorial, podendo ocorrer na sequéncia de
uma trombose, ruptura da placa de ateroma,
inflamac&o, obstrugdio mecénica progressiva ou
obstrucéo dinAmica *,

Nos perfodos iniciais da aterosclerose as
artérias corondrias apresentam um alargamento
compensatério do seu didmetro, por distensdo
da membrana eléstica interna. Enquanto ndo
houver estreitamento do lume vascular ndo hé
sintomatologia anginosa. O enfarte agudo do
miocdrdio resulta frequentemente de estenose
numa artéria de calibre mais reduzido, por vezes
com oclusdo inferior a 50% da drea de secg¢io ™.
Quando a placa de ateroma ocupa cerca de 40 a
50%, ou mais, da drea de corte transversal de
uma dada artéria (o que poderd acontecer ao fim
de décadas), deixa de haver capacidade de

59 e sobrevém os

compensagdo a hiperémia
principais sintomas, provocados pela redugdo
do fluxo sanguineo local e desencadeados
principalmente pelo exercicio fisico™. Quando a
estenose progride até cerca de 90% da drea da
seccdo vascular ha limita¢do do fluxo sanguineo,
mesmo em repouso. Em mais de 50% dos
doentes com cardiopatia isquémica foram
observadas, por angiografia, miltiplas placas
de ateroma, aparentemente na origem de uma
elevada incidéncia de eventos aterotrombdéticos
recorrentes **°,

Cerca de 3/4 dos trombos coronérios oclusivos
serdo formados por camadas de idades diferentes,
confirmando o seu desenvolvimento por surtos
recorrentes *7. Os “sedimentos” mais antigos,
ricos em plaquetas que tapavam a fissura, teriam
a data da primeira crise de angina instdvel de
que havia resultado uma stbita redugéo do lume

corondrio 1%

. Na sequéncia daqueles resultados
foi proposto que a “cabeca do trombo”, rico
em plaquetas, seria continuada por um “cauda”
abundancia de as8),

Estudos posteriores demonstraram que aquela

com maior fibrina
composigio existiria em somente 15 a 25% dos
casos, sendo a maioria representada por
trombos mistos com muitos eritrécitos, embora
metade destes fossem iniciados por um trombo
plaquetdrio mural 4516,

O trajecto corondrio poderd configurar-se
razoavelmente permedvel apesar de apresentar
lestes e depésitos lipidicos de dimensdes médias

(placas de ateroma) e, num dado momento,

of the disorder® 19, On the same basis, there is
an increased risk of cerebrovascular events in
patients with coronary endothelial dysfunction®.

GENERAL CONCLUSIONS

The loss
characteristics and functions leads to systemic
alterations in cellular phenotype, which
contributes to the development of atherosclerosis
and its main complications. Thus, endothelial

of the endothelium’s natural

dysfunction, both in the coronary arteries and
in peripheral arteries and resistance vessels, is
an independent predictor of risk for
atherothrombotic cardiovascular events.
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sobrevir a ruptura de uma dessas placas 1.

De acordo com observacoes de autépsia, a
extensdo e estabilidade do trombo intraluminal
e a sintomatologia registada em vida néo seriam
proporcionais a extensdo do endotélio lesado.
Por sua vez, a gravidade das lesdes da intima
(p-ex., uma fissura com 0,1 mm de profundidade)
também ndo seria proporcional a extensdo,
composi¢do e espessura do trombo corondrio
formado " % Lesdes minimas da intima
poderiam estar associadas a uma resposta
oclusiva relevante. Este tipo de situagdes, que
frequentemente origina um enfarte agudo do
miocdrdio e morte subita, constitui em 50% dos
casos a primeira manifestacdo clinica da
aterosclerose corondria, em que 2/3 dos doentes
ndo possufam qualquer registo de doenga
corondria antes de falecerem 1.

A cardiopatia isquémica e morte stbita
de causa cardfaca ndo sdo previsiveis nem
estdo, necessariamente, associadas a obstru(;éo
relevante das artérias corondrias Y. H4
evidéncia crescente de que o endurecimento
arterial 6 um factor directamente interveniente
na evolu¢do das placas aterosclerdticas e ndo
$6 um marcador de risco cardiovascular ®. Por
consequéncia, a composicio e a estabilidade da
placa de ateroma, mais do que a gravidade da
estenose produzida ou a dimensdo da placa,
seriam os principais factores determinantes das
complicagdes aterotrombdticas associadas 1%

Os doentes com coronariopatia aterosclerética
estabelecida tém 5 a 7 vezes mais probabilidade
de serem afectados por enfarte do miocdrdio do
que os doentes sem lesdo corondria aparente ',
Assim como a disfun¢do endotelial parece
assinalar a futura ocorréncia de complicagdes
cardiovasculares @, também a progressdo da
aterosclerose corondria é um forte factor
predizente e independente de futuros eventos
trombéticos 1. Tgualmente, os
cardiovasculares parecem ser previsiveis, com

eventos

igual potencialidade, a partir de disfuncao
endotelial quer corondria quer periférica, o
que confirmaria a
daquela anomalia ® %1%, Na mesma base devera
ser interpretada a ocorréncia de eventos
cerebrovasculares em doentes em que havia

natureza sistémica

sido  diagnosticado  disfun¢do  endotelial

coronéria .

J. MARTINS E SILVA, et al
Rev Port Cardiol 20065 25: 1159-1186

CONCLUSOES GERAIS

A perda das caracteristicas e fung¢des naturais
do endotélio tende a tornar-se uma alteragio
sistémica do fenotipo celular, que contribui
para o desenvolvimento da aterosclerose e das
suas principais complica¢des. Deste modo, a
disfuncdo endotelial, tanto a nivel dos vasos
corondrios como das artérias periféricas e vasos
de resisténcia, representa um factor predizente
independente de risco e evolucdo de eventos
cardiovasculares de natureza aterotrombdtica.
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