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OXIDATIVE STRESS AS A MECHANISM COMMON TO SEVERAL
CARDIOVASCULAR DISEASES: A CRITICAL ANALYSIS

RESUMO

Estresse oxidativo € um conceito em evolugéo. Muito mais do que um simples desba-
lanco entre oxidantes e antioxidantes, representa um desequilibrio de vias de sinalizagéao
celular redox. Sinalizagéo redox envolve a producéo de espécies reativas de oxigénio,
radicalares e n&o radicalares, assim como vias ndo radicalares de oxidagao por dois
elétrons. Esta claro que essas espécies podem ser produzidas por mecanismos enzima-
ticos ancestrais e ubiquos e, portanto, ndo representam acidentes, tendo varios efeitos
fisiologicos benéficos. Novas vias de sinalizagéo redox tém sido descritas, com énfase
no papel de peroxiredoxinas, outras tiolproteinas e estados intermediarios de oxidagao
de tidis. Estes fatos levaram a necessidade de reavaliar a definicdo e a abrangéncia do
conceito de antioxidantes. Apesar da ineficacia dos estudos clinicos com antioxidantes
classicos, ha novas perspectivas, que incluem inibidores de enzimas, geradores de geram
oxidantes, como NADPH oxidases e vias mitocondriais. Além disso, o uso de flavondides
e compostos relacionados, capazes de ativar vias horméticas de protecao antioxidante,
€ um caminho importante. Esses fatos indicam que a ciéncia da area deve entrar em um
novo ciclo de estudos para testar novas intervengdes clinicas resultantes desses avangos.

Descritores: Estresse oxidativo; Endotélio vascular; Antioxidantes.

ABSTRACT

Oxidative stress is an evolving concept. Much more than a simple imbalance between
oxidants and antioxidants, it represents an imbalance of the cellular redox signaling pathways.
Redox signaling involves the production of reactive oxygen species, both radicular and
non-radicular, as well as non-radicular two-electron oxidation pathways. It is clear that these
species can be produced by ancestral and ubiquitous enzymatic mechanisms, therefore
they do not represent accidents, and have various beneficial physiological effects. New
redox signaling pathways have been described, with emphasis on the role of peroxiredoxins,
other protein thiols, and intermediary states of thiol oxidation. These facts have created
a need to reassess the definition and scope of the concept of antioxidants. Despite the
inefficiency of clinical studies with classic antioxidants, there are new perspectives, which
include oxidant-producing enzyme inhibitors, such as NADPH oxidases and mitochondrial
pathways. Furthermore, the use of flavonoids and related compounds, capable of activating
hormetic pathways of antioxidant protection, is an important route. These facts indicate that
the science in the area should enter a new cycle of studies, testing new clinical interventions
resulting from these advances.

Keywords: Oxidative Stress; Edothelium, Vascular, Antioxidantes.

Poucos conceitos em ciéncia tiveram difusao tao rapida
e ubiqua como a ideia de estresse oxidativo aplicada a gé-
nese de doencgas. O conceito de estresse oxidativo traduz
metaforicamente a idéia de que um excesso de oxidantes
em relacao as defesas antioxidantes induz lesdo oxidativa
a varios componentes moleculares de sistemas bioldgicos,
incluindo lipides, proteinas, acucares, etc.."® No entanto,
este conceito estd em evolugdo continua, em paralelo com

o significativo avango cientifico da area, e o termo € hoje
questionado quanto & sua capacidade de contextualizar
adequadamente a ciéncia da area.® O objetivo deste artigo €
analisar criticamente o0 conceito de estresse oxidativo em pers-
pectiva com seu envolvimento em doencas cardiovasculares
e com os significativos progressos que ocorreram da area.

O entendimento mais aprofundado dos mecanismos
de estresse oxidativo tem sido um avanco relevante, capaz
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de explicar as vérias dificuldades associadas a ineficacia
de estudos prévios com antioxidantes classicos, porém ao
mesmo tempo abrindo perspectivas relevantes para novos
conceitos em mecanismos de sinalizagao celular passiveis
de manipulagéo terapéutica. No sistema vascular, em par-
ticular, a biologia da célula reflete de modo muito proximo
o comportamento fisiolégico do 6rgéao e neste sentido a
sinalizagéo redox em células endoteliais, musculares lisas
e adventiciais tém fortes implicagdes na fisiopatologia do
sistema. Com efeito, disfungéo endotelial é fundamentalmente
uma disfungo da sinalizagao redox.*® Este fato indica que a
ineficacia dos estudos clinicos com antioxidantes néo decorre
da ndo-importancia de vias redox no sistema cardiovascular.

Um ponto de inflexdo na area foi a ineficacia dos es-
tudos clinicos com antioxidantes classicos em doengas
cardiovasculares.® Este aspecto n&o diferiu dos resultados
negativos em outras areas como cancer, doenga metabdlica
e neurodegeneragao. Estes estudos negativos indicaram
uma inadequagao do modelo simplista de que a disfuncéo
celular redox é desequilibrio plano entre oxidantes e antio-
xidantes. Estes fatos forgaram um retorno ao estudo de
aspectos basicos da bioquimica, biologia celular e fisiologia
de processos redox.

O estudo de modelos celulares e animais geneticamente
modificados e a melhora dos métodos de detecgao de oxidan-
tes mostrou conclusivamente que a producao de oxidantes
& um evento fisioldgico que nao ocorre “por acidente”. De
fato, em sintonia com esse conceito, foram caracterizados
no ambito fisioldgico e molecular varios sistemas enziméticos
geradores de espécies reativas de oxigénio (EROS). Um dos
principais, ndo s6 do ponto de vista quantitativo mas pela
crescente importancia em fisiopatologia, é a cadeia trans-
portadora de elétrons mitocondrial. A produgéo de EROS
por este sistema tem sido implicada em vérios estagios da
aterosclerose,” bem como em doengas metabdlicas asso-
ciadas, inflamagéo e cancer. EROS geradas por disfungéo
mitocondrial regulam processos como adaptacdes metabo-
licas, sobrevivéncia celular, apoptose, senescéncia e auto-
fagia.® Mais recentemente, a proximidade fisica e interagao
molecular entre a mitocdndria e o reticulo endoplasmético
tem sido demonstrada de modo mais evidente. A interacao
mitocondria/reticulo endoplasmatico é relevante a fisiopato-
logia dos processos envolvendo o reticulo endoplasmatico,
por exemplo, estresse do reticulo associado a inflamagéo e
dislipidemia.'® Outro sistema enzimatico relevante a produgéo
de ERQOS ¢ a familia NOX das NADPH oxidases.'"""* Estes
complexos enziméticos séo dedicados a produgéo de EROS
localizada em subcompartimentos celulares especificos, com
eminente finalidade de promover sinalizagao celular. Nox(es)
estéo implicadas na fisiopatologia de varias doengas, inclusive
cardiovasculares.' ' Alguns exemplos incluem complica-
¢Oes da hipertensao arterial e remodelamento vascular.'
Nox(es) estdo também intimamente relacionadas a fisiologia
e fisiopatologia do reticulo endoplasmatico e pelo menos a
Nox4 tem evidenciado papel relevante na geracao de EROS
durante estresse do reticulo.' Estudos recentes indicam a
ancestralidade de Nox NADPH oxidases, com um precursor
bem caracterizado em bactérias.'®

A existéncia de sistemas enzimaticos ancestrais e ubiquos
geradores de ROS, bem como de um sistema especifico

de antioxidantes enziméticos, indica um papel fisiolégico
importante desses intermediarios. De fato, inmeros pro-
cessos fisioldgicos celulares dependem da produgéo de
EROS controlada, em fluxos relativamente baixos e loca-
lizada em compartimentos celulares especificos. Alguns
exemplos incluem proliferagao celular, migragao, autofagia
e sobrevivéncia celular, que séo processos fundamentais ao
desenvolvimento embrionario, reparacéo tecidual, controle
fisiologico da estrutura vascular, eliminagéo de células irre-
versivelmente lesadas e muitos outros.® Um exemplo bem
conhecido, dentre os primeiros a serem identificados, é o
papel de EROS na defesa antimicrobiana de fagécitos por
agéo do complexo enzimatico hoje conhecido como Nox2. "4
Outro exemplo importante é o enovelamento proteico no
reticulo endoplasmatico, no qual peréxido de hidrogénio
(H202) pode ser gerado por alguns sistemas e ao mesmo
tempo utilizado por outras enzimas para promover oxidacao
da proteina nascente, com formacao de pontes dissulfeto
essenciais a fungao da maioria das proteinas.''” Assim, o
envolvimento de EROS em doengas nao decorre simples-
mente do fato de estas espécies terem sido produzidas, mas
de um desequilibrio na sua producao, i.e., excesso locali-
zado, via metabdlica néo fisiologica, ou a natureza quimica
da espécie. Quanto a esta Ultima, deve-se ressaltar que o
termo EROS € uma abstragdo que denota essencialmente
um desconhecimento da real espécie a ser designada, mas
de fato envolve intermediarios com caracteristicas fisico-qui-
micas e reatividades bastante distintas, que ndo podem ser
enxergados como uma “espécie Unica” do ponto de vista
fisiologico.'8'® Por exemplo, o perdxido de hidrogénio (H202)
€ uma espécie nao radicalar e ndo eletricamente carregada,
essencialmente permeavel a membranas celulares, com
propriedades pré-oxidantes geralmente fracas no cenario da
biologia celular. Superdxido (02-.) € uma espécie radicalar
(isto &, tem um elétron desemparelhado na Ultima camada),
geralmente um redutor fraco, pobremente oxidante e nao
permeavel a membranas exceto por canais anidnicos, ja
que em pH fisiolégico é um anion. Oxido nitrico (NO.), um
radical livre de grande importancia na regulagao vascular, &
também pouco reativo para biomoléculas, no entanto tem
reatividade muito répida e favoravel com superoxido, gerando
espécies bastante reativas como peroxinitrito (ONOO-) e o
radical NO2., capazes de oxidar e/ou nitrar biomoléculas.
Estes fatos, em conjunto, levaram ao desenvolvimento
e caracterizagao do conceito de sinalizagdo redox.#1819
Esta pode ser entendida como a transducao de sinais de
processos celulares nos quais 0s elementos integrativos s&o
reacgOes de transferéncia de elétrons envolvendo radicais
livres ou espécies relacionadas, metais ativos em sistemas
redox (ex: ferro, cobre, etc) ou equivalentes redutores. Um
exemplo de equivalente redutor é o 4&tomo de hidrogénio
(que tem um proéton e um elétron) doado por substratos
redutores como o NADPH, glutationa reduzida (GSH) ou
tiol-proteinas (RSH). Um atributo primério da sinalizagao redox
é sua estreita dependéncia da cinética e termodinamica da
transferéncia de elétrons. Ao mesmo tempo, fatores biolé-
gicos como a natureza das fontes enzimaticas de radicais
livres, a subcompartimentalizagdo celular das mesmas e
interagdo com outras proteinas sao determinantes cruciais
dos sinais redox efetores. A distincdo entre processos redox
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sinalizadores e toxicos nem sempre é Gbvia e varios efeitos
benéficos de oxidantes tém sido cada vez mais descritos,
conforme comentado acima. Desta forma, estresse oxidativo
pode ser redefinido como um desbalango pro-oxidante capaz
de induzir essencialmente um desequilibrio da sinalizagao
redox, acompanhado ou nao de leséo a biomoléculas.??
Uma outra forma de entender estresse oxidativo & enxergé-lo
como a perda da modularidade da sinalizagao redox, como
proposto por nosso grupo.® Estudos recentes tém também
identificado uma nova situacao denominada estresse redutor,
no qual o acumulo de compostos reduzidos (por exemplo
glutationa reduzida, GSH) é tdxico a célula, por exemplo,
por induzir estresse do reticulo endoplasmatico ao dificultar
0 enovelamento proteico em ambiente redutor. Estresse
redutor é responséavel por miocardiopatia em certos tipos
de mutagao génica.?®

AVANCOS RECENTES EM
SINALIZACAO REDOX

A ineficacia dos estudos clinicos com antioxidantes clas-
sicos e 0 avango da investigagao na area levaram ao estudo
aprofundado de mecanismos de sinalizagdo redox. Neste
sentido, serao comentados resultados envolvendo duas
frentes de estudo.

Um progresso significativo na area tem sido a caracte-
rizagao de vias nao radicalares de sinalizagdo redox. Estas
envolvem espécies capazes de exercer oxidagdo por dois
elétrons (ndo formando, assim, um radical livre interme-
diario). Estas vias podem envolver o proprio peroxido de
hidrogénio, mas incluem também hidroperoxidos lipidicos,
aldeidos, quinonas, peroxinitrito e dissulfetos.?®18192! Estas
vias convergem para alvos regulatérios em tiol-proteinas (isto
¢ proteinas contendo grupos tiol SH, geralmente associadas
a0 aminoacido cisteina) e s&o controladas por tiorredoxinas,
glutationa (GSH) e pela prépria cisteina. Vias nao-radicalares
tém sido cada vez mais implicadas em sinalizagéo redox e
€ importante notar que estas vias provavelmente ndo sao
sensiveis a antioxidantes dirigidos especificamente a vias
radicalares, como p.ex. as vitaminas antioxidantes.?' Neste
sentido, tiolproteinas tém sido cada vez estudadas pela sua
capacidade de apresentar modificagdes redox reversiveis
em sua estrutura.®° Tiolproteinas, ao lado de metaloproteinas
(ndo discutidas aqui) sao verdadeiros “receptores redox”
destinados a transdugao fisioldgica de sinais celulares. Estas
familias de proteinas conferem especificidade a sinalizacéo
redox e os exemplos incluem proteinas-alvo incluem como
quinases, fosfatases, fatores de transcricéo, receptores,
moléculas de adeséo e proteases. Neste contexto, foram
caracterizados novos estados intermediarios de oxidagéao
de tidis (por exemplo, acido sulfénico - SOH), sugerindo
uma especificidade bioguimica até entdo ndo comprovada.®
(Figura 1) Juntamente com os ti6is n&o proteicos, por exemplo
0 sistema glutationa (presente em grande concentragéo no
citosol, cerca de 1-2 milimolar), formam uma rede integrada
de sinalizagdo que pode ser modificada por intermediarios
radicalares, mas nao necessariamente os envolve. Dentre
as tiolproteinas mais estudadas recentemente, destacam-
-se as peroxiredoxinas, que tém como particularidade uma
alta concentracéo intracelular e uma alta reatividade para
perdxido de hidrogénio, ao contrario da maioria da outras

Fontes anzimaticas

¥
H202, ONOO-

)

SH - Fosfatase - SH SOH - Fosfatase - SOH

Ativa v Inativa

Glutathiona,
tiorredoxina

Um modelo clédssico de sinalizagdo redox envolve a ini-
bicdo da ativagao de fosfatases proteicas por oxidantes como
peroxido de hidrogénio (H202) ou peroxinitrito (ONOO-).
A manutengéo das cisteinas reguladoras no estado reduzido (RSH)
associa-se a enzima ativa, capaz de inibir a fosforilagdo de substratos
associados, por exemplo & proliferagéo celular e inflamagao. A oxidagéo
das cisteinas a acido sulfénico (RSOH) gera inativagdo da fosfatase,
com persisténcia do sinal mitogénico e inflamatério. Este € um processo
fisiolégico normal de transdugéo de sinais celulares. No entanto, se a
producao de oxidantes for intensa, persistente, ou mal-localizada, pode
gerar excesso de sinais mitogénicos e inflamatérios, por exemplo, de-
finindo um estado de estresse oxidativo. E o que acontece na aterosclerose
e em inUmeros tipos de cancer.

Figura 1. Modelo de sinalizagao redox.

tiolproteinas.??> Muito mais do que simples “sequestradores
de perdxido de hidrogénio”, peroxiredoxinas séo propostas
como sensores redox capazes de sofrerem oxidagao pelo
peroxido e transferir tais equivalentes oxidantes a outras
proteinas-alvo - um novo conceito de grande importancia
fisiopatoldgica.?’ Outra familia importante € a tiorredoxina,
que inclui subfamilias como as dissulfeto isomerase proteicas
(PDls), bastante estudadas em nosso grupo e envolvidas em
enovelamento proteico e sinalizacao redox, com efeitos im-
portantes na organizacao do citoesqueleto e remodelamento
vascular pos-leséo.®23%

Outra frente de estudo importante tem sido a identificacao
de sistemas moleculares antioxidantes ativados por oxidantes
(Nrf2 e FOXO), capazes de gerar sinais celulares protetores
antioxidantes. Estes fatores de transcricao sao capazes de
ativar genes que codificam varias proteinas antioxidantes e
geram, assim, a possibilidade de que estimulos pro-oxidantes
leves possam induzir defesas antioxidantes.

ANTIOXIDANTES: UMA REAVALIACAO

O uso de antioxidantes na prevengao de doencas,
aqui focadas no sistema cardiovascular, € um tépico
extremamente controverso. Os avancos discutidos acima,
em paralelo, mostram claramente que a definigao usual e
a aplicabilidade dos antioxidantes classicos necessita ser
reavaliada. Neste sentido, a prépria definicdo de antioxi-
dante' deve ser repensada na direcao de nao ser apenas
um grupo de intervengdes capazes de prevenir a geragao
ou remover intermediarios oxidantes. Antioxidantes devem
antes de mais nada ser capazes de restaurar o equilibrio
da sinalizacéo redox.® Pode-se imaginar que esta Ultima
tarefa & bem mais complexa e dependente de mecanis-
mos finos de controle e hoje ndo é mais surpreendente
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que a estratégia envolvendo os antioxidantes classicos
tenha sido pouco eficaz.

Esta claro que os resultados dos melhores estudos bem
controlados e conduzidos tém sido uniformemente negativos
guanto ao uso de vitaminas, compostos sequestradores de
ROS em geral e suplementos alimentares relacionados.>®
As razbes para a negatividade desses estudos clinicos
com antioxidantes incluem: a) efeitos benéficos de vérios
processos oxidantes; b) os antioxidantes disponiveis sao
pouco especificos, pouco biodisponiveis no local de geragao
do oxidante e sdo dirigidos em boa parte para antagoni-
zar intermediarios radicalares, que ndo necessariamente
estdo envolvidos em todas as vias redox patoldgicas; c)
processos redox dependem tanto de oxidagdo como, em
alguns casos, reducdo; d) certos antioxidantes exibem um
efeito pro-oxidantes dependente da concentragéo; e) os
estudos clinicos com antioxidantes podem ter seleciona-
do pacientes com doenga vascular estabelecida, pouco
responsiva a tratamentos. E relevante acrescentar que o
remodelamento vascular strictu sensu tem se mostrado
um fenébmeno bastante responsivo a intervengdes redox e
nosso grupo propds um modelo “biomecanico-redox” de
remodelamento vascular.'

E particularmente importante notar que o uso indiscrimi-
nado de suplementagao antioxidante nao parece ser isento
de riscos e pelo menos dois recentes estudos experimentais
bem conduzidos®?#” mostraram que antioxidantes comuns
podem acelerar o crescimento e metastatizagéo do cancer.

E importante enfatizar que esta discussao diz respeito
apenas a suplementacéo farmacolégica de antioxidantes
e nao a modulagéo do equilibrio redox proporcionada por
alimentagao, exercicio moderado e estilos de vida saudéveis.
Para estes, existe substancial evidéncia indicativa de efeito
protetor. No entanto, este mecanismo protetor € multifatorial
e ndo dependente apenas da melhora da sinalizacao redox.
O estudo de novas intervengoes antioxidantes tem mostra-
do vérias possibilidades. Uma das principais estratégias é
tentar inibir a producdo enzimatica de oxidantes, mediante
intervencdes farmacologicas ou moleculares destinadas a
inibir NADPH oxidases ou, em particular, na modulagéo da
funcao mitocondrial, incluindo antioxidantes dirigidos espe-
cificamente & mitocdndria. Outra linha de estudo é centrada
em compostos doadores de 6xido nitrico.

Ainda, ha grande interesse no desenvolvimento de far-
macos que mimetizam produtos naturais como flavonoides
e outros compostos. Neste sentido, um conceito emergente
¢ o da hormese redox, que consiste na indugao de defesas
antioxidantes endégenas mediante um desafio oxidante
nao-letal.?® Este parece ser o mecanismo de agao de varios
produtos naturais tidos como antioxidantes flavonoides,
porém cuja agéo in vivo ndo é antioxidante direta e sim via
mecanismo hormético. Este é o caso do resveratrol, acido
lipdico, sulforafane e inUmeros outros produtos relaciona-
dos. O treinamento fisico é sob véarios angulos uma via de
hormese redox. De fato, a administragcdo macica de antioxi-
dantes imediatamente antes de uma sesséo de treinamento

fisico abole os efeitos condicionantes desse treinamento.?®
Assim, o consumo de flavonoides ou exercicio fisico ativam,
respectivamente por vias diretas ou por meio de um desafio
oxidante, vias moleculares antioxidantes protetoras, causando
um efeito final antioxidante. Estas vias protetoras incluem os
fatores de transcrigao Nrf2 e FOXO, discutidos acima, que
se ligam a sequéncias promotoras em genes que codificam
varias proteinas antioxidantes.

CONCLUSAO

Apesar da aparente estagnagao do campo de estudo de
processos redox em doenga cardiovascular, proporcionada
pela ineficacia dos estudos clinicos com antioxidantes, a
area continua extremamente dinamica e tem apresentado
progressos notaveis no entendimento dos mecanismos de
sinalizagéo. Estes avangos tém forgado a redefinicbes basicas
e reavaliago de conceitos. (Figura 2) Ap6és um periodo de
retorno a bancada e estudos basicos, é possivel prever um
novo ciclo de desenvolvimentos que deverao gerar estudos
clinicos visando utilizar o importante efeito biolégico de pro-
cessos redox como arma terapéutica.

Sinalizagao celular
(efeitos fisiologicos benéficos)
« Adaptacao metabdlica

* Sobrevivéncia celular

Producgao de EROS
(mecanismo ancestrais e ubliquos)
« Familia NOX das

NADOH oxidades

* Cadeia transportadora : gggs;zsé?lcia
* de elétrons mitocondrial « Autofagia

Estresse oxidativo =
um desequilibrio da sinalizagao redox

&ormese redox

Antioxidantes

* Resveratrol

« Acido lipdico
* Sulforafane

« Exercido fisico

Doencas

* Aterosclerose
* Inflamagao

« Cancer

Estresse oxidativo contribui para a fisiopatologia de doengas ndo apenas
como um simples desbalanco entre a produgao e remogao de oxidantes
toxicos para componentes celulares, porém como um desequilibrio em
vias de sinalizagdo envolvendo espécies reativas de oxigénio (EROS)
produzidas enzimaticamente. Antioxidantes ndo s&o meros neutralizadores
desses oxidantes, porém em vérios casos podem ser substancias que
induzem um estresse leve, gerando defesas antioxidantes endégenas
(por exemplo, fatores de transcricdo Nrf2 e FOXO), um fenémeno co-
nhecido como hormese.

Figura 2. Sumério dos principais conceitos discutidos nesta revisao.
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