684

Artigo de Revisao

Desbalanco Redox: NADPH Oxidase como um Alvo Terapéutico no

Manejo Cardiovascular

Redox Unbalance: NADPH Oxidase as Therapeutic Target in Blood Pressure Control

Luiza A. Rabélo'?, Valéria Nunes de Souza', Lucas José Sa da Fonseca', Walkyria O. Sampaio*?
Universidade Federal de Alagoas’, Macei6, AL; Universidade Federal de Minas Gerais?, Belo Horizonte, MG; Centro Universitdrio de Belo

Horizonte - Uni-BH?, Belo Horizonte, MG - Brasil

Resumo

Varios estudos destacam as espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio (ERONs) como importantes contribuintes
na patogénese de numerosas doengas cardiovasculares,
incluindo hipertensao, aterosclerose e faléncia cardiaca.
Tais espécies sao moléculas altamente bioativas e com vida
curta derivadas, principalmente, da redugdo do oxigénio
molecular. O complexo enzimatico da NADPH oxidase é
a maior fonte dessas espécies reativas na vasculatura. Sob
condigdes fisiolégicas, a formagao e eliminagao destas
substancias aparecem balanceadas na parede vascular.
Durante o deshalanco redox, entretanto, hd um aumento
na atividade da NADPH oxidase e predominio de agentes
pré-oxidantes, superando a capacidade de defesa organica
antioxidante. Além disso, tal hiperatividade enzimdtica
reduz a biodisponibilidade do éxido nitrico, crucial para a
vasodilatacdo e a manutencao da funcao vascular normal.
Apesar de a NADPH oxidase relacionar-se diretamente a
disfungao endotelial, foi primeiramente descrita por sua
expressdao em fagécitos, onde sua atividade determina a
eficacia dos mecanismos de defesa organica contra patégenos.
As sutis diferengas existentes entre as unidades estruturais
das NADPH oxidases, a depender do tipo celular que as
expressa, podem ter implicagoes terapéuticas, permitindo a
inibigao seletiva do desequilibrio redox induzido pela NADPH
oxidase, sem comprometer, entretanto, sua participagao nas
vias fisiologicas de sinalizagao celular que garantem a protegao
contra microorganismos.

Introducao

Vérios estudos demonstram que as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERONSs) contribuem efetivamente para
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a patogénese de agravos cardiovasculares, como hipertensao,
aterosclerose, hipertrofia e faléncia cardiacas e reestenose,
além de lesdes decorrentes de isquemia e reperfusao. Mltiplos
sistemas enzimaticos produzem ERONSs e seus derivados na
vasculatura, incluindo ciclooxigenase, lipoxigenase, citocromo
P450, xantina oxidase (XO), mieloperoxidase (MPO), 6xido
nitrico sintase (NOS) e NADPH oxidase - esta tltima uma das
mais importantes fontes destas substancias, tanto em células
endoteliais como musculares lisas'*2.

Desde as observacoes de Baehner e cols.?* h cerca de 40
anos - que permitiram a descoberta da NADPH oxidase?* -
varios foram os estudos desenvolvidos para compreender a
relagao entre o referido complexo enzimatico e o desbalanco
redox (estresse oxidativo). O aumento da produgao de
anion superéxido (*O,) e outras ERONs esta implicado
na aterosclerose, hipertensdo arterial, proliferagao celular
e hipertrofia. Entretanto, o papel da NADPH oxidase em
tais processos permanece incerto devido, principalmente,
a presenga de mudltiplas isoformas de Nox (subunidades
constituintes da NADPH oxidase) e seus ligantes, bem como
a falta de inibidores especificos?*?°. O complexo enzimatico
atua como doador de elétron para a redugdo do O, a *O,,
segundo a reacao 20, + NAD(P)H — 20, + NAD(P) +

H+1016,22,25,27

"0, producao pela NADPH oxidase e sua
relacdo com o ‘NO

Os experimentos pioneiros de Furchgott e Zawadzki*®
primeiro demonstraram a existéncia de um fator relaxante
derivado de endotélio que foi subsequentemente identificado
como ‘NO?%, produzido a partir da L-arginina pela agao do
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS)*-*? na presenga
de cofatores, principalmente a tetrahidrobiopterina (H,B;
Figura 1). O *NO difunde-se para as células musculares
lisas vasculares e ativa a guanilato ciclase, promovendo a
vasodilatacdo mediada pelo GMP ciclico®-**. Em condigdes
normais, 0 *"NO desempenha papel chave na manutencao
da parede vascular num estado quiescente por inibicao
da inflamagao, proliferacao celular e trombose, reduzindo
o tonus vascular, a ativagdo de plaquetas e leucécitos, a
proliferacdo de células musculares lisas, a deposicao de
matriz extracelular e a morte de células endoteliais**-°.
O *NO é também um radical livre e, quando produzido
juntamente com o ‘O, reage extremamente rapido para
formar uma espécie pré-inflamatéria altamente reativa: o
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anion peroxinitrito ("ONOO-; vasodilatador menos potente
que o *NO). Assim, a maior parte da citotoxidade atribuida
ao 'NO é derivada do "ONOO=*’. Este Gltimo é um
importante mediador da peroxidagao de lipidios, incluindo
a oxidagdo da LDL, evento crucial para a aterogénese®.

Fisiologicamente, certa quantidade de "O, intracelular é
requerida para a sinalizagao normal desempenhada pelo *NO.
Todavia, patologicamente, o aumento extracelular da primeira
espécie diminui a biodisponibilidade do *NO, reduzindo sua
difusao para o musculo liso vascular***°. Em determinadas
circunstancias, a produgao cronica de ERONs (aumento
da atividade da NADPH oxidase, por exemplo) excede a
capacidade dos antioxidantes celulares enzimaticos (como
a glutationa peroxidase-1 - principal enzima antioxidante no
citosol e nas mitocondrias®*3® - e as formas de superdxido
dismutase ligadas @ membrana, responsdveis por dismutar o
anion superéxido em H,0,) e ndo enzimaticos, contribuindo
para a doenga vascular por indugdo da ativacao endotelial
sustentada?®*. Grandes quantidades de O, formadas captam
a maior parte ou todo o "NO, promovendo a formagéao de
*ONOO=**#. O O, gerado pode ainda ser transformado em
radical hidroxil, que se difunde para o musculo liso vascular
e induz a producao de endoperéxidos vasoconstrictores,
como a prostaglandina H, e prostanoides*!, derivados da
peroxidacao do dcido aracdonico catalisada por radicais
livres, considerados marcadores do aumento sistémico do
desbalango redox in vivo*2. O excesso de produgao de O,
com consequente diminuicao da biodisponibilidade do "NO,
pode ser promovido ainda por metais de transigao, tais como
ferro, cobre, mercdrio e chumbo. Alguns destes contaminantes
ambientais importantes sdo capazes de aumentar a produgao
de radicais livres via ativagao do complexo enzimatico NADPH
oxidase***, sendo este mecanismo uma causa provavel para
a hipertensao induzida pelas referidas espécies quimicas.

Estudos de Wiggers e cols.* demonstraram, em ratos,
que a exposicdo a baixas concentragdes de mercdrio induz
disfungao endotelial tanto em vasos de condutancia como
de resisténcia. Os autores sugerem que esse evento decorre,
provavelmente, da reducdo da biodisponibilidade do *"NO
devido ao aumento na produgao vascular de "O,". Dessa
forma, é possivel que o tratamento com o merctrio afete
a expressdo proteica ou, mais especificamente, a atividade
da NADPH oxidase.

Tal desequilibrio relaciona-se as ERONs pelo fato de o O,
ser fundamental a respiragao celular, havendo diversos sistemas
enzimaticos que utilizam este substrato como um aceptor
de elétrons'?. A familia dessas espécies inclui moléculas
altamente bioativas com vida curta derivadas, principalmente,
daredugao do O,. Fisiologicamente, a formagao e a eliminagao
das ERONSs sdo balanceadas na parede vascular*®, cujo papel
chave é desempenhando pelo endotélio na manutengao
do tonus vascular e na pressao sanguinea pela liberagao
de substincias vasoativas, como o ‘"NO%¥. O aumento de
ERONs devido ao desbalanco redox foi constatado em aorta,
carétida, mesentérica e corondrias de ratos e camundongos
idosos, sugerindo que este desequilibrio esta associado ao
envelhecimento, com o aumento da atividade da NADPH
oxidase®. Evidéncias experimentais indicam que o dano
oxidativo induzido por espécies reativas decorre do aumento
da produgao de "O, e seu metabolismo e/ou da redugao da
biodisponibilidade de *NO*#. Contudo, apesar do excesso de
ERONS ser toxico, concentragoes fisiolbgicas dessas espécies
podem funcionar como sinal mediador de diversas respostas,
incluindo migragao celular e crescimento®?>*, ja que, sob
condigdes normais e na maioria das artérias, a produgao de
*NO predomina, de modo que este radical retira pequenas
quantidades de "O,” formado**'**, garantindo a manutengao
do equilibrio no estado oxidativo organico.
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Fig. 1 - Mecanismos de ativagao da NADPH oxidase e sua relagdo com o metabolismo do *NO.
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A inibicao nao seletiva da NADPH oxidase
compromete a sinalizacao celular fisiologica

A NADPH oxidase melhor caracterizada é a fagocitica,
presente em macréfagos e neutréfilos, sendo um complexo
proteico multimérico com componentes na membrana
celular e no citoplasma. O componente associado a
membrana é o citocromo b558-oxidase, formado por uma
subunidade maior, a gp91phox (o termo “phox” deriva de
“phagocytic oxidase”)’, e uma menor, p22phox. Além dessas,
a enzima compreende trés subunidades citoplasmaticas
(p47phox, p67phox e p40phox) e uma pequena proteina G
regulatéria (Rac2). A ativagdo da NADPH oxidase inicia-se
pela fosforilagdo (em serina) da subunidade citoplasmatica
p47phox, desencadeando sua migragdo para a membrana,
onde, juntamente com a Rac, associa-se ao citocromo b558,
iniciando a atividade catalitica da enzima'>'7:3:53-58 (Figura 2).

A NADPH oxidase expressa nas células vasculares difere
daquela encontrada em fagécitos, tanto pela estrutura
bioquimica quanto pelas fungdes®. Foi inicialmente
encontrada em neutrdfilos, reconhecidamente essenciais
na defesa contra microorganismos eliminados pela
combinagao de diversos mecanismos que incluem a geragao
d- O, produzido pelas subunidades endoteliais p40phox,
p47phox e gp91phox da NADPH oxidase®. Curiosamente,
os grupamentos cataliticos gp91phox, p22phox, p47phox
e p67phox também foram encontrados em fibroblastos da
adventicia”32%%5,

A identificagdo de subunidades homélogas a gp91phox
resultou na formacdo da familia Nox (de “Nonphagocytic
NADPH Oxidase”), constituida atualmente por sete

membros (Nox1, Nox2 [formalmente conhecida como
gp91phox], Nox3,Nox4, Nox5, Duox1 e Duox2 [Dual
oxidase])'****7. Os principais componentes do complexo
enzimdtico NADPH oxidase, Nox1 e Nox4, sao altamente
expressos nas células vasculares e aumentados durante o
processo de remodelamento vascular, como na hipertensao
e aterosclerose’. Essas sutis diferencas na expressao
estrutural oferecem a oportunidade de desenvolvimento de
inibidores especificos da NADPH oxidase vascular que nao
comprometam a sinalizacao fisioldgica e as fungdes fagociticas
mediadas por ERONs®.

Varias caracteristicas das NADPH oxidases sdo notaveis.
Primeiro, a enzima vascular produz *O,” em baixos niveis por
longos periodos de tempo, a maior parte intracelularmente,
onde desempenha papel na sinalizagdo celular'*416:46:50,59
(Figura 3). Segundo, a gp91phox é, geralmente, substituida
por Nox1 ou Nox4 homdlogas, particularmente no muisculo
liso. Terceiro, enquanto a Nox homdloga e a subunidade
p22phox ligada @ membrana sdo essenciais para manter uma
unidade estavel que suporte a transferéncia eletronica para
a geracao de "O,, permanece ainda obscuro o papel dos
componentes citosélicos na NADPH oxidase, cujo dltimo
aspecto exibe implicagbes na ativagdo e especificidade dos
inibidores da referida enzima'*'*'¢4_Além disso, a expressao
das subunidades parece variar ainda em células musculares
lisas de diferentes vasos. Células musculares lisas derivadas de
artéria de resisténcia humana (HVSMC) parecem expressar
uma subunidade gp91phox semelhante a neutrofilica®.
O homologo da gp91phox, Nox1, é expresso em células
musculares lisas de rato (RVSMC) e camundongo®' e células
musculares lisas de aorta humana (ASMC), nao aparecendo

p67Phox

NADP*

T~

Meio extracelular

Meio intracelular

NADPH

Fig. 2 - Estrutura da NADPH oxidase fagocitica. A gp91phox é o ligante da NADPH com fungéo transportadora de elétrons na NADPH oxidase ativa. A produgéo de
‘0,- extracelular ocorre pela redugéo de um elétron do O, via gp91phox, usando -nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). Adaptado de Dusting

e cols., 2005.
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em artérias de resisténcia de humanos®. A Nox1 possui 56%
de homologia com a gp91phox humana e, em conjunto com
a p22phox, € o provavel componente funcional do citrocromo
b558 em ASMCs e RVSMC®. Nox4, outro homélogo da
gp91phox, é expresso em RVSMC, ASMC e HVSMC. Células
endoteliais expressam principalmente as subunidades Nox2
e Nox4. A expressao de Nox1 é menos proeminente no
endotélio e pode ser aumentada durante o processo de
adesdo leucocitdria e estresse de cisalhamento. Nox2 e Nox4
parecem ser as subunidades funcionais mais importantes em
células endoteliais, contribuindo de maneira semelhante na
produgao de espécies reativas®.

H& também evidéncias de que a NADPH oxidase é
encontrada no nicleo celular, envolvendo-se na expressao
génica. Varios grupos identificaram subunidades de NADPH
oxidase em membranas internas. Entretanto, as consequéncias
da ativagdo da NADPH oxidase em regides perinucleares
ainda nao sao claras®.

Ativacao enzimatica: papel central das
subunidades p47phox e gp91phox

O evento inicial mais relevante para a ativagao da
NADPH oxidase envolve a fosforilacdo da p47phox e a
consequente interagao com a gp91phox''°. A ligagao entre
dominios homélogos de duas estruturas Src autoinibem
a ligacdo com a p22phox. Tal interagdo autoinibitéria é
perdida na fosforilagao, permitindo a ligagao entre as
subunidades p47phox e p22phox', ocorrendo a ativacao
da NADPH oxidase. Corroborando, a delegdo génica da
subunidade gp91phox confere protecao contra acidente
vascular cerebral isquémico em camundongos, por evitar
disfuncao da barreira hematoencefalica®.

As NADPH oxidases sao ativadas e reguladas por diversos
fatores, como forgcas mecénicas, hormédnios e citocinas, dentre os
quais se destacam a trombina, o Fator de Crescimento Derivado
de Plaqueta (PDCF), o Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a),
a lactosilceramida, a Interleucina-1 e a LDL oxidada (Figura
1). Esta Gltima aumenta a produgao de ERONs e a expressao
de Nox4 no endotélio humano'*. Macréfagos cultivados
acumulam grandes quantidades de colesterol quando expostos
a LDL modificada (receptores para LDL sao abundantes nestas
células, indicando que tais estruturas estariam envolvidas na
formacgao de células espumosas aterosclerdticas)*®%°.

Em células musculares lisas vasculares, a angiotensina I
(Ang 1) é um potente estimulador da atividade da NADPH
oxidase. Este peptideo angiotensinérgico é conhecido fator
na patogénese da maioria das desordens cardiovasculares,
podendo induzir a formacao de *O,’, em parte, pelas NADPH
oxidases vasculares®. A ativagao mediada pela Ang Il foi
demonstrada inicialmente por Griendling e cols.*®, destacando
a importancia das concentragbes de Ang Il no aumento
da atividade da NADPH oxidase nas células musculares
lisas vasculares''>'*. Apesar da sinalizagao pela qual a Ang
Il estimula a NADPH oxidase nao ter sido elucidada por
completo, as vias da PLD, da PKC, da PLA2, PI3K e tiol-
oxiredutases parecem estar envolvidas®”%°. No musculo liso
vascular, a tirosina quinase Src regula a atividade da NADPH
oxidase estimulada pela Ang Il, induzindo a fosforilacao e
translocagao da subunidade p47phox'®. Além disso, a Src é
essencial para os efeitos da Ang Il na sintese das subunidades
da NADPH, estimulando o aumento na expressao da
gp91phox, p22phox, p47phox e p67phox®®. Somando-se a
isso, a fosforilacdo da Src antecede a ativagdo das cascatas
ERK1/2 e JNK no musculo liso vascular, levando a migragao,
crescimento celular, apoptose e deposicao de coldgeno™,
ativando complexos de adesao focal, com importante

02 T 002'
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Fig. 3 - Mecanismo de inibigdo da NADPH oxidase pela apocinina. A inibicdo somente é efetiva na presenga dos dimeros de apocinina, condigéo possivel quando do
acréscimo de mieloperoxidase (MPO) em células vasculares desprovidas desta enzima. Adaptado de Touyz, 2008.
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participagdo na resposta inflamatdria vascular”'. Essas vias
proliferativas e inflamatérias retroalimentam positivamente
a ativagdo da NADPH oxidase na vasculatura. No musculo
liso vascular, a transativagdo do receptor ECGF parece estar
envolvida, levando a ativagao da PI3 quinase e da proteina
RacG pequena minutos apés a ativagao do receptor AT1
de angiotensina®'" 41620467273 ' A Ang || atua aumentando a
expressao das subunidades da NADPH oxidase em horas ou
dias>'" %154 Em modelos animais propostos por Rajagopalan
e cols.", a produgéo de O, vascular, a atividade da NADPH
oxidase e os niveis de expressio de p22phox, gp91phox,
p67phox e Nox1 estavam aumentados (para a NADPH
oxidase, houve aumento de 100%).

Quando da ativagdo pela Ang Il, o H,0,, gerado a partir
do *O, produzido pela NADPH oxidase, é essencial para a
hipertrofia das células musculares lisas vasculares®, atuando
ainda como um vasoconstrictor (Figura 4). Entretanto,
em certos leitos vasculares, tanto em humanos como em
camundongos, o H,O, endégeno, em baixas concentracoes,
atua como um fator relaxante dependente de endotélio,
promovendo hiperpolarizagao e vasodilatagao periféricas,
coronariana e em artérias cerebrais’’>. Em cultura de
células musculares lisas, a Ang Il induz hipertrofia, mediada
pelo H,O, por meio da ativagao da expressio de proto-
oncogenes, MAP quinases e Akt/PKB**. Em camundongos

com deficiéncia no gene que expressa a gp91phox, a
Ang Il falha na indugao da hipertrofia cardiaca'’. Além
disso, evidéncias experimentais indicam que o *NO é
um fator quimioatraente para a angiogénese e a inibicao
de sua producao bloqueia a neoformacdo vascular®.
Adicionalmente, a Ang Il também promove mecanismos
envolvidos na resposta inflamatéria, podendo estimular
simultaneamente a produgao de "NO e "O, pelas células
endoteliais, situacao favoravel a formacao de "ONOQ"1346.76,
Curiosamente, a ativagdo da NADPH oxidase pela Ang Il é
atenuada pela Ang-(1-7)"2, um componente biologicamente
ativo do sistema renina-angiotensina'’?>7’. A Ang-(1-7)
parece inibir a fosforilagdo da Src induzida pela Ang 11",
promovendo vasodilatagao dependente de endotélio por
inducao da liberacdo de *NO. Quanto aos mecanismos de
ativagao humoral, a aldosterona regula as MAP quinases e a
geracao de *O, pela NADPH oxidase através de mecanismos
c-Src dependentes”. Algumas agdes terapéuticas de drogas
hipotensoras (bloqueadores de receptor de angiotensina
e inibidores da enzima conversora de angiotensina) sao
atribuidas a inibigao da NADPH oxidase, com consequente
reducdo na producao de ERONs*. Entretanto, ainda nao
se sabe se estratégias terapéuticas que tenham como alvo
tais espécies podem trazer beneficios diretos no manejo de
pacientes hipertensos'®.
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Fig. 4 - A ativagdo da NADPH oxidase pela Ang Il promove aumento da inflamagdo e da infiltragdo de macrofagos no espago subendotelial, mecanismos relacionados

a progresséo da placa ateromatosa. Adaptado de Schiffrin e cols., 2003.
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Doencas cardiovasculares e
neurodegenerativas relacionam-se com a
atividade aumentada da NADPH oxidase

Estudos clinicos demonstraram que as ERONs
desempenham importante papel na hipertensao. A produgao
dessas espécies sofre aumento em pacientes com hipertensao
essencial, hipertensdo renovascular, hipertensdo maligna e
pré-eclampsia®. Além disso, a producao aumentada de *O,
pela NADPH oxidase em vasos relaciona-se a fatores de risco
para a aterosclerose (Fig. 1) e prejuizo da fungao endotelial
em pacientes com doenga coronariana®. A producao de
‘O, aparece aumentada em vasos aterosclerdticos***?,
contribuindo para o inicio de eventos pré-inflamatérios,
com regulagdo da transcrigao génica de moléculas de adesao
de células vasculares e proteinas quimioatraentes para
mondcitos’®. Pacientes com aterosclerose apresentam tanto
disfuncdo endotelial como desbalanco redox. Entretanto, o
mecanismo preciso de associagao entre esses dois eventos em
humanos ainda é desconhecido*.

A disfuncao endotelial relaciona-se com o aumento da
atividade da NADPH oxidase (pelo aumento da expressao
de suas subunidades cataliticas'***7?), ja que lesdes
ateroscleréticas em corondrias humanas mostram intensa
expressao de gp91phox na regido vulneravel da placa. Além
disso, a Nox4 estd aumentada durante a fase de formacao
do ateroma, cujo aparecimento se dd em forma reduzida em
lesdes avancadas. Veias safenas magnas e artérias mamarias
internas de pacientes com diabete melito apresentam
aumento da atividade da NADPH oxidase e da eNOS
desacoplada (neste estado, a enzima atua como produtora
de ‘O, em vez de "NO) quando comparadas com grupo
controle, evidenciando a relagao existente entre a NADPH
oxidase e as lesoes aterosclerdticas™.

A suplementacdo vitaminica pode reduzir o desbalango
redox vascular e melhorar o estado oxidativo total. Como
exemplo, alguns modelos animais nos quais as propriedades
antioxidantes das vitaminas C e E associam-se ao decréscimo
na ativagdo da NADPH oxidase*>®° e 0 aumento da atividade
da SOD (o maior sistema de defesa celular contra 0 *O, na
vasculatura®). Postula-se que a vitamina E, hidrofébica,
poderia inibir a formagao do complexo enzimético das
subunidades da NADPH oxidase*. Apesar dessas observagdes,
testes clinicos com vitaminas antioxidantes nao demonstraram
beneficios terapéuticos quanto a mortalidade em eventos
cardiovasculares®*. Além disso, dependendo, principalmente,
da posologia, tais substancias podem apresentar propriedades
pro-oxidantes, com interagoes organicas deletérias. Como os
dados de grandes estudos clinicos prospectivos falharam em
demonstrar os efeitos benéficos dos antioxidantes®, o que se
recomenda é a manutencdo de uma dieta balanceada sem
suplementagao vitaminica, visto que os danos potenciais de
tal suplementagdo ainda nao estao bem definidos.

Na hipertensao, o produto da ativagao da NADPH oxidase,
0 '0,, promove a oxidagdo da H,B, ocasionando um aumento
no desacoplamento da eNOS, elevando-se os niveis desta
espécie de oxigénio, reduzindo-se a biodisponilidade do
*NO™. Assim, acredita-se que a H,B possa estar deficiente
em condigoes associadas a fungao endotelial alterada, como

hipercolesterolemia, diabete, hipertensao e tabagismo. Stroes
e cols.®” mostraram que o tratamento com H,B aumenta a
vasodilatagdo em humanos com hipercolesterolemia, ao passo
que a remocao desta biopterina implica o desacoplamento
da eNOS*. Reforgando esses achados, a superexpressao da
eNOS previne o remodelamento da vasculatura pulmonar
induzido por hipéxia cronica®?, ocasionando mudangas
estruturais e alteragbes nos processos celulares que resultam
em aumento da relagdo camada média: [Gmen vascular®2®,

Outro fator implicado no aumento do desbalango
redox é a endotoxemia. Durante seu curso, a liberacao
de lipopolissacdrides promove aumento da expressdo e
da atividade de xantina oxidase e da NADPH oxidase*.
O aumento de ERONs dependentes de NADPH oxidase
em endossomos é importante para a resposta imune pré-
inflamatéria®®. Neutréfilos ativados produzem O, radical
hidroxil ("OH) e 4cido hipocloroso (HOCI), além de peptideos
microbicidas e proteases® responsaveis pela resposta imune
eficaz. A ativagao neutrofilica na fagocitose de pneumococos
induz a produgao de ERONSs pela NADPH oxidase. Além disso,
o bloqueio da ativagao da NADPH oxidase durante meningite
bacteriana aguda em animais experimentais acarreta defesa
deficiente contra Streptococcus pneumoniae®.

Quanto a produgao do *NO, estudos clinicos e experimentais
demonstram que a administragdo da L-arginina restabelece a
sintese deste radical e a funcdo vascular em varias doencas
cardiovasculares, sugerindo que o prejuizo na disponibilidade
do aminodcido precursor esta presente nestes agravos. Os niveis
reduzidos de L-arginina também promovem o desacoplamento
da eNOS, resultando em aumento das ERONs**.

Drogas doadoras de *NO (nitrodilatadores) tém sido
usadas no tratamento de doenca coronariana, hipertensao
e faléncia cardiaca, tendo acoes antiinflamatérias na parede
vascular como supressoras da oxidagao de lipoproteinas,
inibidoras da migracao e proliferagdo de células musculares
lisas vasculares e inibidoras da agregacdo plaquetaria.
Atuam ainda como supressoras da expressao de moléculas
de adesdo e quimiocinas ap6ds a estimulagdo com fatores
pré-inflamatérios. Tais aspectos previnem a infiltragdo de
células inflamatdrias na parede vascular, onde também ha
oposigao as agdes pré-inflamatdrias das ERONs. Além disso,
descobriu-se recentemente que o *NO parece exercer efeito
anti-inflamatério na parede arterial por supressao de enzimas
geradoras de ERONS, particularmente a NADPH oxidase®.

As proteinas Nox relacionam-se ainda com outras
numerosas desordens organicas, incluindo cancer, reabsorgao
6ssea e Doenga de Alzheimer, por serem expressas em
diversos tecidos'#"%. Evidéncias demonstram o papel da
Nox2 em processos neurodegenerativos, como Doenga de
Parkinson, acidente vascular encefélico, trauma cerebral e
meningite, devido, principalmente, a neurotoxicidade das
ERONs*#7. Dessa forma, os inibidores da Nox apresentam
potencial clinico notdvel, particularmente se nao inibirem a
atividade dos fagécitos'.

Inibidores da NADPH oxidase: potencial alvo

terapéutico

Inibidores farmacolégicos da NADPH oxidase que
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bloqueiam diretamente a atividade desta enzima tém
sido descritos compreendendo estruturas peptidicas e nao
peptidicas. O DIP-difenileneiod6nio®™ e 4’-hidroxi-3-
metoxiacetofenona (a apocinina, isolada da planta medicinal
Picrorhiza kurroa)®® tém sido largamente utilizados para
bloquear a atividade da NADPH oxidase in vitro®. Atualmente,
sabe-se que o DPI-difenileneioddnio nao é seletivo e age
como um oxidante inespecifico®. Ja a apocinina, por sua vez,
tem mdltiplas agoes bioldgicas além dos efeitos antioxidantes®,
sendo caracterizada como um inibidor da NADPH oxidase
desde a década de 80°. Estudos de Godbole e cols.?
demonstraram que a apocinina restabelece a producao de
nitrito e a vasodilatacdo em artérias femorais comuns de
sufnos®. Como o DIP nao representa um inibidor especifico da
NADPH oxidase, a apocinina tornou-se muitissimo popular®,
com 692 registros de publicagdes no banco de dados PubMed
até 15 de janeiro de 2009, dos quais 571 sao especificos para
a chave “apocynin NADPH oxidase inhibition”, demonstrando
a forte correlagao entre os termos.

Os leucécitos sdo capazes de mediar o efeito inibitorio
da apocinina. Sugere-se que a mieloperoxidase (MPO),
seletivamente expressa em leucdcitos, é necessdria para a
ocorréncia do efeito inibitério desta substancia. Em células
HEK293, desprovidas de MPO, a formagao de dimeros
de apocinina ndo ocorre mesmo ap6s superexpressao das
isoformas Nox®. Quando MPO humana é adicionada, os
dimeros sao identificados nas células com superexpressao
de isoformas Nox ou nas células coincubadas com H,O,. Na
auséncia de H,0, ou Nox, a produgdo dimérica pelas células
HEK293 é inibida. Em leucdcitos estimulados, os dimeros sao
prontamente detectaveis, ao passo que em células vasculares
estimuladas nao ocorre tal produgdo, mesmo na presenga
de MPO. Dessa forma, os autores sugerem que a apocinina
atuaria como antioxidante e nao como inibidor da NADPH
oxidase em células nao fagociticas®®, sendo a agao inibitéria
para a NADPH oxidase restrita a leucécitos que expressam
MPQ® (Fig. 3). Entretanto, outras peroxidases que ndo a MPO
podem influenciar a atividade da apocinina, sendo possivel
que células vasculares possuam enzimas peroxidativas capazes
de ativar este inibidor. Tal fato é reforgado por achados
em células endoteliais, nas quais dimeros de apocinina
foram identificados, com a apocinina inibindo de forma
concentracao dependente a atividade da NADPH oxidase, a
formacao de ERONs e a proliferagao celular ®.

Pagano e cols.”® desenvolveram o peptideo quimérico
gp91ds-Tat, composto de nove aminodcidos da capa proteica
do HIV e nove aminoécidos da gp91phox''°. Essa substancia
reage com a p47phox e interfere na ligagdo desta subunidade
com a gp91phox. A porgao “Tat” permite ao gp91ds-Tat
penetrar na célula, sendo um efetivo inibidor de oxidases
que contém gp91phox. Contudo, apesar de peptideos como
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Conclusao
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