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RESUMO

A hipertenséo arterial € considerada um processo inflamatorio cronico, sendo a
imunidade adaptativa um importante mediador deste processo. O receptor tipo Toll 4
(TLR4), que desencadeia a imunidade inata, pode contribuir para o desenvolvimento
de diversas doencas cardiovasculares, no entanto, pouco é conhecido sobre a
participacao deste receptor na hipertensao arterial. Objetivamos, assim, investigar se
a ativagéo do TLR4 devido ao incremento do Sistema Renina-Angiotensina (SRA)
contribui para a hipertensdo e para as alteragdes vasculares associadas. Para isso,
utilizamos os seguintes grupos de ratos: Wistar e SHR controles; SHR losartan
(losartan 15 mg / kgedia); Wistar e SHR IgG (anticorpo IgG 2, ndo-especifico, 1 ug /
dia); SHR anti-TLR4 (anticorpo anti-TLR4, 1 ug / day). Utilizamos também células de
musculo liso vascular (CMLVS) e segmentos de aorta de Wistar e SHRs controles.
Os niveis de mRNA de TLR4 foram maiores tanto nos segmentos quanto nas
CMLVs de aortas de SHRs comparados aos Wistar. O tratamento com losartan
reduziu esses niveis em SHRs. O tratamento de SHRs com anti-TLR4: 1) reduziu a
pressao arterial, a frequéncia cardiaca e a contracdo induzida por fenilefrina
enquanto melhorou o prejuizo ao relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de
aorta; 2) aumentou a potenciacdo da contracdo a fenilefrina na auséncia do
endotélio; e 3) aboliu os efeitos inibitérios de tirén, apocinina e catalase sobre a
resposta contratil a fenilefrina, bem como aboliu os efeitos potenciadores desses
farmacos sobre o relaxamento induzido por acetilcolina. Em CMLVs de SHR,
angiotensina 1l aumentou os niveis de mRNA de TLR4 e losartan reduziu este
aumento. CLI-095, inibidor de TLR4, reduziu o aumento de NOX-4, de atividade da
NADPH oxidase, de producdo de anion superéxido, de expressao génica e proteica
de COX-2, e de migracdo e proliferacdo induzidos por angiotensina Il. Em
conclusdo, a via de ativacdo do TLR4 pelo aumento da atividade do SRA esta
envolvida na hipertenséao e, através da inducéo do estresse oxidativo, contribui para
as alteracdes vasculares associadas a este processo patologico. Esses resultados
sugerem que o TLR4 e a imunidade inata podem desempenhar um importante papel

na hipertensao e em suas lesfes associadas nos 6rgaos-alvo.

Palavras-chave: Toll like receptor 4, disfuncdo endotelial, reatividade vascular.



ABSTRACT

Hypertension is considered as a chronic inflammatory disease, with adaptive
immunity being an important mediator of this process. Toll like receptor 4 (TLR4) -
that triggers the innate immunity - may have a role in the development of several
cardiovascular diseases; however, little is known about its participation in
hypertension. We aimed to investigate whether TLR4 activation due to the increased
activity of the renin-angiotensin system (RAS) contributes to hypertension and its
associated vascular damage. For this, we used the following groups: Wistar and SHR
controls; SHR losartan (losartan 15 mg/kgeday); Wistar and SHR 1gG (non-specific
lgG 2, 1 pg/day); SHR anti-TLR4 (antibody anti-TLR4, 1 ug/day). We also used
aortic segments and vascular smooth muscle cels (VSMCs) from Wistar and SHRs
controls. TLR4 mRNA levels were greater in aortic segments and VSMCs from SHRs
compared with Wistar rats; losartan treatment reduced those levels in SHRs.
Treatment of the SHRs with the anti-TLR4 antibody: 1) reduced the increased blood
pressure, heart rate and phenylephrine-induced contraction while it improved the
impaired acetylcholine-induced relaxation in aortic rings; 2) increased the potentiation
of phenylephrine contraction after endothelium removal, and 3) abolished the
inhibitory effects of tiron, apocynin and catalase on phenylephrine-induced response
as well as its enhancing effect of acetylcholine-induced relaxation. In SHR VSMCs,
angiotensin Il increased TLR4 mRNA levels, and losartan reduced that increase. CLI-
095, a TLR4 inhibitor, mitigated the increases in NOX-4, NADPH oxidase activity,
superoxide anion production, COX-2 gene and protein expression, migration and
proliferation that were induced by angiotensin Il. In conclusion, TLR4 pathway
activation due to increased RAS activity is involved in hypertension and by inducing
oxidative stress contributes to the endothelial dysfunction associated to this
pathologic process. These results suggest that TLR4 and innate immunity may play a

role in hypertension and its associated end-organ damage.

Key-words: Toll like receptor 4, endothelium dysfunction, vascular reactivity
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A hipertensdo arterial tem sido geralmente associada a alteracbes
vasculares estruturais e funcionais, sendo importantes caracteristicas deste
processo patoldgico a disfuncao endotelial e 0 aumento da resposta vasoconstritora.
A reducdo da biodisponibilidade do 6xido nitrico causada pelo aumento da producéo
das espécies reativas de oxigénio (EROs), a inducdo de enzimas proé-inflamatérias e
a exacerbacgéo do Sistema Renina Angiotensina (SRA), entre outros, podem explicar
as alteracdes vasculares observadas na doenca hipertensiva. Neste contexto, nos
ultimos anos, tem sido proposto que a resposta inflamatéria desencadeada pela
ativacdo do sistema imune representa um relevante papel no desenvolvimento e
progresséo da hipertensao (SAVOIA & SCHIFFRIN, 2007; SCHIFFRIN, 2013; 2014;
MCCARTHY et al., 2014).

Na hipertensdo arterial tem sido observado um aumento dos niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias (SAVOIA & SCHIFFRIN, 2007), da
producdo de EROs (ALVAREZ et al.,, 2007; TOUYZ & BRIONES, 2011), das
respostas vasculares a lipopolissacarideo (LPS) (BRIONES et al., 1999; BRIONES
et al., 2000; HERNANZ et al., 2004) e da expressdo de genes importantes para a
resposta inflamatéria, como a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2) (ALVAREZ et al.,
2005; FELETOU, HUANG & VANHOUTTE, 2011). Vale ressaltar que a inflamac&o
induz a disfuncéo endotelial em humanos e animais (BHAGAT & VALLANCE, 1997,
HERNANZ et al., 2004).

Além disso, 0 aumento da ativacdo do sistema renina-angiotensina (SRA)
pode estar associado com o estado inflamatorio observado na hipertensdo e nas
alteracoes vasculares associadas (SAVOIA & SCHIFFRIN, 2007; ALVAREZ et al.,
2007; GARCIA-REDONDO et al., 2009; MARTINEZ-REVELLES et al., 2013). Por
sua vez, a angiotensina Il, o principal peptideo efetor do SRA, é capaz de estimular
o receptor tipo Toll 4 (Toll like receptor 4, TLR4), e parece que a via de sinalizacéo
dependente de TLR4 contribui para os efeitos pré-inflamatérios deste fator humoral
(WOLF et al., 2006; OTSUI et al., 2007; JI et al., 2009A; JI et al., 2009B; LV et al.,
2009; WU et al., 2009; YUEN et al., 2012).

O receptor TLR4 participa da imunidade inata e pode ser ativado por ligantes
exégenos, como o LPS, e por ligantes enddgenos, agindo sobre fatores de
transcricdo nuclear pré-inflamatérios e, assim, contribuindo para a inflamacédo
vascular (BOMFIM et al., 2011).
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Tem sido relatada a participacdo das vias de sinalizagdo de TLR4 nos
processos subjacentes as doengas vasculares inflamatorias como aterosclerose
(OTSUI et al.,, 2007; DEN DEKKER et al., 2010), diabetes, sindrome metabdlica
(DEVARAJ et al.,, 2008; DASU et al.,, 2010; XIE et al.,, 2014; JIALAL, KAUR &
DEVARAJ, 2014) e pré-eclampsia (KIM et al., 2005; PINEDA et al., 2011).

Enquanto diversos estudos tém sido direcionados a contribuicdo da
imunidade adaptativa para a hipertensao arterial (LOHR et al., 2006; GUZIK et al.,
2007; CROWLEY et al.,, 2010; MADHUR et al., 2010; BARHOUMI et al., 2011,
THABET et al., 2011), existem poucas evidéncias relacionadas ao papel do sistema
imune inato neste processo patoldgico (EISSLER et al., 2011; BOMFIM et al., 2012;
SOLLINGER et al., 2014). Sendo assim, os mecanismos pelos quais a imunidade
inata contribui para a fisiopatologia da hipertensdo arterial ndo sao bem

esclarecidos.
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1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL

A hipertensdo arterial € considerada um processo patoldgico crénico de
etiologia multifatorial, caracterizada por elevacéo cronica da pressao arterial basal,
representando um importante fator de risco para doencas cardiovasculares. A
hipertensdo constitui-se um relevante problema de saude publica no Brasil e no
mundo, por ser uma doenca de alto risco e dificil controle, sendo responsavel por
alta frequéncia de internac6es hospitalares, além de gerar custos médicos e sécio-
econdmicos elevados, decorrentes principalmente de suas complicagdes, tais como:
doenca cerebrovascular, doenca arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca,

insuficiéncia renal cronica e doenca vascular periférica.

Aproximadamente 25 % da populacdo mundial adulta, cerca de um bilhdo de
pessoas, tem hipertensao arterial e estima-se que até 2025 a prevaléncia pode
aumentar 29 %. Em algumas cidades brasileiras, atualmente, a hipertensdo ja

acomete 30 % dos adultos (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2010).

De acordo com as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial, a
American Heart Association e o VIl Joint National Comitee, 0s niveis pressoéricos
considerados normais para adultos sao inferiores ou iguais a 140 mmHg de pressao
arterial sistélica e a 90 mmHg de presséao arterial diastolica. Contudo, uma vez que
nao existe um valor preciso a partir do qual os valores de pressao arterial passam a
aumentar o risco cardiovascular, a conceituacao de hipertenséo arterial é arbitraria e
definida operacionalmente por razdes praticas para avaliacdo de risco e tratamento
de um individuo; e também por consideracfes em relacdo a lesdo de érgdos-alvo e
demais doencas associadas (PEREIRA & KRIEGER, 2005; JAMES et al., 2014).

Estudos relatam que 95 % dos pacientes hipertensos sdo portadores de
hipertensao “primaria ou essencial”’, que nao apresenta causa evidenciada. Este tipo
de hipertensdo parece ser basicamente decorrente da interacéo de fatores genéticos
e ambientais complexos e heterogéneos. Entretanto, jA sdo conhecidos diversos
fatores que contribuem para a origem e manutencdo da hipertensdo arterial
(LAWES, VANDER HOORN & RODGERS, 2001), podendo ser classificados em
intrinsecos ou extrinsecos, 0s quais atuam isoladamente ou associados. Dentre 0s
fatores intrinsecos, estdo incluidas as alteracdes nos parametros hemodinamicos

com modifica¢des no débito cardiaco (DC) e na resisténcia vascular periférica (RVP)
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(FOLKOW, 1982); alteracbes funcionais como, por exemplo, aumento da atividade
simpética (JOYNER, CHARKOUDIAN & WALLIN, 2010) e do SRA (TOUYZ, 2005);
resisténcia a insulina; hereditariedade (HARRAP, 1994); raca (FREIS et al., 1973) e
prevaléncia de certos grupos sanguineos (MILLER et al., 1979). Os fatores
extrinsecos, por sua vez, englobam a obesidade, o tabagismo, o sedentarismo, o
consumo de sal (BAKRIS & MENSAH, 2002) e o aumento de colesterol no sangue
(ZHANG et al., 2003), entre outros.

Sabe-se que a pressdo arterial € uma entidade fisica, sendo assim,
influenciada por fatores fisicos, como o0 volume sanguineo e a capacitancia da
circulacdo, que sdo resultantes da interacdo entre o DC (frequéncia cardiaca X
volume sistolico), a RVP e a capacitancia venosa. Ao considerar a relacdo Pressao
Arterial = DC x RVP, conclui-se que fatores capazes de alterar o DC e / ou a RVP,
modificam consequentemente a pressao arterial. Entretanto, sdo alteracbes na
resisténcia vascular as principais responsaveis por modificacées na pressao arterial
(FOLKOW, 1982; LUND-JOHANSEN, 1983; BOHR & WEBB, 1984).

A resisténcia vascular pode ser modificada pela estrutura, pela mecanica e
pela funcdo dos vasos sanguineos (INTEGAN & SCHIFFRIN, 2000). Alteracdes
estruturais, como reducédo do diametro luminal e espessamento da parede arterial,
alteracdoes mecanicas, como reducéo da elasticidade, bem como, modificacdes nas
respostas vasoconstritora e vasodilatadora, dependentes do endotélio (LUSCHER &
VANHOUTTE, 1986), podem repercutir em aumento da resisténcia vascular e,
consequentemente, na hipertensdo arterial (INTEGAN & SCHIFFRIN, 2000;
MULVANY, 2002; 2003). Dentre as alteracdes celulares que modificam a resisténcia
vascular, podem ser citados: 0 aumento intracelular de Ca®" que, por sua vez,
aumenta a reatividade do musculo liso vascular aos agentes vasoconstritores, como
0S agonistas a-1 agrenérgicos, noradrenalina e fenilefrina (HOROWITZ et al., 1996);
0 aumento da sensibilidade as proteinas contrateis; o aumento da permeabilidade da
membrana aos ions calcio e sodio, entre outros (FOLKOW,1982; BOHR & WEBB,
1984; MARIN, 1993).

Vasos sanguineos de ratos hipertensos apresentam maior reatividade aos
agentes pressores do que de animais normotensos (BOHR, 1974; BOHR & WEBB,
1984). Este aumento de reatividade pode estar associado a maior sensibilidade do

musculo liso vascular aos agentes vasoconstritores, sendo que em estados cronicos
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de hipertensdo arterial as modificagbes estruturais intensificam o aumento da
reatividade (BERECEK, RASCHER & GROSS, 1979). Adicionalmente, a disfuncéo
do endotélio vascular observada na hipertensdo arterial, e em doencas como
aterosclerose e hiperlipidemia, pode contribuir para o0 aumento da reatividade a
agentes vasoconstritores, bem como para a reducdo da resposta a agentes
vasodilatadores (SHIFFRIN, 2001).

O aumento da resisténcia vascular periférica associado com disfuncéo
endotelial observado na hipertensédo arterial, bem como a perda da funcao
modulatdria exercida pelos fatores derivados do endotélio parece ter participacédo
critica no desenvolvimento desta condicdo (BOHLEN, 1986). As alteracdes da
funcdo endotelial na hipertenséo tém sido atribuidas ao desequilibrio na geracao e /
ou liberacdo de mediadores envolvidos na contracdo e no relaxamento vascular
(CARVALHO et al., 1987; SHIFFRIN, 2001).

1.1.1 Disfuncéo endotelial na hipertensao arterial

O endotélio pode ser considerado como um 0Orgdo enddcrino, capaz de
promover sintese e liberacdo de substancias metabolicamente ativas, participantes
da regulacdo do ténus vascular. Também atua na manutencdo da homeostase, na
via de substancias coagulantes e anticoagulantes, na participacdo de respostas
inflamatorias e imunolégicas; agregacdo plaquetaria e regulacdo do crescimento
vascular (RUBANYI, 1993).

O endotélio vascular é constituido por uma uUnica camada de células
confluentes que cobre a superficie interna dos vasos sanguineos, com importante
participacdo na regulacdo do ténus do MLV, acdo fundamental para a manutencéo
da pressado sanguinea em niveis normais. Considerado o maior érgdo enddécrino no
organismo, o endotélio vascular é capaz de liberar substancias vasodilatadoras
como a prostaciclina (PGl,) (MONCADA et al., 1977; VANHOUTTE, 1993), o fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF) conhecido como 6xido nitrico
(FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; PALMER et al, 1987) e os fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio (EDHF) (TAYLOR & WESTON, 1988;
FELETOU & VANHOUTTE, 1988), além de substancias vasoconstritoras como a
angiotensina Il (KIFOR & DZAU, 1987), a endotelina-1 (YANAGISAWA et al., 1988),
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e o0s produtos do metabolismo do acido araquidénico como o tromboxano A, (TxA,),
as prostaglandinas H; e F,, (PGH; e PGF;,,) (FROLICH & FORSTERMANN, 1989;
VANHOUTTE, 1993) e o0 anion superoxido (FURCHGOTT, 1983; RUBANYI &
VANHOUTTE, 1986) (Figura 1).

Diversas dessas substancias regulam o estado contrétil, o crescimento e / ou
apoptose das células musculares lisas, além de participarem dos processos de
agregacao plaquetaria e de adeséo de leucdcitos (Moncada et al., 1977; Moncada et
al., 1991; Kubes et al., 1991; Rubanyi, 1993).

O endotélio, entdo, atua de modo relevante no controle do ténus vascular e
da RVP, a partir da liberacdo de substancias vasoativas (RUBANYI, 1993).
Alteracdes na sintese e / ou liberacdo desses fatores podem interferir na génese e /
ou manutencdo da hipertensdo arterial (LUSCHER & VANHOUTTE, 1986).
Modificagdes na funcdo endotelial como, por exemplo: aumento da sintese de
fatores vasoconstritores e de fatores de crescimento; e reducdo da sintese ou
liberacdo de fatores vasodilatadores podem promover elevacdo da resisténcia
vascular e, consequentemente, da pressao arterial. Essas varia¢cdes da funcédo do
endotélio foram estudadas por diversos pesquisadores, levando a denominacéo
disfuncdo endotelial (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980; PANZA, et al., 1990;
TADDEI et al., 1993; RIZZONI et al., 1996; ROSSI et al., 1997).

Ha relatos de que a disfuncéo endotelial esta relacionada ndo apenas com a
hipertensédo arterial, mas também com a aterosclerose, angina, faléncia renal e
cardiaca, sindrome coronariana, microalbumindria, trombose, coagulacao
intravascular, diabetes tipo | e Il, prejuizo na tolerancia a glicose, resisténcia a
insulina, hiperglicemia, obesidade, tabagismo, entre outros (FELETOU &
VANHOUTTE, 2006).
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Figura 1 — Esquema representativo de substancias vasoativas produzidas pelo
endotélio vascular intacto e suas repercussdes na circulacéo sistémica e no muasculo
liso vascular.

(1) Via do o6xido nitrico (NO) - vasodilatadora, (2) e (3) Via infamatoria - vasodilatadora
vasoconstritora, (3) Via da endotelina - vasoconstritora. AA = 4cido araquidénico; Arg
arginina; cGMP = 3’, 5 monofosfato de guanosina ciclico; COX = ciclo-oxigenase; ECE
enzima conversora de endotelina; ET1= endotelina 1; ETR = receptor de endotelina; GCs
guanilato ciclase solivel; GMP = monofosfato de guanosina; NOS = 6xido nitrico sintetase;
PDES5 = fosfodiesterase de tipo 5; pre-ET = pré-endotelina (adaptado de Angeli, 2013).
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1.2 FATORES REGULADORES DO TONUS VASCULAR

Juntamente as acdes dos fatores liberados pelo endotélio, as CMLVs
também exercem um papel relevante no controle da resisténcia vascular periférica,
sendo o seu estado contratil determinante para o diametro do lumen arterial, o que
ir afetar o fluxo e a presséo sanguinea (MULVANY & HALPERN, 1977).

A regulacdo da contracdo das CMLVs é dependente de uma complexa
interacdo entre estimulos vasodilatadores e vasoconstritores através dos fatores
derivados do endotélio, de neurotransmissores, de hormdnios, e a propria pressao
sanguinea (JACKSON, 2000; BLAUSTEIN & HAMLYN, 2010).

A contracdo das CMLVs depende de um aumento na concentracéo de calcio
(Ca®") citosolico para ser deflagrada. Essa concentracdo de Ca®" é regulada por
sistemas de entrada, saida e estoque de célcio. O influxo de Ca** ocorre por varios
canais, entre eles: canais para célcio operados por receptores (ROCSs); canais para
céalcio operados por voltagem (VOCSs); canais para calcio operados por estoques
(SOCs) e canais para calcio ativados por estiramento (SACs). Outros mecanismos
responsaveis pela entrada ou saida de Ca®" da célula ocorrem através do trocador
Na" / Ca®*, e também pelo armazenamento de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico
através do sequestro de Ca®" intracelular pela bomba de célcio do reticulo (KIM et
al., 2008, BLAUSTEIN & HAMLYN, 2010).

Desse modo, o influxo de Ca®" através de canais da membrana plasmatica e
a liberacdo de Ca®" de estoques intracelulares s&o a maior fonte para ativacdo da
contracdo. Essa contracdo do musculo liso vascular € mediada por dois
mecanismos, sendo eles o0 acoplamento eletromecanico e o acoplamento
farmacomecanico (SOMLYO & SOMLYO, 1968).

O acoplamento eletromecanico promove a contracdo através de
modificacdes no potencial de membrana da célula. A despolarizacdo da membrana
induzida, por exemplo, pelo aumento da concentracdo de K* extracelular, promove
influxo de Ca?' através da abertura de canais VOCs, causando contracdo
(BULBRING & TOMITA, 1987; GANITKEVICH & ISENBERG, 1991). Ainda,
trabalhos mostram que o KCI, atua como um estimulo sensibilizador de calcio na

contracdo do musculo liso (RATZ et al., 2005).
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Por outro lado, o acoplamento farmacomecéanico baseia-se na contracéo
induzida por agonistas contrateis, como fenilefrina, norepinefrina, endotelina,
angiotensina Il e serotonina. Esses agonistas ligam-se a receptores especificos da
membrana da célula muscular lisa que sdo acoplados a proteina G. A interacdo
agonista-receptor ativa a subunidade a da proteina G, que por sua vez, ativa a
fosfolipase C (PLC) levando a sintese de 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3 interage com seus receptores na membrana do reticulo
sarcoplasmatico e estimula a liberacdo de Ca®*. O DAG ativa a proteina quinase C
(PKC), que aumenta a mobilizacdo de Ca?* através de canais da membrana, além
de aumentar a sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca*" e fosforilar a cadeia
leve da miosina (MLC).

Todos esses mecanismos aumentam a concentracdo intracelular de Ca?*
(Laporte et al., 2004; Blaustein & Hamlyn, 2010). Dessa forma, o Ca*" liga-se a
calmodulina, formando o complexo Ca?*- calmodulina. Uma vez formado o complexo
Ca**-calmodulina, ocorre ativagdo da quinase da cadeia leve da miosina (MLCK),
viabilizando a interacdo entre os miofilamentos de actina e miosina, portanto, a
contracao muscular (STULL, et al., 1991; HOROWITZ, et al., 1996; KIM et al., 2008).
Quando a concentracao intracelular de Ca®* é menor que 1 pM, ocorre desativagéo
do complexo calcio-calmodulina-MLCK. Entra em acéao, entéo, a enzima fosfatase de
cadeia leve, removendo o grupo fosfato da miosina, ou seja, desfosforilando-a.
Assim, a baixa atividade da ATPase inibe a contracdo e, consequentemente, induz

ao relaxamento do musculo liso vascular.

Desse modo, fatores derivados do endotélio vascular, hormonios,
neurotransmissores e agentes farmacoldgicos possuem capacidade regulatoria
sobre a atividade contratil das células do musculo liso vascular e, portanto, sobre o
tbnus vascular, fator determinante da resisténcia vascular periférica, e,

consequentemente, da pressao arterial.

1.2.1 Oxido Nitrico

Em 1980, Furchgott & Zawadzki relataram a descoberta do Fator Relaxante
Derivado do Endotélio (EDRF), ao demonstrarem a capacidade das células
endoteliais de liberar um potente vasodilatador (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980;
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FURCHGOTT, 1984; MONCADA et al., 1991). Ap0s especulacbes sobre qual
molécula / substancia seria, de fato, este fator vasodilatador, foi descrito que o
EDRF é o radical livre biatdmico oxido nitrico (PALMER et al., 1987; FURCHGOTT,
1988; ANGUS & COCKS, 1989; MARIN & SANCHEZ-FERRER, 1990; MONCADA et
al., 199; MARIN & RODRIGUEZ- MARTINEZ, 1995).

Através da acédo da sintase do 6xido nitrico (NOS), a L-arginina converte-se
em L-citrulina e éxido nitrico. Esta sintese € induzida por varios estimulos fisicos e
guimicos, como estiramento vascular produzido por aumento da pressao arterial,
estresse de cisalhamento (shear stress), agregacdo plaquetéria, histamina,
catecolaminas, aldosterona, vasopressina, bradicinina, adenosina difosfato (ADP),
serotonina, acetilcolina, entre outras (MARIN & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997,
MONCADA, PALMER & HIGGES, 1991). Séo descritas trés isoformas da sintase do
oxido nitrico: duas constitutivas, presentes em ceélulas endoteliais (0xido nitrico
sintase endotelial, eNOS) ou em células neuronais (0xido nitrico sintase neuronal,
nNOS); e outra isoforma que ndo se apresenta de forma constitutiva, mas que pode
ser induzida por estimulos imunolégicos, que levam ao aumento de calcio
intracelular e ativacdo da expressdo em macrofagos, células endoteliais,
cardiomidcitos, dentre outros tipos celulares (FORSTERMANN & SESSA, 2012).

O oxido nitrico promove vasodilatalacdo difundindo-se para o muasculo liso
vascular e, através da ativacao da guanilato ciclase solavel (GCs) promove aumento
da concentracéo intracelular de GMPc (3", 5 -monofosfato de guanosina ciclico). O
GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) que fosforila diversas proteinas, reduzindo
a sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio e, assim, promovendo o
relaxamento vascular. Além disso, a PKG atua via canais para K* dependentes de
Ca’* e voltagem hiperpolarizando a membrana plasmatica, 0 que promove o
relaxamento. Dentre as acfes da PKG que também promovem vasodilatacdo, vale
ressaltar a fosforilacdo do fosfolambam (PLB), a qual deixa de inibir a Ca**- ATPase
do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), aumentando a recaptacdo de célcio bem
como a fosforilacdo da cadeia leve da miosina (MLCK), diminuindo sua sensibilidade
ao Ca” (MARIN & RODRIGUEZ-MARTINEZ, 1997; LINCOLN, DEY & SELLAK,
2001).

O oxido nitrico constitui um dos fatores mais importantes na regulacdo do
tbnus vascular (MONCADA, PALMER & HIGGES, 1991; MARIN & RODRIGUEZ-
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MARTINEZ, 1997), com reconhecida capacidade vasodilatadora. Este fator liberado
pelo endotélio também age inibindo a agregacdo e a adesdo plaquetaria e
leucocitaria a parede vascular (MONCADA, PALMER & HIGGES, 1991; KUBES,
SUZUKI & GRANGER, 1991), além de inibir a proliferacdo celular (GARG &
HASSID, 1989).

Estudos corroboram a teoria de que em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) a sintese de NO esta normal ou até mesmo elevada, embora sua degradacéo
esteja potencializada devido ao aumento na producdo de radicais livres (NAVA,
NOLL & LUSCHER, 1995; BRIONES et al., 1999; 2002).

1.2.2 Espécies Reativas de Oxigénio

O metabolismo aerdbico celular produz varias substancias eletricamente
instaveis e potencialmente reativas com moléculas biologicas capazes de causar
oxidacdo, denominadas espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo as de maior

relevancia: anion superoxido, peréxido de hidrogénio (H20) e radical hidroxila (OH").

A producdo de ERO no metabolismo celular € proveniente de diversos
mecanismos, entre eles: geracao oxidativa de energia pela cadeia mitocondrial (LEE
& WEI, 2007), producdo de radicais livres pelo citocromo P-450, mecanismo de
defesa dos fagodcitos que produzem radical superoxido, a xantina oxidase,
mieloperoxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases, NOS e as enzimas da familia
das NADPH oxidases (MUELLER et al., 2005; BEDARD & KRAUSE, 2007; KOH, OH
& QUON, 2009; WESELER & BAST, 2010).

No sistema vascular, o anion superoxido assume destacada relevancia entre
as EROs, sendo formado pela reducdo univalente do oxigénio que € mediada por
enzimas como a NADPH oxidase e xantinas oxidases, além de também da NOS
desacoplada (WESELER & BAST, 2010; FORSTERMANN & SESSA 2012). Apés
sua formacao, o anion superoxido, além de exercer seus efeitos em diferentes vasos
sanguineos e o0rgaos, pode dar origem a outras EROs. O anion superéxido reage
com o 6xido nitrico, inativando-o e originando o peréxido de nitrito (ONOQOY). Por
outro lado, através da acdo da superoxidodesmutase (SOD), o anion suéroxido é
dismutado em perdxido de hidrogénio (H202), o qual pode ser convertido em agua

por acéo da glutationa peroxidase (GPx) ou da catalase.
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O H,0; regula vias de sinalizacdo que levam a contracéo e ao crescimento
do mdasculo liso vascular, migracdo e inflamagdo. O H,O, também pode ser
metabolizado pela mieloperoxidase e formar o acido hipocloroso (HOCI) ou também
reagir com metais de transi¢do e dar origem ao radical hidroxila (OH") (GRIEDLING,
SORESCU & USHIO-FUKAI, 2000; SZOCS et al.,, 2002). A catalase, importante
antioxidante intracelular, € mais efetiva quando o estresse oxidativo estd em altos
niveis e participa da reacdo que transforma o H,O, em H,O e O, (CAIl, 2005;
SINDHU et al., 2005; GONGORA et al., 2006).

Dentre as enzimas oxidantes, a NADPH oxidase pode ser considerada a
mais importante fonte geradora de &anion superéxido, sendo descritas sete
isoformas; cada uma delas constiutida por uma subunidade catalitica (NOX-1, NOX-
2, NOX-3, NOX-4, NOX5, DUOX-1 e DUOX-2) e um maximo de cinco subunidades
reguladoras (p22phox, DUOXAL, DUOXA2, p67phox, NOXALl, p47phox, NOXO1l e
p40phox) que participam da ativacdo e organizagcdo espacial dos distintos
componentes da enzima. As diversas isoformas, que geralmente se definem pela
subunidade catalitica que possui, diferenciam-se pela regulacdo e localizacéo
especifica, além das EROs que produzem. Assim, NOX-1, NOX-2 e NOX-5 geram
anion superoxido e NOX-4, DUOX-1 e DUOX-2 geram H,O, (DRUMMOND et al.,
2011).

As NADPH oxidases constituem uma relevante fonte de EROs nos vasos
sanguineos, sendo qua as células endoteliais expressam NOX-1, NOX-2, NOX-4 e
NOX-5, as células musculares lisas expressam NOX-1, NOX-4 e NOX-5 e
macrofagos e mondcitos fundamentalmente NOX-2 (Figura 2). Atualmente
considera-se que NOX-1 e NOX-2 podem ser as principais subunidades que
contribuem para o estresse oxidativo vascular nas enfermidades cardiovasculares
(DRUMMOND et al., 2011).

Muito embora o organismo possa gerar grandes quantidades de EROs, em
contrapartida sédo sintetizadas substancias antioxidantes que inativam as EROs,
levando, assim, ao equilibrio desse sistema. Desse modo, o0 estresse oxidativo seria
um desarranjo deste equilibrio, na qual substancias pré-oxidantes se sobrepéem a
capacidade antioxidante do organismo. Além disso, as EROs ativam

metaloproteinases e possibilitam uma inclinacdo do balanco endotelial para a
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producéo de fatores vasoconstritores, 0s quais possuem papel fundamental na
patogénese de enfermidades vasculares (GRIENDLING & FITZGERALD, 2003).

Um mecanismo notdrio que influencia as doencas cardiovasculares é a
reacdo do anion superoxido com o oOxido nitrico, o que leva a diminuicdo da
biodisponibilidade de oxido nitrico e, portanto, aos efeitos vasodilatadores e
antiinflamatérios do 6xido nitrico; além da formacédo de peroxinitrito, que contribui
para o estresse oxidativo. Além disso, o anion superéxido também contribui para o
processo inflamatério, participando do aumento da expressdo de COX-2, presente
na hipertenséo arterial (MARTINEZ-REVELLES et al., 2013; ALVAREZ et al., 2007;
MARTIN et al., 2012).
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Figura 2 — Expressdo celular e intracelular das isoformas da NADPH oxidase na
parede do vaso sanguineo.

A) Diagrama esquematico demonstrando a localizag&o celular (células endoteliais, célula do
masculo liso vascular, fibroblastos, macrofagos e células T) das isoformas da NADPH
oxidase (NOX-1, NOX-2, NOX-4 e NOX-5) através da secao transversal de uma artéria; B)
Diagrama esquematico de uma célula hipotética na qual todas as isoformas da NADPH
oxidase (comecando com NOX-1 na coluna a esquerda e finalizando com NOX-5 na coluna
a direita) estdo expressadas em cada uma das suas possiveis localizagfes intracelulares
(Drummond et al., 2011).
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1.2.3 Ciclooxigenase-2

Os prostandides derivados da via da ciclooxigenase podem atuar sobre o
leito vascular promovendo tanto a vasoconstricdo como a vasodilatacéo e, por este
motivo, estdo diretamente relacionados ao controle do tonus e da reatividade
vascular em condic¢@es fisiologicas e patoldgicas. A producdo destes prostandides
depende da disponibilidade de &cido araquidénico e da atividade das
ciclooxigenases e sintases das prostaglandinas (DAVIDGE, 2001; ADEAGBO et al.,
2005; ALVAREZ et al., 2005, 2007).

Existem duas isoformas principais da ciclooxigenase, denominadas
ciclooxigenase-1 (COX -1) e 2 (COX-2) que realizam a sintese das prostaglandinas
e do tromboxano Az (TXA2). A isoforma constitutiva, COX-1, é expressa em muitos
tecidos e sintetiza pequenas quantidades de PGs e tem como principal funcdo a
manutencado das funcdes fisiolégicas (SMITH et al., 1996). A COX-2 é a isoforma
induzida por estimulos pré-inflamatérios, citocinas, fatores mitogénicos e
endotoxinas e possui a expressao relacionada, principalmente, com processos
inflamatorios (WU, 1995, ANTMAN et al., 2005). As isoformas da COX convertem o
acido araquidénico em Prostaglandina Hz e esta por acédo de sintases especificas é
convertida em prostaglandina E2 (PGE-2), prostaglandina I2 (PGI2), prostaglandina
F2a (PGF20), prostaglandina D2 (PGD2) ou TXA2 (MARDINI & FITZGERALD, 2001).
Mais recentemente foi descrita a COX-3 (CHANDRASEKHARAN et al., 2002), cuja
funcdo esta relacionada a sintese de prostandides que medeiam a febre e a dor
(SCHWAB et al., 2013).

Os prostandides, ap0s serem sintetizados, vao se unir a receptores
acoplados a proteinas G. Existem oito diferentes tipos de receptores para 0s
prostandides da COX: EP1, EP2, EPs, EP4, IP, FP, DP e TP. A PGE2 une-se aos
receptores EP enquanto a PGlz2une-se ao IP, a PGF2a une-se ao FP, a PGD2 une-se
ao DP e o TXAz2 une-se ao receptor TP. Apds a unido com 0s respectivos receptores
0s prostanoides vao exercer seus efeitos sobre o leito vascular. Os receptores EP2,
EP4, IP e DP quando ativados pelos prostanéides estimulam a adenilato ciclase,
promovem aumento do AMPc e relaxamento do mdasculo liso vascular. Os
receptores EP1, EP3, FP e TP quando ativados promovem a contracdo do musculo

liso vascular por distintos mecanismos. Os receptores EP1, FP e TP promovem
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vasoconstriccdo pelo aumento dos niveis de Ca2+ intracelular, enquanto o0s
receptores EP3 inibem a adenilato ciclase, reduzem os niveis de AMPc e promovem
a vasoconstriccao (FUNK, 2001; WRIGHT et al., 2001). Apesar da especificidade da
maioria dos receptores dos prostandides derivados da via da COX, o receptor TP
(do TXAz2) também pode ser estimulado pelos prostanéides PGE2, PGlz e
PGF2a (WILLIAMS et al., 1994).

Além da participacdo da COX na manutencdo das condi¢cBes fisioldgicas,
atualmente é bem conhecida a implicacdo dos prostandides derivados desta via no
processo patoldgico de varias doencas que cursam com inflamacdo, como as
cardiovasculares e renais (VANE et al., 1994; SCHONBECK et al., 1999; WU et al.,
2005). Em modelos experimentais de hipertensao foi notada maior expressdo da
COX-2 e maior participacdo dos prostanoides contrateis derivados desta via na
resposta vascular a fenilefrina (ALVAREZ et al., 2005).

1.2.4 Sistema Renina-Angiotensina

O SRA constitui um complexo sistema hormonal e exerce importante papel
na regulacdo da pressao sanguinea e na homeostase dos fluidos corporais. S&o
descritos 0 SRA circulante e também o SRA local, este, presente em diferentes
tecidos como cérebro, rins, cOrtex da adrenal, coracdo e vasos sanguineos (DZAU,
1989; DANSER, 1996; BADER et al., 2001). O SRA participa de modo relevante da
funcao dos sistemas cardiovascular e renal, pois a angiotensina Il, principal peptideo
efetor deste sistema, participa do controle do ténus vascular e da manutencédo dos
niveis de pressao arterial. Adicionalmente, é conhecido que o SRA local ou tecidual
refere-se a um sistema peptidérgico com caracteristicas de uma glandula enddcrina
(PAUL et al., 2006).

O substrato do sistema renina-angiotensina € uma a-glicoproteina chamada
angiotensinogénio que é liberada pelo figado na circulacdo e por acdo da renina,
secretada pelas células justaglomerulares dos rins, € clivado em um decapeptideo
chamado angiotensina |. Este decapeptideo por sua vez sofre a acdo da enzima
conversora de angiotensina (ECA), que é expressa principalmente nas células
endoteliais do pulméo, e é transformado em um octapeptideo chamado angiotensina
lI. Foi identificada posteriormente outra enzima participante deste sistema, uma

carboxipeptidase, denominada enzima conversora da angiotensina Il (ECA 1l) que
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cliva tanto a angiotensina | como a angiotensina Il em um metabdlito chamado
angiotensina 1-7. Tanto a ECA | como a ECA Il s&o importantes no controle dos
niveis de angiotensina Il (CRACKOWER, et al., 2002; DANILCZYK & PENNINGER,
2006).

A angiotensina Il pode atuar diretamente sobre receptores especificos
localizados nas células do musculo liso vascular ou de modo indireto, atraveés da
liberacdo de aldosterona pela estimulacdo da adrenal (QUINN & WILLIAMS, 1988;
HACKENTHAL, et al., 1990; DESCHEPPER, 1994; HALL, 2003; PERSSON et al.,
2004). A angiotensina Il atua em dois tipos de receptores: receptor da angiotensina
tipo 1 (AT,), e da angiotensina tipo 2 (AT,). A acdo da angiotensina Il sobre os
receptores AT: s80 as que caracterizam seus efeitos mais conhecidos, de
vasoconstricdo e aumento da proliferacdo e do crescimento celular, entretanto, os
receptores AT, quando estimulados, antagonizam os efeitos dos receptores AT;
(GRIEDLING, et al., 1996; STECKELINGS et al., 2005).

A angiotensina Il exerce importante acao pro-inflamatoria na parede vascular
através da producdo de espécies reativas de oxigénio, citocinas inflamatorias e
moléculas de adesdo (OHNAKA et al.,, 2000; SCHIFFRIN, 2005; PAULETTO &
RATTAZZI, 2006; ALVAREZ et al., 2007; SAVOIA & SCHIFFRIN, 2007; BELTRAN et
al., 2009) que participam das respostas inflamatorias presentes nas doencas
vasculares. Autores descreveram que este pepitideo pode levar a migracdo e a
proliferacdo de CMLVs, estimulando o processo inflamatério nestas células
(BOMFIM et al., 2011).

A angiotensina Il pode regular a producao de prostandides e a expresséao da
COX-2 em células do musculo liso vascular (OHNAKA et al., 2000; HU et al., 2002,
ALVAREZ et al., 2007; PEREZ-GIRON et al., 2014) e em fibroblastos adventiciais
através da ativacdo dos receptores AT; (BELTRAN et al., 2009). Sabe-se que a
angiotensina Il ativa a NADPH oxidase, levando ao aumento do anion superoéxido,
peréxido de hidrogénio e radicais hidroxila, exercendo relevante efeito sobre o leito
vascular através da inducdo do estresse oxidativo (CAl et al., 2003; SUZUKI et al.,
2005).

Desse modo, alteracbes no SRA estdo associadas ao desenvolvimento de

doencas como aterosclerose, insuficiéncia renal e cardiaca e, conforme objeto do



46

nosso estudo, hipertensédo arterial (RAJAGOPALAN et al.,, 1996; GRIENDLING,
SORESCU & USHIO-FUKAI, 2000; OHTSU et al., 2005), contribuindo para as
caracteristicas inflamatérias deste processo patolégico, sobretudo, através da

angiotensina Il
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1.3 RESPOSTA IMUNE E HIPERTENSAO ARTERIAL

Doengas cardiovasculares, como a hipertensdo arterial, tém sido
consideradas um processo inflamatério cronico por diversos pesquisadores
(BAUTISTA et al.,, 2005; SAVOIA & SCHIFFRIN, 2006; 2007; PAULETTO &
RATTAZZI et al., 2006; SCHIFFRIN, 2013; 2014).

A etiologia da inflamacdo € muito variada, embora os mecanismos de
instalacdo das lesGes sejam comuns, nos quais o agente inflamatorio atua sobre os
tecidos induzindo a liberacdo de mediadores que agem nos receptores existentes
nas células da microcirculacdo e dos leucdcitos. Células endoteliais e CMLVs
participam de mecanismos patogenéticos de muitas lesdes inflamatérias, pois
podem ser ativadas por inidmeros estimulos, como citocinas inflamatérias, variacdes
de fluxo e pressédo sanguinea, entre outros mediadores (PEREIRA & BOGLIOLO,
1998).

Nesse contexto, estudos relatam um aumento dos niveis circulantes de
moléculas inflamatdrias como citocinas, proteinas de choque térmico (heat shock
proteins) HSP 60 e HSP70, angiotensina Il e proteina C reativa em animais SHR e
pessoas com hipertensao arterial (BAUTISTA et al., 2001; SANZ-ROSA et al., 2005;
LI et al., 2008). Ha casos em que a proteina C reativa pode colaborar com o
prognostico da hipertenséo arterial, dada sua extrema importancia no recrutamento
e ativacdo de leucadcitos, essenciais na resposta imune, no controle de infeccdes e
no reparo dos tecidos lesionados (SESSO et al., 2003). Os leucécitos ativados, por
sua vez, influenciam a resisténcia microvascular e liberam EROs e enzimas
proteoliticas, o que pode levar a lesdo da parede vascular (OFOSU-APPIAH et al.,
2007).

A imunidade inata representa uma resposta do sistema imune inicial, rapida
e estereotipada a um nimero grande de estimulos. E representada por barreiras
fisicas, quimicas e bioldgicas, células especializadas e moléculas, presentes em
todos os individuos, independentemente de contato prévio com imundégenos ou
agentes agressores (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000; MEDZHITOV, PRESTON-
HURLBURT & JANEWAY, 1997). Por outro lado, a resposta imune adaptativa

expande o0s mecanismos de defesa, quando necessario, ativando células



48

especializadas, os linfécitos, e, consequentemente, as moléculas por eles
produzidas (DELVES & ROITT, 2000).

Considera-se como funcado primaria do sistema imune a detec¢éo e protecéo
do hospedeiro contra o perigo causado por danos celulares e teciduais, e pelo
estresse metabdlico, os quais sdo capazes de ativar as células da resposta imune
inata. Acredita-se que o0s sinais de alerta constitutivos, como a morte celular
programada, ndo funciona como perigo, ao contrario dos sinais de alerta induzidos,
como substancias geradas ou modificadas por células danificadas. Tais substancias
sdo denominadas de padrdes moleculares associados ao dano (DAMP, damage-
associated molecular pattern), os quais sdo reconhecidos por receptores que
desencadeiam a resposta imune inata, como o0s Receptores Tipo Toll (TLRs)
(MATZINGER, 2002a; 2002b). Ja foram relatados diversos DAMPs envolvidos na
hipertenséo arterial, bem como células do sistema imune, principalmente, do sistema
imune adaptativo (HARRISON et al., 2010).

Em relacdo a resposta imune adaptativa, os linfocitos T foram descritos na
hipertenséo inicialmente por estudos que demonstraram que camundongos sem
linfocitos T e B eram resistentes ao aumento da presséao arterial frente ao tratamento
com angiotensina Il ou DOCA-sal (desoxicorticoesterona-salina). Diante da
transferéncia de linfécitos T, a hipertensdo dos animais foi restaurada.
Posteriormente, foi demonstrada a importancia dos linfocitos T CD8 na hipertensao
induzida por angiotensina Il (GUZIK et al., 2007; CROWLEY et al., 2010), além da
participacédo de citocinas inflamatérias produzidas pelas células T (MADHUR et al.,
2010), além de outros trabalhos descrevendo o envolvimento de mediadores da
resposta imune adaptativa em modelos de hipertenséo induzida por angiotensina Il
ou DOCA-sal (LOHR et al., 2006; BARHOUMI et al., 2011).

Conforme mencionado, diversos trabalhos relatam o envolvimento da
resposta imune adaptativa na hipertensdo arterial, entretanto, a importancia da
resposta imune inata, responsavel pelo reconhecimento e apresentacdo dos
antigenos para os linfocitos, tem sido pouco investigada (EISSLER et al., 2011;
BOMFIM et al., 2012; SOLLINGER et al., 2014).
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1.4 RECEPTORES TIPO TOLL

Os receptores Tipo Toll (TLRs) constituem a primeira linha de defesa de
mamiferos contra microorganismos invasores e, quando ativados, podem iniciar a
resposta imune inata e, subsequentemente, a adaptativa, ambas responsaveis por

desencadear a resposta inflamatoria.

Os TLRs representam uma importante familia de proteinas transmembranicas
caracterizadas estruturalmente pela presenca de regides com repeticbes ricas em
leucina (LRR, leucine rich repeat) e cisteinas na regido extracelular, e um dominio
TIR (Toll-Interleukin-1 receptor) intracelular. Em ratos e camundongos foram
identificados 13 tipos de TLRs (TLR 1-13) e, em humanos, a familia dos TLRs consta
de 10 membros (TLR 1-10) (BOSSHART & HEINZELMANN, 2007; MICHELSEN et
al. 2004; YAMAMOTO & TAKEDA, 2010; KAWAI & AKIRA, 2010). Alguns desses
receptores estédo distribuidos pela superficie celular enquanto outros se encontram
no interior da célula, de modo que podem reconhecer e responder frente a um amplo
namero de padrdes moleculares associados a patdogenos (PAMPs, pathogen-
associated molecular pattern), tais como lipoproteinas bacterianas, RNA viral e
lipopolissacarideo. Todavia, conforme ja descrito, além dos microorganismos,
receptores tipo Toll podem também ser ativados por moléculas enddgenas, 0s

DAMPs, jA mencionados.

Em linhas gerais, o reconhecimento e a ativacdo dos TLRs através de
moléculas enddgenas, por desencadear uma resposta imune e, consequentemente
uma resposta inflamatéria, sugere um elo importante entre a imunidade e as
doencas cardiovasculares, como aterosclerose, infarto do miocéardio, disfuncéo
cardiaca em sepse e insuficiéncia cardiaca congestiva; e também entre a imunidade
e as doencas metabdlicas que cursam com disfuncdo vascular, como diabetes e
obesidade, sendo que a inibicdo dos TLRs sugere um efeito protetor diante destas
condicBes patologicas (FRANTZ, ERTL & BAUERSACHS, 2007).

1.4.1 Receptores tipo Toll 4 (TLR4) e resposta inflamatéria

Entre os membros da familia dos TLRs, o TLR4 é um receptor importante na
mediacao da resposta inflamatdria, o qual se encontra expressado na superficie de

diversos tipos celulares, incluindo células do endotélio vascular e CMLVs. Apos
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ativacdo, como os demais TLRs, o TLR4 pode desencadear o sistema imune inato e
adaptativo, cujos mecanismos estao envolvidos na inflamagéao (TSAN & GAO, 2004;
KAWAI & AKIRA, 2010).

O TLR4 pode reconhecer e responder ao LPS, seu ligante caracteristico,
que é o glicolipideo da parede celular de bactérias Gram-negativas. Este receptor
também €& capaz de reconhecer e gerar resposta diante de compostos nao
infecciosos, dentre os quais: proteinas de choque térmico (HSP, heat shock protein),
proteinas do grupo de alta mobilidade Box 1 (HMGBL1, high mobility group box 1
protein) e componentes da matriz extracelular produzidos em resposta a morte e / ou
aos danos celulares — DAMPs —, tais como fibronectina, heparan sulfato e
fibrinogénio (PICCININI & MIDIWOQOD, 2010).

O LPS, ao se associar com a proteina plasmatica de unido ao LPS, a LPB
(LPS-binding protein), forma um complexo que é reconhecido pelo receptor de
membrana CD14, através do qual se ativa TLR4. A via de sinalizagdo do TLR4
depende da presenca do seu co-receptor MD2 (myeloid differentiation receptor 2),
gue € uma glicoproteina de membrana que se associa ao dominio extracelular de
TLR4, uma regido com LRR. Uma vez ativado, o TLR4 sofre modificacdes
conformacionais, permitindo o recrutamento de moléculas adaptadoras, dentre elas,
o fator de diferenciacdo mieléide 88 (MyD88, myeloid differentiation factor 88),
caracterizando a via dependente de MyD88, cuja cascata resulta na ativacao
precoce do fator nuclear (nuclear factor, NF) kB, o NF-kB. Por outra via,
independente de MyD88, a sinalizacdo de TLR4 leva a ativacao tardia de NF-kB. O
tipo de sinalizacdo que sera desencadeada por TLR4 ira depender do uso seletivo
de diferentes combinacdes de moléculas adaptadoras (AKIRA & HOSHINO, 2003;
KAWAI & AKIRA, 2010) (Figura 3).

A via depedente de MyD88 inicia-se quando o dominio intracelular de TLR4,
TIR, que divide homologia com o receptor da interceleucina (IL-1) -, associa-se a
MyD88 através da proteina adaptadora TIRAP (TIR associated protein). Ocorre,
entdo, a associacdo de MyD88 com a quinase associada ao receptor IL-1, IRAK4
(IL-1 receptor-associated kinase), favorecendo a fosforilacdo da IRAK1, cujo
complexo combina-se a molécula TRAF6 (tumoral necrosis factor (TNF) receptor
associated factor). O complexo IRAK-TRAF6 se dissocia, entdo, do receptor TLR4,

ativando diversas quinases. Assim, a ligacdo da TRAF6 é capaz de ativar TAK1
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(tumoral growth factor B8 (TGF-B) activated kinase 1), formando um complexo com
TAB1 e TAB2 (TAK binding protein, TAB). Consequentemente, TAK1 ativa o
complexo IkB quinase (IKK, IkB kinase), levando a ativacdo de fatores de
transcricdo, como NF-kB e AP-1 (activator protein-1, AP-1), que controla a
transcricdio de genes pro-inflamatorios, como as formas induziveis da
ciclooxigenase, COX-2, e da sintase do 6xido nitrico, iINOS. Simultaneamente, TAK
1 ativa diferentes proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPk), como ERK 1/2
(quinases 1 e 2 reguladas por sinal extracelular), JINK (JUN N-terminal kinase) e p38,
0 que promove inducdo de citocinas pro-inflamatérias (BOSSHART &
HEINZELMANN, 2007; MICHELSEN et al. 2004; YAMAMOTO & TAKEDA, 2010;
KAWAI & AKIRA, 2010; WANG et al., 2010).

Por outro lado ocorre a via ndo dependente de MyD88, através da qual a
sinalizacdo do TLR4 leva a ativacao tardia de NF-kB. Esta via inicia-se quando o
receptor TLR4 recruta a molécula adaptadora TRAM (Toll-receptor associated
molecule) (também conhecida como TICAM-2) e o seu dominio intracelular (TIR) que
induz o interferéon (IFN) B, denominado de TRIF ou TICAM-1. Esta sinalizacdo néo
dependente de MyD88 contribui ndo somente para a ativacao tardia de NF-kB e
citocinas inflamatdrias, mas também para a inducdo do fator regulador de IFN 3
(IRF3), um fator de transcricdo que induz genes de interferon tipo I, tais como IFN-f3
e IP-10 (proteina 10 induzivel por IFN-y). Nesta via também sao ativados diferentes
mesmbros da familia das MAPK, incluindo p38 e JNK, as quais estdo implicadas na
transcricdo de genes e na regulacdo da estabilidade de RNAm (BOSSHART &
HEINZELMANN, 2007; YAMAMOTO & TAKEDA, 2010; KAWAI & AKIRA, 2010;
WANG et al., 2010).

Foi também demonstrado que, diante da ativacdo do TLR4, LPS pode
produzir EROs, como anion superéxido e peréxido de hidrogénio (ASEHNOUNE et
al., 2004; RYAN et al., 2004; PARK et al., 2006; PACQUELET et al., 2007). As EROs
geradas a partir da ativacdo do TLR4 provém, principalmente, da NADPH oxidase e
da mitocondria (WEST et al., 2011).

Outra importante molécula inflamatéria que pode ser ativada através do
estimulo do TLR4 é a COX-2, que, neste caso, ird regular a producdo de
prostaciclina (KUPER, BECK & NEUHOFER, 2012).
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Figura 3 — Esquema ilustrativo das vias de sinalizacdo ativadas por TLR4, a via
dependente de MyD88 e a via independente de MyD88, que representam a ativacéao
precoce e tardia de NF-kB, respectivamente.

LPS: lipopolissacarideo; LPB: proteina de ligacdo ao LPS; MD-2: receptor de diferenciacéo
mieldide 2; TLR4: receptor tipo Toll 4; TIR: receptor Toll/Interleucina-1; TIRAP: proteina
associada a TIR; IRAK: quinase associada ao receptor Interleucina-1 (IL-1); TRAF: fator
associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TNF); TAK: quinase ativada pelo fator de
crescimento tumoral (TGF); TAB: proteina de ligacdo a TAK; IKK: IkB quinase; NF-kB: fator
nuclear kB; AP-1: proteina ativadora-1; COX-2: ciclooxigenase-2; iINOS:06xido nitrico sintase
induzivel; MAPK: proteinas quinases ativadas por mitdgeno; ERK: quinase regulada por sinal
extracelular; JNK: quinase JUN N-terminal; TRAM: molécula associada ao receptor Toll;
TRIF: dominio intracelular que induz interferdn; IFN 3: interferon 3; IRF3: fator regulador de
IFN 3; IP-10: proteina 10 induzivel por IFN-y.

Considerando o aumento de citocinas inflamatorias e a inducdo de genes
préinflamatérios, como COX-2 e iINOS, bem como a producédo de EROs, a resposta
imune desencadeada por TLR4, levando a ativacdo complexa e multidirecionada de
uma cascata inflamatoéria, pode atribuir a este receptor um importante papel no
desenvolvimento da inflamacédo observada em doencas cardiovasculares, como a

hipertenséo arterial.



53

1.4.2 Receptores tipo Toll 4 (TLR4) e doengas cardiovasculares

Existem numerosas evidéncias de que a via de sinalizagdo dos TLRs e a
imunidade inata contribuem para o0 processo inflamatério presente no

desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Neste contexto, foi observado que a placa de ateroma é caracterizada pelo
acumulo de numerosos ligantes enddgenos do TLR4, na qual foi detectada o
aumento da expressao desse receptor, principalmente em células endoteliais,
macréfagos e fibroblastos adventiciais (COLE et al., 2010). Também tem sido
observado um incremento da expressdo de TLR4 em CMLVs de artérias coronarias
ateroscleréticas humanas (OTSUI et al., 2007), assim como em mondcitos
circulantes de pacientes com aterosclerose coronariana (GENG et al., 2006). Além
de contribuir para a patogénese da aterosclerose, o TLR4 também participa da
desestabilizacdo da placa de ateroma (DEN DEKKER et al.,, 2010),