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Participagéo do receptor gama ativado por
proliferadores de peroxissomos (PPAR-y) na
fisiopatologia da aterosclerose

Paﬂicipation of the peroxisome proliferator
activated receptor gamma (PPAR-y) in the
atherosclerosis fisiopathology

SINOPSE

Doengas das artérias corondrias séo a causa mais freqiiente de morte em sociedades
industrializadas. O entendimento detalhado dos eventos que ocorrem em nivel molecular
e celular, durante a formacdo da placa de aterosclerose, € um pré-requisito para o plane-
jamento de uma estratégia racional para o tratamento desta doenca: Nessa revisdo, seréo
apresentadas evidéncias envolvendo o receptor nuclear gama ativado por proliferadores
de peroxissomos — PPAR-y — em uma série de reagdes que regulam a diferenciagio e o
metabolismo lipidico em mondcitos, macréfagos e células musculares lisas da camada
média vascular, PPAR-g é induzido nessas células pela exposi¢do a LDL oxidada e é
expresso em altos niveis nas células espumosas das lesdes ateroscleréticas. Além disso, a
ativag@o dos ligantes deste receptor leva a indugéo transcricional de um receptor de var-
redura (scavenger), o CD 36. Esse receptor possibilita aos mondcitos em cultura a habili-
dade de ligar e internalizar LDL oxidada. Assim, esses resultados sugerem um inespera-
do envolvimento do PPAR-y no desenvolvimento da lesdo aterosclerdtica.

UNITERMOS: Aterosclerose, Endotélio, LDL Oxidada, Receptores de Varredura, Mondci-
tos, Macréfagos, Células Musculares Lisas, Células Espumosas, PPAR-y.

ABSTRACT

Coronary artery disease is the leading cause of death in industrialized societies, A
detailed understanding of the molecular and cellular events that underlie the formation
of the atherosclerotic plaque is a prerequisite to the rational design of therapeutics for
this disease. In this review, it is going to be presented evidences implicating the peroxis-
some proliferator activated nuclear receptor gamma — PPAR-y — in a novel signaling
pathway that regulates differentiation and lipid metabolism in monocytes, macrophages,
smooth muscle cells from the vascular endothelium. PPAR-v is induced in these cells by
exposure-to oxLDL and is expressed at high levels in the foam cells of atherosclerotic
lesions. Moreover, ligand activation of this receptor leads to the transcriptional induc-
tion of the scavanger receptor, the CD 36. This receptor-endows cultured monocytes with
the ability to bind and internalize oxLDL. Altogether, these results suggest that PPAR-y
may play an unexpected role in the development of the atherosclerotic lesion.

KEY WORDS: Atherosclerosis, Endothelium, Oxidized LDL, Scavenger Receptors, Mo-
nocyte, Macrophages, Smooth Muscle Cells, Foam Cells, PPAR-Y.

nar o que ele observou como sendo um

0 NTRODUCAO

A aterosclerose € a causa mais co-
mum de doenca cardiaca e vascular,
considerando-se dados obtidos a partir
de pesquisas realizadas em paises de-
senvolvidos (1).

A palavra ateroma foi criada por
Celsius, ha dois mil anos, para desig-

“tumor gorduroso”. Tal denominagio
fora mantida até a metade do século
XIX quando, com o estudo do enrije-
cimento vascular, teve seu significado
ampliado para o termo arteriosclerose.
Atualmente, entretanto, tem-se prefe-
rido a palavra aterosclerose por tratar-
se de uma designac@o mais global e que
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envolve tanto a formagdo do ateroma
como a rigidez progressiva da parede
arterial. As palavras arteriosclerose e
ateroma restringem-se, deste entdo, a
descri¢ao das mudangas anatdmicas
nas-artérias lesadas (2).

O presente trabalho tem por objeti-
vo promover uma. revisao bibliografi-
ca acerca da lesdo aterosclerdtica e dos
fatores relacionados com sua formag@o
¢ agravamento. Assim, propdem-se
correlacionar essa patologia com as
ultimas linhas de pesquisa que tentam
esclarecer alguns de seus mecanismos
fisiopatolégicos ainda obscuros.

Atualmente, pressupde-se que anor-
malidades do metabolismo lipidico de-
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vam estar envolvidas com 0s proces-
sos bioquimicos e, conseqiientemente,
clinicos da aterosclerose. Esse envol-
vimento vem sendo desvendado atra-
vés da caracterizaciio de um receptor
nuclear: o PPAR-y. Evidéncias sugerem
que ele pode estar relacionado com a
proliferacdo da placa aterosclerdtica
por promover a transcricdo de RNAs
que codificam receptores.de superfi-
cie especificos para lipoproteinas,
possibilitando, desse modo, um maior
aporte de lipides a locais onde a pla-
ca de aterosclerose estd se desenvol-
vendo.

Os receptores ativados por prolife-
radores de peroxissomos (PPARs) sdo
membros de uma superfamilia de re-
ceptores nucleares que podem ter sua
acdo desencadeada por vérios xenobi-
oticos e fatores de transcri¢éio naturais
que regulam genes envolvidos com o
metabolismo lipidico € com a diferen-
ciagio de adipécitos. Em numerosos
tipos celulares, os PPARs sio co-ex-
pressos com seus niveis relativos va-
riando de um local para outro (3). Trés
tipos de PPARs, a saber, PPAR-q,
PPAR-B ¢ PPAR-y, formam uma sub-
familia dentro da familia de genes de
receptores nucleares de hormdnios (4).
O PPAR- € altamente ativo em hepa-
técitos, cardiomidcitos, enterécitos e
nas células do tiibulo proximal do rim.
O PPAR-f é expresso, geralmente, em
diversos tecidos com niveis mais ele-
vados do que o PPAR-a e 0 PPAR-y,
sendo que este tltimo aparece predo-
minantemente em células do tecido
adiposo e do sistema imunolégico (3).
A disponibilidade de ligantes e ativa-
dores para o PPAR-0 e 0 PPAR-y per-
mitiram um acesso inicial a suas res-
pectivas funcdes: regulacdo do meta-
bolismo, da glicose e de lipides, dife-
renciacdo de adipdcitos, responsivida-
de inflamatéria € homeostasia energé-
tica. Enquanto o PPAR-o parece me-
diar seus efeitos principalmente atra-
vés da oxidacfo lipidica, o PPAR-y
exerce um papel chave no armazena-
mento de-lipides. Espera-se que os
préximos anos sejam bastante pro-
missores, ji que estudos adicionais
irdo refinar nossos conhecimentos
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sobre os PPAR-o ey, assim como réf
velar um papel e um ligante para o

tltimo dos PPARs ainda 6rfio, o

PPAR-3 (4).

A clonagem parcial por DNAc do
PPAR-y humano permitiu a mensura-
c¢do de duas variantes: 0 PPAR-y 1 e o
PPAR-y 2. Tanto os RNAm doy1 quan-
to os doy2 sdo abundantemente expres-
sos no tecido adiposo. O PPAR-y 1 foi
detectado em baixos niveis no figado e
no coragdo, ao passo que os RNAsm
doy1 e y2 sdo expressos em baixos ni-
veis no musculo esquelético (5). A ex-
pressdo em adip6citos do RNAm do
PPAR-y 2 estd elevada na obesidade
humana; aumento este que € observa-
do igualmente em homens e em mu-
Iheres (5). Sabendo ainda que o PPAR-
Y2 é mais expresso em células do sis-
tema imunoldgico (além de seu ja re-
ferido envolvimento na diferenciacio
de adipdcitos e armazenamento de li-
pides), podemos deduzir que € este,
especificamente, que se relaciona com
o desenvolvimento da lesdo ateroscle-
rética (5, 6).

@ TEROSCLEROSE
Conceituacio

A aterosclerose € um processo de-
generativo complexo que consiste no
espessamento e endurecimento das ar-
térias de grande e médio calibre, em
conseqiiéncia a uma resposta inflama-
téria cronica do endotélio destes vasos
a determinadas formas de injuria. As
lesdes aterosclerdticas ocorrem nas
camadas interna (intima) e média das
artérias e limitam-se a estas regides.
Estaslesdes provocam o estreitamen-
to da luz arterial, podendo tornar-se
suficientemente amplas a ponto de
levar a oclusio da artéria, com a con-
seqiliente diminui¢do do suprimento
sangiifneo para os tecidos ou 6rgios
distais a lesdio. A aterosclerose € res-
ponsdvel pela maioria dos casos de
infarto agudo do miocédrdio e cerebral
que, juntos, constituem a principal
causa de morte em paises desenvol-
vidos (1).

Fatores de risco para a
aterosclerose

Dentre todos os fatores que predis-
pdem ao desenvolvimento da ateroscle-
rose, 0s principais sdo: hipertensao ar-
terial sistémica, tabagismo, sedentaris-
mo, obesidade, hiperlipidemia, estres-
se, diabetes mellitus e idade avangada.
As mulheres, apés a menopausa, apre-
sentam risco aumentado de desenvol-
ver a doenga, devido ao decréscimo em
seus niveis de estrogénio enddégeno.

Patogénese

Os ateromas sdo, inicialmente, fo-
cais e aleatoriamente distribuidos, mas,
a medida que a doencga se desenvolve,
estes focos se tornam mais numerosos,
de modo a ocluir completamente a cir-
cunferéncia do vaso atingido. Nas ar-
térias menores, os ateromas tendem a
ser obstrutivos; jd nos vasos de grande
calibre, a doenca tem caréter destruti-
VO, uma vez que, nestes, o ateroma ten-
de a se romper e levar & formacéo de
trombos, 0s quais, posteriormente, irdo
obstruir a passagem do sangue (1).

. Uma das hipéteses para a formacio
da placa aterosclerética reside na se-
qiiéncia de eventos desencadeados pela
hiperlipidemia, mecanismo esse que
serd especificamente abordado nessa
revisdo.

Hé evidéncias de que niveis croni-
camente aumentados de colesterol al-
teram a proporg¢ao lipidica da membra-
na plasmatica das células endoteliais.
Ocorre aumento da viscosidade e di-
minuigdo da fluidez destas, tornando-
as, portanto, mais vulnerdveis ao trau-
ma provocado pelas alteragdes do flu-
x0 sangiiineo — supdem-se que o fluxo
turbulento cause dreas focais de disfun-
¢do endotelial, predispondo ao desen-
volvimento de lesdes nesses sitios.
Tem-se observado que as artérias elds-
ticas (aorta, carétida, iliacas) e artérias
musculares de grande e médio calibre
(corondrias e poplitea) sdo os locais
mais freqiientemente atingidos, o que
estd associado, como referido, ao flu-
x0 turbilhonar de sangue nesses terri-
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térios. Na verdade, as lesdes inicial-
mente se desenvolvem em pontos mor-
fologicamente intactos do endotélio e
esse aumento de permeabilidade € di-
retamente acompanhado pelo aumento
da ades#o de leucdcitos e alteragdes na
expressio de genes préprios das célu-
las endoteliais. Tais genes sio respon-
sdveis pela expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio, como a molécula
de adesdo intercelular-1 (ICAM-1 in-
tercellular adhesion molecule-1) e, es-
pecialmente, moléculas de adesdo de
células vasculares (VCAM-1 vascular
cell adhesion molecule-1). Elas sido
expressas no lume do vaso, mediando
a adesdo de mondcitos e linfécitos cir-
culantes durante sua entrada na placa.
Essas alteracdes sdo mais evidenciadas
nas bifurcagdes e ramificacdes das ar-
térias (1).

Evidéncias apontam que a disfun-
cdo endotelial na aterosclerose parece
ser desencadeada por endotoxinas, hi-
poxia, produtos derivados do tabagis-
mo, toxinas especificas do endotélio
(como a homocisteina) e, possivelmen-
te, virus ou outros agentes infecciosos
(1).

Quando a regido endotelial € dani-
ficada, mondcitos e linfécitos migram
por entre as células endoteliais, passan-
do a se localizar no subendotélio. Os
mondcitos se diferenciam em macré-
fagos, os quais podem proliferar e acu-
mular colesterol e ésteres de colesterol
de lipoproteinas modificadas (princi-
palmente LDL oxidada) que contém
apoproteina B-100 — VLDL, IDL e
LDL —, dando origem as chamadas cé-
lulas espumosas (7, 8). A hipercoles-
terolemia ainda pode debilitar a fungio
endotelial, pois € capaz de proporcio-
nar um aumento da producdo de supe-
roxidos e outros radicais livres que ati-
vam a formacdo de 6xido nitrico — fa-
tor de relaxamento vascular, cuja rele-
vancia para o desenvolvimento da
doenca estd sendo estudada. O estres-
se oxidativo também ativa o NF-kB (fa-
tor de proliferacio celular), assim como
a producdo de protefnas como as cita-
das anteriormente (molécula de adesdo
intercelular — 1 e molécula de adesdo
vascular — 1).

A modificagio oxidativa dos lipi-
des, por radicais livres e espécies ati-
vas de oxigénio, € o que leva a forma-
¢do de LDL oxidada (L.LDLox), a qual
é rapidamente captada por macréfagos
através de receptores chamados de var-
redura. Esses receptores nio sdo os
mesmos para a molécula nativa de LDL
e caracterizam-se por serem os princi-
pais responsdveis pela formacdo das
células espumosas. Além disso, a
LDLox é quimiotdtica para mondcitos
circulantes; aumenta a adesdo dos mo-
ndcitos através da'traducdo das molé-
culas endoteliais de adesdo; inibe a
mobilidade dos macréfagos, favorecen-
do o recrutamento e a sua retencio em
placas; estimula a liberacdo de fatores
de crescimento e citoquinas; € citotd-
xica para células endoteliais e células
musculares lisas e € imunogénica, le-
vando a produgdo de anticorpos contra
aLDLox. Estudos comprovando a pro-
tecdo do endotélio por vitaminas anti-
oxidantes, como betacaroteno e vitami-

na E, e por drogas que inibem a gera-

cdo de oxidantes sugerem o fato de a
hiperlipidemia levar a lesdo através do
estresse oxidativo no endotélio (1).

Os macréfagos também produzem
interleucina-1 (IL-1) e o fator de ne-
crose tumoral (TNF), responsaveis por
aumentar a adesdo de outros leucdci-
tos. As espécies toxicas de oxigénio,
que também causam a oxidagdo da
LDL ainda induzem a producio de fa-
tores de crescimento que podem con-
tribuir para a proliferacdo das células
musculares lisas da camada média vas-
cular. Essas migram para a intima, onde
proliferam e também tornam-se aptas
a internalizarem lipides, transforman-
do-se em células espumosas. As célu-
las musculares lisas, assim como 0s
macréfagos, apresentam receptores de
varredura de alta afinidade para apo-
proteinas B presentes na superficie das
lipoproteinas, levando, entdo, ao aci-
mulo de lipides (1).

Todos esses fatores levam ao agru-
pamento de células espumosas nas ca-
madas intima e média, resultando na
visualiza¢@o macroscépica das estrias
gordurosas (fatty streaks), caracteristi-
cas de lesdes ateroscleréticas (1).

v
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Se os fatores incitantes persistirem
(hipercolesterolemia ou outros), a pro-
liferacdo das células musculares lisas
e a deposicdo de matriz extracelular
(coldgeno) na intima e média irdo con-
verter as estrias gordurosas em atero-
mas fibrogordurosos. O préprio dano
endotelial, por sua vez, pode ocasio-
nar a exposigéo do tecido subendoteli-
al a concentracdes aumentadas de cons-
tituintes do plasma que facilitam a ade-
sdo de plaquetas. As plaquetas produ-
zem tromboxane A2 (substancia vaso-
constritora), ADP (quimiotatico para
plaquetas) e fatores de crescimento
(como o PDGF —platelet-derived gro-
wth factor — fator de crescimento deri-
vado de plaquetas), responséveis por
levar 2 proliferacio das células mus-
culares lisas da camada média (1).

Sdo também considerados fatores
proliferativos das células musculares
lisas, além do fator de crescimento de-
rivado de plaquetas, o FGF (fator de
crescimento de fibroblastos) e o TGF-
o (fator de crescimento transformante
o). Como fatores inibitdrios, temos mo-
léculas do tipo heparina e o TGF- (fa-
tor de crescimento transformante 3) (1).

A seqiiéncia de eventos desencade-
antes da lesdo aterosclerética pode ser
revisada, esquematicamente, na Figu-
ral. ‘

SPECTOS DO
METABOLISMO DE
LIPIDES

A gordura absorvida na dieta e os
lipides sintetizados pelo figado e teci-
do adiposo devem ser transportados
para os varios tecidos e 6rgdos, para
sua utilizacdo e armazenamento. Uma
vez que-os lipides sdo insoliveis na
agua, surge o problema de como trans-
porta-los em um ambiente aquoso — o
plasma sangiiineo. Isso € solucionado
pela associacdo de lipides ndo polares
(triglicerdis e ésteres de colesterol) com
Ifpides anfipaticos (fosfolipides e co-
lesterol) e proteinas, resultando em li-
poproteinas misciveis na dgua (7, 8, 9).

Os lipides necessdrios para a ho-
meostase sdo, na maioria das vezes,
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_ Endotélio ingeridos na alimentacgo. Muitos desses
Intima podem ser sintetizados também a partir
Média

do metabolismo préprio do ser humano.
Entretanto, alguns [ipides sfo considera-
dos nutricionalmente essenciais e devem
ser necessariamente providos a partir de
fontes alimentares, uma vez que néo po-

Adventicia-

) Maiores fatores de risco:
Diabetes melitos

Hiperlipidemia o dem ser sintetizados pelo organismo.
Hipertensao resposta & injuria Foram:reconhecidos dois dcidos
Tabagismo graxos poliinsaturados como sendo es-

senciais na alimentacfo, a0 menos de
alguns animais, inclusive do homem:
o é4cido linoléico (6mega 6) e 0 4cido
alfa linolénico (dmega 3). Um terceiro
dcido considerado essencial ¢ o dcido
araquiddnico, que pode ser formado a
partir do 4cido linol€éico. A principal fun-
¢do desses. grupos consiste em servir
como precursores de leucotrienos, lipo-
xinas, prostaglandinas ¢ tromboxanes (9).
Apesar de os 1ipides fornecerem par-
te significativa da energia requerida pe-
los processos metabdlicos do organismo,
nio constitui: esta a tnica de suas fun-
¢oes. Eles sdo, por exemplo, constituin-
tes essenciais da membrana plasmatica
das células e sdo, também, substratos para
a formacdo de hormdnios esteréides. Os
lipides servem, ainda, como vefculo ali-
1) Migragao de células musculares =~ mentar para as vitaminas lipossoltiveis e
Ils'as da f:anjat:{a med;a para a mt'm?; ) fornecem os 4cidos graxos poliinsatura-
Diferenciagéo de monécitos a macréfagos. estrias gordurosas do: .. N . ;.
‘ 0s essenciais que o organismo. € inca-

paz de sintetizar (7, 9).

1) Dano endotelial;
Aumento da permeabilidade;
Adesdo e migragao de leucécitos € monocitos.

Tipos de lipoproteinas e sua
funcio

v) Formagao de celulas

espumosas. Existem quatro grupos principais e

outros tantos subgrupos de hpoprotel-
nas p Iasmatlcax Dentre as principais
estao: quilomicra, lipoprotefnas de den-
sidade muito baixa (VLDL), lipopro-
teinas de baixa densidade (LDL) e li-.
poprotefnas de alta ¢ Ln51dadL (HDL)
Como gxernplo dos subgrupos de lipo-
protefnas estao as quilomicra remanes-
centes e as lipoproteinas de densidade
mtermed]aua (IDL) Os constituintes
essenciais das mesmas sio trigliceri-
_ Proliferagdo de musculo liso;. . dios, colesterol, esteru de colesterol,
Deposigéo de colageno fosfol1p1< es e plotemas A contribui-
e de Iipides linfécito  colageno ¢do relativa de cada uma dessas subs-
tancias para a composi¢io de cada tipo
de lipoproteina pode scr analisada a

Figura 1 — Formagao da Placa Aterosclertica . ' partir da Tabela 1 (9, 10).

V) Desenvolvimento da
-placa aterosclerotica:

~ lipides
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Tabela 1 — Composicao das lipoproteinas do plasma humano

Fracao Densidade Proteinas Total Triacilgli-  Fosfo- Esteres de Colesterol Acidos

(%) Lipides cerdis lipideos colesterol livre graxos

(%) livres

Quito-micra <0,95 1-2 98-99 88 8 3 1
VLDL 0,95-1,008 7-10 90-93 56 20 15 8 1
IDL. 1,019-1,063 11 89 29 26 34 9 1
LDL 1,063-1,125 21 79 13 28 48 10 1
HDL 1,125-1,210 33 67 16 43 31 10

Colesterol, trigliceridios e fosfoli-
‘pides da dieta sfio absorvidos pelo in-
testino e empacotados em grandes li-
poproteinas de 80 a 500 nm chamadas
de quilomicra. Como todas as lipopro-
teinas, as quilomicra s3o um comple-
xo de proteinas e lipides. A porcéo pro-
téica das lipoproteinas é chamada de
apolipoproteina ou apoproteina. As
quilomicra contém elevada relacdo de
trigliceridios/colesterol. Essas sdo se-
cretadas no sangue, principalmente via
ducto tordcico, para serem entregues
aos tecidos; essa € a chamada rota de
transporte de lipides exdgenos, uma vez -
que provém de fora do organismo (7).

As quilomicra circulantes sdo me-
tabolizadas pela lipase lipoprotéica dos
tecidos, 0s quais reconhecem a apo A
I, apo A 1V e apo B-48. Essa enzima
hidrolisa os trigliceridios a 4cidos gra-
xos livres e glicerol, os quais podem
ser absorvidos pelas células. Os trigli-
ceridios que ndo sdo imediatamente
hidrolisados por essa enzima conti-
nuam nas quilomicra, formando as qui-
lomicra remanescentes, que, por sua
vez, sio levadas ao figado onde sofre-
rdo reciclagem por réeconhecimento das
apo B-48 e apo E (7).

Lipides que sdo entregues ao figa-
do via quilomicra remanescentes sdo
digeridos por enzimas e reaproveitados
em novas lipoproteinas. Além disso, o
figado sintetiza lipides por viade novo.
Esses sdo combinados com apoprotei-
nas hepdticas e secretados no sangue
como lipoproteinas de muito baixa den-
sidade (VLDL). Os receptores perifé-
ricos dos tecidos reconhecem, para fins
de internalizacio, no caso desta lipo-
proteina, os constituintes protéicos apo
CI,ClIleC1lIl, apo E e apo B-100 (7).
Através, mais uma vez, da ac@o da li-

pase lipoprotéica sobre os trigliceridios -

(apds ativagdo pela apo C 1I) ocorre a
formac@o de VLDL remanescente. Par-
te dessas, por sua vez, sdo recaptadas e
degradadas pelo figado. As restantes
sdo submetidas a continua acgdo de li-
pases e, assim, convertidas a lipopro-
tefnas de densidade intermedidria e li-
poproteinas de baixa densidade. Uma
fracdo significante da IDL e LDL é,
novamente, absorvida e metabolizada
pelo figado. Entretanto, em torno de
60% da DL s#o internalizados pelas
células da periferia e, desse modo, uti-
lizados. A entrega de colesterol e tri-
gliceridios na forma de VLDL e LDL
para tecidos extra-hepaticos pela cor-
rente sangiiinea € a chamada rota de
transporte de lipides endégenos, por-
que a VLDL ¢é produzida endogena-
mente (7). As rotas das lipoproteinas
acima descritas podem ser visualizadas
na Figura 2.

Virtualmente, todos os tecidos po-
dem sintetizar colesterol por via de
novo, mas a LDL € a principal fonte de
colesterol do organismo. Ela é captada
pela célula via endocitose mediada por
receptor. O niimero de receptores na
superficie celular é regulado pela ne-
cessidade intracelular de LDL, como
serd posteriormente abordado. Os re-
ceptores de LDL reconhecem duas apo-

lipoproteinas: a apo B-100 e a apo-E,

presentes na superficie externa da LDL
(8). Caso ocorra excesso de colesterol
intracelular a partir da captacdo e me-
tabolizacdo da LDL, esse aumento ina-
tiva a HMG-CoA redutase (uma enzi-
ma limitante da sintese intracelular de
colesterol), além de estimular a
acilCoa:colesterol-aciltransferase (acyl
CoA:cholesterol acyltransferase —
ACAT). Quando essa enzima € ativa-

&
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da, o excesso do contingente de coles-
terol é esterificado a ésteres de coles-
terol e armazenado em nivel celular. A
ACAT também tem um importante pa-
pel na supressdo do receptor de coles-
terol (7). -

Em circunstincias normais, ocorre
acimulo de colesterol na membrana
das células de tecidos extra-hepaticos
(11). Este excesso pode retornar ao fi-
gado via lipoproteinas de alta densida-
de em um processo chamado de trans-
porte reverso de colesterol. Assim, 0
HDL retira o excesso de colesterol li-
vre das células através da liga¢do com
o receptor de apo A I presente nessas
lipoproteinas (8). Esse processo € fa-
vorecido, como exposto na Figura 2,
por uma enzima chamada lecitina-co-
lesterol-aciltransferase (lecithin-cho-
lesterol acyltransferase — LCAT), que
converte colesterol em éster de coles-
terol. Devido a isso, a LCAT também
tem um importante papel na manuten-
cdo do gradiente de difusdo do coles-
terol das membranas celulares para a
HDL plasmatica (7). O sistema HDL/
LCAT, a parte da breve fase de absor-
¢do intestinal, constitui a mais impor-
tante fonte de ésteres de colesterol para
as células do organismo (10). Os €s-
teres de colesterol podem ser trans-
feridos da HDL para a VLDL pela
acdo da proteina de transferéncia de
éster de colesterol (cholesterol ester
transfer protein — CETP) (7). Portan-
to, as concentragdes de HDL estdo in-
versamente relacionadas a incidéncia
de aterosclerose (9).

O excesso de colesterol hepdtico
pode ser excretado na bile como sais
biliares ou colesterol livre, onde pode
sofrer reabsorcdo pelo intestino ou ser
excretado nas fezes (7).
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Figura 2 — Rotas das lipoproteinas no organismo e enzimas envolvidas no seu pro-

cesso de metabolizagéo.

@ EéEPTORES DE

SUPERFICIE PARA LDL
NATIVA E LDL OXIDADA

O mais bem caracterizado receptor
para lipoproteina € o receptor de LDL,
o qual é capaz de reconhecer a apopro-
teina E (apo E) e a apoptroteina B-100
(apo B-100), que sio constituintes pri-
mdrios das LDL, VLDL, IDL e quilo-
micra remanescentes. Existem, entre-
tanto, receptores especificos para lipo-
proteinas quando essas sofrem modifi-
cagtes. Exemplo importante desse gru-
po sdo os receptores de varredura en-
contrados em macréfagos, mondcitos,
plaquetas, tecido adiposo e epitélio
mamdrio, especificos para LDLox (12).

‘Os receptores de varredura tém
sido, recentemente, melhor caracteri-
zados ¢ divididos em subgrupos de
acordo com sua constitui¢do protéica.
Entre eles, encontramos os SR-A Te II
(class A scavenger receptor I e 1), pre-

sentes estritamente em macréfagos e -

mondcitos; e o SR-B (class B scaven-
ger receptor), também conhecido como
CD 36, localizado em macréfagos,
monécitos, plaquetas, tecido adiposo e
tecido mamdrio. Outros, como o CD 11,
CD 14, CD 68 e CD 32, sdo expressos
em diferentes linhagens celulares (12).
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Os receptores de lipoprotefnas na-
tivas séo suprimidos (down-regulation)
ou superexpressos (up-regulation) de
acordo com 0 meio a que estiio subme-
tidos.

Os receptores para LDL nativa si-
tuam-se em todas as células do orga-
nismo onde os 4cidos graxos sdo utili-
zados como fonte principal de energia.
Entretanto, vale lembrar que a capta-
¢do de LDL por essas células ndo € pro-
porcional aos niveis séricos do mesmo,
mas sim a necessidade individual de
cada célula. Assim, quando essas en-
contram-se suficientemente supridas de
colesterol, ocorre supressido dos recep-
tores de LDL nativa. O mecanismo
desse fendmeno foi elucidado e sabe-
se que envolve a enzima intracelular
denominada ACAT. Essa, em vigéncia
de altos niveis intracelulares de coles-
terol, faz com que a expressdo de ge-
nes para a traduciio de novos recepto-
res seja suprimida. Além disso, hd en-
docitose dos fe;:aptc)res jd existentes e
seu armazenamento para eventual reu-
tilizacdo (7).

O acdmulo de LDL no plasma ex-
pde 0 mesmo a Processos que envol-
vem danos oxidativos por agentes ja
previamente referidos. Esse actimulo
deve-se a incapacidade dos hepatéci-

tos em captar e metabolizar a LDL cir-
culante (devido aos niveis séricos ele-
vados) para que essa possa ser nova-
mente reutilizada sob a forma de
VLDL.

Os receptores de varredura especi-
ficos para LDLox n#o sio suprimidos
e, dessa forma, captam o excesso de
LDLox formada (12). Na verdade, es-
ses tém a peculiaridade de serem supe-
rexpressos, umavez que a internaliza-
cdo da LDLox e a conseqiiente meta-
bolizagdo da mesma (com a liberacéo
de substincias, as quais serdo posterior-
mente abordadas) ativardo fatores de
transcri¢do, em especial, o PPAR-g,
que, através de mecanismos especifi-
cos, promoverio a formagio de novos
receptores de varredura. ‘

@ ECEPTOR GAMA ATIVADO
POR PROLIFERADORES
DE PEROXISSOMOS
(PPAR-y)

Receptores nucleares:
uma superfamilia

Progressos recentes na drea da bio-
logia molecular permitiram a clonagem
e a identificaciio de uma classe de re-
ceptores pertencentes a uma mesma
superfamilia de proteinas e apresentan-
do uma série de caracteristicas comuns.
Depois de mais de uma década de con-
trovérsias, sabe-se hoje que esses si-
tios de ligaciio encontram-se primaria-
mente no nucleo da célula, mesmo
quando ndo acoplados a seus ligantes
especificos (11). Podemos dizer que,
pelo fato de esses receptores localiza-
rem-se além da fronteira da membrana
celular, € necessério que os seus ligan-
tes apresentem uma estrutura lipofili-
ca, pois s6 dessa forma poderdo che-
gar a seus sitios de ligacdo. O comple-
xo receptor-ligante, por sua vez, ligar-
se-4 a seqiiéncias especificas no DNA
(denominadas elementos responsivos a
hormonios — HRE), a fim de exerce-
rem a sua fung@o fisioldgica de regula-
¢io da expressdo génica (11).

Foi demonstrado que esses recep-
tores se assemelham a muitos outros
fatores de transcricio nuclear pelo fato
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de também apresentarem varios domi-
nios funcionais. Os estudos de diferen-
tes regides dessas estruturas permitiram
a caracterizacio de quatro dominios
funcionais: os dominios A e B, conhe-
cidos por regido N-terminal e que cor-
respondem ao segmento mais varidvel
entre os diferentes membros da fami-
lia; o dominio C, responsavel pela li-
gacdo desses receptores ao DNA; o
dominio D, também chamado regido
em “dobradica”; o dominio E, que se
. liga ao horménio especifico para aquele
receptor (11).

Utilizando-se sondas de hibridiza-
¢do, foram identificadas diferentes
classes, tipos e isoformas para esses
receptores. Além disso, a presenga de
seqliéncias altamente conservadas en-
tre esses receptores permitiu que eles
fossem divididos em subgrupos de
acordo com o grau de homologia entre
eles. Criaram-se, entdo, trés subfami-
lias: a de receptores de hormonios es-
terdides, a de receptores de hormonio
tireoidiano e de 4cido retindico e; fi-
nalmente, os receptores de vitamina D.
Cada um desses tipos pode ainda apre-
sentar diversas isoformas, decorrentes
da utilizac@o de diferentes promoters
e/ou de diferentes sitios de fatiamento
(splicing) do RNAm (11).

Ao analisar-se os receptores nuclea-
res para o 4cido retinéico, composto
sintetizado a partir da vitamina A, iden-
tifica-se duas classes distintas. Essas
sdo classificadas segundo diferencas
em suas seqiiéncias primdrias de ami-
nodcidos e de acordo com suas afini-
dades por dois isémeros naturais do
acido retindico (RA) ligantes desse re-
ceptor: o isdmero todo-trans do dcido
retindico (all-trans RA) e o isdmero 9-
cis RA. A primeira classe a ser clona-
da foi denominada receptores do dcido
retinéico (RAR), que se ligam com alta
afinidade tanto ao all-trans RA quanto
ao 9-cis RA. A segunda classe s6 foi
clonada mais recentemente. e foi deno-
minada receptores do retindide “X”
(RXR), sendo esta especifica para o
isémero 9-cis do acido retinéico (11).

O 4cido retindico (forma ativa da
vitamina A) estd presente no plasma
sangiiineo, onde € transportado ligado

a albumina. O figado constitui o seu
principal sitio de localizag@o no orga-
nismo, sendo ali armazenado como um
éster em lipocitos (células estreladas
perissinusoidais), e provavelmente for-
mando um complexo lipoglicoprotéi-
co (8). Para que seja retransportado aos
tecidos, o 4cido retindico necessita ser
hidrolisado a retinol, a fim de permitir
sua ligacdo & apoproteina ligante de
retinol (RBP). A holoRBP resultante €,
entdo, processada no aparelho de Gol-
gi e, posteriormente, secretada para o
plasma, onde serd captada pelos teci-
dos via receptores celulares de super-
ficie. No interior das células extra-he-
péticas, o retinol liga-se a uma protei-
na celular chamada ligante de retinol
(CRBP) de modo que, apds a sua cap-
tacdo, ele se adere a proteinas nuclea-
res, mais especificamente ao receptor
RXR, tornando-se responsivel pela
expressdo de determinados genes (8).

Os receptores podem, as vezes, se
ligar aos seus respectivos elementos
responsivos na forma de homodimeros,
mas, na grande maioria dos casos, essa
ligacdo se dd através de heterodimeros,
onde um desses receptores, na presen-
¢a de seu elemento responsivo, vai se
combinar com um receptor diferente,
geralmente um RXR. Apds ligar-se
com alta afinidade a esse, podera exer-
cer, finalmente, sua a¢fio transcricional
na presenca de seu ligante especifico
(11). O receptor ativado por prolifera-
dores de peroxissomos (PPAR-g) é um
exemplo de receptor nuclear que for-
ma, justamente, um complexo hetero-
dimérico com o RXR, ligando-se ao
DNA e atuando como regulador trans-
cricional de genes envolvidos no me-
tabolismo de lipides e na diferencia¢do
de mondcitos (13).

PPAR-y:RXR, sua ativacio por
ligantes e a conseqiiente
expressao de receptores de
membrana:

Para provar a capacidade do hete-
rodimero formado pelo PPAR-g e o
RXR em promover a expressio de re-
ceptores de varredura para LDLox (o
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CD 36), alguns experimentos, in vitro,
foram realizados tendo como base o
estudo da linhagem de células THP-1
da linhagem monocitica humana e de
mondcitos presentes no plasma sangiii-
neo (12, 14).

Foram utilizados ligantes especifi-
cos para o PPAR-y (da familia da pros-
taglandina J2 — PGJ2) e parao RXR (o
L.G268). Para que tais experimentos
pudessem chegar a uma conclusio sa-
tisfatéria, foram preparados trés expe-
rimentos: Células + ligantes para RXR;
Células + ligantes para o PPAR-y; Cé-
lulas + ligantes para o PPAR-g e para
RXR (12, 14). :

Como resultado unanime desses tra-
balhos, encontrou-se que ambos os li-
gantes atuando de forma isolada pro-
moviam a expressio de receptores CD
36. Entretanto, comprovou-se, através
de métodos de medidas especfficas, que
a atuacdo sinérgica de ambos os ligan-
tes promovia a potencializa¢do da
transcri¢do do RNAm, a partir do ge-
noma humano, com a conseqtiente tra-
dugdo de receptores de superficie do
tipo CD 36 (12,14). Foi testada a atua-
¢do do heterodimero PPAR-y e RXR
na estimulacdo da formagao de recep-
tores de varredura do tipo SR-A, mas
ficou estabelecido que os ligantes ndo
promoviam’ a super-regulagdo desse
tipo de receptor (12).

As observagdes de que a LDLox
poderia ser ou carregar um ligante para
o PPAR-y e, conseqiientemente, promo-
ver a super-expressdo do CD 36, basea-
ram-se em observagdes acerca de fatos
relacionados com a familia da prosta-
glandina J2. Apds descobrir-se que
derivados de acidos graxos, como a
PGI2, A?PGJ2, 15deoxiA12,14PGJ2
atuavam como ligantes do PPAR-y,
pressupds-se que algum componente da
LDL, quando oxidada, também pode-
ria levar a ativag@o do referido fator de
transcrigcdo (14).

In vivo, como mostrado na Figura
3, 0 RXR parece estar constantemente
ativado. Tal inferéncia parte do pres-
suposto de que o ligante para esse re-
ceptor esteja sempre presente no plas-
ma, uma vez que se trata do dcido reti-
néico (forma ativa da vitamina A), cujo
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nivel sérico é controlado e mantido
pelo figado. Desse modo, a expressdo
dos receptores CD 36 fica limitada a
ativagdo do PPAR-y pelos seus ligan-
tes especificos.

Mecanismo de ativacio e acio
do PPAR-y através da rota
envolvendo a LDL oxidada:

A hiperlipidemia, fator que desen-
cadeia supressdo de receptores para
LDL nativa, € um dos principais fato-
res de risco para aterosclerose, pois ao
promover a maior permanéncia da LDL
na circulagdo, predispde sua maior ex-
posicao a fatores oxidantes (12, 14).
Niao bastasse o fato da supressdo ser
um dos grandes responsaveis pelo aci-
mulo de LDL na circulacdo, existem,
ainda, as conseqiiéncias do desequili-
brio na relagdo LDL/HDL. Quando al-
tos niveis dessa relagdo se fazem pre-
sentes, o respectivo desbalanco entre
o influxo e o efluxo de LDL nativa nas
células acaba denunciando tanto uma
fungdo insuficiente da HDL em levar
os excessos de colesterol de volta ao
figado, quanto uma ineficiéncia hepé-
tica na metabolizacdo da LDL que re-
torna a esse 6rgio (1,8,15). E impor-
tante notar que a fun¢do diminuida da
HDL, assim como a deficiente meta-
boliza¢ao hepitica de lipoproteinas
nessa situagdo, € devida ao fato de as
demandas de LDL serem muito supe-
riores 4 quantidade ideal para que se
mantenha em nivel satisfatério o equi-
librio entre o transporte dessas duas li-
poproteinas. No estamos lidando, por-
tanto, com problemas estruturais ou de
qualquer outra origem (embora estes
ndo possam ser plenamente descarta-
dos) como, por exemplo, defeitos ge-
néticos que porventura venham a de-
bilitar a fun¢do mdxima da HDL.

Com as observagodes empiricas de
que a LDLox possuia a capacidade de
ser internalizada somente em células
que expressassem os receptores de var-
redura CD 36, era de se esperar que
algum componente especifico, ineren-
te 4 constituicio estrutural da prépria
LDLox, atuasse como o desencadeador
de certas reacdes intracelulares (12, 14).
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Essas reagOes seriam, entio, responsa-
veis por levar a internalizacdo dessas
lipoproteinas modificadas proporcio-
nalmente aos seus niveis séricos.
Como constituintes da particula de
LDL, temos, principalmente, ésteres de
colesterol, seguidos por fosfolipides,
triacilglicer6is, colesterol livre e dci-
dos graxos livres (8). Cada um desses
componentes lipidicos pode passar por
reacdes de oxidagdo durante o proces-
so de formacdo da LDLox, porém qua-
se nenhum deles, direta ou indiretamen-
te, parece desencadear 0s processos
responsdveis pela observada resposta
de superexpressao da sintese dos recep-
tores CD 36 (14). Fazendo parte, en-
tretanto, da classe dos ésteres de co-
lesterol, temos o dcido araquidonico e
o acido linoléico (4cido graxo essen-
cial na dieta). Esse tltimo composto —
oriundo do milho, amendoim, semente
de algoddo, soja e muitos 6leos vege-
tais — obteve, nos experimentos reali-
zados, niveis detectdveis de resposta
transcricional para expressdo de recep-
tores CD 36 (8, 14). Porém, a acdo do
acido linoléico per se como ativador do
PPAR-g somente ocorre quando este
estiver presente em altas concentragdes

€, mesmo assim, as respostas observa-
das sdo sutis (14). A posterior consta-
tac@o de que a clivagem (via processos
oxidativos) de duas de suas ligacdes
éster levarem a formacdo de dois me-
tabdlitos, a saber, 0 9-HODE (4cido 9-
hidroxioctadecadiendico) ¢ o 13-
HODE (4cido 13-hidroxioctadecadie-
ndico), ressaltou em muito a importan-
cia desse 4cido, ja que esses compos-
tos, especificamente, se mostraram po-
tentes ativadores do PPAR-y (14). Além
disso, € oportuno ressaltar que estudos
demonstraram ser o0 9-HODE, em ter-
mos de resposta obtida, um ligante do
PPAR-y mais potente do que o 13-
HODE (14).

Uma vez ocorrida a ligacdo da
LDLox ao receptor de varredura CD
36, ocorre a internalizacdo do comple-
xo particula/receptor, justificando a
nomenclatura do processo como endo-
citose receptor-mediada (14). Quando
presente no interior das células, a par-
ticula de LDLox, ao invés de passar
pelos processos celulares comuns de
metabolizacdo (sofrer internalizacdo e
posterior atuacdo de enzimas lisosso-
micas), serd degradada por peroxisso-
mos, promovendo a liberacdo do 9 e

LDL
OXIDACAO GERACAO DO 9 & 13-HODE
» LDLox

MEDEIA A FORNECE INDUZA

CAPTAGCAO LIGANTES | EXPRESSAO
9-cis-acido retindico
v v
CD 36 < PPAR-y: RXR
ATIVA A TRANSCRICAO

Figura 3 — Rota e conseqUéncia da ativacdo do PPAR-y (14).
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13 HODE de modo a ficarem esses li-
vres para dirigirem-se a nicleo e liga-
rem-se ao PPAR-y, como mostrado na
rota esquematica da Figura 3. Todos
esses achados indicam que os ligantes
do PPAR-yrealmente devam estar con-
finados na particula de LDLox e, por-
tanto, ndo podem ser liberados em so-
lucdo aquosa (14).

Ainda em relagdo aos peroxisso-
mos, tratam-se de organelas esféricas,
limitadas por membrana, que contém
enzimas proprias para a degradacio de
dcidos graxos, aminodcidos e outros
substratos. O fato de os peroxissomos
conterem enzimas ‘que participam do
metabolismo dos lipides explica o por-
qué de a beta-oxidagdo lipidica ocor-
rer principalmente nessas estruturas
(16). Supdem-se que a prépria presen-
ca de agentes de proliferacdo das mes-
mas constitua um estimulo para a ati-
vagdo do PPAR-Y, em resposta ao alto
aporte de LDLox e sua necessidade de
metabolizagdo.

A rota proposta na Figura 3 indica
que, uma vez ativado o PPAR-y no nd-
cleo da célula, haverd a conseqiiente
ativacg@o da transcri¢io de genes envol-
vidos com o aumento da expressdo da
proteina de membrana que exercerd
funcdes receptoras para LDLox, ou
seja, do préprio receptor de varredura
CD 36. Havera, entdo, uma maior in-
ternalizagdo de LDLox nas células que
0s expressam, com a posterior poten-
cializag@o da formacgao das células es-
pumosas (12, 14).

©0NCLUSA0

Fica claro, partindo-se da avaliacfo
de trabalhos referentes a fisiopatologia
da aterosclerose, que existem muitas
duvidas acerca de como a placa ateros-
clerética € formada e desenvolvida.
Novas evidéncias comegaram a escla-
recer estas incertezas, a partir da con-
sideragdo da importincia de fatores in-
trinsecos as células constituintes da
placa de ateroma. Pressupunha-se, em
alguns trabalhos (13, 14), que essas ca-
racteristicas estariam envolvidas com
fatores transcricionais presentes em ni-

vel nuclear. Entretanto, ainda € escas-
so o desenvolvimento ou a correlagio
entre os fatores de transcrigdo e o pro-
gresso da aterosclerose. O fator de
transcri¢do que atualmente parece es-
tar mais relacionado com esse evento
seria 0 PPAR-g. Mais uma vez, encon-
tramos evidéncias para tal afirmac@o,
porém, carecia-se de correlagdo ime-
diata da influéncia que ele poderia exer-
cer sobre a referida patologia.

E sabido que niveis elevados de
colesterol na forma de lipoproteinas no
plasma sangiiineo favorecem a forma-
¢do da placa de aterosclerose. Ao mes-
mo tempo, evidenciou-se que esses ni-
veis aumentados regulavam a expres-
sdo de proteinas traduzidas de RNAm
que, por sua vez, haviam sido transcri-
tas do genoma humano através da ati-
vacdo do PPAR-g. Ainda em referén-
cia aos altos indices de LDL, desco-
briu-se que sua permanéncia no plas-
ma favorecia a sua oxidagido com a con-
seqliente formac@o de ligantes ativado-
res para o PPAR-g (9-HODE & 13-
HODE). A importancia desse fato re-
side na observaciao de que, apesar de o
PPAR-g formar um complexo hetero-
dimérico com o RXR, a etapa limitan-
te do processo de formagdo dos recep-
tores residia justamente na oxidago
das referidas lipoproteinas, ja que o li-
gante natural do RXR, o cido retindi-
co (forma ativa da vitamina A), é abun-
dante no plasma. A ativacio do hete-
rodimero facilita uma alca de retroa-
limentagdo (feedback) positiva dire-
cionada a formacéo de receptores de
varredura (especialmente o CD 36)
para as lipoproteinas modificadas em
excesso no plasma. Assim, percebeu-
se que havia maior captacdo dessas
lipoproteinas, principalmente em ni-
vel da camada média e intima do
vaso, o que favorecia o desenvolvi-
mento da placa. No referido local, en-
contravam-se também mondcitos
que, apds ativados a macréfagos, au-
mentavam a captacido de lipoprotei-
nas oxidadas, formando as células es-
pumosas.

A literatura sugere que dcidos gra-
xo0s poliinsaturados, incluindo-se nes-
tes o dcido linoléico, favorecam a re-

*,4* Revista AMRIGS, Porto Alegre, 44 (3,4): 149-158, jul.-dez. 2000

dugdo do colesterol plasmdtico por
motivos ainda incertos. Essa condigdo
¢ considerada benéfica, por exemplo,
na preven¢do de doenga cardiaca co-
ronariana (7, 8, 9). Entretanto, foi de-
monstrado nessa revisdo, através da
andlise de intimeros outros trabalhos
(12, 14), que € justamente o 4cido li-
noléico, a partir de sua oxidagdo, que
fornece os metabdlitos ativadores para
o PPAR-g. Essa situacio, contudo, so-
mente € observada quando ‘0s niveis
séricos de LDL e, conseqiientemente,
do 4cido linoléico, estdo elevados.
Isso sugere um efeito maléfico (no
sentido de perpetuar o processo ate-
rosclerético) para o mesmo, ji que ele
¢ um dos constituintes essenciais da
dieta e das lipoproteinas. Nesse con-
texto, fica evidente a importancia pro-
filatica de controlar-se os altos.niveis
séricos de LDL, ou seja, a hipercoles-
terolemia. :

Percebeu-se, ainda, que 0s recepto-
res ativados pelo PPAR-g ndo eram
suprimidos, mas, contrariamente, ti-
nham sua expressio exacerbada pelos
altos niveis de colesterol circulante.
Esse fato, por acontecer em locais onde
a formacio da placa estava ocorrendo,
favorecia a relacdo entre o PPAR-g e
essa doenga, que € uma das maiores
causas de morte no mundo.

Deve-se, finalmente, tragar um pa-
ralelo entre possiveis alternativas tera-
péuticas e os conhecimentos que rela-
cionam o PPAR-g a formagio da placa
aterosclerética. Através do maior co-
nhecimento de como ocorre a interna-
lizacdo de LDL a partir da indug¢éo do
receptor gama ativado por proliferado-
res de peroxissomos, pode-se comegar
a busca por medidas terap€uticas que
visem a interrupg¢do da agido do PPAR-
g em algum ponto da rota por ele de-
terminada. Elementos que antagoni-
zem ou neutralizem a a¢io do PPAR-
g poderdo bloquear o aumento de re-
ceptores para lipoproteinas oxidadas
e, conseqilientemente, impedir o acu-
mulo intracelular das mesmas. Desta
forma, o desenvolvimento da lesdo
aterosclerética poderia ser contido
antes de se tornar um evento poten-
cialmente fatal.
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