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Forc¢as homodinamicas em aterosclerose

FORCAS HEMODINAMICAS EM ATEROSCLEROSE — REPERCUSSOES SOBRE AS
CARACTERISTICAS E ACTIVIDADE ENDOTELIAL/ HEMODYNAMIC FORCES IN
ATHEROSCLEROSIS — REPERCUSIONS ON THE ENDOTHELIAL CHARACTERISTICS

AND ACTIVITY

Henrique S. Rosdrio'

INTRODUCAO

A interaccao entre hemodinamica
e o endotélio € um determinante im-
portante da funcdo cardiovascular.
Tensao de cisalhamento € a for¢a por
unidade de superficie criada quando
uma forca tangencial (fluxo sangui-
neo) actua sobre uma superficie (en-
dotélio) — sempre que ocorre o flu-
X0, existe tensdo de cisalhamento.

A mecanotransduc¢ado induzida por
cisalhamento (a conversao de tensoes
mecanicas para respostas bioquimi-
cas) € particularmente importante nas
artérias, na qual o fluxo sanguineo re-
gula a estrutura e o tonus vascular.
Esta regulagdo ocorre através da liber-
tagdo de factores derivados do endo-
télio tais como monoxido de azoto,
prostaglandinas, lipoxigenases, facto-
res hiperpolarizantes, factores de cres-
cimento e outras moléculas'~> Con-
trastando com as alteragdes observadas
durante vasoregula¢ao aguda, as alte-
racoes sustentadas da hemodinamica
local facilitam a remodelagdo adapta-
tiva da parede arterial através da mo-
dulacdo da expressao génica e da sin-
tese proteica na célula endotelial®’.

A célula endotelial ¢ o elemento
regulador essencial da funcdo da pa-
rede vascular. Possui propriedades
anticoagulantes e permite o controlo
fisiologico do diametro vascular e a
modulacdo da permeabilidade vascu-
lar. Também esta envolvida como me-
diador na sinalizagdo vascular depen-
dente da inflamacao aguda e cronica,
cicatrizacao lesional e alteragdes fisio-
patoldgicas como a aterogénese®.

O fluxo sanguineo ¢ o mediador
mais importante destas funcgdes e
exerce os seus efeitos através de pro-
cessos de mecanotransducgao endo-
telial. Estas interacgdes entre tensao
de cisalhamento e o endotélio sdo
mecanismos homeostaticos de adap-
tagdo sendo simultaneamente, como
acima foi referido, participantes-
-chave na fisiopatologia cardiovascu-
lar, particularmente no que diz res-
peito a localizagdes mais susceptiveis
e a progressao da aterosclerose.

Na circulagio arterial, a tensao de
cisalhamento tem um papel decisivo
na determinagdo de onde a maioria
das patologias vasculares tem ori-
gem’, estando implicada no desen-
volvimento de fenotipos endoteliais
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associados tanto a vasoprotec¢ao
como a susceptibilidade aumentada
para aterosclerose!®!!,

TENSAO DE CISALHAMENTO
Fendtipo endotelial

A tensdo de cisalhamento elevada
¢ geralmente benéfica pois promove
a vasodilatacao adaptativa ou remo-
delacdo adaptativa da parede arterial
através de mecanismos endotélio-
-dependentes'?. No entanto, em
doengas cardiovasculares, como hi-
percolesterolemia, diabetes mellitus,
hipertensdo arterial e doencas infla-
matorias sistémicas a disfuncio en-
dotelial surge como manifestacao
precoce. Esta disfuncao vascular nor-
malmente ¢ caracterizada por uma
perturbagdo da vasoregulagao depen-
dente do fluxo (com diminui¢do dos
processos vasodilatadores e aumento
da vasoconstri¢ao. O mecanismo do-
minante que define esta disfuncao
endotelial generalizada ¢ a diminui-
¢ao do efeito da tensdo de cisalha-
mento sobre a expressao e actividade
da sintase do mondxido de azoto en-
dotelial (eNOS)*?, essencial para a
sintese e libertacdo do monoxido de
azoto, potente mediador enddgeno
vasodilatador, mediador antioxidante
e anti-inflamatorio.

Alteracoes endoteliais nos locais
de aterosclerose

De grande importancia clinica sao
os diferentes fenotipos endoteliais
funcionais associados com as carac-
teristicas particulares do fluxo e ten-
sao de cisalhamento que se desenvol-

vem em curvaturas (por exemplo, o
arco adrtico), ramos e bifurcagdes
arteriais'*'®. Nestas areas o fluxo per-
de caracteristicas de tensdo de cisa-
lhamento unidireccional e pulsatil
para criar zonas de separacgao do flu-
x0 que incluem inversao de fluxo e
turbuléncia (fluxo caotico). Essas re-
gides, onde a tensao de cisalhamento
adquire caracteristicas oscilatorias,
(com baixas velocidades e gradientes
temporo-espaciais intensos) sao sen-
siveis ao desenvolvimento focal da
aterosclerose.

Uma lesao aterosclerotica em de-
senvolvimento pode alterar o padrao
de tensdo de cisalhamento local sobre
o endotélio. Quando uma estenose
significativa estd presente, uma maior
velocidade de fluxo através do espago
luminal pode criar fluxo turbulento
na regido imediatamente a jusante.
Ao longo do tempo este fluxo turbu-
lento induzido pela lesao pode con-
tribuir para o seu crescimento. Estu-
dos in vitro e in vivo de células
endoteliais t€ém demonstrado que tal
ambiente promove a expressao de
genes e proteinas pro-inflamatorias
favoraveis ao aumento da susceptibi-
lidade a aterosclerose'>!¢, crescimen-
to e instabilidade da placa ateroscle-
rotica'’ e maior risco de trombose!'®.

FORCAS HEMODINAMICAS
E FENOTIPOS ENDOTELIAIS

Aresposta endotelial as tensdes de
cisalhamento, factor determinante
para o desenvolvimento de fendtipos
regionais que promovem a suscepti-
bilidade e protecc¢ao para progressao
da placa aterosclerotica, sao regula-
dos estreitamente por processos de
expressao! 131619,
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Fig. 1 — O fluxo hemodinamico aplicado sobre a célula endotelial coordena, em termos fenotipicos, o padrao de
expressao genética no sentido de diferentes programas transcripcionais de activagdo. A interac¢do entre estes
padrdes de activacdo endotelial produz diferentes linhas orientadoras, como uma bussola, para o funcionamento
da célula endotelial. Nesta imagem representa-se as orientagdes (setas) genericamente induzidas sobre a célula

endotelial por um fluxo hemodindmico laminar.

A tensdo de cisalhamento laminar
unidireccional correlaciona-se com a
indugao in vitro de perfis de transcri¢ao
considerados protectores (por exem-
plo, antioxidante, anti-inflamatorio,
antiproliferativo — ver Fig. 1), e in situ
com a expressao endotelial dos genes
envolvidos em locais que estio prote-
gidos contra aterosclerose®*?2.

Em modelos murinos transgénicos
o padrdo transcripcional de genes es-
pecificos na célula endotelial
correlaciona-se estreitamente com as
condi¢des hemodinamicas especifi-
cas?2*, Da mesma forma, estudos de
expressao genética global no endoté-
lio forneceram um panorama mais
abrangente das interacgdes que ocor-
rem nos locais de fluxo perturba-

do!0:2025.26 Contudo o quadro geral
torna-se mais complexo pelo facto de
ocorrerem interac¢do de multiplos
factores fisiopatoldgicos com as for-
¢as hemodinamicas. A analise dife-
rencial do transcriptoma em amostras
da curvatura interna da aorta toracica
descendente e do arco adrtico em mo-
delo porcino revelou que a expressao
de genes de susceptibilidade (proin-
flamatorios e proocoagulantes) e de
proteccao (antioxidantes e anticoagu-
lantes) podem coexistir nas areas de
maior susceptibilidade hemodinami-
ca a lesdo aterosclerotica'®. Assim, o
conceito actual propde a existéncia
de um fenotipo endotelial equilibra-
do, com promogao da expressao de
genes protectores que defendam a
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parede vascular na presenga de fluxo
perturbado. Contudo, este equilibrio
transcripcional e de sintese proteica
desaparecera facilmente na presenca
de factores de risco adicionais, nomea-
damente hipercolesterolémia e au-
mento da pressao transmural (i.e.,
hipertensao), que desviardo o balango
a favor de um fenétipo endotelial
pro-aterosclerdtico?’.

Sintase do monoxido de azoto
(NOS)

Estudos in vivo demonstraram que
a expressao genética da NOS endo-
telial ¢ alterada por intervengdes (por
exemplo, estreitamento concéntrico
do lumen) que aumentem a tensao de
cisalhamento laminar®.Esta forte in-
dugdo da expressao da NOS na zona
de estreitamento ¢ contudo acompa-
nhada de uma diminuig¢ado da sua ex-
pressao imediatamente a jusante,
onde se encontra uma regido de fluxo
turbulento. Em ratinhos “knockout”
para a apolipoproteina—E, com eleva-
da susceptibilidade a desenvolvimen-
to de aterosclerose, esta associa-se
invariavelmente a esta regido de flu-
xo turbulento a jusante do estreita-
mento arterial onde a expressao da
NOS endotelial esta reduzida®. O
nexo de causalidade entre a hemodi-
namica alterada e a reduzida produ-
¢dao de monodxido de azoto in vivo
estd assim bem estabelecido.

Inflamacdo

O estudo das alteragoes do fenoti-
po endotelial no ambiente complexo
do fluxo arterial a superficie da placa
aterosclerdtica ¢ limitada por desa-

fios técnicos. Contudo, foi identifica-
da a expressao endotelial diferencia-
da de quimiocinas, NF-xB, p53,
TGF-P e outras proteinas proinflama-
torias em placas aterosclerdticas
avangadas, em comparagdo com le-
sOes precoces!!. Embora ndo tenham
sido tomadas em consideragao possi-
veis padrdes temporo-espaciais na
progressao da placa aterosclerotica,
este estudo fornece pistas para o es-
tudo do envolvimento de mediadores
inflamatoérios na regulagdo do fenoti-
po endotelial

MECANOTRANSDUCAO DAS
FORCAS HEMODINAMICAS

O estudo experimental detalhado
do efeito mecanico e biofisico da ten-
sdao de cisalhamento sobre a célula
endotelial exige a utilizacao de técni-
cas laboratoriais morfo-funcionais a
um nivel subcelular!>%3!, A tensdo
de cisalhamento depende da geome-
tria detalhada da superficie da artéria
concluindo-se que simplificar a su-
perficie endotelial (tratando-a como
homogénea) nao permitird conhecer
a heterogeneidade espacial de distri-
buig¢do sub-celular da tensao de cisa-
lhamento; para este fim € necessario
caracterizar detalhadamente a topo-
grafia da célula endotelial®.

A mecanotransduc¢ao endotelial
da tensdo de cisalhamento exige va-
rias etapas sequenciais®?*: i) defor-
macao da superficie celular; i1) trans-
missao intracelular do sinal; iii),
conversao da for¢a mecanica em ac-
tividade bioquimica e cascatas de
segundos mensageiros; iv) conversao
da sinalizacdo em actividade efectora
e retrocontrolo dos mecanismos de
mecanotransducao.
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Estas relagdes temporais nao estao
ainda bem estabelecidas, podendo,
por exemplo, as duas etapas iniciais
ocorrer praticamente em simultaneo.
Contudo, este modelo apresenta a
vantagem de permitir interpretar os
dados ja conhecidos e facilmente in-
tegrar novos resultados. Como exem-
plo, as alteracdes do potencial de
membrana endotelial podem ser su-
ficientes para induzir a libertagdo de
mediadores vasoactivos nas etapas 1),
ii1) e 1v) através da activacao de ca-
nais i0nicos, dispensando a transmis-
sdo intracelular das for¢as mecéanicas
que ocorre em ii)***°, Na maioria das
situacdes, contudo, para a sinalizagdo
da tensdo de cisalhamento para loca-
lizagdes subcelulares a importancia
da transmissao de forgas para o inte-
rior da célula a partir do limen vas-
cular exige a mobilizacdao do citos-
queleto (modelo descentralizado de
mecanotransducdo)°.

Deformacido fisica

A mobiliza¢do de um ou mais ele-
mentos celulares ¢ necessario para
iniciar mecanicamente induzida por
respostas de sinalizagdo. Como a ten-
sao de cisalhamento actua na superfi-
cie luminal da célula, esta vai conter
os elementos iniciais de participagdo
na mecanotransduc¢do. Exemplos in-
cluem a activagao dos canais ionicos,
proteinas G e alteragdes na fluidez
membranar>® e metabolismo fosfolipi-
dico. A distribuicao das forgas que
actuam sobre a superficie luminal da
membrana endotelial ¢ determinada
pela microgeometria da superficie,
secundariamente as caracteristicas do
fluxo de sangue em massa. O mapea-
mento detalhado da superficie endo-

telial por microscopia de forca atomi-
ca seguida de modelagem
computacional do fluxo permitiu iden-
tificar heterogeneidade intercelular e
subcelular da distribuigcdo de forgas
mecanicas*. Em particular, a zona de
superficie celular mais saliente no flu-
xo0 ¢ sujeita as forcas mais altas tensao
de cisalhamento. Esta estrutura mais
elevada ¢ habitualmente a area de su-
perficie celular que se estende ao lon-
go da regido nuclear, com uma altura
de pico tipico de 5 a 7 um.

Para além desta area, foram iden-
tificadas outras estruturas especiali-
zadas que detectam e ampliam a ten-
sao de cisalhamento a superficie da
célula endotelial. Duas destas estru-
turas celulares que se projectam em
direccao a regido de fluxo sdo o gli-
cocdlice, rico em glicoproteinas alon-
gadas da superficie celular’*®?’, e os
cilios primarios, que se ligam ao ci-
toesqueleto na sua base e se estendem
através da superficie celular luminal
para a regido de fluxo®®.

Transmissdo de for¢a
(mecanotransmissdo)

A deformagao endotelial sob ten-
sao luminal permite a transmissao de
forcas para o citosol através dos seus
elementos estruturais. No endotélio
este sistema compreende os filamen-
tos do citoesqueleto distribuidos por
todo o corpo da célula e o citoesque-
leto cortical submembranar rico em
espectrina. Estes elementos proprios
estdo interligados e também estdo li-
gados a proteinas de membrana em
toda a célula, fornecendo rigidez elas-
tica enquanto mantém a forma e a es-
trutura da célula. Se a integridade e
dindmica do citoesqueleto forem per-
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turbadas experimentalmente verifica-
-se inibi¢ao da resposta endotelial ao
fluxo®. Por seu lado, o fluxo induz a
relocalizacgdo celular das mitocondrias
ao longo dos microtiibulos, mobiliza-
¢ao dos filamentos intermediarios ¢
deformacado dos filamentos de actina
As forga associadas a estas deforma-
¢oes celulares podem inclusivamente
ser transmitidas as c€lulas adjacentes
através de estruturas juncionais e pela
matriz extracelular*®#42,

Respostas de sinalizacdo imediatas

Em varias localizagdes subcelula-
res ocorrem respostas rapidas que in-
cluem activacdo dos canais i6nicos
localizados na membrana luminal, li-
bertacdo de i10es de calcio intracelula-
res, clivagem de fosfolipidos membra-
nares, alteracdo na fluidez da
membrana ¢ fosforilagdo de varias
proteinas, todos eles com a funcdo de
activar vias de sinaliza¢do secundarias.
A sua organizagao espacial e integra-
¢ao sao mal compreendidas, mas en-
volvem eventos locais de fosforilagao
de proteinas e aparecimento de molé-
culas de sinalizacado difusiveis. Foi
igualmente proposto que a aplicagdo
de forga através do citoesqueleto pode
alterar directamente a conformagao (e
assim a actividade) de proteinas aco-
pladas a este®’. A integragdo temporal
destas multiplas respostas € essencial
para permitir as células descriminar
rapida e eficientemente alteracdes do
fluxo e reagir rapidamente a este.

CONCLUSAO

A evolugao das respostas relacio-
nadas a aplica¢dao de fluxo hemodi-
namico no endotélio ¢ uma das mui-
tas especializacdes essenciais para o
funcionamento eficiente do sistema
vascular. A diversidade de fungdes
endoteliais reflecte-se na variedade
de mecanismos de mecanotransdugao
e sugere que a sua regulacdo através
de um tinico mecanismo ¢ improva-
vel. Uma abordagem de biologia de
sistemas podera ser ttil e até neces-
séria para determinar como ocorre a
resposta celular de mecanotransdu-
¢do em contexto fisioldgico ou pato-
logico de interesse, com valorizagao
e discriminagdo do potencial de re-
dundéncia entre os diversos elemen-
tos dentro do sistema.

Novas terapéuticas farmacologicas
dirigidas aos mecanismos intracelu-
lares reguladores de tensdo de cisa-
lhamento podem ser benéficas. Uma
abordagem alternativa ¢ a “renorma-
lizacdo™ das caracteristicas indeseja-
veis do fluxo, sistematicamente € em
locais que exigem intervencao; a este
respeito, o controlo da pressao arterial
e o exercicio fisico sdo terapéuticos;
este ultimo, nomeadamente, pode in-
duzir vasodilatagao mediada por fluxo
em diversos territdrios arteriais e pode
induzir alteragdes hemodinamicas lo-
calizadas benéficas. Outras interven-
¢oes possiveis incluem modificagdes
para o design de stents e outros dis-
positivos que visem optimizar as ca-
racteristicas localizadas do fluxo.
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