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RESUMO

RESUMO

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as doencgas cardiovasculares (DCV)
associadas a aterosclerose sdo a principal causa de morte ¢ de morbidade a nivel
mundial. Por este motivo, € necessario antever o aparecimento da aterosclerose e agir
em conformidade. Apesar de serem conhecidos varios fatores de risco capazes de
avaliar a probabilidade de um individuo desenvolver DCV, nem todos os episddios
ocorridos envolvem os principais fatores de risco. Na presente monografia, pretendeu-se
correlacionar a hiper-homocisteinemia, € mais precisamente, a homocisteinilagdo de
proteinas, com a génese da aterosclerose. Com efeito, a hiper-homocisteinemia ¢ aceite
como um fator de risco emergente para a aterosclerose. No entanto, segundo os
resultados obtidos em ensaios clinicos, a redu¢do da concentragdo plasmatica de
homocisteina total (tHcy), através da suplementacdo vitaminica do complexo B, ndo
reduz o risco de ocorrer eventos vasculares, comprometendo o nexo de causalidade
entre a tHcy e a aterosclerose. No entanto, estes estudos ndo consideram os diferentes
metabolitos da homocisteina. Por conseguinte, a envolvéncia destas espécies na
aterogénese devera ser devidamente clarificada no futuro préximo.

Estudos recentes mostraram que a homocisteinilagdo de proteinas acelera a
progressdo da aterotrombose. Em particular, a capacidade da homocisteina provocar a
S-homocisteinilag¢do direta, ou a N-homocisteinilag¢do indireta de proteinas, leva a perda
das fung¢des das mesmas. Torna-se assim imprescindivel um conhecimento mais
detalhado da propria aterogénese e do envolvimento de todas as entidades, de forma a

permitir a identificagdo de biomarcadores mais efetivos e de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chaves: Aterosclerose; Homocisteina; Homocisteina-tiolactona;

Homocisteinilagdo de proteinas
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ABSTRACT

ABSTRACT

According to the World Health Organization, cardiovascular diseases (CVD)
associated with atherosclerosis are the leading cause of death and morbidity worldwide.
For this reason, one should predict the onset of atherosclerosis and act accordingly, on
time. Although several risk factors capable of assessing the probability of an individual
developing CVD are known, not all cases reported involved major risk factors. In this
monography, we aim to stablish a correlation between hyperhomocysteinemia, more
precisely protein homocysteinylation, and the genesis of atherosclerosis. In fact,
hyperhomocysteinemia is accepted as an emergent risk factor for atherosclerosis.
However, according to the results obtained in clinical trials, the reduction of total
plasma homocysteine concentration (tHcy) through the supplementation of vitamin B
complex did not reduce the risk of vascular events, compromising the causal link
between tHcy and atherosclerosis. Though, these studies did not consider the different
metabolites of homocysteine. Therefore, the involvement of these species in
atherogenesis should be duly clarified in the future.

Recents studies have shown that the homocysteinylation of proteins accelerates
the progression of atherothrombosis. In particular, the ability of homocysteine to cause
direct S-homocysteinylation or indirect N-homocysteinylation of proteins, leads to the
loss of their functions. This is why it is extremily important to get a more detailed
knowledge on atherogenesis and the involvement of all species, so one may identify

more effective biomarkers and new therapeutic targets.

Keywords: Atherosclerosis; Homocysteine; Homocysteine thiolactone; Protein

Homocysteinylation
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INTRODUCAO GERAL

1. INTRODUCAO GERAL

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morte e de
morbidade a nivel mundial (World Health Organization, 2011, 2014a). Em 2012,
morreram cerca de 56 milhdes de pessoas em todo mundo, das quais 17,5 milhdes
(aproximadamente 31%) foram causados pelas DCV (WHO, 2014a, 2014b). Em 2030,
estima-se um aumento da mortalidade para 22,2 milhdes de Obitos, ou seja um
acréscimo de aproximadamente 8,4%, face a 2012 (WHO, 2014b). Das DCV, as mais
mortais sdo a doenga isquémica coronaria (e.g. enfarte agudo do miocardio) e a doenga
cerebrovascular, principalmente o acidente vascular cerebral (AVC), que originaram
respetivamente, 7,4 e 6,7 milhdes de 6bitos, em que, cerca de 65-67% destes nimeros,
foram registados em pessoas com idades acima dos 70 anos. A percentagem de Obitos
de outras faixas etdria nomeadamente dos [60-69 anos], [50-59 anos], [30-49 anos],
[<30 anos], correspondem respetivamente a 18%, 10%, 6% e 1% do nimero total de
mortes por doenga isquémica coronaria e 18%, 9%, 4% e 1% do ntimero total de mortes
por doenga cerebrovascular, portanto constata-se que a percentagem de dbitos consoante
a idade aumenta com o envelhecimento. Se analisarmos a incidéncia da taxa de
mortalidade nos dois sexos verifica-se que, na cardiopatia isquémica, a taxa de
mortalidade incide mais no sexo masculino, ao contrario do que se regista na doenca
cerebrovascular. Se salientar-mos o numero de mortes por sexo e pela respetiva faixa
etaria, verifica-se que, em ambas as doengas, morreram mais pessoas até aos 69 anos do
sexo masculino, enquanto que, na faixa etaria acima dos 69 anos o maior nimero de
obitos sdo do sexo feminino (WHO, 2014a).

The World Bank agrupa os paises, consoante o seu rendimento nacional bruto
per capita, em quatro categorias: baixo rendimento, médio-baixo rendimento,
médio-alto rendimento, alto rendimento. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a
taxa de mortalidade pela doenca isquémica corondria ¢ mais elevada nos paises de alto
rendimento, seguido dos médio-alto rendimento, enquanto que a mortalidade pela
doenca cerebrovascular afeta mais os paises de médio-alto rendimento, seguido dos de
alto rendimento. Mas, tanto nos paises de alto rendimento, médio-alto rendimento e
médio-baixo rendimento as principais causas de morte sdo provocadas por estas DCV,
ao contrario do que se verifica nos paises de baixo rendimento, em que as doengas
cerebrovascular e isquémica coronaria sdo, respetivamente, a quarta e quinta causa de

morte (WHO, 2014a). Estes resultados podem estar associados aos diferentes estilos de
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vida quotidiano nos diversos paises, onde a taxa de mortalidade ¢ mais prevalente nos
paises com maiores rendimentos. E precisamente nestas regides do mundo que se
observam estilos de vida menos saudaveis, nomeadamente ao nivel de alimentagao e do
sedentarismo (World Health Organization, 2014b).

A etiologia das doencas anteriormente referidas esta, na sua maioria,
subjacentes a aterosclerose (WHO, 2011, 2014b). Deste modo, pretende-se com este
trabalho rever o estado da arte acerca da aterosclerose e compreender como a
hiper-homocisteinemia, um fator de risco para a aterosclerose, relacionado com a

homocisteinilagao de proteinas, se associa a patogénese desta doenca.
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ATEROSCLEROSE

2. ATEROSCLEROSE

2.1. Fisiopatologia

A aterosclerose ¢ compreendida como uma doenga inflamatéria multifatorial
cronica, sistémica, progressiva e degenerativa das tinicas das grandes e/ou médias
artérias, causada por um processo inflamatdrio que leva a formagao local de placas de
ateroma (Kullo & Cooper, 2010; Ozkan, Ozkan, & Simsek, 2002). Afeta varias regides
do leito vascular e por isso tem distintas manifestagdes clinicas. Nas corondrias,
provoca angina e enfarte agudo do miocardio. Nas artérias que irrigam o sistema
nervoso central, causa AVC. Na circulagao periférica, esta implicada na claudicacao
intermitente, gangrena e amputacdes. Na circulacdo esplancnica, pode provocar
isquemia mesentérica € no rim, enfarte renal. Nem todas as manifestagdes da
aterosclerose resultam de doenga estendtica. Na aorta, a ectasia e o desenvolvimento de
aneurisma ¢ um exemplo disso (Kasper et al., 2015).

No ser humano, a aterosclerose ocorre ao longo de inimeros anos, geralmente,
varias décadas. O crescimento da placa aterosclerotica ndo ocorre de forma linear, mas
descontinua, com periodos de relativa quiescéncia pontuados por periodos de rapida
evolugao (Libby, 2014).

Normalmente, o processo inflamatério inicia-se quando existe disfuncdo das
células endoteliais. A disfuncdo endotelial é caracterizada pela diminuicao da libertagao
de fatores vasodilatadores derivados do endotélio e aumento da libertagdo dos fatores
vasoconstritores derivados do endotélio e de crescimento, e também, pela alteracao do
fenotipo antiaderente, antitrombotico e anti-inflamatorio da célula endotelial para um
fenotipo pro-aderente, pro-trombotico, pro-inflamatdrio (Behrendt & Ganz, 2002). Estas
alteragdes podem ser resultado da interagdo deste tipo de células com: i) fluxo
sanguineo turbulento e oscilatério (baixa tensdo de cisalhamento), ii) lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) alteradas, iii) espécies reativas de oxigénio (ROS), e de azoto
(RNS), iv) homocisteina, v) microrganismos (e.g. Chlamydia pneumoniae), entre outros
fatores (Ver seccao 2.2) (Kasper et al., 2015; Libby, 2014; Ross, 1999). Para além da
disfuncdo das células endoteliais estar relacionada com o desenvolvimento de
aterosclerose, outros estudos tém relacionado a disfun¢@o do tecido adiposo perivascular
com este efeito (Ozen, Daci, Norel, & Topal, 2015; Szasz, Bomfim, & Webb, 2013;
Zaborska, Wareing, & Austin, 2016).
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Como se sabe, para além de ser responsavel pela permeabilidade seletiva de
varias moléculas entre o sangue e o tecido conjuntivo, o endotélio também modula a
fun¢do vasomotora, a adesdo celular, a inflamacao, a ativagdo plaquetaria, a proliferagao
de células do musculo liso e a coagulacdo, através da producao de compostos bioativos
essenciais para a homeostase do sistema circulatorio. As fungdes de algumas
substancias produzidas pelas células endoteliais estdo descritas na Tabela 1 (Deanfield,
Halcox, & Rabelink, 2007; Ghiadoni, Bruno, & Gori, 2014; Higashi, 2015;
Lewandowski, 2000; Sena, Pereira, & Seica, 2013).

A sintese de alguns compostos vasoativos pelo endotélio ¢ regulada por agentes
quimicos e fisicos (tensdo de cisalhamento). Relativamente a regulacdo por agentes
fisicos, as células endoteliais expressam varios mecanotransdutores que convertem as
tensoes fisicas em sinais bioquimicos (Chatzizisis et al., 2007; Hahn & Schwartz, 2009).
A tensdo de cisalhamento € provocada pelo fluxo sanguineo, o qual pode ser laminar ou
turbulento. Quando o ser humano, em condi¢des normais, estd em repouso ou a praticar
exercicio fisico de baixa intensidade, o fluxo ¢ laminar em quase toda a arvore
circulatoria, transitando a turbulento perto de obstaculos no lumen, como as bifurcagdes,
ramificacdes nas valvulas, as curvaturas dos vasos. Fluxo laminar exerce uma alta
tensao de cisalhamento no endotélio, enquanto que um fluxo turbulento exerce baixa
tensdo de cisalhamento. A alta tensdo de cisalhamento aumenta a expressdo de 6xido
nitrico (NO) pelas células endoteliais. Este composto tem propriedades
anti-inflamatdrias, ao limitar a expressdao de moléculas de adesdo, para além de
propriedades vasodilatadoras. A exposicao de células endoteliais a um fluxo laminar
aumenta a transcri¢do do Kruppel-like factor 2 que, por sua vez, aumenta a atividade do
enzima sintetase do 6xido nitrico (NOS). O fluxo laminar também estimula a produgdo
da superdxido dismutase, um enzima antioxidante. Em oposicao, o fluxo turbulento e
oscilatério, ndo estimulam a expressao destes compostos antioxidantes e obriga a que o
endotélio dessa zona esteja, durante mais tempo, em contacto com agentes que causam
disfuncdo endotelial. Deste modo, a alta tensdo de cisalhamento proporciona prote¢do
contra a disfuncdo endotelial, e ¢ por isso que os locais prediletos para as lesdes
ateroscleroticas sao os que t€ém baixa tensao de cisalhamento (fluxo turbulento e/ou
oscilatério) (Cecchi et al., 2011; Chatzizisis et al., 2007; Gimbrone & Garcia-Cardefia,
2013; Hahn & Schwartz, 2009; Jain, Sangwung, & Hamik, 2014).
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Tabela 1- Substancias sintetizadas pelas células endoteliais e a sua respetiva fun¢do vasoativa.

Substancia Func¢ao
= Vasodilatador
Oxido nitrico = [nibidor da ativagdo das plaquetas
= [nibidor da proliferagdo das células musculares lisas
i = Vasodilatador
Prostaciclina

= Inibidor da ativagdo das plaquetas e de mondcitos

Fator hiperpolarizante derivado

do endotélio =Vasodilatador

. = Vasoconstritor
Endotelina-1 . ~ . .
= Indutor da proliferag¢@o das células musculares lisas

Tromb A = Vasoconstritor
romboxano . ~ . .
? = Indutor da proliferac@o das células musculares lisas

=Enzima conversor da angiotensina I em angiotensina II

Peptidil-dipeptidase A .
epudii-dipeptidase (vasoconstritor)

Ativador do plasminogénio = Ativador da fibrindlise

. =Proteina membranar, que ao interagir com a trombina ativa a
Trombomodulina i , e .
proteina C, responsavel pela inibi¢do da coagulagao

sCo-factor para a acdo da proteina C ativa que cliva

Proteina S .\
proteoliticamente os fatores Va e VIlla

Moléculas associadas a

. = Ativagdo da antitrombina III, responsavel pela inativacdo da
membrana semelhantes a

trombina e outros fatores de coagulacdo

heparina
Fator von Willebrand = Adesdo das plaquetas
Fator tecidual = Ativador da coagulagdo
Inibidor do fator tecidual = Inibidor da coagulagdo

Inibidor do ativador do

plasminogénio =[nibidor da fibrindlise

Uma vez lesadas as células endoteliais, ha um facilitismo para a formagdo de
uma estria lipidica. Esta estria representa a lesdo inicial da aterosclerose (Figura 1), e
corresponde a um aumento focal de colesterol, proveniente de lipoproteinas,
maioritariamente das LDL, no tecido conjuntivo laxo (camada subendotelial) da artéria
(Figura 2) (Salisbury & Bronas, 2014). Esta acumula¢do de LDL pode ndo resultar
simplesmente de um aumento da permeabilidade ou de uma fragilidade do endotélio,
mas ¢ sobretudo consequéncia da sua ligagdo aos constituintes da matriz extracelular da
intima arterial, em particular com os proteoglicanos (Fogelstrand & Borén, 2012; Libby,
2014). A retencao das LDL nesta matriz favorece a oxidagdo e glicacdo das mesmas. Os
produtos dai resultantes aumentam a producado local de citocinas pro-inflamatorias, tais
como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF). Estas, por sua vez,
regulam a expressao de moléculas de adesdao envolvidas no recrutamento de leucdcitos.
Estas moléculas, bem como, os recetores para os leucdcitos sdo expressas e

sobre-expressas, respetivamente, na superficie das células endoteliais e das células
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disfuncionais endoteliais. A alta tensdo de cisalhamento pode ter um efeito antagonico
na expressao destas moléculas (Galkina & Ley, 2007; Salisbury & Bronas, 2014).

Deste modo, a acumulacdo de leucocitos na intima caracteriza as lesdes precoces
da aterosclerose. Assim, a aterogénese envolve elementos inflamatorios, que estdo na
base da teoria unificadora do processo aterosclerdtico: a inflamacdo. As células
inflamatorias tipicamente encontradas na placa de ateroma incluem macrofagos
derivados de monocitos, células dendriticas, linfocitos T e B e mastocitos (Kasper et al.,
2015).

Os leucocitos, uma vez captadas na superficie das células endoteliais pelos
recetores de adesdo, atravessam a camada endotelial, por diapedese, e alcangcam a intima
arterial (Figura 2) (Ley, Miller, & Hedrick, 2011).

Uma vez na intima, os monocitos diferenciam em macréfagos e, estes ultimos
captam avidamente LDL modificadas, via endocitose mediada pelo recetor scavenger,
transformando-se em células espumosas (Figura 2). A captacdo das LDL ¢ sobretudo
realizada pelos recetores scavenger que ndo sofrem down-regulation, como acontece
com o recetor classico das LDL (LDLr), permitindo deste modo, uma maior acumulagdo
de colesterol no interior destas células (Kasper et al., 2015; Libby, 2014; Libby, Ridker,
& Hansson, 2009).

Embora a estria lipidica preceda o desenvolvimento da placa aterosclerdtica,
nem todas as estrias progridem para a placa de ateroma porque as células espumosas
carregadas de colesterol podem abandonar a intima, exportando os lipidos (Figura 1).
Os macréfagos também podem proliferar na placa em resposta a fatores de crescimento
hematopoéticos (Kasper et al., 2015). Por outro lado, o transporte reverso do colesterol
mediado pelas lipoproteinas de alta densidade (HDL), constitui uma via alternativa para
a remoc¢ao do colesterol da placa de ateroma, através dos transportadores ABC (ATP
binding Cassette) e do SRB1 (scavenger receptor BI) (Kasper et al., 2015).

Algumas células espumosas na intima arterial acabam por sofrer apoptose
resultando na formacdo de um centro lipidico designado por core necrético (Figura 1).
Antes de sofrerem este processo, os macrofagos podem elaborar microparticulas ou
exossomas (que podem conter microARNs reguladores), citocinas e fatores de
crescimento envolvidos nas placas de ateroma complicadas (Kasper et al., 2015; Libby,
2014).

A formacdo de tecido fibroso na matriz extracelular caracteriza as lesdes

ateroscleroticas mais avangadas que a estria lipidica (Figura 1). A principal responséavel
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¢ a célula muscular lisa (SMC). Os mondcitos/macrofagos através de citocinas, como as
IL-1 e o TNF, induzem a producdo local de fatores de crescimento, como o fator de
crescimento derivado das plaquetas (PDGF), o fibroblast growth factors, entre outros.
Estes ultimos, estimulam a proliferacdo e a producao de matriz extracelular pela célula
muscular lisa contribuindo desta forma para a evolugao da placa de ateroma. O PDGF
elaborado por estas células, ou pelas plaquetas, ou ainda, pelas células endoteliais, pode
também estimular a migracao das células do musculo liso residentes na tinica média,
para a intima (Figura 2) (Kasper et al., 2015).

Outras citocinas, com destaque para o interferdo-y (IFN-y) derivado dos
linfécitos T ativados, dentro das lesdes de ateroma podem limitar a sintese de colagénio
pelas células musculares lisas. Antagonicamente, existem mediador que estimulam a
producdo de colagénio pelas células musculares lisas, como por exemplo, o fator B de
transformagdo de crescimento (TGF-B) e o PDGF. As fibras de colagénio conferem
resisténcia biomecanica a placa, evitando a sua rutura (Libby, 2009).

Para além dos mediadores localmente produzidos, os produtos da coagulacdo e
da trombose contribuem também para a evolugdo do ateroma; o que justifica a
utilizacao do termo aterotrombose (Kasper et al., 2015).

Apesar da estria lipidica se formar por debaixo de um endotélio intacto, nas
lesdes mais avancadas ocorrem alteragdes microscopicas nas células endoteliais que
favorecem a formagao de microtrombos ricos em plaquetas nos locais de exposi¢cdo da
matriz extracelular trombogénica. As plaquetas assim ativadas libertam numerosos
fatores que promovem uma resposta fibréoticas, nomeadamente o PDGF e o TGF-8
(Kasper et al., 2015).

A trombina para além de gerar fibrina durante a coagulagdo, também estimula
recetores, que sinalizacdo a migragdo, proliferacao e producdo de matriz pelas células
musculares lisas (Kasper et al., 2015).

As placas de ateroma mais evoluidas caraterizam-se pela sua baixa celularidade,
a qual contrasta com a abundancia de tecido fibroso calcificado (Figura 1). A escassez
de células musculares lisas e macréfagos pode resultar da predominancia de fatores
citostaticos tais como o TGF-B e o IFN-y, que inibem a proliferacio das células

musculares lisas, e levam a sua apoptose (Kasper et al., 2015).
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Placa fibrosa e calcificada Fibroateroma

Figura 1 — Estadios histopatologicos da aterosclerose.

(A) Espessamento adaptativo da intima caracterizado pela acumulacio de células musculares lisas na
intima. (B) Formac&o da estria lipidica correspondente a acumulagio de células espumosas na intima. (C)
Espessamento patologico da intima com a acumulagéo de lipidos extracelulares sem necrose. (A), (B), (C)
sdo processos reversiveis. (D) Fibroateroma caracterizado por core necrético, que pode sofrer calcificagdo
na (E) placa fibrocalcificada. Retirado de (Bentzon, Otsuka, Virmani, & Falk, 2014).
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Figura 2 — Evolucdo esquematica da placa de ateroma.

1, Acumulagao de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) na intima. A reteng¢do das LDL favorece a sua
oxidacdo ou glicagdo. 2, Stress oxidativo, incluindo produtos da modificagdo das LDL, pode induzir a
produgao local de citocinas (esferas verdes). 3, As citocinas induzem um aumento da expressdo de
moléculas de adesdo (hastes azuis na superficie endotelial) de leucocitos, no endotélio, promovendo assim
a ligagdo e migracdo destes mesmos para a intima. 4, Mondcitos plasmaticos, ao entrar na intima, em
resposta as quimiocinas, tais como a proteina quimiotatica de monocitos (MCP-1), aumentam a expressao
de recetores scavenger, diferenciando-se em macrofagos. 5, Os receptores scavenger mediam a captagdo
das LDL modificadas, promovendo o desenvolvimento de células espumosas. Por sua vez, estas libertam
citocinas adicionais, moléculas efetoras, tais como o acido hipocloroso, o anido superdxido, e as
metaloproteases da matriz. 6, As células do musculo liso (SMC) migram para a intima da intima. 7, As
SMC podem, entdo, multiplicar e elaborar matriz extracelular, promovendo a acumulacdo da mesma,
desenvolvendo a placa aterosclerdtica. Desta forma, a estria lipidica pode evoluir para uma lesdo
fibrética. 8, Em fases posteriores, pode ocorrer calcificagdo (ndo representada) e fibrose continua, que por
vezes ¢ acompanhada da apoptose das SMC, resultando numa capsula fibrosa relativamente acelular, em
torno de um core lipidico, que também pode conter células mortas e seus detritos. IL = interleucina.
Retirado de (Libby, 2014)

2.2. Fatores de Risco

O estudo dos fatores de risco para a aterosclerose gerou de um conjunto de
resultados experimentais, transversais e, mais recentemente, longitudinais, em humanos,
a partir dos quais se definiram os principais fatores (Tabela 2). O contributo dos varios
fatores de risco para a aterosclerose difere consoante a doenga aterosclerotica. Por
exemplo, a hipertensdo arterial estd mais relacionada com o AVC enquanto que, a
hiperlipemia se relaciona sobretudo, com a doenga coronaria (Kasper et al., 2015).

Além disso, ¢ importante distinguir entre fatores e marcadores de risco de
doenca. Por exemplo, estudos genéticos sugerem que a Proteina C Reativa ndo medeia
por si sO a aterogénese, apesar de ser utilizada como marcador preditivo de risco. Pelo
contrario, a lipoproteina (a) e a apoproteina C3 emergiram como fatores de risco, bem

como a hiper-homocisteinemia (HHcy) (Kasper et al., 2015).
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Quando um individuo acumula varios fatores de risco, os mesmos tém um efeito
sinérgico, e ndo apenas aditivo, na probabilidade de desenvolver DCV (Hall & Guyton,

2011).

Tabela 2 - Fatores de risco majores tradicionais para a aterosclerose. Adaptado de (Kasper et al., 2015).
Fatores de risco majores

Classicos Emergentes
= Consumo de tabaco e exposi¢do ao tabaco;
= Dieta aterogénica;
= Sedentarismo
= Hipertensao arterial (pressdo sanguinea > 140/90 | = Hiper-homocisteinemia

mmHg) » Hiperglicemia intermédia
= Alta concentrag@o plasmatica de LDL, baixa = Lipoproteina (a)
concentragdo plasmatica de HDL [< 40 mg/dL] = Apoproteina C3
= Excesso de peso/obesidade = Aterosclerose subclinica

= Diabetes mellitus
= Historia familiar de DCV prematuras
» Idade avangada (& > 45 anos, ? > 55 anos)

Apesar de um conhecimento lato sobre fatores de risco envolvidos na etiologia
das DCV associadas a aterosclerose, estes ndo sdo prognosticadores corretos, indicando
apenas o aumento da probabilidade de surgirem estas patologias. Com efeito, sabe-se
que um individuo que nao apresente nenhum destes fatores pode vir a ter uma doenga
cardiovascular. Como tal, ¢ imperativo descobrir novos fatores de risco que permitam
prever corretamente o surgimento da aterosclerose, bem como, elucidar os mecanismos
de acdo dos mesmos e dos fatores de risco ja conhecidos. Deste modo, espera-se que
surjam terapias inovadoras para a prevencdo e/ou tratamento das DCV, reduzindo
assim, a taxa de mortalidade e morbilidade, bem como as atuais despesas com o

diagndstico e com a terapéutica das mesmas (WHO, 2011).

2.2.1. Hiper-homocisteinemia.

A HHcy ¢ descrita como uma desordem metabdlica caracterizada pelo excesso
de homocisteina total (tHcy) presente no sangue (Concentragao plasmatica de tHcy > 15
umol/L), originada pelo deficiente metabolismo da homocisteina (Hcy) (Ver 3.1.3), e
agravada em doentes com insuficiéncia renal (Tabela 3) (Ganguly & Alam, 2015;
Nygard, Vollset, Refsum, Brattstrom, & Ueland, 1999). Os valores plasmaticos de tHcy

considerados normais, e, em individuos saudaveis, estdo entre 5 a 15 umol/L. Tal como
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indicado na Tabela 4, a HHcy classifica-se em trés tipos consoante a quantidade de tHcy

presente no sangue (Ganguly & Alam, 2015; Nygard et al., 1999).

Tabela 3 — Determinantes principais do aumento da concentra¢do plasmatica de tHcy. Adaptado de
(Ciaccio & Bellia, 2010; Moll & Varga, 2015).

Determinantes principais de HHcy
= Défice de CBS

Fatores genéticos = Défice de MS

=  Défice de MTHFR

=  Envelhecimento

= Sexo Masculino
Determinantes fisiolégicos | = Gravidez

=  Pds-menopausa

* Aumento da massa muscular

= Reduzida ingestdo de vitaminas B, Bg, B> e acido folico
Determinantes estilo de vida | = Fumar

= Café
= Deficiéncia em vitaminas B, B¢, B; ¢ acido folico
Condigcoes clinicas » Insuficiéncia renal

=  Hipotiroidismo

Tabela 4 — Classificacdo da HHcy consoante os niveis plasmdticos de tHcy.

Classificacao Concentracio plasmatica de tHcy (umol/L)
Ligeira 16 a 30
Moderada 31a100
Severa > 100

No plasma, pode-se encontrar a Hey em trés formas diferentes (tHcy) (Figura 3):
ligada as proteinas plasmatica, por pontes dissulfeto (S-homocisteinilagdo); ligada a
compostos tiois de baixo peso molecular, formando homodimeros com outro residuo de
Hcy (homocistina), ou heterodimero com um outro composto tiol; na sua forma livre
(Hey reduzida) (Ganguly & Alam, 2015; Nekrassova, Lawrence, & Compton, 2003;
Nygard et al., 1999).

Em termos de distribuicdo, a Hecy encontra-se predominantemente ligada as
proteinas plasmaticas, correspondendo a cerca de 70 a 80 % de todas as formas de Hecy
presentes no plasma. Em oposicdo, a forma reduzida da Hey representa apenas 1 % do
conteudo total. Os restantes 20 a 30 % correspondem a formagdo de dimeros entre a

Hcy e compostos tidis (Figura 3) (Ganguly & Alam, 2015; Nygard et al., 1999).
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Figura 3 — Formas de Hey existentes no plasma. Adaptado de (Nygéard et al., 1999).

Os niveis de tHcy tém sido usados como biomarcadores plasmaticos das DCV
em ensaios clinicos, onde se estuda a relacdo entre o metabolismo da Hcy com estas
patologias (Jakubowski, 2013).

Em 1969, McCully (1969) propdés a HHcy severa como fator de risco de
aterosclerose, quando observou aterosclerose na autdpsia de criangas com
homocistinaria (excesso de homocisteina na urina) causada por erros inatos no
metabolismo da Hcy. Esses erros metabdlicos sdo caracterizados por mutacdes dos
genes dos enzimas cistationina [B-sintetase (CPS), metilenotetrahidrofolato redutase
(MTHFR), metionina sintetase (MS) e aciduria metilmalonica-homocistinuria tipo cbl C
(MMACHC) (Poloni, Blom, & Schwartz, 2015). As placas de ateroma observadas em
seres humano, coelho, macaco com homocistintria, sdo tendencialmente fibrosas e
calcificadas (McCully, 2015b).

Tal como mencionado anteriormente , a HHcy ¢ aceite pela comunidade médica
como um fator de risco independente para o desenvolvimento de DCV (Ganguly &
Alam, 2015; Koubaa et al., 2009; Leach et al., 2014; Sharifi, Salimi, & Shams, 2012;
Tcherkas & Denisenko, 2001). Diversos estudos observacionais (prospetivos e
retrospetivos) mostraram que um aumento da concentracdo de tHcy, mesmo sendo
ligeiro, estd associado a um maior risco de desenvolvimento de DCV (Eckel & Cornier,
2014). Guo et al. (2014) analisaram e compararam os efeitos de uma dieta rica em
metionina (1% metionina), rica em gorduras (10% natas, 1,25% colesterol, 0,5% acido

colico) e rica em ambos estes nutrientes, com uma dieta equilibrada (grupo controlo),
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em ratinhos machos com auséncia do gene do LDLr. Pelos resultados obtidos,
verificaram que os ratinhos com uma dieta rica em metionina apresentavam HHcy, e
que os niveis elevados de tHcy aceleraram o desenvolvimento de lesdes ateroscleroticas,
evidenciando assim, a HHcy como um possivel fator de risco independente para o
desenvolvimento de aterosclerose no ser humano. Também apuraram que, a
hiperlipemia acelerou a evolucdo de aterosclerose, para além de terem verificado que, a
associacdo destes dois fatores de risco acelerou e desenvolveu lesdes ateroscleroticas
mais graves nos ratinhos com defeitos no gene do LDLr. O resultado da associagdo
destes dois fatores de risco estd em concordancia com o que foi dito anteriormente,
acerca dos efeitos sinérgicos de fatores de risco. Para além do aumento da gravidade
clinica pelos efeitos sinérgicos de fatores de risco, tem-se verificado um aumento da
prevaléncia de HHecy em individuos que tém varios fatores de risco de DCV, como o
tabagismo, a hipertensdo e com o défice nutricional em vitaminas Bs € Bi2 e &cido
folico, a idade avancada e a insuficiéncia renal (Guo et al., 2015; Lewandowski, 2000;
Skovierova et al., 2016).

Ao longo dos anos, tém sido realizados diversos ensaios clinicos com o intuito
de determinar se a reducao dos niveis plasmaticos de tHcy com refor¢o da ingestdo de
vitaminas do complexo B, incluindo a vitamina Bi2, Be € acido folico, seriam benéficas
na reducdao da doenca aterosclerdtica em individuos com doenca cardiovascular
estabelecida. Os resultados destes ensaios revelaram, que ndo houve reducdo dos
eventos vasculares em individuos com doenga cerebrovascular, ou com doenga
cardiovascular e, ainda com doenca vascular resultante de insuficiéncia renal cronica
(McCully, 2015b). A falha da suplementacdo vitaminica, em contexto de prevencao
secundaria, levou desde 2015, a ser estudado o efeito da suplementacdo destas
vitaminas, em contexto de preven¢do primaria, ao qual, aguarda-se ainda pelos
resultados finais (McCully, 2015a).

Todavia, ¢ de salientar que os estudos, quer observacionais, quer clinicos, ao
utilizarem a tHcy como biomarcador, ndo descriminam as espécies individuais da Hcy,

pelo que se desconhece qual delas participa diretamente na génese da aterosclerose.
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3. BIOQUIMICA DA HOMOCISTEINA

3.1. Homocisteina
NH2

OH
HS

O

Figura 4 - Estrutura quimica da Hcy. Apresenta uma cadeia lateral semelhante a Cys, ja que possui, em
comparagdo com esta, um grupo metilo adicional.

3.1.1. Considerac¢des Gerais.

A Hcy ¢ um aminoacido nao-proteico (Figura 4), que constitui um produto
intermediario da conversdao de metionina (Met) em cisteina (Cys) (Ganguly & Alam,
2015; Nekrassova et al., 2003; Nygard et al., 1999). A Met ¢ um aminoacido essencial
obtido exclusivamente pela dieta. Uma vez ingeridas, as proteinas contendo este
aminoacido, sao digeridas e a Met, na sua forma livre, ¢ direcionada para a corrente
sanguinea, onde circula até ser captada pelas células. Uma vez dentro das células, a Met
¢ convertida a S-adenosilmetionina (SAM) pelo enzima metionina adenosiltransferase
(MAT), que necessita de uma molécula de trifosfato de adenosina (ATP) para que esta
reacdo ocorra. Apds formada a SAM, um doador universal de grupos de metilo, este
transfere o seu grupo metilo para um aceitador seu (e.g. ADN, ARN, proteinas,
fosfolipidos), a este processo da-se o nome de metilagdo, originando
S-adenosil-homocisteina (SAH) (Figura 6). Por fim, a SAH sofre hidrdlise enzimadtica,
pela a¢do da S-adenosil-homocisteina hidrolase (SAHH), gerando Hcy e adenosina, num
processo reversivel. (Figura 6) (Jakubowski, 2006b; Jakubowski & Gtowacki, 2011;
Nygérd et al., 1999; Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009). Se ndo existir nenhum
mecanismo que impeca a acumulacdo intracelular de Hcy, a sua elevada concentragdo

torna-se citotoxicas (Welch, Upchurch, & Loscalzo, 1997).

3.1.2. Efeitos Toxicos da Hcy.
Até a data, foram propostos diferentes efeitos toxicos da Hcy, os quais podem
resultar de efeitos toxicos diretos, caso da S-homocisteinilagdo de proteinas e da

indugdo do stress oxidativo, ou indiretos, através dos seus diversos metabolitos

(gkovierové et al., 2016; Zang et al., 2016).
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O stress oxidativo ¢ definido como um desequilibrio entre a producdo de
espécies pro-oxidantes (ROS e RNS) e antioxidantes. Diferentes estudos revelaram que
as reacdes redox podem ser um fator chave para o desenvolvimento da aterosclerose em
individuos com HHcy. A Hey aumenta a produgdo de ROS que podem formar radicais
hidroxilo que, por sua vez, podem remover eletrdes de outras moléculas e induzir a
subsequente oxidacdo de lipidos, proteinas, hidratos de carbono e 4cidos nucleicos,
contribuindo assim para a disfuncdo endotelial, seguida de ativacdo plaquetaria e
formagao de trombos. A auto-oxidac¢ao dos metabolitos da Hcy conduz a acumulacao de
peroxido de hidrogénio (H202), um potente agente oxidante. Varios mecanismos tém
sido propostos para o stress oxidativo da Hcy: i) auto-oxidagdo da Hcy, ii) inibicao da
atividade enzimatica dos antioxidantes na célula, iii) libertagdo da superoxido dismutase
da superficie das células endoteliais, iv) ativacdo das NADPH oxidases, v) inibi¢cdo da
NOS, vi) degradacao do enzima dimetilargininase e acumulagdo do inibidor da NOS, a
dimetilarginina assimétrica e vii) formagao de peroxinitrito, um indicador da reagdo
entre o radical superoxido e o NO, que altera o metabolismo da tirosina e provoca
alteracdo na fung¢ao proteica induzindo, dessa forma, a disfun¢do endotelial (Lai & Kan,
2015; Skovierova et al., 2016).

Quanto a S-homocisteinilagdo, ocorre quando a Hcy se liga através do seu grupo
tiol a outro grupo idéntico proveniente de um residuo de Cys! de uma proteina,
estabelecendo-se uma ponte dissulfeto (Figura 5). Estas alteragdes t€ém um forte impacto
no estado redox das proteinas, com a consequente modificagdo da sua funcao
(Skovierova et al., 2016). Como tal, a S-homocisteinilagio também contribui para o
stress oxidativo. Este assunto voltard a ser abordado mais a frente.

Quanto aos efeitos toxicos consequentes dos metabolitos de Hcy, dado a sua
importancia e relevo na presente monografia, serdo discutidos em pormenor ao longo

das secgdes seguintes.

! Se um residuo de Hcy for incorporado erradamente na cadeia polipeptidica da proteina, este podera
também contribuir para a formagdo de pontes dissulfeto.
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Figura 5 - Representacdo esquematica das modificagdes proteicas induzidas pela Hcy, através da
S-homocisteinilagdo.

A fim de evitar a citotoxicidade, a célula pode metabolizar a Hcy por duas vias
que geram metabolitos ndo-citotoxicos (Ver seccao 3.1.3), exportar a Hey para o meio
extracelular, nomeadamente para a circulagdo sanguinea, ou ainda, atenuar os seus
efeitos citotoxicos, através de varios compostos, como por exemplo, o glutationo?, a
glutationo peroxidase®, a catalase e o NO (Welch et al., 1997). Este tltimo reduz a
biodisponibilidade da Hcy, ao interagir com este aminoacido, formando
S-nitroso-homocisteina (S-nitroso-Hcy). A sintese desta molécula, para além de
diminuir a concentracdo de Hcy, ndo produz ROS, e mantém a biodisponibilidade do
NO, funcionando como uma dadora de NO (Stamler et al., 1993). No entanto, o
S-nitroso-Hcy pode incorporar-se em proteinas, de forma translacional, devido ao facto
da sua estrutura ser similar a da Met. A metionil-ARNt sintetase (MetRS), um enzima
aminoacil-ARNt sintetase especifico para a Met, essencial para a traducdo do ARNm, e
consequentemente para a biossintese de proteinas, seleciona o S-nitroso-Hcy em vez da

Met permitindo, assim, a incorporagdo da Hcy na cadeia polipeptidica da proteina

2 O glutationo, no estado reduzido, confere as células mecanismos de defesa antioxidante, prevenindo, por
exemplo, a oxidagdo dos grupos tiol de varios compostos e proteinas, também reduz os radicais ROS ou
de azoto, e remove peroxidos lipidicos e de hidrogénio. Estas fungdes podem ser obtidas pela agdo direta
do glutationo ou indiretamente, através de reacdes enzimaticas.

3 O enzima glutationo peroxidase € responsavel pela catilise da redugdo de hidroperdxidos e
lipoperéxidos organicos e, concomitantemente, pela oxidacdo do glutationo. Também parecer ser
responsavel pela prevencdo da oxidacdo do NO.
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recém-sintetizada, em vez da Met. Todavia, este mecanismo poderd ser toxico para a
célula (Jakubowski, 2000, 2001, 2004).

Por causa do potencial de reducdo do meio intracelular, sobretudo devido a
presenca de glutationo reduzido, a Hcy desloca-se do meio intracelular para o
extracelular na sua forma reduzida; no entanto, passado alguns minutos a horas, a

maioria desta oxida-se (Lewandowski, 2000).

3.1.3. Metabolismo da Hcy.

A metabolizacdo da Hcy pode ser feita por duas vias distintas, isto &, por
transulfuragdo ou por remetilagdo. A maioria das células do corpo humano, se nao
todas, metabolizam a Hcy pela via de remetilacdo; s6 apenas o figado, os rins, o
pancreas e o intestino delgado conseguem metabolizar a Hey pela via de transulfuracao,
para além da remetilacio (Lewandowski, 2000; Perta-Kajan, Twardowski, &
Jakubowski, 2007; Skovierova et al., 2016).

A transulfura¢do da Hey € um processo sintético irreversivel de residuos de Cys
a partir da Hcy. O primeiro passo necessita da acdo catalitica do enzima CBS, enzima
este que esta dependente do fosfato de piridoxal, seu cofator, para condensar a Hcy com
a serina, dando origem ao aminodcido ndo-proteico cistationina. Esta Ultima ¢
convertida em Cys, catido amonio e o-oxobutirato, pela a¢do da cistationina y-liase
(CyL) (Figura 6). Posteriormente, a Cys formada por reagdes oxidativas, gera taurina ou
sulfato, em porcdes 2:1. Este aminodcido também ¢ essencial para a sintese de
proteinas, do coenzima A e do glutationo. As células que ndo conseguem catabolizar a
Hcy por esta via, obtém Cys da corrente sanguinea (Jakubowski & Gtowacki, 2011;
Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009).

Em condig¢des normais, cerca de 50% da Hcy € remetilada originando metionina.
A remetilacdo pode ser catalisada por dois enzimas de diferentes vias: a metionina
sintetase (MS) ou a betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT). A conversdo de
Hcy a Met, pela agdo da MS, estd dependente da presenca do substrato
S-metiltetrahidrofolato  (5-metilTHF). Este provém da metabolizagdo do
5,10-metilenotetrahidrofolato  (5,10-metilenoTHF) pelo enzima dependente de
riboflavina, o metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR). Na presenca do 5-metilTHF
e da vitamina B12 (cofator da MS), a MS catalisa a transferéncia do grupo metilo do
S5-metilTHF para a Hcy, originando Met e tetrahidrofolato (THF). O THEF,

posteriormente, ¢ convertido em 5,10-metilenoTHF pela serina hidroximetiltransferase
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(SHMT), uma reacdo dependente da presenca de piridoxal-5’-fosfato como cofator. O
produto desta reagdo, como dito anteriormente, ¢ essencial para a obtencdo de
5-metilTHF. A todo este processo da-se o nome de ciclo dos folatos. J& a outra via de
remetilacdo da Hey através do enzima BHMT, s6 ocorre no figado e nos rins, e requer
betaina como grupo dador de metilo para formar Met e dimetilglicina (DMG). Esta
reacdo ¢ catalisada pela BHMT (Figura 6) (Jakubowski & Gtowacki, 2011;
Lewandowski, 2000; Poloni et al., 2015; Rafii et al., 2009; Skovierova et al., 2016).

3.2. Homocisteina-Tiolactona

Se o metabolismo da Hcy falhar, quer pela auséncia e/ou defeito dos enzimas
implicitos na sua metabolizacdo, quer pela caréncia dos seus cofatores, ou ainda, pela
excessiva ingestdo ou caréncia* nutricional de Met (McCully, 2015b), a concentragio
intracelular de Hcy eleva-se, aumentando assim a probabilidade deste aminoacido ser
metabolizado por uma via extraordinaria ao seu metabolismo. Esta via surge quando
ocorre um erro numa reacao de edi¢cdo pela MetRS. Devido a similaridade das estruturas
quimicas dos residuos de aminodcido Hcy e Met, torna-se dificil para o MetRS
discriminar a Met, entre estes aminoacidos, para poder formar metionil-ARNt. Caso
este selecione erradamente Hcy em vez de Met, e a ative por ligagdo de uma molécula
de monofosfato de adenosina (AMP) ao seu terminal carboxilo, ativacdo esta que requer
energia proveniente da hidrolise de ATP, o MetRS ndo consegue ligar a Hey ativada ao
ARNtM® e ir4 catalisar a reagdo da cadeia lateral tiol da Hcy, removendo o AMP do
terminal carboxilo ativado da Hcy, formando-se como produto final, a homocisteina-
tiolactona (HTL) (Jakubowski & Gtowacki, 2011).

Esta via de metabolizacdo estd dependente do racio intracelular de Hcy/Met.
Elevadas concentragdes intracelulares de Hey e baixas de Met estdo relacionadas com o

aumento da sintese de HTL (Perfa-Kajan et al., 2007).

4 O decréscimo da concentragdo intracelular de Met reduz a biossintese de SAM, provocando
consequentemente a diminuigdo da ativagdo alostérica da CPBS e, da inibi¢do alostérica da MTHFR.
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Figura 6 — Metabolismo da Hcy e da HTL. Adaptado de (Jakubowski, 2004; Lewandowski, 2000).

Met = metionina; MAT = metionina adenosiltransferase; ATP = adenosina trifosfato; SAM = §-
adenosilmetionina; X = grupo metilo; X-CH; = aceitador de grupos metilo; SAH = S-adenosil-
homocisteina; Hcy = homocisteina; R-SH = grupo tiol na extremidade da cadeia de um composto; O, =
oxigénio molecular; R-S-S-Hcy = formacdo de uma ponte dissulfeto entre os grupo tiol da Hcy e do
composto; CBS = cistationina f-sintetase; Vit. B6 = piridoxal-5’-fosfato; CyL = cistationina y-liase; MS
= metionina sintetase; Vit. B12 = vitamina Bj;; 5-metilTHF = 5-metiltetrahidrofolato, THF =
tetrahidrofolato, SHMT = serina  hidroximetiltransferase;  5,10-metilenoTHF =  5,10-
metilenotetrahidrofolato, MTHFR = metilenotetrahidrofolato redutase; Vit. B2 = riboflavina; BHMT =
betaina-homocisteina metiltransferase; DMG = dimetilglicina; MetRS = metionil-acido ribonucleico de
transferéncia sintetase; Metionil-ARNt = metionil-acido ribonucleico de transferéncia; HTL =
homocisteina-tiolactona; N-Hcy-Proteina = N-homocisteinilagdo de proteina; BLH =  bleomicina
hidrolase; PON1 = paraoxonase sérica tipo 1.
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3.2.1. Metabolismo da HTL.

Em condi¢des fisiologicas, a HTL produzida pelas células encontra-se
maioritariamente na sua forma neutra (Figura 7) e consegue difundir-se passivamente
pelas membranas celulares (Figura 6). Grande parte da HTL vai para o meio
extracelular, nomeadamente para a corrente sanguinea, para posteriormente ser
excretada pelo rim, acumulando-se na urina. Deste modo, uma falha da funcdo renal
leva entdo a acumulacdo de HTL no plasma (Jakubowski, 2013). Alternativamente,
pode ser metabolizada pelo enzima intracelular, a bleomicina hidrolase (BLH), ou pelo
enzima extracelular, a paraxaonase—1 (PON-1) (Figura 6). A PON-1 ¢ um enzima
associado as lipoproteinas de alta densidade (HDL), que possui uma dupla agdo anti-
aterogénica ao, por um lado, hidrolisar o anel lactona da HTL, convertendo-a em Hcy,
e, por outro, ao hidrolisar os perdxidos lipidicos e os hidroperéxidos de linoleato de
colesterol das LDL oxidadas (Chistiakov, Melnichenko, Orekhov, & Bobryshev, 2017;
Jakubowski, 2013). No meio intracelular, a HTL ¢ hidrolisada pela BLH, a qual tem
uma eficécia catalitica cem vezes superior a da PON-1; porém, esta continua a ser baixa

e ndo saturada a 20 mM de HTL (Marsillach et al., 2014).
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Figura 7 - HTL nas suas formas acido-base. Retirado de (Jakubowski, 2006a)

3.2.2. N-Homocisteinilacao de Proteinas.

A HTL ¢é um tioéster ciclico, quimicamente reativo, uma vez que a energia da
ligacdo do anidrido na Hcy~AMP ¢ conservada na ligagdo tioéster. Tendo a HTL um
grupo tioéster, o qual se comporta como um grupo eletroatrator por efeito indutivo, o
valor de pKa da HTL ¢ de 6,67 + 0,05, sendo inferior ao valor de outros grupos amino
comuns, nomeadamente o grupo e-amino dos residuos de lisina (pKa = 10,5). Sendo
assim, este grupo tioéster ¢ suscetivel de sofrer ataques nucleofilos, especialmente pelo
grupo €-amino da cadeia lateral dos residuos de lisina (Lys), levando a formagdo de
ligacdes amida com estes mesmos grupos da Lys (Ne-Hcy-Lys). Deste modo,
dependendo do pH do meio, a HTL pode provocar a N-homocisteinilagdo das proteinas
(N-Hcy-Proteina) (Figura 8) (Garel & Tawfik, 2006; Jakubowski, 2006b; Jakubowski &
Gtlowacki, 2011).
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A N-homocisteinilagdo das proteinas ¢ um processo de modificagdo
pos-transducdo, induzida pela HTL, que leva a incorporagdo de Hcy nas proteinas,
através da formagdo de ligagdes amida entre o grupo tioéster da HTL e o grupo g-amino
dos residuos de lisina das proteinas. Este processo pode alterar a estrutura e os pontos
isoelétricos das proteinas, induzindo assim o seu desenrolamento ou multimerizagao e
levando, consequentemente, a agregacao/precipitagcao/formagdo de proteinas amiloides,
e a perda das suas funcdes bioldgicas (Figura 8) (Garel & Tawfik, 2006; Jakubowski,
2006b; Jakubowski & Gtowacki, 2011). Refira-se que, os niveis de N-Hcy-Proteina
aumentam significativamente em individuos com HHcy (Jakubowski, 2013).

A reatividade da HTL com grupos €-amino dos residuos de Lys da proteina varia
consoante o tamanho, os pontos isoelétricos da proteina, o niumero de residuos de Lys e
sua distribuicdo na proteina. Proteinas compostas por cerca de 100 a 700 residuos de
aminoacidos mostram uma correlagao favoravel entre a reatividade da HTL e o teor de
lisinas (r ¥4 0.97). Proteinas grandes, como o fibrinogénio (3588 aminodcidos), a partida
tém maior quantidade de lisinas que as de baixas dimensdes, sendo expectavel uma
correlacdo idéntica entre Ne-Hcy-Lys e o nimero de lisinas. No entanto, ndo se
verificou o aumento reacional da HTL, provavelmente, devido a inacessibilidade dos
grupos g-amino dos residuos de Lys ao solvente (Jakubowski, 2000; Sharma, Kumar,
Dar, & Singh, 2015).

Ao analisar as alteragdes provocadas pela HTL, através da N-homocisteinilagao
das proteinas lisozima, RNase-A e a-LA, Sharma, Kumar, & Singh (2014) concluiram
que a modificagdo estrutural e funcional das proteinas depende dos seus pontos
isoelétricos. A N-homocisteinilagdo desnatura as proteinas acidas, perdendo estas, as
suas funcdes, e pode levar, consequentemente, a agregacdo proteica. Contrariamente, as
proteinas basicas sdo resistentes a estas alteragcdes. Assim, sugerem que, células ou
tecidos com um conteudo rico em proteinas acidas poderiam ser os principais alvos para
a N-homocisteinilagdo. Contudo, o estudo indica também, que as alteragdes estruturais e

funcionais induzidas pela N-homocisteinilacdo ndo ocorre em todas as proteinas acidas.
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Figura 8 — Representagdo esquematica das modificagdes proteicas induzidas pela HTL, através da
N-homocisteinilagao (Sharma et al., 2015).

Num estudo realizado a ratinhos, verificou-se que a N-homocisteinilagdo de
proteinas pode ser revertida pela alteracdo de uma dieta rica em Met, para uma pobre
neste aminoacido. Porém, durante duas semanas, a alteracdo da dieta nao permitiu

reverter totalmente os niveis plasmaticos de N-Hcy-proteinas de modo a igualarem-se
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aos niveis do grupo de controlo (ratinhos que nunca ingeriram uma dieta rica em Met),
ao contrario da concentragdo plasmatica da HTL e Hcy, que passado o mesmo tempo,
retomaram aos valores normais (grupo controlo) (Jakubowski et al., 2009).

Atualmente, ndo ¢ conhecido nenhum mecanismo para a destoxificagdo de
N-Hcy-proteinas. Porém, pela primeira vez, foi proposto um mecanismo para a
“auto-deshomocisteinilagdo” em solucdo aquosa, conforme descrito no esquema da
Figura 9 (Mei et al., 2016). Se for correto, este mecanismo podera justificar a reducao
da concentracdo plasmatica de N-Hcy-proteinas observada em ratinhos, no estudo

anteriormente referido.
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Figura 9 — Mecanismo quimico proposto por Mei et al. (2016), para a “deshomocisteinilagdo” de residuos
de Lys de proteinas N-homocisteiniladas:

Sob condigdes alcalinas (A), o par de eletrdes ndo partilhados do grupo tiol ataca primeiro o grupo
carbonilo para formar um anel de cinco membros. De seguida, o par de eletrdes ndo partilhados do grupo
hidroxilo ataca o carbono quaternario quebrando a ligagdo com grupo amina, para obter HTL. Isto sugere
que o principal subproduto da “deshomocisteinilagdo”, em condigdes fisiologicas, ¢ a HTL. Em contraste,
em condigdes acidas (B), o grupo carbonilo € inicialmente protonado antes que as moléculas de H>O o
ataquem, seguido da transferéncia de um protdo e da isomerizagdo intramolecular. Finalmente, o grupo
hidroxilo ataca o carbono quaternario, quebrando a ligagdo com o grupo amina, e originando Hcy. Se este
mecanismo estiver correto, dado o grupo tiol ser mais nucledfilo do que o grupo hidroxilo, a
“deshomocisteinilagdo” sera ativada mais facilmente em condigdes alcalinas do que em 4acidas. Retirado
de (Mei et al., 2016).

Segundo os resultados obtidos por Olas, Kotodziejczyk, & Malinowska (2010), a
HTL ¢ mais reativa do que a Hcy, na indug¢do da homocisteinilagao de proteinas, sendo,
por isso necessario, maiores concentracdoes de Hcy para formar o mesmo nimeros de
aductos com proteinas, comparativamente a HTL. Neste mesmo estudo, verificaram que
tanto a HTL como a Hcy podem provocar N-homocisteinilagdo, S-homocisteinilagdo

e C-homocisteinilagdo (Hcy ligada ao grupo carbonilo) de proteinas. Porém, devido a
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falta de evidéncias suficientes na literatura que suportem esta ultima, na presente
monografia ndo serd incluida a hipdtese da HTL e da Hcy provocarem

C-homocisteinilagao.
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4. EFEITOS ATEROGENICOS INDUZIDOS PELA HOMOCISTEINILACAO
DE PROTEINAS

Apesar de ndo se conhecer o0 mecanismo exato de acdo da Hcy na aterogénese,
sabe-se que este aminoacido pode ter uma agdo direta, através da S-homocisteinilagao
de proteinas, ou indireta, através dos seus metabolitos, nomeadamente da HTL, e da sua
capacidade de provocar N-homocisteinilagdo de proteinas, que levam, por exemplo, a
desregulacdo do mecanismo vasodilatador endotelial, ao stress do reticulo
endoplasmatico das células endoteliais e do musculo liso vasculares e a alteragdes
fenotipicas para um fenotipo endotelial pro-inflamatorio e pro-coagulante. (Fridman,
Fuchs, Porcile, Morales, & Gariglio, 2011; Skovierova et al., 2016). Nesta secc¢do
apenas serdo focados os efeitos aterogénicos da Hcy e HTL através da
homocisteinilagao de proteinas. Todavia, ¢ de salientar que, na literatura recente, muitos
dos estudos efetuados nao discriminam entre as espécies de Hcy e os seus metabolitos
responsaveis pelos seus efeitos toxicos. Na presente seccdo, foram selecionados
trabalhos da base de dados Pubmed, publicados nos ultimos 5 anos (com algumas

excecoes) € que correlacionam a homocisteinilagao de proteinas com a aterogénese.

4.1. N-Homocisteinilacao de Proteinas

4.1.1. Intracelulares.

4.1.1.1.  Stress do Reticulo Endoplasmatico.

Como foi dito anteriormente, a incorporacdo pos-transducdo da Hcy em
proteinas, pela HTL, pode modificar estruturalmente as proteinas, podendo conduzir a
agregacao das mesmas devido ao enrolamento incorreto ou perda da estrutura
tridimensional.

Se estas proteinas alteradas estiverem presentes no lumen do reticulo
endoplasmatico (RE), ¢ ativada a resposta a proteinas unfolded (UPR), que quando
sobrecarregada despoleta a apoptose da célula, mediada pela ativacdo de, pelo menos, 2
genes apoptoticos: 0o CHOP/GADDI153 (growth arrest DNA damage 153) e o TDAGS1
(T-cell death associated gene 51) (Jakubowski, 2013; Lai & Kan, 2015)

Células endoteliais apoptoticas foram observadas na corrente sanguinea de

pacientes com hiper-homocisteinemia grave. Esta observagdo apoia a hipotese da
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disfungdao endotelial nao ocorrer apenas por perda da biodisponibilidade de o6xido
nitrico, mas também pela ativagdo da via URP que envolvem proteinas tais como:
inositol requiring enzyme (IREIl), RNA-activated protein Kinase like ER kinase
(PERK) e o fator de ativacao da transcricdo 6 (Jakubowski, 2013; Lai & Kan, 2015).

Este acontecimento leva também a ativagdo de vias inflamatoérias (Wu et al., 2015).

4.1.2. Extracelulares.

No meio extracelular, foram observadas, in vivo, varias proteinas alvo da
N-homocisteinilagdo pela HTL, nomeadamente a albumina, o fibrinogénio, a
apoA1-HDL, a apoB-LDL e o colagénio (Jakubowski, 2013; Perla-Kajan et al., 2016;

Zinellu, Sotgia, et al., 2010). Seguidamente, cada caso sera descrito ao pormenor.

4.1.2.1. Apo-LDL.

A N-homocisteinilagdo das apo-LDL promove a multimerizagdo das mesmas,
levando a sua agrega¢do ou precipitagdo. Uma vez nos vasos, nomeadamente, nos vasa
vasorum, estes agregados podem, facilmente, ligar-se aos constituintes lipidicos dos
microrganismos, promovendo assim a sua retencdo. Consequentemente, este processo
contribui para a obstrucao da circulagdo nos vasa vasorum. resultando em isquemia da
parede arterial, morte celular intramural, obstrucdo dos capilares e propagacido de
microrganismos para a intima, o que conduz a inflamacdo e criagdo de placas de
ateroma vulneraveis. Por outro lado, a presenca de LDL homocisteiniladas e oxidadas
estimulam a producdao de anticorpos anti-N-Hcy-LDL que podem iniciar um ciclo
vicioso ao aumentar a formacao de complexos e a agregacdo de lipoproteinas (McCully,

2015a; Perta-Kajan et al., 2007; Vignini et al., 2004).

4.1.2.2. ApoAIl-HDL.

A apoproteina predominante nas lipoproteinas de alta densidade ¢ a apoAl. Esta
ultima ¢ a grande responsavel pelo efeito anti-aterogénico das HDL, pois ¢é responsavel
pelo efluxo de colesterol das células espumosas e pela agdo antioxidante das HDL,
capazes de reduzir as LDL oxidadas. Esta proteina tem 21 lisinas suscetiveis de sofrer
N-homocisteinilagdo. Contudo, in vivo, apenas foi observado a formagdo de dois
aductos Ne-Hcy-Lys (Ishimine et al., 2010). Num recente estudo de Miyazaki et al.
(2014), foi analisado os efeitos provocados pela N-homocisteinilagdo da apoAl na sua

capacidade antioxidante e de efluxo de colesterol e verificou-se que esta modificacdo da
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apoproteina alterou negativamente a sua capacidade antioxidante, promovendo mesmo a

oxidacao das LDL; porém, ndo afetou o efluxo de colesterol.

4.1.2.3.  Albumina.

Tal como referido anteriormente, grande parte da tHcy esta ligada a albumina
por pontes dissulfeto (S-homocisteinilacdo), no entanto esta proteina também sofre
N-homocisteinilagdo. A primeira envolve a Cys34, e a segunda envolve a liga¢do da
HTL com a Lys525 (Sharma et al., 2015). Estas modificagdes pds translacionais podem
alterar a interagdo da albumina com as catequinas (Genoud, Castafion, Lauricella, &
Quintana, 2014; Zinellu et al., 2015).

As catequinas sdo compostos polifendlicos particularmente abundantes no cha
verde e, existem sobretudo nas formas de epicatequina (EC), epigalocatequina (EGC),
epicatequina galato (ECG) e epigalocatequina galato (EGCG). Sao lhe reconhecidas
propriedades anti-inflamatorias e antioxidantes (Zinellu et al., 2015).

Estes flavonoides ligam-se a albumina plasmatica com diferentes afinidades, o
que pode modular a farmacocinética, principalmente a sua biodisponibilidade. Assim, as
catequinas que t€ém na composi¢do galato possuem maior afinidade para a albumina
(Zinellu et al., 2015).

Estudos in vitro revelaram que a incubagdo da albumina com Hcy diminui a
afinidade da albumina para as catequinas, avaliada pela constante de afinidade Kb: 14%
para a EC, 18% para EGC, 24% para a ECG e 30% para a EGCG; o mesmo aconteceu
para a N-homocisteinilicdo provocada pela HTL: 17% para a EC, 22% para a EGC, 23
% para a ECG e 32% para a EGCG (Zinellu et al., 2015).

Tendo em conta que a ligacdo da albumina as catequinas ocorre em apenas um
local, especula-se que, quer a ligagdao da Hcy ao residuo Cys34, quer da HTL ao residuo
Lys525, possam diminuir o acesso das catequinas a albumina por modificagdo
conformacional desta. Esta observacdo ¢ suportada, pelo facto, das catequinas com
maior perda de afinidade serem as que tém de maior massa (ECG e EGCG). A
diminui¢do da afinidade da albumina pelas catequinas torna-as mais suscetiveis de
sofrerem oxidac¢do e/ou catabolismo, o que encurtard a sua semivida e, portanto, a
atividade bioldgica (Zinellu et al., 2015).

Apesar deste estudo ndo ter sido realizado in vivo, torna-se particularmente

interessante devido, ao facto, de outros compostos, nomeadamente farmacos com forte
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ligacdo a albumina, poderem sofrer alteragdes na sua biodisponibilidade, em situagdes

de HHcy (Zinellu et al., 2015).

Ver outros efeitos da albumina N-homocisteinilada na sec¢ao 4.1.3.1.

4.1.2.4.  Fibrinogénio.

O fibrinogénio, uma proteina chave no processo de coagulacdo, dispde de
residuos de Lys essenciais para a ligacdo dos enzimas fibrinoliticos a esta proteina, e
como tal, para o exercicio da sua fungdo. Uma vez homocisteiniladas, estas Lys podem
comprometer o processo, € alterar a estrutura e funcao do fibrinogénio, que na presenca
de trombina, pode levar a modificagdo pro-trombdtica da estrutura e fungdo do codgulo
de fibrina. In vivo, identificaram-se trés Lys homocisteiniladas (a-Lys562, B-Lys344, e
v-Lys385) no plasma de individuos com deficiéncia de CBS, os quais, apresentaram
hiper-homocisteinemia severa. O residuo de a-Lys562, na molécula de fibrinogénio,
estd diretamente envolvido na ligagdo a plasmina e ao ativador do plasminogénio
tecidual (tPA). A N-homocisteinilagdo desta Lys demonstrou comprometer a fibrin6lise
in vivo, o que explica o maior risco de doenga arterial coronaria nos individuos com
deficiéncia de CPBS. Os codgulos nestes pacientes sdo mais compactos, menos
permeéveis e mais resistentes a fibrindlise (Szlauer et al., 2015).

In vitro, foi demonstrado que a N-homocisteinilagdo do fibrinogénio permite a
formacdo de pontes dissulfeto com a albumina. A presenga destes complexos
fibrinogénio-albumina no codgulo comprometem também a fibrindlise promovida pelo
tPA. Da mesma forma que Hemoglobina Alc ¢ utilizada para monitorizar o controlo da
diabetes mellitus, alguns autores defendem que o doseamento dos conjugados
albumina-fibrinogénio sdo uteis como marcadores do dano proteico induzido pela Hey

(Sauls, Warren, & Hoffman, 2011).

4.1.2.5. Colagénio.

Estudos em ratinhos deficientes no enzima CBS, que caracteristicamente
possuem valores elevados de Hcy e de HTL circulante, apresentam alteracdes do
colagénio no sistema cardiovascular e esquelético (Perla-Kajan et al., 2016). No
entanto, 0 mecanismo para estas alteracdes permanecia desconhecido, até que muito
recentemente, Perta-Kajan et al. (2016) estudou o efeito da HTL em ratinhos deficientes

no enzima CPS e, pela primeira vez, propds um mecanismo que explica a anormalidade
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do colagénio (Figura 10). Ao formar ligacdes amida com os residuos de Lys do
colagénio, a HTL compromete a formacdo das pontes cruzadas de piridinolina,
necessarias para a reticulagdo do colagénio. O ponto critico para a N-homocisteinilagao
foi localizado no N-telopéptido do colagénio tipo I a-1, no residuo de Lys160. Importa
referir que estudos paralelos permitiram concluir que a atividade e expressdao do enzima
lisina oxidase (LOx), na presenca de Hcy, que catalisa a primeira etapa na formagao das
ligagdes cruzadas ao oxidar os residuos de lisina, ndo sdo alteradas na presencga de Hcy.
Na placa de ateroma complicada ocorre a formagdo de trombo com eventual
embolizacdo de parte, ou de todo o trombo. Esta placa instdvel tem o seu colagénio
pouco reticulado, devido a falta das reticulagcdes de piridinolina, o que facilita a

formagao e o descolamento do trombo.

Figura 10 - Representacdo do efeito da N-homocisteinilagdo na reticulacdo de piridinolina do colagénio.
Retirado de (Perta-Kajan et al., 2016)

4.1.2.6. Enzima Conversor da Angiotensina I.

Huang et al. (2015) levantaram a hipotese de que um aumento da concentrag@o
de Hcy, nas suas varias formas e metabolitos, incluindo a homocistina e a HTL, podem
aumentar a atividade do enzima conversor da angiotensina I, através da
homocisteinilagdo do mesmo. Assim, niveis de angiotensina II e, consequentemente, da

aldosterona, sdo elevados bem como a atividade da NADPH oxidase, que ao aumentar a
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producao de superoxido, induz o stress oxidativo e, consequentemente, a disfuncao

endotelial.

4.1.3. Sistema Imunitario.

Sendo a aterosclerose uma doenca inflamatdria cronica, envolve a imunidade
inata e adaptativa. A peroxidacdo lipidica tem um papel central na resposta, quer
celular, quer humoral, ao gerar aldeidos reativos como o malondialdeido, que podem
modificar os residuos de Lys nas apoproteinas das LDL e em vdrias outras proteinas.
Estes aductos lipidos oxidados/proteinas, como por ex. o malondialdeido-LDL,
transportam novos epitopos que serdao reconhecidos pela resposta imune inata e

adaptativa (Jakubowski, 2013).

4.1.3.1. Resposta Adaptativa.

A incorporacdo da Hcy nas proteinas humanas induz a produgdo de
autoanticorpos que reconhecem os epitopos Ne-Hey-Lys das N-Hcy-proteinas. Estes
autoanticorpos podem reagir com proteinas homocisteiniladas. Existe uma correlagdo
direta entre os niveis destes autoanticorpos € a concentracdo da Hcy plasmadtica, mas
ndo com os niveis plasmaticos de cisteina ou metionina (Jakubowski, 2013).

Os autoanticorpos N-Hcy-proteina estdo particularmente elevados nos pacientes
com doencga arterial coronaria e AVC. Alguns estudos mostraram que, no sexo
masculino, estes autoanticorpos sao preditores mais sensiveis de doenga arterial precoce
quando comparados com os niveis totais de Hcy (Jakubowski, 2013).

A presenga de autoanticorpos Ne-Hcy-Lys pode também ser benéfica, ao
promover a excre¢do de antigénios em circulagdo. Mas por outro lado, podem ter efeito
nocivo quando, por exemplo, os epitopos Ne-Hcy-Lys que estdo expostos a superficie
das células endoteliais, se ligam aos anticorpos, recrutando os mondcitos que, através
dos seus recetores Fc, lesam as células endoteliais (Jakubowski, 2013).

O tratamento com 4cido folico por 3 a 6 meses reduz os niveis de

autoanticorpos, mas apenas em individuos saudéaveis (Jakubowski, 2013).

4.1.3.2.  Resposta Inata.
As N-Hcy-proteinas, particularmente as N-Hcy-apoLDL, sdo captadas
avidamente pelos macrofagos, quando comparadas com as LDL nao modificadas. Além

disso, os niveis de Proteina C Reativa correlacionam-se significativamente com os
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niveis de autoanticorpos, sugerindo que as N-Hcy-proteinas sdo pré-inflamatorias. Por
outro lado, estudos mais recentes demonstraram que a N-Hcy-albumina aumenta a
ligacdo dos mondcitos as células endoteliais ao induzir a expressdo de quimiocinas
pro-inflamatorias e citocinas tais como VCAMI, ICAM1 e MCP-1 quer nos mondcitos
quer nas células endoteliais. Curiosamente estas citocinas pro-inflamatdrias também
podem ser induzidas em culturas celulares humanas pela Hcy; porém, para que tal
aconteca, sd0 necessarias concentragdes muito mais elevadas de Hcy, em relagdo a
N-Hcy-albumina para que tal aconteca (Jakubowski, 2013).

Capasso et al. (2012) estudou o efeito da N-Hcy-albumina na expressao génica
das células endoteliais e verificou-se existir uma sobre-expressao de genes envolvidos
na remodela¢do vascular, tais como ADAMI7 e hsp60. A albumina pode ser
internalizada na célula por endocitose e, dessa forma, pode determinar a alteragdo na
expressao de citocinas e recetores.

A ADAMI17 ¢ uma metaloprotease que promove a producao da molécula de
adesao celular, ICAM1 e do fator de necrose tumoral o (TNF-a). A hsp60 eleva-se quer
a nivel celular, na membrana e no citosol, quer no meio extracelular, ¢ demonstrou
tratar-se de um importante autoantigénio na aterosclerose. Os anticorpos anti-hsp60 ao
ligarem-se a hsp60, na membrana da célula endotelial, induzem um efeito citotoxico.
Por outro lado, os macréfagos expressam também ligandos para a hsp60 e, da sua
interagdo, resulta a ativacao desta célula (Capasso et al., 2012).

A concentragdo plasmatica de hsp60 ¢ significativamente mais elevada nos

pacientes com doenga cardiovascular (Capasso et al., 2012).

4.2. S-Homocisteinilacao de Proteinas

4.2.1. Extracelulares.

Tendo em conta que a maior parte da homocisteina circulante se encontra ligada
a proteinas, um dos mecanismos para explicar a sua citotoxicidade reside na capacidade
de se ligar aos residuos de cisteina das proteinas ou de clivar as pontes dissulfeto da
cisteina, alterando dessa forma a estrutura e/ou fungao das proteinas. Os residuos de Cys
ndo so estdo envolvidos no enrolamento e estabilidade das proteinas e formacgdo de
pontes dissulfeto com o grupo tiol livre da Hcy, como também participam em reagdes
de oxirreducao, e coordenam-se com ides metalicos (Silla, Sundaramoorthy, Talwar, &

Sengupta, 2013).
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4.2.1.1. Apo-LDL.

Virios estudos demonstraram que as apoproteinas das lipoproteinas também sao
suscetiveis a S-homocisteinilagdo, numa extensao proporcionalmente relacionada com a
concentragdo plasmatica de homocisteina. Por outro lado, a propria N-homocisteinilagao
aumenta o numero de locais para a S-homocisteinilacao (Zinellu et al., 2012).

A incubagdo das células endoteliais com Hcy-S-S-apoLDL mostrou aumentar a
producdo intracelular de ROS, levando uma menor proliferagdo e viabilidade destas
células, sugerindo um papel anti-angiogénico e pro-aterogénico para este tipo de
modifica¢ao das LDL (Zinellu et al., 2009).

Por outro lado, ¢ bem conhecido que as LDL podem atravessar as células
endoteliais via transcitose para alcancarem o espago subendotelial, numa taxa
proporcional a concentracdo das LDL plasmaticas. Se as LDL S-homocisteiniladas
ficarem retidas na intima, estas podem libertar o seu conteudo Hcy, que ird promover a
oxidagdo de grupos tidis de outros compostos, ou a S-homocisteinilagdo de outras
proteinas. Uma vez que a atividade de algumas metaloproteases ¢ regulada pela S-
homocisteinilagdo dos grupos tiol livres na cadeia polipeptidica, um aumento da
concentracdo de Hcy, na placa de ateroma, pode ativar as metaloproteases latentes,
elastoliticas — pro-MMP-2 contribuindo para a rutura da placa (Zinellu et al., 2012).

Por outro lado, no espago subendotelial e na presenga de oxigénio molecular, a
auto-oxidagao dos grupos tidis em compostos como a Hcy, leva a formacao de H202, e
isso pode promover a oxidacdo das LDL retidas, transformando-as em moléculas
altamente aterogénicas que promovem o processo inflamatdrio no vaso (Zinellu et al.,
2012; Zinellu et al., 2009).

Na doenca renal cronica, as LDL s3o mais homocisteiniladas do que na
populagdo em geral, podendo ser responsavel pelo incremento do transporte, quer da
Hcy, quer da Cys, para o espago subendotelial. Nos individuos com sindrome nefréticos
que caracteristicamente apresentam niveis elevados de colesterol LDL, os niveis de
apoB-LDL S-homocisteinilada relacionam-se com os niveis de creatinina sérica

(Zinellu, Loriga, et al., 2010).

4.2.1.2.  Albumina.
As placas ateroscleréticas sao caracterizadas por um ambiente pro-inflamatério e

pro-oxidante. Cerca de 70 % das proteinas da placa de ateroma sdo provenientes do
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plasma, sendo predominante a albumina. A estrutura primaria da albumina contém trinta
e quatro residuos de cisteina que contribuem com dezassete pontes dissulfeto na
estrutura terciaria, ¢ um residuo livre de cisteina (Cys34) com atividade redox. Por
conseguinte, a S-homocisteinilagdo da albumina ocorre unicamente neste residuo de
aminoacido. Efetivamente, na comparacao entre a albumina circulante ¢ a presente na
placa de ateroma, verificou-se que esta ultima sofre quase trés vezes mais oxida¢do na
Cys34, provavelmente devido ao ambiente mais oxidativo da placa (Lepedda et al.,

2014).

Ver também secc¢ao 4.1.2.3.

4.2.2. Intracelulares.

Embora, a evidéncia da S-homocisteinilagdo das proteinas extracelulares esteja
bem estabelecida, pouco ¢ conhecido sobre as proteinas intracelulares alvo da
S-homocisteinila¢do pela Hcy. A razdo podera ser pelo facto do citosol (ao contrario do
RE) ser um ambiente redutor que ndo favorece o estabelecimento de ligagdes

Hcy-S-S-proteinas (Silla et al., 2013).

4.2.2.1.  Metalotioneina.

A metalotioneina (MT), uma proteina acompanhante (chaperone) intracelular
atua como um ligador de zinco e removedor de radicais superdxido. Pela particular
abundancia de radicais Cys, pode ser alvo da S-homocisteinilagio. A
S-homocisteinilagdo desta proteina compromete a sua ligacdo ao zinco, aumentado a
concentragdo deste 130 no citosol e elevando a expressio do Egr-1 (early growth
response-1), um fator de transcri¢do zinc finger, que regula a expressdao dos genes
pro-inflamatérios e proé-coagulantes associados a aterotrombose. Por outro lado, a
homocisteinilacdo da MT impede a inativacdo do superdxido, o que aumenta o stress

oxidativo (Figura 11) (Colgan & Austin, 2007).
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Figura 11 - A homocisteinilagdo da metalotioneina (MT) em células endoteliais vasculares humanas
compromete o potencial redox intracelular e aumenta a expressao de early growth response-1 (Egr-1).

A MT é um chaperone de ligagio de zinco intracelular ubiquo (Zn*") com propriedades de eliminagio do
radical superdxido (O7) (lado esquerdo do diagrama). O aumento dos niveis de homocisteina intracelular
(Hcy) nas células endoteliais pode ocorrer através de varios mecanismos, incluindo a captacdo de
metionina extracelular (Met) e / ou Hcy, ou o comprometimento no metabolismo intracelular de Hey. O
aumento dos niveis intracelulares de Hcy facilita a S-homocisteinilagdo da MT no citosol, libertando Zn**
e prejudicando as propriedades de remocdo de radicais O, da MT. A elevagio no Zn?* livre intracelular,
atribuivel a homocisteinilagdo de MT, aumenta a expressdo de Egr-1, um factor de transcri¢dao precoce /
intermediario que medeia a expressdo de uma ampla gama de fatores celulares possuindo propriedades
pro-aterogénicas e pro-tromboticas, incluindo a proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), fator de
necrose tumoral-a (TNF-a), a molécula de adesdo intercelular 1
(ICAM-1) e o fator tissular (TF). Com o aumento da expressdo de Egr-1 e de espécies reativas de
oxigénio (ROS), induzida pela homocisteinilagdo, ¢ de esperar uma disfuncionalidade por parte das
células endoteliais, contribuindo assim para o desenvolvimento e progressdo da aterotrombose
(componentes representados em vermelho). Alvos intracelulares adicionais de homocisteinilagdo
(retratado como ponto de interrogacdo) e seu efeito sobre o enrolamento de proteina / fun¢do no
citoplasma e reticulo endoplasmatico de células endoteliais estdo atualmente a ser investigadas. SAM
indica S-adenosilmetionina; SAH, S-adenosil-homocisteina; MS, metionina sintetase. A, molécula
aceitadora; A-CH3, molécula aceitadora metilada. Retirado de (Colgan & Austin, 2007).

4.2.2.2.  Peroxirredoxina.
Uma das funcgdes da peroxirredoxina 1 (Prx1l), uma proteina intracelular, ¢ a
elimina¢do de H202, que ¢ mediada pela formagdo transiente de uma ponte dissulfeto
intermolecular entre a Cys52 (centro catalitico) e a Cys173 de outra molécula de Prx1

(Lee et al., 2007). Riquier et al. (2014) verificaram que a Prxl ¢ alvo da
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S-homocisteinilagdo ao nivel da Cys52. No entanto falta provar se esta alteracao inibe a

atividade desta proteina ou se pelo contrario, a protege (Riquier et al., 2014).

4.3. Expressao Génica das Células Endoteliais

Ja se tinha verificado que a HHcy alterava, em ratinhos, a expressao de alguns
genes que se associam ao desenvolvimento de aterotrombose (Gurda, Handschuh,
Kotkowiak, & Jakubowski, 2015). No entanto, ndo se sabe ao certo, qual das espécies
de Hcy, s3o as responsaveis. Recentemente, Gurda, Handschuh, Kotkowiak, e
Jakubowski (2015) verificaram, através das técnicas de microarrays, ¢ de PCR
quantitativo em tempo real, que a HTL e a N-homocisteinilacdo de proteinas do soro
fetal bovino (proteinas modificadas pela incubagdo com HTL, que mimetizam a
N-Hcy-proteina presentes no plasma de pacientes com defeito dos enzimas CBS e
MTHFR), mais do que a Hcy, induzem alteragdes na expressao de genes nas células
endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs), sendo que cada um destes genes ¢
importante para a homeostase celular e vascular, e responsavel por um determinado
mecanismo biomolecular celular. Contudo, neste estudo nao ¢ claro qual das espécies de
Hcy e seus metabolitos, e quais as proteinas homocisteiniladas, estdo envolvidas na
desregulacdo génica. A HTL adicionada a monocultura de HUVECs, pode ser
metabolizada pelas mesmas, originando N-Hcy-Proteinas intracelulares, bem como a
Hcy adicionada pode formar pontes dissulfeto com as cisteinas das proteinas
intracelulares (S-homocisteinilagdo). Através da andlise bioinformdtica, os mesmos
autores correlacionaram estas alteragdes génicas com varias categorias de doengas,

inclusive a aterosclerose.
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5. CONCLUSAO

O papel da homocisteina na génese da aterosclerose pode ser considerado direto,
quando esta induz a S-homocisteinilagdio de proteinas, ou indireto, quando
primeiramente ¢ convertida em homocisteina-tiolactona, possibilitando a
N-homocisteinilagdo de proteinas. Quanto a ultima, foi estabelecido ndo s6 o seu efeito
a nivel intracelular, nomeadamente, no stress do reticulo endoplasmatico, como
também, a sua influéncia nas alteracdes estruturais e funcionais de proteinas
extracelulares, caso do efeito da N-homocisteinilagdo das apolipoproteinas, da
albumina, do colagénio, do enzima conversor da angiotensina I, ¢ do proprio
fibrinogénio. Sendo a aterosclerose uma doenca inflamatoria, ndo ¢ de surpreender, a
participagdo da N-homocisteinilacdo das proteinas, quer na resposta inata, quer
adaptativa, da inflamag¢do. Importa também salientar que a propria N-homocisteinilagao
favorece a S-homocisteinilacao e, que esta ultima, por sua vez, pode alterar, a estrutura e
funcdo, quer de proteinas extracelulares, quer das intracelulares, tais como a
metalotioneina e a peroxirredoxina.

Refira-se que estudos mais recentes levantaram a hipotese da homocisteinilagao
de proteinas alterar também a expressao génica das células endoteliais, contribuindo
igualmente para a sua disfuncdo.

Os estudos analisados na presente monografia evidenciam que a
homocisteinilagao de proteinas acelera a progressao da aterotrombose.

Deste modo, o principal desafio € perceber qual a consequéncia que as proteinas
homocisteiniladas tém na aterosclerose. Para esse efeito, sdo necessarios mais estudos
que aprofundem o conhecimento sobre os mecanismos aterogénicos provocados pela
homocisteinilagdo de proteinas, e encontrar, eventualmente, outras proteinas
homocisteiniladas envolvidas na aterogénese. Adicionalmente, serd de toda a relevancia
ter em consideragdo, em futuros ensaios clinicos humanos, os diferentes metabolitos da
homocisteina, nomeadamente a homocisteina-tiolactona ¢ a N-homocisteinilagdo de
proteinas, para além da homocisteina total. Esta estratégia podera clarificar o contributo
de todas as espécies da homocisteina na aterogénese.

Deste trabalho, conclui-se também, a importancia em conhecer quais sdo as
proteinas intracelulares que podem ser homocisteiniladas, in vivo, nas células do
musculo liso e no tecido adiposo perivascular e perceber a sua influéncia na homeostase

dessas células, para assim compreender o seu possivel envolvimento na aterosclerose.
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Finalmente, ¢ importante um conhecimento mais detalhado da propria
aterogénese e do envolvimento dos varios metabolitos da homocisteina, o que podera
permitir a identificagdo de biomarcadores das doencas cardiovasculares mais efetivos e,

por outro lado, de novos alvos terapéuticos, no combate a aterosclerose.
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