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Reactividad Vascular y Variante Genética

Rodrigo Gongalves Dias'?, Carlos Eduardo Negrao', Marta Helena Krieger?
Instituto do Coracgdo - InCor (HCFMUSP)", Sdo Paulo, SP; Labcardio - Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)?, Campinas, SP - Brasil

Resumen

El 6xido nitrico (NO), primariamente identificado como
un factor relajante derivado del endotelio, es un radical libre
actuante en la senalizacién de diferentes procesos biolégicos.
La identificacion de las isoformas de las sintasas del NO
(NOS) y la subsecuente caracterizacién de los mecanismos
de activacién celulares de las enzimas posibilitaron tanto la
comprensién de parte de las interacciones fisiolégicas como
la comprensién de parte de los mecanismos de enfermedad,
en la cual el NO esta envuelto. La isoforma endotelial de
la NOS (eNOS), expresada principalmente en el endotelio
vascular, desempena importante papel en la regulacién de la
reactividad vascular y en el desarrollo y en la progresién de la
aterosclerosis. Esta revision tiene el propésito de contextualizar
al lector sobre la estructura de la eNOS y sus mecanismos de
activacion celular. Teniendo en vista los avances de la biologia
molecular, trataremos aun de los conocidos mecanismos de
regulacién de la expresién génica y del papel de variantes
en el codigo genético de la eNOS asociados a fenotipos
cardiovasculares. Aunque se reconozca la importancia del
NO como molécula ateroprotectora, nuestra atencién estara
volcada a la revision de literatura envolviendo NO vy su
participacién en la modulacion del fenotipo de vasodilatacion
muscular.

Introduccion

La evidencia primaria de que el endotelio es un componente
indispensable en la regulacién del tono vascular surgié cuando
analisis experimentales demostraron que, en la ausencia de esa
monocapa de epitelio pavimentoso, la vasodilatacién inducida
por la acetilcolina no ocurria. En aquel momento, Furchgott
y Zawadzki' documentaron que, cuando era estimulado,
el endotelio era capaz de liberar una sustancia vasoactiva
que fue denominada factor relajante derivado del endotelio

Palabras clave

Oxido nitrico, éxido nitrico sintasa tipo IlI, polimorfismo
genético.

Correspondencia: Rodrigo Gongalves Dias ®

Unidade de Hipertensao - Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular
Av. Dr. Enéas de Carvalho Aguiar, 44 (22 andar; Bloco II) - Cerqueira César -
05403-000 - Sao Paulo, SP - Brasil

E-mail: diasrg99@yahoo.com.br

Articulo recibido en 12/02/09; revisado recibido en 26/06/09; aceptado en
14/08/09.

(EDRE, del inglés endothelium-derived relaxing factor). Pasados
algunos afos, el EDRF fue identificado por Ignarro et al*> como
el 6xido nitrico (NO), un compuesto caracterizado en 1977
por Ferid Murad que, cuando liberado por nitratos, causaba
relajacion en células musculares lisas. Ese contexto le valio a
Robert F. Furchgott, Ferid Murad y Louis J. Ignarro el Premio
Nobel de Fisiologia o Medicina en 1998 (fig. 1). Una serie
de estudios fue responsable por la caracterizaciéon de que el
endotelio libera otros EDRF como la prostaciclina (PGL,) y
el factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHEF, del
inglés endothelium-derived hyperpolarizing factor), ademas de
factores constritores derivados del endotelio (EDCF, del inglés
endothelium-derived contracting factors), como la endotelina
(ET-1), productos de la via de la ciclooxigenasa como el
tromboxano A, (TXA) y especies reactivas de oxigeno como el
anién superéxido (0,7)*. Esos descubrimientos asociados a la
caracterizacion del endotelio como un sensor biolégico capaz
de detectar cualquier estimulo mecanico, fisico o quimico - y
responder a él - lo elevé al puesto de un tejido multifuncional
que desempena importante papel en la homeostasia de todos
los sistemas fisiologicos.

Oxido nitrico y sistema cardiovascular

EI NO, una molécula gaseosa actuante en la sefalizacion
de diferentes procesos bioldgicos, es un radical libre que
presenta un electron desemparejado en la Gltima capa y una
vida media de 4 a 8 segundos en medio acuoso oxigenado*°.
Descripto como un gas labil, capaz de libre difusién en las
membranas celulares, tal caracteristica colabora con su alta
actividad biolégica®. El reconocimiento de que el endotelio
vascular es un érgano activo y que su integridad favorece
efectos benéficos, como accién antioxidante, antiinflamatoria,
anticoagulante, profibrinolitica, inhibitoria de la adhesion
y migracién de leucocitos, inhibitoria de la proliferacién y
migracién de las células musculares lisas, inhibitoria de la
agregacion y adhesion plaquetaria, vino a ampliar aun mas las
mdltiples acciones del NO’. Asf, ese escenario ateroproctetor
es caracterizado por una armonia entre sustancias liberadas
por el endotelio, en el cual el NO es citado como uno de los
compuestos vasoactivos de mayor relevancia. Caracterizado
como un desorden sistémico que antecede a la aterosclerosis
y sus complicaciones, la disfunciéon endotelial en arterias
coronarias ateroscleréticas fue inicialmente demostrada por
Ludmer et al® y, después, relacionada a la alteracién en la
biodisponibilidad del NO°.

En la actual literatura, hay concordancia de que la
reducida actividad biolégica de NO, causada tanto por
la reduccién en la sintesis como por el aumento de la
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Robert F. Furchgott

senaladora en el sistema cardiovascular.

Ganaron el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina el aiio 1998. Los tres farmacaologos fueron
reconocidos por la valiosa contribucion al descubrimiento del éxido nitrico como molécula

Fig. 1 - Ganadores del Premio Nobel en Fisiologia o Medicina en 1998. Fuente: Disponible en: <http://nobelprize.org>.

degradacion por el estrés oxidativo, ha sido identificada
como el mecanismo de mayor relevancia en el proceso
multifactorial en la disfuncién endotelial y en la participacion
de las principales disfunciones cardiovasculares'. Asi, la
reduccion en la biodisponibilidad del NO y la consecuente
disfuncion endotelial determinan, en el ambiente vascular,
el desencadenamiento de eventos como alteraciones en el
tono, disfunciones trombéticas, proliferacion y migracién de
células musculares lisas (CML), y adhesion de leucocitos'.
En la disfuncién endotelial, ocurre también el aumento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO)', y
estas pueden reducir la disponibilidad de NO endotelial por
diferentes vias: inactivacién directa del NO por superéxido,
con formacién de peroxinitrito (ONOO")"?; reduccién en la
expresion y en la actividad de las sintasas del NO, por causa
de los cambios en sus sustratos o cofactores, y en el aumento
de los niveles de dimetilarginina asimétrica (ADMA)'; 'y,
aun, desacoplamiento de la NOS endotelial causado por la
oxidacién aumentada de tetraidrobiopterina (BH,)".

El entendimiento de la complejidad de la funcién
endotelial y la dificultad de estudiar cada uno de sus
componentes aisladamente vienen siendo superados. En
ese contexto, modelos animales capaces de reproducir una
disfuncion endotelial fueron desarrollados, posibilitando,
por ejemplo, el funcionamiento del sistema en condiciones
de baja o aumentada biodisponibilidad de NO. Ademas
de eso, estudios in vivo en humanos, a través de la infusién
intraarterial de compuestos con potencial de modular la
funcién endoteliodependiente o endotelioindependiente,
posibilitaron la investigacion de los mecanismos moduladores
de la funcién vascular en las diferentes condiciones fisiol6gicas
y enfermedades de mayor prevalencia.

Sintasas de o6xido nitrico

La produccién enzimatica del NO a partir del aminodcido
L-arginina es mediada por una familia de tres sintasas de
6xido nitrico (NOS), codificadas por genes distintos™. Las
isoformas comparten 50%-60% de homologfa en la secuencia
de aminodcidos, en los dominios oxidasa y reductasa'’. Esas
isoformas exhiben caracteristicas distintas que reflejan sus
funciones especificas in vivo'®.

La sintasa endotelial del 6xido nitrico (eNOS o NOS IlI;
7935-36) y la sintasa neuronal del 6xido nitrico ("nNOS o NOS
[; 12g24.2) poseen mecanismo de activacién constitutivo
(cNOS). La isoforma inducida (iNOS o NOS II; 17cen-q12)
se encuentra expresada en procesos celulares anormales
como en la insuficiencia cardiaca', inducidas por citoquinas
y agentes inflamatorios, lo que resulta en alto flujo de
NO»?'. La eNOS, encontrada principalmente en las células
endoteliales en compartimientos denominados caveolas?, es
esencial para la manutencién del tono vascular basal. Ese tono
es, en parte, mediado por la sintesis del NO, un compuesto
vasoactivo participante en la regulacién del flujo sanguineo
en los diversos lechos vasculares y, particularmente, en el flujo
sanguineo coronario?. La ubicacién subcelular de la sintesis
de NO ejerce gran influencia en su actividad biolégica. En la
década de 1990, la identificacién inicial de la ubicacién de la
eNOS en la caveola, en la membrana plasmatica de las células,
proveyé la base estructural para el reconocimiento de la
compartimentacién en los mecanismos de sefializacion celular
promovido por el NO. La subsecuente observacion de que la
eNOS interactda directamente con las proteinas estructurales
de la caveola, las caveolinas, proveyé la evidencia bioquimica
de la interaccién entre eNOS y caveola y su implicaciéon con
numerosas moléculas de senalizaciones concentradas en
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ese ambiente de la membrana celular?*. Un gran nimero de
evidencias revel6 que las caveolas son capaces de reclutar
numerosas moléculas de sefializacion y regular sus actividades
en vez de servir como simple soporte para el intercambio y el
transporte celulares®. Asf, fue descripto que la eNOS se ubica
dentro de la caveola y es mantenida en un estado menos activo
por medio de su interaccion con la caveolina-1%.

Estructura de la eNOS

La eNOS funciona como un dimero, constituida de dos
mondmeros idénticos, que, a su vez, pueden ser divididos
funcional y estructuralmente en dos dominios principales:
un dominio C-terminal reductasa, homélogo al citocromo
P450 y que contiene sitios de ligazén para NADPH, flavina
mononucleétido (FMN) y flavina adenina dinucledtido
(FAD), y un dominio N-terminal oxidasa, que abstrae un
electron del sustrato L-arginina y posee sitios de ligazon para
el hierro heme, para el cofactor tetraidrobiopterina (BH,) y
para la L-arginina®*"?” (fig. 2). La reaccién de catalisis de
las NOS constitutivas envuelve dos niveles de oxidacion: la
hidroxilacién de la L-arginina en N°-hidroxi-L-arginina, seguida

de la oxidacién de este intermediario con utilizacién de un
electrén de la NADPH, formando L-citrulina y NO%. Esa
reaccién consume 1,5 mol de NADPH y 2 mols de oxigeno
por mol de L-citrulina formada'®?**. Cofactores como hierro
heme, BH, y L-arginina han sido particularmente estudiados,
y la baja biodisponibilidad de estos induce al fenémeno de
la eNOS disfuncional*'-**. El hierro heme es esencial para la
dimerizacién de las tres isoformas*, bajas concentraciones
o ausencia de L-arginina catalizan la reduccién del oxigeno
en superéxido (O,7)*, y niveles disminuidos de BH, llevan
a la produccién simultdnea de NO y O,-, productos que
reaccionan entre si formando peroxinitrito (ONOO")*.

Regulacion de la expresion génica y de la
actividad de la eNOS

Una vez verificado que las células endoteliales contienen
una concentracién basal de la proteina eNOS, el gen de
la eNOS fue considerado constitutivamente expresado.
Es interesante que, estudios posteriores demostraron que
concentraciones estables del mMRNA son sujetas a un modesto
nivel de regulacién®. La region promotora del gen de laeNOS

Fig. 2 - A) Modelo propuesto para la estructura dimérica de la eNOS. B) Transferencia de electrones entre los cofactores y sustratos de la estructura enzimatica. El
electrén fluye en el sentido NADPH — FAD — FMN del dominio reductasa de un monémero para el Fe del dominio oxidasa del mondmero contralateral. En la figura
A, observe que el flujo de electrones y la catalisis de la arginina son mostrados en apenas un lado de la enzima. La transferencia de electrones de un dominio para el
otro es mediada por la calmodulina, lo que justifica la necesidad de su ligazén al sitio de reconocimiento para activacién de la enzima y consecuente sintesis de NO.
FAD - flavina adenina dinucleétido; FMN - flavina mononucleétido; BH4 - tetraidrobiopterina; Fe - hierro heme; CaM - calmodulina.
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fue clonada, demostrando poseer un complejo mecanismo
de regulacion de la expresién génica. Semejante a la region
promotora de genes constitutivamente expresados, la region
promotora del gen de la eNOS no contiene la secuencia
TATA Box. Mientras tanto, posee mltiples secuencias DNA
cis-regulatorias, incluyendo CCAT box, sitios Sp1, GATA
motifis, CACCC box, sitios AP-1 y AP-2, regi6n de ligazon
p53, elementos NF-1, ademds de secuencias responsivas a
elementos esteroles y shear stress®. Las secuencias promotoras
humanay bovina presentan 75% de homologia, sugiriendo una
alta conservacion evolutiva de la regulacion transcripcional del
gen. Ubicados en la regién promotora proximal, los dominios
regulatorios positivos | y Il (PRD |y PRD II) estan envueltos
en la regulacion basal de la transcripcion génica, presentando
afinidad por los factores de transcripcion Sp-1, Sp-3, Ets-1,
EIf-1, YY1 y proteina MYC-associated zinc finger**. Estudios
in vitro demostraron que la responsividad del promotor de la
eNOS al shear stress es dependiente de secuencias ubicadas
entre -1.000 y -975, region relativa a la inicializacion de la
transcripcion®“!. Ademas de eso, la ligazén de las subunidades
p50y p65 del NF-«f al elemento responsivo GAGACC (-990;
-984), ubicado anteriormente al sitio de inicializacién de la
transcripcion, estd envuelta en la activacién del promotor por
el shear stress*?. Y aun, la transcripcion en células endoteliales
bovina sometidas a flujo laminar present6 aumento de 9 veces
del mRNA. Ese efecto fue mediado por dos mecanismos
distintos: 1. aumento transiente de la transcripcién del gen'y
2. subsecuente vida media prolongada del mRNA®.

El mecanismo de activacion de la eNOS ha sido descripto
como el mas elaborado de las tres isoformas, reflejando la
complejidad del control fisiolégico de los diferentes lechos
vasculares'”*.El mecanismo clasico de activacién de las
isoformas constitutivas es dependiente del calcio (Ca*),
mientras que la iNOS es independiente de la elevacion de las
concentraciones intracelulares de Ca**, debido a alta afinidad
de la ligaz6n de la enzima con la calmodulina®'3%44.

La complejidad de los mecanismos de regulacién post
transcripcionales de la eNOS ha sido considerada, tanto
como consecuencia de la dimerizacion de las subunidades
de la proteina como en funcién del papel de la proteina
caveolina en la formacion de la estructura caveolar®. La
eNOS se ubica dentro de la caveola y es mantenida en un
estado menos activo por su interaccién con la caveolina-1%.
Los mecanismos de migracion de la membrana celular para
el complejo de Golgi y las fosforilaciones Akt, PKA y AMPK-
quinasa dependientes son descriptos como responsables
por la activacién de esa isoforma de la EN LOS. Asi, la
interaccion mantiene la eNOS inactiva, y la calmodulina actda
directamente, compitiendo con la caveolina, para promover
la activacion calcio-dependiente de la enzima'. La actividad
de la eNOS es bien conocida en el ambiente vascular y es
regulada por seis mecanismos después de su traduccion:
inclusion de lipidos, mecanismo calcio/calmodulina
dependiente, interacciones directas proteina-proteina,
diferentes fosforilaciones sitio dirigidas, glucosilacion y
disponibilidad de substratos y cofactores. Asi, la eNOS puede
interactuar con varias protefnas en sus estados “menos activos”
0 “mas activos”. Son requeridas etapas de N-meristolacion
y palmitacion de la eNOS ligada a plamalema, que, en este
estado, se encuentra asociada a caveolina-1 y a HSP 90. La

proteina que hace interaccién con la HSP70, denominada
“CHIP”, interacttia con ambas HSP70 y HSP90, y regula
negativamente el tréfico de la eNOS para el complejo de
Golgi, en contraste con la “NOSIP” y “NOSTRIN" que
pueden regular negativamente la ubicacién de laeNOS en la
membrana plasmatica. El principal mecanismo de activaciéon
de la eNOS se da por la fosforilacién del aminodacido serina
en la posiciéon 11774 por la enzima Akt-quinasa (o proteina
quinasa B), lo que aumenta la sensibilidad de la eNOS a las
concentraciones basales de Ca**/calmodulina®. La activacion
ténica o fasica de la eNOS en respuesta al flujo sanguineo
es independiente de las alteraciones en la concentracién
del Ca**y se constituye del shear-stress. Dimmeler et al*®
demostraron que el intercambio del residuo de serina'77/179
por el aminoacido alanina vuelve a la eNOS incapaz de
responder a la fosforilacién y activacién por la enzima Akt, una
via dependiente de fosfatidilinositol-3 quinasa (PI-3K). Aunque
la fosforilacion del residuo de serina''”” desempefie un papel
preponderante en la activacién enzimdtica de la eNOS, es
sabido que su regulacion también depende del estandar de
fosforilacion de otros sitios actualmente bien caracterizados*.
La fosforilacién del residuo de serina®, ubicado en el dominio
de ligazén de la flavina mononucledtido (FMN), también
aumenta la actividad de la eNOS y parece ser particularmente
importante en la manutencion de la sintesis de NO después de
la activacién por Ca**/calmodulina y fosforilacién del residuo
de serina"'”’. Fosforilado por la proteina quinasa C (PKC), el
residuo de treonina*”* interfiere con el dominio de ligazén de
la calmodulina, regulando negativamente la sintesis del NO.

Recientes estudios han evaluado la capacidad de
determinados farmacos en la reducciéon de la disfuncién
endotelial, como los antioxidantes y bloqueadores del sistema
renina-angiotensina, por medio de los mecanismos de activacion
de la eNOS via fosforilacién del sitios especificos como el
residuo de serina'"”’. Esa fosforilacion puede ser afectada por la
ubicacion subcelular de la enzima, tales como caveola, uniones
intercelulares, complejo de Golgi y compartimientos citosélicos,
asi como por quinasas proteicas y fosfatasas asociadas a esas
estructuras. Recientemente, nuestro grupo®® demostré que
el Telmisartan, bloqueador del receptor de angiotensina I,
promueve reduccion de la disfuncién endotelial por medio de
la activacién de la eNOS via fosforilacién de sitios especificos,
como el residuo de serina''”” y serina®®.

Oxido nitrico, tono vascular y vasodilatacion
muscular

Después de la verificacion de que el NO es sintetizado
por las células endoteliales y que participa de la regulacion
hemodindmica cardiovascular, el interés comenzé a
concentrarse en la cuantificaciéon de su participacién en la
homeostasia de ese sistema. Estudios in vivo en individuos
sanos demostraron que la administracion intraarterial de N¢-
monometil-L-arginina (L-NMMA), un bloqueador inespecifico
de la actividad de las NOS, reduce el flujo sanguineo
local entre 25% y 50%°'. Aunque el tono vascular basal
sea el producto de las fuerzas constrictoras versus fuerzas
vasodilatadoras, esos resultados demuestran que el NO es,
por lo menos en parte, el modulador del fenotipo en cuestion.
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Durante condiciones de estrés mental y ejercicio, es
observado, juntamente con la respuesta taquicardica vy el
aumento de la presién arterial, vasodilatacién en lecho
muscular esquelético como parte de las respuestas fisioldgicas
de ajuste del organismo. Fue postulado que parte de esa
respuesta vasodilatadora muscular serfa modulada por un
componente neural, lo que quedé evidente posteriormente
por la existencia de fibras simpaticas colinérgicas para la
musculatura esquelética de algunas especies de mamiferos,
con excepcion de primates y humanos. Se verificé que
la estimulacion eléctrica del nervio simpatico provocaba
vasodilatacién en lecho muscular humano cuando la liberacién
presindptica de noradrenalina era inhibida por la infusion
intraarterial de farmacos. Mientras tanto, esa respuesta
vasodilatadora se mostr6 atenuada cuando un antagonista
muscarinico fue administrado®**. Posteriormente, quedé
evidente que el NO se constituye, por lo menos en parte,
como el modulador de la respuesta vasodilatadora verificada
cuando fibras simpdticas colinérgicas son estimuladas®. De
hecho, Blair et al** ya habian evidenciado que, en humanos,
la vasodilatacion en el antebrazo, durante maniobras
fisiol6gicas, es mediada por un componente neural. Durante la
aplicacién del estrés mental, el flujo sanguineo en el miembro
simpatectomizado no se alteraba, cuando era comparado al
flujo sanguineo en el miembro control. Ademas de eso, la
infusion intraarterial de atropina en el miembro control reducia
en aproximadamente 50% el aumento en el flujo sanguineo. En
aquel momento, utilizando las evidencias indirectas, los autores
sugirieron la existencia de inervacién simpatica colinérgica para
la musculatura esquelética de humanos. Mimetizando los
experimentos en animales, mas tarde los estudios de Dietz et
al***” dejaron evidente que parte de la respuesta vasodilatadora
muscular, medida en el antebrazo, durante el estrés mental
o el ejercicio es atenuada con la administracién intraarterial
del LLNMMA. Los mecanismos por los cuales la acetilcolina y
el NO son sintetizados y liberados durante las reacciones de
defensa del organismo no estan completamente elucidados
en humanos. Las evidencias alcanzadas con bloqueos
farmacolégicos permiten apenas sugerir la existencia de fibras
simpdticas colinérgicas para la musculatura esquelética. En
consecuencia de tales limitaciones, los autores no descartan
la posibilidad de que la vasodilatacién sea causada por una
combinacién entre factores circulantes y locales. Una pequena
parte de las células endoteliales podria sintetizar y liberar
acetilcolina®®. Ademas de eso, la activacién de receptores -
adrenérgicos ubicados en el masculo liso vascular resultaria
en la relajaciéon de ese tejido y, en consecuencia, en la
vasodilatacion. Mientras tanto, Majmudar et al*® verificaron
que parte de la vasodilatacion resultante de la activacion de los
f,-adrenoceptores es mediada por el NO. Aunque los autores
no expliquen el mecanismo responsable por ese fenémeno,
aproximadamente 25% de la vasodilatacion observada en
el antebrazo con la infusién de Ritodrine (agonista selectivo
B,-adrenérgico) fue atenuada con la confusion de L-NMMA.
Esos resultados sugieren la existencia de los B,-adrenoceptores
en el endotelio vascular, contribuyendo al aumento de la
actividad de la eNOS. Ademds de eso, el aumento de la
estimulacion mecanica del endotelio vascular resultaria en
sintesis aumentada de EN EL, via PI-3K-Akt quinasa, con
subsecuente fosforilacién del residuo de serina'””.
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Polimorfismos de la eNOS y estudios
funcionales de la variante G894T

Genotipada y secuenciada en 1993 por Marsden et al*®
(GenBank D26607), la eNOS esta ubicada en el cromosoma
7935-36, y variaciones en su secuencia han sido descriptas
en la regién promotora, exones e intrones¥. El gen (21-
22 kbp) comprende 26 exones y 25 intrones con 133
kDa. La secuencia polipeptidica generada contiene 1.203
aminodacidos®®. Ya estd descripta en la literatura la existencia de
tres polimorfismos de un dnico nucleétido (SNP) en la region
promotora, en localizaciones de no ligazén de factores de
transcripcion®. En los intrones 2, 11, 12, 18, 22 y 23, fueron
encontrados SNP* y polimorfismos de secuencias repetidas en
los intrones 2, 4, 8 y 133", De los polimorfismos encontrados
en los exones 6 y 7, la sustitucion de la base nitrogenada
guanina por timina (G—T), en la posiciéon 894 ubicada en el
exon 7, resulta en la sustitucion del aminoacido glutamato
(GAG,) por aspartato (GAT) en la posicion 298 de la secuencia
polipeptidica®. Se sugiere que los polimorfismos ubicados
en la regién promotora del gen desempefan influencia en
la transcripcion del RNAm, mientras que los polimorfismos
ubicados en regiones codificadoras pueden resultar en
alteracion de actividad enziméatica®.

El residuo 298 estd ubicado externamente en el dominio
oxidasa de la enzima, sitios de ligazén para L-arginina o BH,.
Estudios enzimaticos que utilizaron eNOS recombinante
mostraron que no hay diferencia en la constante de Michaelis
(k) nienlaV _ entre las dos formas de la enzima®.
Aunque la actividad enzimatica parezca no ser afectada
por la forma Asp**® de la enzima, Tesauro et al®* mostraron
que esa variante presenta mayor susceptibilidad al clivaje
proteolitico en fragmentos de 100 y 35 KDa, precisamente en
la posicién Asp*?-Pro?°, cuando es comparada a la variante
Glu*®. Mientras tanto, Fairchild et al®> demostraron que tal
susceptibilidad proteolitica ocurria por causa de un artefacto
de la preparacién del experimento. La inconsistencia de
esos resultados no excluye la posibilidad de que, in vivo,
un desconocido mecanismo proteolitico, o hasta aun una
alteracién en la regulacion post transcripcional, pueda estar
siendo modulado por la variante Asp**® de la enzima.

Asociacion de la variante G894T del gen de
la eNOS con fenotipos cardiovasculares

Diversas enfermedades han sido asociadas a anormalidades
en la biosintesis del NO, y muchas de esas condiciones estan
relacionadas a la disfuncién autondmica. Estudios en genética
poblacional han demostrado importante asociacion del
polimorfismo G894T del gen de la eNOS con enfermedad
arterial coronaria (EAC)®*%® y también con el espasmo coronario
inducido por acetilcolina (Ach)®. Entre las disfunciones
cardiovasculares, fue aun verificado que la variante G894T se
encuentra asociada a la hipertensién arterial’®’!, aunque esa
asociacién no haya sido verificada en otras poblaciones’”3.

La correlacién entre genotipo y fenotipo clinico varia
cuantitativa y cualitativamente, y la inconsistente asociacién
entre el polimorfismo de la eNOS y varios fenotipos clinicos
es un fenémeno frecuentemente observado en otros genes
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asociados la fendtipos?”. Esa inconsistencia ha sido atribuida
a factores ambientales, alelos independientes, interaccién
entre genes y variabilidades en fenotipos clinicos. La
importancia de los factores ambientales en la génesis de
enfermedades se refleja en las diferencias de morbilidad
y mortalidad entre grupos genéticamente homogéneos,
aunque con estilos de vida diferentes.

Una variacién genética puede no ser relevante a una
determinada poblacién, reflejando diferencias en la frecuencia
de la distribucién de los alelos. Un ejemplo de eso es la
frecuencia del alelo 894T que es significativamente mayor
en poblaciones blancas cuando es comparado a la poblacién
japonesa?. La inconsistente asociacion entre el polimorfismo de
la eNOS y las alteraciones vasculares aun ha sido atribuida a la
variacién en la distribucién de la eNOS en diferentes 6rganos.
Arterias de 6rganos especificos son sujetas a diferentes presiones
hemodindmicas, determinando la respuesta de la pared del vaso
y el consecuente grado de disfuncién endotelial®’.

Philip et al®? observaron, en pacientes sometidos a cirugfa de
revascularizacién, que la reactividad vascular a la infusion de
fenilefrina (PE) es influenciada por la variante G894T del gen de
laeNOS. La respuesta vasoconstrictora dosis-dependiente a la PE
fue significativamente mayor para los alelos TTy GT, cuando fue
comparada al grupo homocigoto GG, indicando que la reactividad
vascular a las drogas vasoconstrictoras puede ser influenciada por
el polimorfismo de la eNOS en humanos. La mayor respuesta
dosis-dependiente de los pacientes con la variante 894T sugiere
una reducida biosintesis del NO. La administracién sistémica de
NC-nitro- arginina metil ester (L-NAME) provoca hipertension
en humanos™7®. Segln Frandsenn et al”®, la administracion de
4 mg/kg de L-NAME en humanos reduce en 67% la actividad
de la eNOS. La posible biodisponibilidad reducida del NO, en
consecuencia de las variaciones en el gen de la eNOS, es un
importante candidata para la susceptibilidad al desarrollo de la
disfuncién endotelial®*® y a la alteracién de la modulacién de
la actividad nerviosa simpatica sobre el vaso”.

Las investigaciones que demostraron asociacién de la variante
G894T del gen de la eNOS con fenotipos cardiovasculares
sefialan una posible reduccién de la biodisponibilidad del NO,
sugiriendo que la eNOS transcripta del alelo mutante presenta
actividad enzimatica alterada. La falta de evidencias sobre este
racional nos incentivé a testear la funcionalidad de la variante
genética en el fenotipo de vasodilatacién muscular®. Si la
variante G894T del gen de la eNOS fuese capaz de disminuir
la actividad enzimatica, individuos portadores del alelo mutante
(T) presentarian menor aumento del flujo sanguineo muscular
en respuesta al ejercicio isométrico de handgrip. Para testear
tal hipdtesis, 287 individuos fueron genotipados, y, entre ellos,
se seleccionaron 33 sanos para representar tres genotipos: GG
(wild-type), GT y TT. Como resultado, la atenuada vasodilatacién
muscular refleja al ejercicio ocurrié apenas en el genotipo TT,
una vez que la vasodilatacion entre los heterocigotos (genotipo
GT) fue similar a aquella observada entre los individuos
homocigotos para el alelo G (genotipo GG). Esos resultados
sugieren que la presencia del alelo G es lo suficiente para
superar la posible deficiencia del alelo T. Anélisis subsecuentes
in vivo comprobaron que la atenuada vasodilatacion muscular
observada en el genotipo TT es consecuencia de la reducida
vasodilatacién mediada por la eNOS, una vez que la infusién

intraarterial de L-NMMA no alter6 la respuesta vasodilatadora
al ejercicio en ese genotipo. En contraste, el L-NMMA redujo
de forma significativa la respuesta vasodilatadora al ejercicio
en el genotipo GG, para valores similares a los del genotipo
TT. Ademds de eso, nuestro estudio demostré que la atenuada
vasodilatacion muscular observada en el genotipo TT no puede
ser acreditada a un posible tono simpdtico vasoconstrictor
aumentado. De hecho, la actividad nerviosa simpatica muscular,
medida directamente en el nervio fibular por la técnica de
microneurografia, aument6 de forma semejante entre los
genotipos durante el ejercicio. Aunque esos resultados no
confirmen la funcionalidad del alelo T en la alteracién de la
actividad enzimdtica (esa variante puede estar en desequilibrio
de ligazén con otra variante funcional en el mismo gen o en un
gen préximo en el mismo cromosoma), pueden ser utilizados
como un marcador de la disfuncién observada del fenotipo de
vasodilatacion muscular. Esta es la primera demostracion de
que la variante G894T del gen de la eNOS esta funcionalmente
asociado a la reducida vasodilatacion mediada por la eNOS.
Ademds de eso, tales resultados sugieren que la reducida
vasodilatacion endotelio-dependiente pueda anticipar una
disfuncion vascular en individuos portadores del genotipo TT.

Conclusion

La verificacion de que las sintasas de NO son constitutivamente
expresadas (eNOS y nNOS) y que el NO desempefia importante
funcién en la regulacion de las actividades cardiovasculares
aumentd el interés por el entendimiento de los mecanismos
celulares y moleculares que rigen su funcionalidad. Aunque esos
mecanismos sean complejos y de dificil acceso, una parte de ellos
ya fue elucidada, permitiendo parcial comprension de la biologia
del NO. En ese contexto, los avances en las técnicas de biologia
molecular posibilitaron la identificacién de variantes en el codigo
genético humano que pudiesen explicar, por lo menos en
parte, la variacion de respuesta fenotipica entre individuos. Los
estudios de asociacion en genética no son faciles de comprender.
Un UGnico gen puede desempenar de media a moderada
participacion en la regulacién de un fenotipo multigénico, v,
en esa situacion, una determinada variante genética funcional
en ese gen podria explicar apenas una pequena parte de
la variacion de respuesta del fenotipo. El rastreo de genes
candidatos, o sea, la identificacion de mdiltiples genes y sus
respectivos polimorfismos desencadenantes de variaciones en la
funcién cardiovascular, camina hacia el momento en que parte
del diagnéstico y de la conducta adoptados para el tratamiento
serd basada en la medicina genémica.
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