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Resumo

O éxido nitrico (NO), primariamente identificado como
um fator relaxante derivado do endotélio, é um radical livre
atuante na sinalizagdo de diferentes processos biolégicos.
A identificacao das isoformas das sintases do NO (NOS) e
a subsequente caracterizagdo dos mecanismos de ativagao
celulares das enzimas possibilitaram tanto a compreensao de
parte das interagoes fisiol6gicas como a compreensao de parte
dos mecanismos de doenga, na qual o NO esta envolvido. A
isoforma endotelial da NOS (eNOS), expressa principalmente
no endotélio vascular, desempenha importante papel na
regulagdo da reatividade vascular e no desenvolvimento e
na progressao da aterosclerose. Esta revisao tem o propésito
de contextualizar o leitor sobre a estrutura da eNOS e seus
mecanismos de ativagao celular. Tendo em vista os avancos
da biologia molecular, trataremos ainda dos conhecidos
mecanismos de regulagao da expressao génica e do papel de
variantes no cédigo genético da eNOS associados a fenétipos
cardiovasculares. Embora se reconhega a importancia do NO
como molécula ateroprotetora, nossa atengao estara voltada
a revisao de literatura envolvendo NO e sua participagao na
modulagao do fenétipo de vasodilatagao muscular.

Introducao

A evidéncia primdria de que o endotélio é um componente
indispensavel na regulacao do tono vascular surgiu quando
andlises experimentais demonstraram que, na auséncia
dessa monocamada de epitélio pavimentoso, a vasodilatagao
induzida pela acetilcolina ndo ocorria. Naquele momento,
Furchgott e Zawadzki' documentaram que, quando
estimulado, o endotélio era capaz de liberar uma substancia
vasoativa que foi denominada fator relaxante derivado do
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endotélio (EDRF, do inglés endothelium-derived relaxing
factor). Passados alguns anos, o EDRF foi identificado por
Ignarro e cols.? como o éxido nitrico (NO), um composto
caracterizado em 1977 por Ferid Murad que, quando liberado
por nitratos, causava relaxamento em células musculares lisas.
Esse contexto rendeu a Robert F. Furchgott, Ferid Murad e
Louis J. Ignarro o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina
em 1998 (fig. 1). Uma série de estudos foi responsével
pela caracterizagao de que o endotélio libera outros EDRF
como a prostaciclina (PGl,) e o fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF, do inglés endothelium-derived
hyperpolarizing factor), além de fatores constritores derivados
do endotélio (EDCF, do inglés endothelium-derived contracting
factors), como a endotelina (ET-1), produtos da via da ciclo-
oxigenase como o tromboxano A, (TXA,) e espécies reativas
de oxigénio como o anion superdxido (O,")*. Essas descobertas
associadas a caracterizacdo do endotélio como um sensor
biol6gico capaz de detectar qualquer estimulo mecanico,
fisico ou quimico - e responder a ele - elevou-o ao posto de
um tecido multifuncional que desempenha importante papel
na homeostasia de todos os sistemas fisiolégicos.

Oxido nitrico e sistema cardiovascular

O NO, uma molécula gasosa atuante na sinalizagao
de diferentes processos biolégicos, é um radical livre que
apresenta um elétron desemparelhado na dltima camada
e uma meia-vida de 4 a 8 segundos em meio aquoso
oxigenado*®. Descrito como um gas labil, capaz de livre
difusdo nas membranas celulares, tal caracteristica colabora
com sua alta atividade biolégica®. O reconhecimento de que
o endotélio vascular é um érgao ativo e que sua integridade
favorece efeitos benéficos, como acdo antioxidante, anti-
inflamatéria, anticoagulante, profibrinolitica, inibitéria da
adesao e migragao de leucdcitos, inibitéria da proliferagao e
migracao das células musculares lisas, inibitoria da agregagao e
adesao plaquetdria, veio ampliar ainda mais as mdltiplas acoes
do NO’. Assim, esse cendrio ateroprotetor é caracterizado por
uma harmonia entre substancias liberadas pelo endotélio,
no qual o NO é citado como um dos compostos vasoativos
de maior relevancia. Caracterizada como uma desordem
sistémica que antecede a aterosclerose e suas complicagoes,
a disfuncao endotelial em artérias corondrias aterosclerdticas
foi inicialmente demonstrada por Ludmer e cols.? e, depois,
relacionada a alteragao na biodisponibilidade do NO®.

Na atual literatura, ha concordancia de que a reduzida
atividade biolégica do NO, causada tanto pela redugao na
sintese como pelo aumento da degradagao pelo estresse
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Robert F. Furchgott

Robert F. Furchgott, Louis J. Ignarro e Ferid Murad ganharam do Prémio Nobel emn
Fisiologia ou Medicina no ano de 1998. Os trés farmacologistas foram reconhecidos pela
valiosa contribui¢io relacionada a descoberta do oxido nitrico coio molécula
sinalizadora no sistema cardiovascular.

Fig. 1 - Ganhadores do Prémio Nobel em Fisiologia ou Medicina em 1998. Fonte: Disponivel em: <http://nobelprize.org>.

oxidativo, tem sido identificada como o mecanismo de maior
relevancia no processo multifatorial na disfuncao endotelial e
na participagao das principais disfungbes cardiovasculares™.
Assim, a reducdo na biodisponibilidade do NO e a
consequente disfungdo endotelial determinam, no ambiente
vascular, o desencadeamento de eventos como alteracoes
no tono, disfungdes trombdticas, proliferagdo e migracao
de células musculares lisas (CML), e adesdo de leucdcitos'.
Na disfuncdo endotelial, ocorre também o aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO)', e estas
podem reduzir a disponibilidade de NO endotelial por
diferentes vias: inativagao direta do NO por superdxido,
com formacgao de peroxinitrito (ONOO")'3; redugdo na
expressao e na atividade das sintases do NO, por causa das
mudancgas nos seus substratos ou cofatores, e no aumento
dos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA)'; e, ainda,
desacoplamento da NOS endotelial causado pela oxidagao
aumentada de tetraidrobiopterina (BH,)™.

O entendimento da complexidade da fungao endotelial
e a dificuldade de se estudar cada um de seus componentes
isoladamente vém sendo superados. Nesse contexto,
modelos animais capazes de reproduzir uma disfungao
endotelial foram desenvolvidos, possibilitando, por exemplo,
o funcionamento do sistema em condicoes de baixa ou
aumentada biodisponibilidade de NO. Além disso, estudos
in vivo em humanos, através da infusao intra-arterial de
compostos com potencial em modular a fungao endotélio-
dependente ou endotélio-independente, possibilitaram
a investigacdo dos mecanismos moduladores da funcao
vascular nas diferentes condigoes fisioldgicas e doencas de
maior prevaléncia.

Arq Bras Cardiol 2011; 96(1): 68-75

Sintases de oxido nitrico

A produgao enzimética do NO a partir do aminodcido
L-arginina é mediada por uma familia de trés sintases de
oxido nitrico (NOS), codificadas por genes distintos'®. As
isoformas compartilham 50%-60% de homologia na sequéncia
de aminodcidos, nos dominios oxidase e redutase'’. Essas
isoformas exibem caracteristicas distintas que refletem suas
fungdes especificas in vivo'®.

A sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS ou NOS III;
7935-36) e a sintase neuronal do éxido nitrico ("NOS ou
NOS |; 12qg24.2) possuem mecanismo de ativagao constitutivo
(cNOS). A isoforma induzida (iNOS ou NOS II; 17cen-q12)
encontra-se expressa em processos celulares anormais
como na insuficiéncia cardiaca', induzidas por citoquinas e
agentes inflamatérios, o que resulta em alto fluxo de NO2!.
A eNOS, encontrada principalmente nas células endoteliais
em compartimentos denominados cavéolas??, é essencial
para a manutencdo do tono vascular basal. Esse tono €, em
parte, mediado pela sintese do NO, um composto vasoativo
participante na regulagdo do fluxo sanguineo nos diversos
leitos vasculares e, particularmente, no fluxo sanguineo
coronariano®. A localizacdo subcelular da sintese de NO
exerce grande influéncia na sua atividade biolégica. Na década
de 1990, a identificacao inicial da localizagdo da eNOS na
cavéola, na membrana plasmatica das células, forneceu a base
estrutural para o reconhecimento da compartimentalizagao
nos mecanismos de sinalizagao celular promovido pelo NO. A
subsequente observagao de que a eNOS interage diretamente
com as proteinas estruturais da cavéola, as caveolinas,
forneceu a evidéncia bioquimica da interagao entre eNOS
e cavéola e a sua implicagio com numerosas moléculas de
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sinalizagbes concentradas nesse ambiente da membrana
celular**. Um grande nimero de evidéncias revelou que
as cavéolas sdo capazes de recrutar numerosas moléculas
de sinalizacao e regular suas atividades em vez de servirem
como simples suporte para a troca e o transporte celulares®.
Assim, foi descrito que a eNOS localiza-se dentro da cavéola
e é mantida em uma estado menos ativo via sua interagao
com a caveolina-1%°.

Estrutura da eNOS

A eNOS funciona como um dimero, constituida de dois
mondmeros idénticos, que, por sua vez, podem ser divididos
funcional e estruturalmente em dois dominios principais:
um dominio C-terminal redutase, homélogo ao citocromo
P450 e que contém sitios de ligagdo para NADPH, flavina
mononucleotideo (FMN) e flavina adenina dinucleotideo
(FAD), e um dominio N-terminal oxidase, que abstrai um
elétron do substrato L-arginina e possui sitios de ligacao
para o ferro heme, para o cofator tetraidrobiopterina
(BH,) e para a L-arginina®*?'%’ (fig. 2). A reacdo de catalise

das NOS constitutivas envolve dois estagios de oxidagao:
a hidroxilagdo da L-arginina em N¢-hidroxi-L-arginina,
seguida da oxidagao deste intermedidrio com utilizagao de
um elétron da NADPH, formando L-citrulina e NO?8. Essa
reagao consome 1,5 mol de NADPH e 2 mols de oxigénio
por mol de L-citrulina formada'®**°. Cofatores como ferro
heme, BH, e L-arginina tém sido particularmente estudados,
e a baixa biodisponibilidade destes induz ao fen6meno
da eNOS disfuncional’'*. O ferro heme é essencial para
a dimerizagao das trés isoformas®, baixas concentragoes
ou auséncia de L-arginina catalisam a reducao do oxigénio
em superéxido (O,7)**, e niveis diminuidos de BH, levam a
producao simultanea de NO e O,-, produtos que reagem
entre si formando peroxinitrito (ONOO")*.

Regulacao da expressao génica e da
atividade da eNOS

Uma vez verificado que as células endoteliais contém uma
concentragdo basal da proteina eNOS, o gene da eNOS foi
considerado constitutivamente expresso. Interessantemente,

Fig. 2 - A) Modelo proposto para a estrutura dimérica da eNOS. B) Transferéncia de elétrons entre os cofatores e substratos da estrutura enzimatica. O elétron flui no
sentido NADPH — FAD — FMN do dominio redutase de um monémero para o Fe do dominio oxidase do monémero contralateral. Na figura A, observe que o fluxo de
elétrons e a catélise da arginina séo mostrados em apenas um lado da enzima. A transferéncia de elétrons de um dominio para o outro é mediada pela calmodulina,
0 que justifica a necessidade de sua ligagéo ao sitio de reconhecimento para ativagéo da enzima e consequente sintese de NO. FAD - flavina adenina dinucleotideo;
FMN - flavina mononucleotideo; BH4 - tetraidrobiopterina; Fe - ferro heme; CaM - calmodulina.

Arq Bras Cardiol 2011; 96(1): 68-75
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estudos posteriores demonstraram que concentragdes
estaveis do mRNA sdo sujeitas a um modesto nivel de
regulacao®. A regido promotora do gene da eNOS foi clonada,
demonstrando possuir um complexo mecanismo de regulagao
da expressao génica. Semelhante a regido promotora de genes
constitutivamente expressos, a regido promotora do gene
da eNOS ndo contém a sequéncia TATA Box. No entanto,
possui mdltiplas sequéncias DNA cis-regulatérias, incluindo
CCAT box, sitios Sp1, GATA motifis, CACCC box, sitios AP-1
e AP-2, regidao de ligagao p53, elementos NF-1, além de
sequéncias responsivas a elementos esteréis e shear stress?®.
As sequéncias promotoras humana e bovina apresentam 75%
de homologia, sugerindo uma alta conservagao evolutiva
da regulagao transcricional do gene. Localizados na regiao
promotora proximal, os dominios regulatérios positivos | e
Il (PRD I e PRD ll) estdo envolvidos na regulagdo basal da
transcrigdo génica, apresentando afinidade pelos fatores de
transcrigdo Sp-1, Sp-3, Ets-1, Elf-1, YY1 e proteina MYC-
associated zinc finger*. Estudos in vitro demonstraram que
a responsividade do promotor da eNOS ao shear stress é
dependente de sequéncias localizadas entre -1.000 e -975,
regido relativa a inicializagao da transcrigao***'. Além disso,
a ligagao das subunidades p50 e p65 do NF-kf ao elemento
responsivo GAGACC (-990; -984), localizado anteriormente
ao sitio de inicializacdo da transcricao, esta envolvida na
ativagao do promotor pelo shear stress*2. E ainda, a transcrigao
em células endoteliais bovina submetidas a fluxo laminar
apresentou aumento de 9 vezes do mRNA. Esse efeito foi
mediado por dois mecanismos distintos: 1. aumento transiente
da transcrigao do gene e 2. subsequente meia-vida prolongada
do mRNA*.

O mecanismo de ativacdo da eNOS tem sido descrito
como o mais elaborado das trés isoformas, refletindo a
complexidade do controle fisiolégico dos diferentes leitos
vasculares'”#*.0O mecanismo classico de ativacao das isoformas
constitutivas é dependente do calcio (Ca**), enquanto a iNOS
independe da elevagdo das concentragoes intracelulares de
Ca**, por causa da alta afinidade da ligacao da enzima com
a calmodulina®!3944,

A complexidade dos mecanismos de regulagao pés-
transcricionais da eNOS tem sido considerada, tanto como
consequéncia da dimerizagao das subunidades da proteina
quanto em fungdo do papel da proteina caveolina na
formacgao da estrutura caveolar®. A eNOS localiza-se dentro
da cavéola e é mantida em uma estado menos ativo via sua
interacao com a caveolina-12°. Os mecanismos de migragao da
membrana celular para o complexo de Golgi e as fosforilagdes
Akt, PKA e AMPK-quinase dependentes sao descritos como
responsaveis pela ativagdo dessa isoforma da NOS. Assim,
a interacdo mantém a eNOS inativa, e a calmodulina atua
diretamente, competindo com a caveolina, para promover
a ativagao calcio-dependente da enzima'. A atividade da
eNOS é bem conhecida no ambiente vascular e é regulada
por seis mecanismos apds a sua traducao: inclusao de lipidios,
mecanismo calcio/calmodulina dependente, interagdes diretas
proteina-proteina, diferentes fosforilagoes sitio dirigidas,
glicosilacao e disponibilidade de substratos e cofatores. Assim,
a eNOS pode interagir com varias proteinas em seus estados
“menos ativos” ou “mais ativos”. Sao requeridas etapas de
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N-meristolacao e palmitacao da eNOS ligada a plamalema,
que, neste estado, encontra-se associada a caveolina-1 e a HSP
90. A proteina que faz interagdo com a HSP70, denominada
“CHIP”, interage com ambas HSP70 e HSP90, e regula
negativamente o trafico da eNOS para o complexo de Golgi,
em contraste com a “NOSIP” e “NOSTRIN” que podem
regular negativamente a localizagdo da eNOS na membrana
plasmatica. O principal mecanismo de ativagao da eNOS se
dé pela fosforilagao do aminoécido serina na posicao 11774
pela enzima Akt-quinase (ou proteina quinase B), o que
aumenta a sensibilidade da eNOS as concentracoes basais de
Ca**/calmodulina*’. A ativagao tonica ou fasica da eNOS em
resposta ao fluxo sanguineo é independente das alteragoes
na concentracao do Ca** e constitui-se do shear-stress.
Dimmeler e cols.*® demonstraram que a troca do residuo de
serina''””1"” pelo aminodcido alanina torna a eNOS incapaz
de responder a fosforilacao e ativagao pela enzima Akt, uma
via dependente de fosfatidilinositol-3 quinase (PI-3K). Embora
a fosforilagao do residuo de serina''’” desempenhe um papel
preponderante na ativacao enzimética da eNOS, é sabido que
sua regulagao também depende do padrao de fosforilagao de
outros sitios atualmente bem caracterizados*. A fosforilagao
do residuo de serina®®, localizado no dominio de ligagao
da flavina mononucleotideo (FMN), também aumenta a
atividade da eNOS e parece ser particularmente importante
na manutengao da sintese de NO apés a ativagao por Ca**/
calmodulina e fosforilagao do residuo de serina'"”’. Fosforilado
pela proteina quinase C (PKC), o residuo de treonina*®
interfere com o dominio de ligagao da calmodulina, regulando
negativamente a sintese do NO.

Recentes estudos tém avaliado a capacidade de
determinados farmacos na reducao da disfuncao endotelial,
como os antioxidantes e bloqueadores do sistema renina-
angiotensina, por meio dos mecanismos de ativagao
da eNOS via fosforilagdo do sitios especificos como o
residuo de serina''”’. Essa fosforilagdo pode ser afetada
pela localizagdo subcelular da enzima, tais como cavéola,
jungdes intercelulares, complexo de Golgi e compartimentos
citosélicos, bem como por quinases proteicas e fosfatases
associadas a essas estruturas. Recentemente, nosso grupo*
demonstrou que o Telmisartan, bloqueador do receptor de
angiotensina I, promove redugao da disfungao endotelial por
meio da ativagao da eNOS via fosforilagdo de sitios especificos,
como o residuo de serina''”” e serina®®.

Oxido nitrico, tono vascular e vasodilatacao
muscular

Ap6s a verificagao de que o NO é sintetizado pelas células
endoteliais e que ele participa da regulagdo hemodinamica
cardiovascular, o interesse passou a se concentrar na
quantificacdo de sua participacdo na homeostasia desse
sistema. Estudos in vivo em individuos saudéaveis demonstraram
que a administragao intra-arterial de N°>-monometil-L-arginina
(L-NMMA), um bloqueador inespecifico da atividade das NOS,
reduz o fluxo sanguineo local entre 25% e 50%°'. Embora o
tono vascular basal seja o produto das forgas constritoras versus
forgas vasodilatadoras, esses resultados demonstram que o NO
é, pelo menos em parte, o modulador do fenétipo em questao.
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Durante condigbes de estresse mental e exercicio, é
observado, juntamente com a resposta taquicdrdica e o
aumento da pressao arterial, vasodilatacao em leito muscular
esquelético como parte das respostas fisiolégicas de ajuste
do organismo. Foi postulado que parte dessa resposta
vasodilatadora muscular seria modulada por um componente
neural, o que ficou evidente posteriormente pela existéncia de
fibras simpaticas colinérgicas para a musculatura esquelética
de algumas espécies de mamiferos, com excecao de primatas
e humanos. Verificou-se que a estimulacao elétrica do nervo
simpatico provocava vasodilatagao em leito muscular humano
quando a liberagdo pré-sindptica de noradrenalina era inibida
pela infusdo intra-arterial de farmacos. No entanto, essa
resposta vasodilatadora mostrou-se atenuada quando um
antagonista muscarinico foi administrado®**. Posteriormente,
ficou evidente que o NO constitui-se, pelo menos em parte,
como o modulador da resposta vasodilatadora verificada
quando fibras simpdticas colinérgicas sao estimuladas®.
De fato, Blair e cols.*> ja haviam evidenciado que, em
humanos, a vasodilatagdo no antebraco, durante manobras
fisiol6gicas, é mediada por um componente neural. Durante
aaplicagao do estresse mental, o fluxo sanguineo no membro
simpatectomizado nao se alterava, quando comparado ao
fluxo sanguineo no membro controle. Além disso, a infusao
intra-arterial de atropina no membro controle reduzia em
aproximadamente 50% o aumento no fluxo sanguineo.
Naquele momento, utilizando-se das evidéncias indiretas,
0s autores sugeriram a existéncia de inervacdo simpdtica
colinérgica para a musculatura esquelética de humanos.
Mimetizando os experimentos em animais, mais tarde os
estudos de Dietz e cols.”*>” deixaram evidente que parte
da resposta vasodilatadora muscular, medida no antebrago,
durante o estresse mental ou o exercicio é atenuada com a
administragao intra-arterial do L-NMMA. Os mecanismos
pelos quais a acetilcolina e o NO sao sintetizados e liberados
durante as reagoes de defesa do organismo nao estdo
completamente elucidados em humanos. As evidéncias
alcangadas com bloqueios farmacoldgicos permitem apenas
sugerir a existéncia de fibras simpéticas colinérgicas para a
musculatura esquelética. Decorrente de tais limitagoes, os
autores ndo descartam a possibilidade de que a vasodilatagao
seja causada por uma combinagao entre fatores circulantes
e locais. Uma pequena parte das células endoteliais poderia
sintetizar e liberar acetilcolina®®. Além disso, a ativagao
de receptores B,-adrenérgicos localizados no musculo
liso vascular resultaria no relaxamento desse tecido e, em
consequéncia, na vasodilatagado. No entanto, Majmudar e
cols.” verificaram que parte da vasodilatacao resultante da
ativacao dos B,-adrenoceptores é mediada pelo NO. Embora
os autores ndo expliqguem o mecanismo responsavel por
esse fendmeno, aproximadamente 25% da vasodilatagao
observada no antebrago com a infusao de Ritodrine (agonista
seletivo B,-adrenérgico) foi atenuada com a coinfusdo de
L-NMMA. Esses resultados sugerem a existéncia dos p,-
adrenoceptores no endotélio vascular, contribuindo para
0 aumento da atividade da eNOS. Além disso, o aumento
da estimulacdo mecanica do endotélio vascular resultaria
em sintese aumentada de NO, via PI-3K-Akt quinase, com
subsequente fosforilagao do residuo de serina'””.

Polimorfismos da eNOS e estudos
funcionais da variante G894T

Genotipada e sequenciada em 1993 por Marsden e cols.*®
(GenBank D26607), a eNOS esta localizada no cromossomo
7935-36, e variagbes em sua sequéncia tém sido descritas
na regido promotora, éxons e fntrons?”’. O gene (21-22
kbp) compreende 26 éxons e 25 introns com 133 kDa. A
sequéncia polipeptidica gerada contém 1.203 aminoécidos®.
J& estéd descrita na literatura a existéncia de trés polimorfismos
de um dnico nucleotideo (SNP) na regido promotora, em
localizacoes de nao ligagao de fatores de transcricao®®. Nos
introns 2, 11, 12, 18, 22 e 23, foram encontrados SNP® e
polimorfismos de sequéncias repetidas nos introns 2, 4, 8 e
13%°1. Dos polimorfismos encontrados nos éxons 6 e 7, a
substituigdo da base nitrogenada guanina por timina (G—T),
na posicao 894 localizada no éxon 7, resulta na substituicao
do aminoacido glutamato (CAG) por aspartato (GAT) na
posicao 298 da sequéncia polipeptidica®. Sugere-se que
os polimorfismos localizados na regiao promotora do gene
desempenham influéncia na transcrigdo do RNAm, enquanto
os polimorfismos localizados em regies codificadoras podem
resultar em alteracao de atividade enzimética®.

O residuo 298 estd localizado externamente no domfnio
oxidase da enzima, sitios de ligagdo para L-arginina ou BH,.
Estudos enzimaticos que utilizaram eNOS recombinante
mostraram ndo haver diferenca na constante de Michaelis
(k )nemnaV__ entre as duas formas da enzima®. Embora a
atividade enzimatica pareca nao ser afetada pela forma Asp?*®
da enzima, Tesauro e cols.** mostraram que essa variante
apresenta maior suscetibilidade a clivagem proteolitica em
fragmentos de 100 e 35 KDa, precisamente na posi¢ao Asp***-
Pro?*®, quando comparada a variante Glu*%. No entanto,
Fairchild e cols.®> demonstraram que tal suscetibilidade
proteolitica ocorria por causa de um artefato da preparacao
do experimento. A inconsisténcia desses resultados nao exclui
a possibilidade de que, in vivo, um desconhecido mecanismo
proteolitico, ou até mesmo uma alteracdo na regulacao pés-
transcricional, possa estar sendo modulado pela variante
Asp?® da enzima.

Associacao da variante G894T do gene da
eNOS com fenétipos cardiovasculares

Diversas doencas tém sido associadas a anormalidades
na biossintese do NO, e muitas dessas condicbes estao
relacionadas a disfuncao autondmica. Estudos em genética
populacional tém demonstrado importante associagao do
polimorfismo G894T do gene da eNOS com doenga arterial
coronariana (DAC)®%® e também com o espasmo coronariano
induzido por acetilcolina (Ach)®. Entre as disfungdes
cardiovasculares, foi ainda verificado que a variante G894T
encontra-se associada a hipertensao arterial’®’!, embora essa
associagao nao tenha ssido verificada em outras populagoes’”.

A correlagao entre genétipo e fenétipo clinico varia
quantitativa e qualitativamente, e a inconsistente associacao
entre o polimorfismo da eNOS e varios fendtipos clinicos é
um fendmeno frequentemente observado em outros genes
associados a fendtipos?’. Essa inconsisténcia tem sido atribuida a
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fatores ambientais, alelos independentes, interacao entre genes
e variabilidades em fenétipos clinicos. A importancia dos fatores
ambientais na génese de doencas reflete-se nas diferengas
de morbidade e mortalidade entre grupos geneticamente
homogéneos, porém com estilos de vida diferentes.

Uma variagao genética pode nao ser relevante a uma
determinada populacao, refletindo diferengas na frequéncia
da distribuigdo dos alelos. Um exemplo disso é a frequéncia
do alelo 894T que é significativamente maior em populagoes
brancas quando comparado a populagao japonesa®. A
inconsistente associacao entre o polimorfismo da eNOS e as
alteragbes vasculares ainda tem sido atribuida a variagao na
distribuigdo da eNOS em diferentes érgaos. Artérias de érgaos
especificos sdo sujeitas a diferentes pressdes hemodinamicas,
determinando a resposta da parede do vaso e o consequente
grau de disfungao endotelial®’.

Philip e cols.®* observaram, em pacientes submetidos
a cirurgia de revascularizagdo, que a reatividade vascular
a infusdo de fenilefrina (PE) é influenciada pela variante
G894T do gene da eNOS. A resposta vasoconstritora dose-
dependente a PE foi significativamente maior para os alelos TT
e GT, quando comparada ao grupo homozigoto GG, indicando
que a reatividade vascular as drogas vasoconstritoras pode
ser influenciada pelo polimorfismo da eNOS em humanos. A
maior resposta dose-dependente dos pacientes com a variante
894T sugere uma reduzida biossintese do NO. A administragao
sistémica de N°-nitro- arginina metil ester (L-NAME) provoca
hipertensao em humanos’*”®. Segundo Frandsenn e cols.”,
a administragao de 4 mg/kg de L-NAME em humanos reduz
em 67% a atividade da eNOS. A possivel biodisponibilidade
reduzida do NO, em consequéncia das variagdes no gene
da eNOS, é um importante candidata para a suscetibilidade
ao desenvolvimento da disfuncdo endotelial®*®* e a alteracao
da modulagao da atividade nervosa simpatica sobre o vaso””.

As pesquisas que demonstraram associagao da variante
G894T do gene da eNOS com fenétipos cardiovasculares
apontam para uma possivel reducao da biodisponibilidade
do NO, sugerindo que a eNOS transcrita do alelo mutante
apresenta atividade enzimatica alterada. A falta de evidéncias
sobre este racional nos incentivou a testar a funcionalidade
da variante genética no fenétipo de vasodilatacao muscular’®.
Se a variante G894T do gene da eNOS fosse capaz de
diminuir a atividade enzimatica, individuos portadores do
alelo mutante (T) apresentariam menor aumento do fluxo
sanguineo muscular em resposta ao exercicio isométrico
de handgrip. Para testar tal hipdtese, 287 individuos foram
genotipados, e, dentre eles, selecionaram-se 33 saudaveis
para representar trés genétipos: GG (wild-type), GT e TT.
Como resultado, a atenuada vasodilatagdo muscular reflexa
ao exercicio ocorreu apenas no genétipo TT, uma vez que a
vasodilatagao entre os heterozigotos (genétipo GT) foi similar
aquela observada entre os individuos homozigotos para o alelo
G (gendtipo GG). Esses resultados sugerem que a presenga
do alelo G é o suficiente para superar a possivel deficiéncia
do alelo T. Analises subsequentes in vivo comprovaram que
a atenuada vasodilatagdo muscular observada no genétipo
TT é consequéncia da reduzida vasodilatagao mediada pela
eNOS, uma vez que a infusao intra-arterial de L-NMMA nao
alterou a resposta vasodilatadora ao exercicio nesse genétipo.

Arq Bras Cardiol 2011; 96(1): 68-75

Em contraste, o L-NMMA reduziu de forma significativa a
resposta vasodilatadora ao exercicio no genétipo GG, para
valores similares aos do genétipo TT. Além disso, nosso
estudo demonstrou que a atenuada vasodilatagao muscular
observada no genétipo TT ndo pode ser creditada a um
possivel tonus simpdtico vasoconstritor aumentado. De fato,
a atividade nervosa simpdtica muscular, medida diretamente
no nervo fibular pela técnica de microneurografia, aumentou
de forma semelhante entre os genétipos durante o exercicio.
Embora esses resultados nao confirmem a funcionalidade do
alelo T na alteracdo da atividade enzimatica (essa variante
pode estar em desequilibrio de ligagio com outra variante
funcional no mesmo gene ou em um gene préoximo no mesmo
cromossomo), podem ser utilizados como um marcador da
disfungao observada do fenétipo de vasodilatacao muscular.
Esta é a primeira demonstracao de que a variante G894T do
gene da eNOS esta funcionalmente associado a reduzida
vasodilatagao mediada pela eNOS. Além disso, tais resultados
sugerem que a reduzida vasodilatagao endotélio-dependente
possa antecipar uma disfungao vascular em individuos
portadores do genétipo TT.

Conclusao

A verificagao de que as sintases de NO sao constitutivamente
expressas (eNOS e nNOS) e que o NO desempenha importante
funcao na regulacao das atividades cardiovasculares aumentou
o interesse pelo entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares que regem sua funcionalidade. Embora esses
mecanismos sejam complexos e de dificil acesso, uma parcela
deles ja foi elucidada, permitindo parcial compreensao da
biologia do NO. Nesse contexto, 0s avangos nas técnicas de
biologia molecular possibilitaram a identificacao de variantes
no codigo genético humano que pudessem explicar, pelo
menos em parte, a variagao de resposta fenotipica entre
individuos. Os estudos de associagao em genética nao sao
faceis de compreender. Um tnico gene pode desempenhar de
média a moderada participagao na regulagao de um fenétipo
multigénico, e, nessa situagdo, uma determinada variante
genética funcional nesse gene poderia explicar apenas uma
pequena parcela da variacao de resposta do fenétipo. O
rastreamento de genes candidatos, ou seja, a identificagao
de miltiplos genes e seus respectivos polimorfismos
desencadeantes de variagdes na fungdo cardiovascular,
caminha para o0 momento em que parte do diagndstico e
da conduta adotados para o tratamento sera baseada na
medicina gendmica.
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