ardo Lacchini
Gustavo Henrigue Oliveira de Paula

Endotélio e Genética

INTRODUCAO

Quando pensamos em doengas associadas a dis-
funcao endotelial, ¢ comum identificarmos pacientes
que se comportam de forma diferente da maioria, ou
seja, com um pequeno numero de fatores de risco
clinicos desenvolvem a doenga (fendtipo), enquan-
to outros pacientes com maior niumero de fatores de
risco clinicos apresentam certa resisténcia a doenca.
Da mesma forma, as vezes, a progressdo da doenga se
da de forma mais rapida em alguns individuos do que
em outros, sem causa aparente. Um dos fatores que
podem explicar isso ¢ um conjunto de caracteristicas
genéticas (gendtipos) que conferem maior risco ou
maior resisténcia a determinado fenétipo.

Fendtipo ¢é definido como um trago observavel,
seja ele diretamente visivel, como a cor do cabelo ou
a presenca de uma doenga, ou apenas mensuravel,
como a taxa de metabolismo de um farmaco, resposta
a farmacos etc. Além disso, quando ha bases genéticas
que influenciam o risco para determinado fenétipo, é
comum vermos casos em que a doenca se repete ao
longo das geragdes de uma mesma familia. Isso é bem
claro em relacido a doencas comuns como o cancer e
a hipertenséo, entre outras. De fato, estima-se que a
herdabilidade da pressdo arterial de consultério seja
em torno de 15% a 30%, e até 60% da variabilidade da
pressdo arterial medida a longo prazo seria influencia-
da por tragos hereditérios.'

Hoje, entende-se que a maior parte dos fendtipos
comuns ¢é de natureza multifatorial e, na grande maio-
ria, multigénica.” Isso equivale a dizer que ndo hd um
determinismo genético em que um individuo que
carrega um alelo (caracteristica genética) sera con-
denado, necessariamente, a apresentar uma doenca
associada aquele alelo.” Na verdade, esses fendtipos co-
muns sofrem influéncia de diversos fatores genéticos e
ambientais que,em conjunto, compdem umrisco quanti-

Endo_cap-09.indd 107

José Eduardo Tanus dos Santos

ficavel para o desenvolvimento de determinado fenétipo
(Figura 9.1). Esse conceito é aplicavel as doengas car-
diovasculares que envolvem disfun¢ao endotelial: além
de fatores clinicos como obesidade, tabagismo, etilismo,
género e idade,** variantes genéticas em componentes
importantes da funcdo endotelial podem predispor ou
proteger contra o desenvolvimento da doenga.” Disso,
obviamente, excluem-se os erros inatos do metabolismo
ou outras doengas raras de caracteristica monogénica,
nas quais uma mutagdo leva a perda macica da capa-
cidade de uma via metabdlica, por exemplo, e ai sim
temos a associagdo de um alelo com um fenétipo de
maneira clara e precisa.! Muta¢des desse tipo sdo raras,
e provavelmente ndo explicam a maioria dos casos de
doencas comuns, as quais sdo de maior relevancia do
ponto de vista da satde publica.

Este capitulo propde-se a gerar uma visdo geral,
voltada para o clinico, da atual conjuntura em relacdo
a genética envolvendo genes expressos pelo endotélio.
Nao temos, portanto, o objetivo de exaurir o assunto,
mas apenas comentar brevemente alguns resultados
que temos no momento, bem como sua relevancia cli-
nica. A titulo de exemplo, entraremos de forma mais
aprofundada no gene que poderiamos pensar como o
“gene-candidato protdtipo” do endotélio, obviamente, o
NOS3, que codifica a sintase endotelial do dxido nitrico.

TREZE ANOS APOS A CONCLUSAO
DO PROJETO GENOMA HUMANO:
O QUE MUDOU?

Uma das grandes conquistas recentes em termos de
genética humana foi a andlise do genoma humano, que
nos permitiu conhecer a nés mesmos de forma muito
mais completa.>® Mais de uma década apds a divulga-
¢do do primeiro rascunho do genoma humano, ainda
ndo temos exames de DNA determinando a profissao,
o saldrio e a expectativa de vida de nossos filhos, como
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Figura 9.1 Associacao de polimorfismos com grupos de individuos portadores de fendtipos.

Nessa figura estdo exemplificados dois polimorfismos: o single nucleotide polymorphism (SNP) 1 e o SNP2. Temos como exemplo portado-
res de ambos os alelos ancestrais (sujeito azul-escuro), portadores do alelo variante do SNP1 (sujeito rosa) e portadores do alelo variante
do SNP2 (sujeito azul-claro). Para simplificar a figura, ndo representamos os portadores de ambos os alelos variantes. Supondo que alelo
variante do SNP1 tenha efeito maléfico, enquanto o alelo variante do SNP2 tenha efeito protetor, quando analisarmos populacGes caso-
-controle veremos uma frequéncia relativa maior de sujeitos azul-claro no grupo sem doencga em relagdo ao grupo com doenga. Da mesma
forma, a proporg¢do de sujeitos rosa é maior nos grupos com doenga quando comparado ao grupo sem doenga. A mesma analise pode
ser feita em relagdo a progressdo da doenga ou outros subfendtipos mais especificos (resposta a farmacos, subclassificagdes de sintomas,
entre outros). Ali também a ideia sera a mesma: se ha um efeito genético, espera-se maior proporgao de portadores do alelo protetor
(sujeito azul-claro) em populacGes de portadores de fendtipos mais brandos, ao passo que se espera proporgdo maior de portadores do
alelo de risco (sujeito rosa) nos grupos de fendtipos mais intensos. A presenca de todos os gendtipos no grupo sauddvel ilustra a ideia de
que ndo ha um determinismo genético. Ndo é pelo fato de o individuo rosa ser portador de alelo de risco que ele desenvolvera a doenga.
Outro fato interessante é que a andlise de cada subfendtipo é independente: alelos de genes ndo relacionados ao gatilho da doenga, e
que, portanto, ndo afetam o risco para ter ou ndo a doenga podem alterar outros parametros como velocidade da progressao da doenga
ou resposta aos farmacos.

imaginado em 1997 pelo famoso filme Gattaca. De fato, projeto genoma humano, nao se desenvolveram com a
a genética de doencas complexas e a farmacogenética, rapidez prevista (Figura 9.2). A grande expectativa que
que eram as grandes promessas de desdobramentos do se sucedeu aos bilhdes de délares gastos no projeto Ge-
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Figura 9.2 Linha do tempo ilustrando de forma aproximada a capacidade técnica, o interesse cientifico/clinico e a contri-
buicao de real impacto da genética na medicina. E]
e

A linha azul representa o interesse cientifico e clinico na medicina genémica ao longo do tempo, ao passo que as linhas marrom e verde repr:
sentam respectivamente a capacidade técnica (principalmente a velocidade) em gerar dados e o percentil de artigos da prestigiada revista clinica
New England Journal of Medicine enfocando dados genéticos. A década de 1980 foi o grande boom da biologia molecular, e nessa época criou-se
enorme expectativa sobre o impacto da biologia molecular na medicina. No ano de 1990 criou-se o projeto genoma humano que, num prazo
de quinze anos, desvendaria o cddigo genético humano. Ao longo da década de 1990 houve um gigantesco investimento em equipamentos de
sequenciamento de DNA em todo o mundo, o que permitiu tanto a execugdo do genoma humano como de centenas de outros organismos em
seguida. Ao passo que se obteve o genoma, passou-se a estudar como marcadores individuais se associariam a fendtipos clinicos. Salvo poucas
excecOes, demonstrou-se que polimorfismos comuns causam efeitos pequenos, muitas vezes irrisérios frente aos fatores ambientais, o que
gerou grande decepgao e descrenga. Contribuiram, também, para essa descrenga, o fato de milhares de artigos terem sido publicados trazendo
resultados conflitantes, havendo associagdes gendtipo-fendtipo obtidos por uns que nao se reproduziram em estudos de outros grupos ou foram
até mesmo refutados por outros. Apesar dessa descrenga por grande parte da comunidade cientifica e clinica, ainda houve grande investimento
em genotipagens por parte de projetos de ressequenciamento do genoma, o que criou uma demanda para o desenvolvimento de novas tec-
nologias de sequenciamento. Com isso, na década de 1990 e em meados do ano 2000 surgiram novas técnicas, como os microarranjos de DN
e o sequenciamento de nova geragdo, respectivamente. Essas técnicas demandaram algum tempo entre sua criagdo e seu amadurecimentt%
Portanto, o verdadeiro salto na capacidade técnica de geragdo de gendtipos aparece do meio para o fim do ano 2000. Ao passo que, nos Ultimos
cinco anos, o crescimento da capacidade de determinagdo de gendtipos aumentou exponencialmente, tanto pelos chips de DNA (hoje chegando
a mais de 1 milhdo de polimorfismos por chip), quanto pelos sequenciadores de nova geragdo. Houve também um amadurecimento dos critérios
cientificos para criagdo desse tipo de estudo, o que deve reduzir paulatinamente as inconsisténcias entre os dados, tendo em vista que dificul-
dades técnicas vao sendo eliminadas. Esse amadurecimento, em conjunto com a redugdo do custo por base de DNA sequenciada, e com novas
abordagens genOGmicas, estdo reavivando o interesse clinico e cientifico pela medicina gendmica. Em paralelo a todos esses acontecimentos, é
visivel que a genética vem paulatinamente se consolidando na drea pratica/clinica. Se nos anos de 1980 apenas 10% dos artigos publicados no
NEJM envolviam genética, hoje em dia um a cada quatro artigos publicados na mesma revista envolve dados genéticos/gendmicos.

noma Humano entre 1990 e 2003 nio foi satisfeita de clinica dessa enormidade de informacgdes, de fato, foi al-
imediato, e muito do hype (o “dar o que falar’, o “estar na cancada, e muito tempo e esfor¢o ainda sdo necessarios
moda”) se perdeu. Apesar de pesquisadores de grande para tornar real tal visdo.> Houve um enorme “choque
reputacio na area terem visoes otimistas (Tabela 9.1), a de realidade” em nds, cientistas: conseguimos decodifi-
verdade é que muito pouco em relagdo a aplicabilidade car o codigo bioquimico em letras. Muito bem, mas que
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Tabela 91 Citagdes de grandes cientistas sobre a genémica na medicina.

e “By 2015, we will see the beginnings of a real transformation in the therapeutics of medicine, which by 2020 will have
touched virtually every disorder [...]. And the drugs that we give in 2020 will for the most part be those that were
based on the understanding of the genome, and the things that we use today will be relegated to the dust bin*>®”

e “[..] However, NIH will not fund any use of gene-editing technologies in human embryos. The concept of altering
the human germline in embryos for clinical purposes has been debated over many years from many different
perspectives, and has been viewed almost universally as a line that should not be crossed [...].” Declaragdo do NIH
sobre financiamento de pesquisa utilizando tecnologias de edigdo génica em embrides humanos.'*°

Francis Collins

Contribui¢oes

¢ |dentificacdo dos genes causadores de fibrose cistica e doencga de Huntington.

e Lider do projeto Genoma Humano e diretor do National Institute of Health.

e “The ever quickening advances of science made possible by the success of the Human Genome Project will also soon
let us see the essences of mental disease. Only after we understand them at the genetic level can we rationally seek
out appropriate therapies for such illnesses as schizophrenia and bipolar disease.” — The New York Times.

James D. Watson

Contribuigoes

e \Watson e seu colega Crick reinterpretaram resultados de difragdo de raios X nos anos de 1950 e propuseram o

modelo de dupla -hélice do DNA que conhecemos hoje.

e “Finally one should add that in spite of the great complexity of protein synthesis and in spite of the considerable
technical difficulties in synthesizing polynucleotides with defined sequences it is not unreasonable to hope that all
these points will be clarified in the near future, and that the genetic code will be completely established on a sound
experimental basis within a few years.” Discurso de Francis Crick ao ganhar o prémio Nobel em Fisiologia e Medicina,

em 1962.14?

Francis Crick

e Crick e seu colega Watson reinterpretaram resultados de difragdo de raios X nos anos de 1950 e propuseram o

modelo de dupla hélice do DNA que conhecemos hoje.

palavras, paragrafos, capitulos e mensagens essas letras
querem dizer?

A verdade ¢ que a complexidade da genética hu-
mana ¢ muito maior do que se previa. Os grandes
gargalos de garrafa no avango da genética de doengas
complexas tém sido a interpretac¢do dos resultados ob-
tidos, as limitagdes experimentais, as conclusdes ba-
seadas em associagoes frageis, e a propria natureza da
genética de populagdes. Esta ultima nos mostra que
nao ¢ possivel extrapolar diretamente dados obtidos
em uma populagdo de origem étnica bem-definida
diretamente para outras populacdes. Se um fendtipo
é resultado da interagdo de centenas de variantes, ao
analisarmos populagdes com diferentes conjuntos de
caracteristicas genéticas percebemos, por exemplo,
que um resultado contundente em japoneses pode
ndo ser relevante para caucasianos, e assim por dian-
te. Pouco a pouco, essa area de investigacao cientifica
tem se adaptado, sendo atualmente dificil publicar um
artigo simplesmente demonstrando um efeito biolo-
gico associado a um tnico polimorfismo, particular-
mente quando a amostra é pequena (cem controles e
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cem pacientes, por exemplo). Poucos dardo crédito a
tal achado sem que numeros muito maiores de indi-
viduos sejam estudados e sem que haja replicagdo dos
achados em outras populagoes. Por outro lado, estu-
dos envolvendo milhares de casos e controles, com
abordagens gendmicas, sdo mais facilmente aceitos,
apesar de até agora terem contribuido relativamente
pouco frente ao seu alto custo de execugao.

Entre diversos avancos que podemos citar na ulti-
ma década estd o desenvolvimento dos Genome Wide
Association Studies - GWAS, livremente traduzidos
como estudos de associagdo gendmica ampla.* Esses
estudos amplos realizam centenas de milhares de tes-
tes independentes, examinando a possivel associacdo
de cada polimorfismo comum com o fenétipo estu-
dado. E sabido em estatistica que, se vocé fizer testes
suficientes, em algum momento vocé encontrard uma
associacao (falsa), totalmente devida ao acaso. Esse é
o chamado erro tipo I. Para compensarmos esse erro,
precisamos ajustar o valor de alfa (convencionalmente
menor do que 0.05 em analises estatisticas comuns),
de tal forma a assegurarmos que associagdes falsas nao

Secdo 1 e Estrutura e Funcdes

08/07/2016 13:25:57


rlacchini
Nota
Há um erro na tabela 9.1. Devido à formatação, não se pode entender o significado original. 

Por favor, mover "Francis Collins" para a linha logo abaixo do título da tabela e logo antes de "By 2015, we will..."; mover "James Watson" para logo acima da frase "The ever Quickening..." 

Mover "Francis Crick" para antes de "Finally one should..."


Capitulo 9

sejam detectadas em uma taxa muito alta. Nesse sen-
tido, é comum nos GWAS ser utilizado um valor de
P <1070ouP < 10", por exemplo, para se considerar
uma associagdo como significativa.” Ainda, avaliar os
gendtipos de centenas de milhares de polimorfismos
de cada voluntario ndo é uma tarefa ordindria. Para
facilitar a execugdo desses estudos, o primeiro passo
foi determinar as estruturas de haplétipos em diferen-
tes populagdes (HapMap Project, http://hapmap.ncbi.
nlm.nih.gov/). Haplétipos sao conjuntos de alelos de
diferentes polimorfismos que, por serem proximos
entre si, acabam segregando conjuntamente, passando
de geragao a geragao. Isso é explicado pelo fato de que
a recombinagdo génica (que ocorre durante a meiose
na formagiao dos gametas) ndo é um evento comple-
tamente aleat6rio; hd regioes do DNA mais propensas
a serem clivadas durante esse processo. Dessa forma,
hd uma baixa taxa de recombina¢do dentro dos blocos
haplotipicos, e uma alta recombinagio entre os demais
blocos. Uma vez sabendo quais sdo os blocos haploti-
picos comuns, passou-se a usar a estratégia de avaliar
os gendtipos de determinado polimorfismo para re-
presentar qual seria o conjunto de alelos de um bloco
haplotipico completo (os polimorfismos “etiqueta’, ou
Eﬁsnp). Isso permitiu que fosse mapeada de forma

ontundente e ampla a grande quantidade de polimor-
fismos frequentes, tendo-se que determinar experi-
mentalmente apenas uma fragao destes.

Assim nasciam os primeiros GWAS utilizando
chips de microarranjos de DNA (ou do inglés, microar-
rays). Estes, com apenas alguns milhares de genotipa-
gens, proporcionam informagoes sobre a variabilidade
genética comum do genoma como um todo. Essa abor-
dagem, de certa forma, também ¢é limitada devido as
extrapolagdes feitas, assumindo-se haver homogenei-
dade nas populagdes estudadas e representatividade
para os haplotipos atribuidos. Deve ser dbvio para o
leitor que essa era uma abordagem que analisava o todo
de forma grosseira, sem avaliar um universo de infor-
magdes referentes as variantes mais raras do genoma,
pois analisava-se somente um conjunto predefinido de
polimorfismos. Seria como se um médico miope fizes-
se um exame de um paciente sem 6culos, usando luvas
de amianto, fazendo perguntas em portugués a um pa-
ciente que s6 entende alemao. De fato, alguns resultados
contundentes foram encontrados, porém em quantida-
de muito pequena e a custos exorbitantemente altos, o
que dificultou a populariza¢ao dessa abordagem experi-
mental em escala mundial.

Mais recentemente foi desenvolvida a abordagem
de sequenciamento de DNA de nova geragdo. Essa
abordagem permite o sequenciamento direto de todo
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um genoma em algumas semanas, determinando exa-
tamente cada base em cada posi¢io do DNA. Apesar
de ainda ser muito cara, essa abordagem ja tem sido
utilizada para diagndstico molecular de sindromes
monogénicas sem diagndstico fechado, em alguns ti-
pos de cancer ou em pesquisa.?

O sequenciamento de nova geragio representa um
grande salto, que permitird a investigagdo nio apenas
das variantes comuns, mas também das mutagdes ra-
ras sobre fenotipos comuns. Seja por sequenciamento
ou por microarranjos, a grande vantagem dos GWAS
frente a estratégia comum de analise de genes-candi-
datos é que, por ser uma analise ndo limitada por hi-
poteses formuladas a priori, ndo hd limitacao devida
aos parcos conhecimentos fisiopatoldgicos existentes.

De fato, os GWAS tém auxiliado a ampliar a rede
de genes e proteinas envolvidas em fené6tipos macros-
copicos e ajudam a entender processos fisiopatoldgi-
cos.” Alguns “novos genes” identificados pelos GWAS
tém sido de fato confirmados como protagonistas re-
levantes em doencas cardiovasculares. Por outro lado,
grande parte do atual conjunto de dados oriundos
desses estudos aponta para associagdes de polimor-
fismos em regides intergénicas ou em genes cuja fun-
¢do até entdo é completamente desconhecida. Assim,
voltamos a questdo anterior: como interpretar essas
associagdes? Se ndo conhecemos como o gene X se
relaciona com a doencga, como interpretar o resultado
encontrado no GWAS? Seria apenas um artefato es-
tatistico ou, de fato, estamos diante de uma nova via
metabolica ou de sinalizagdo celular até entdo desco-
nhecida? O tempo dira. Enquanto isso, fique claro para
o leitor que, apesar de alguns dados contundentes, a
grande maioria das informacdes relevantes da genética
de doencas complexas ndo vem de GWAS, nem de po-
limorfismos em genes candidatos, mas sim da elucida-
¢do molecular de doengas monogénicas.' Ora, se uma
mutagdo que gera um stop cédon no gene X causa o
fenotipo Y, fica 6bvia a relevancia de alteragdes menos
contundentes nesse mesmo gene, alterando de forma
mais sutil o mesmo fenétipo.

Um claro avanco, que esta diretamente relacio-
nado ao projeto genoma, porém muitas vezes nao
interpretado dessa forma, foi a enxurrada de mode-
los animais knockout para milhares de diferentes ge-
nes que surgiram na ultima década.* Uma vez que se
criou uma capacidade instalada para gerar sequéncias
de DNA, por que ndo desvendar o genoma dos ratos
Wistar ou dos camundongos BALB/C, e assim por
diante? Com o conhecimento da sequéncia de DNA ¢
muito mais facil utilizar as tecnologias de knockout ou
de RNA de interferéncia para modular o gene e desco-
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brir a relevincia deste em modelos de doencas ou na
resposta aos farmacos. O grande desdobramento disto,
obviamente, nio estd no avanco do entendimento dos
aspectos hereditarios das doengas complexas, mas no
maior entendimento das bases moleculares dos pro-
cessos fisiopatoldgicos e respostas aos farmacos. Esta
¢, de fato, uma grande vitéria dos projetos gendmicos
que, por si s0s, ja justificam diversos gastos feitos, des-
considerando-se os avangos que ainda ocorrerdo em
décadas por vir.

Outro avanco, extremamente recente, é o desenvol-
vimento de uma técnica relativamente de facil execu-
¢do para a criagao de linhagens de culturas de células
knockout,®® e para alteracdes de células embriondrias.
Esse sistema é denominado CRISPR/Cas-9 (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), e tudo
indica que trara uma revolu¢io na gera¢ao de modelos
knockout, ja que simplifica muito o processo, tanto para
a geracao de animais knockout como para a geragao de
linhagens imortalizadas knockout, ou até mesmo para a
manipulagdo génica de células oriundas de pacientes.'*!!
Essa técnica esta gerando grande debate em relagao ao
seu uso em embrides humanos para cura de doengas
monogeénicas e possivel melhoramento genético huma-
no. Este assunto tem provocado reagdes negativas por
haver um limite ético, que ndo pode ser ultrapassado
sem uma decisdo consciente da comunidade cientifica e
da comunidade em geral (Tabela 9.2)."?

Outra area do conhecimento que sofreu grande
impulso nos ultimos anos é a da epigenética. Esta tra-
ta de fatores que também podem ser herdados e que
se relacionam ao DNA, porém nio sdo informagdes
contidas nos cdédigos de adeninas, timinas, citosinas e
guaninas. Essa drea do conhecimento trata, por exem-
plo, da metilagdo de citosinas no DNA (ilhas CpG),
metilacdo e acetilagio de histonas (ambos processos
regulando quando um gene estd ou nao disponivel
para leitura), e a produ¢ao de RNAs de interferéncia
que atuam sobre a expressao de um gene a nivel pds-
-transcricional. Essa também é uma drea em franca
“ebulicdo” e que, certamente, trarda muitos resultados
animadores nos proximos anos. Uma belissima revi-
sao da epigenética relacionada ao endotélio foi publi-
cada na Circulation Research™ e pode ser consultada
pelo leitor interessado na area.

Por fim, ao refletirmos sobre o porqué de estudos
tanto em genes- candidatos como em GWAS terem
grande dificuldade em gerar resultados reprodutiveis,
surgiu um certo questionamento sobre se, de fato, esta-
mos determinando o fenétipo dos pacientes de forma
precisa. Serd que um hipertenso com excesso de aldos-
terona e alta atividade do sistema renina-angiotensina
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deveria estar no mesmo grupo de outro hipertenso
com hiperatividade do sistema nervoso simpatico? Se
entendemos que a fisiopatologia é diferente, por que
imaginariamos que as influéncias genéticas seriam
iguais? Eis, talvez, o maior obstidculo aos estudos de
associacao: se definimos todos os pacientes como “hi-
pertensos” para conseguir atingir um niimero na or-
dem de poucos milhares de participantes por grupo,
como garantir que um estudo no Reino Unido tenha
a mesma proporgdo de pacientes sal-sensiveis que um
estudo no Brasil? Serd que um resultado obtido no
Reino Unido e ndo reproduzido no Brasil pode ser
devido as diferengas populacionais ou poderia haver
diferenga na composicao dos fendtipos? Essa é a maior
limitagdo de todas que, de certa forma, vincula o avan-
¢o dos conhecimentos de bases genéticas de doengas
complexas necessariamente ao avan¢o da medicina
diagnostica. Se no futuro separarmos esses diferentes
subgrupos de doengas, talvez os estudos de associagdo
genética que no passado falharam em mostrar evidén-
cias confiaveis, contundentes e reprodutiveis, passem a
trazer resultados mais animadores.

Aqui nos encontramos em um certo dilema: a ne-
cessidade de melhorar cada vez mais a determinac¢io
do fenétipo dos pacientes, e com isso a estratificagdo
destes em subgrupos (razoes clinicas/bioldgicas). Por
outro lado, precisamos manter um nimero de indivi-
duos robusto para termos poder amostral (razdes esta-
tisticas). Como determinar fen6tipos e subfenotipos e
como estratificd-los mantendo um enorme nimero de
individuos em cada subgrupo? Esse problema é con-
tornavel com duas estratégias, que por sua vez também
tém limitacoes: o uso de estudos multicéntricos ou a
coleta progressiva de amostras de pacientes acompa-
nhados por um determinado centro ao longo de va-
rias décadas. Aceitar e apropriar-se dessa dificuldade
pode parecer algo desanimador, mas ¢ algo que pode
nos levar a diregdo certa. Existem catalisadores que
podem permitir o sucesso dessas empreitadas: politi-
cas publicas que criem bases de dados integradas, que
criem biobancos integrados e que tutelem e disponibi-
lizem os dados, amostras e contatos dos pacientes para
estudos presentes ou futuros, com niimeros maiores,
incorporando novas tecnologias que estdo se popula-
rizando. Hoje esta absolutamente claro que o grande
gargalo desse processo cientifico ndo ¢ mais a capa-
cidade técnica de gerar dados na escala de gigabases
de DNA (que ja existe, apesar de ter um alto custo),
mas, sim, ter um enorme numero de sujeitos porta-
dores de um mesmo subfendtipo, altamente especifico
e bem escrutinizado, disponiveis em um curto espago
de tempo.
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Ao leitor que tem interesse em se aprofundar no
assunto, sugerimos uma revisao'* e uma perspectiva de
2011 do National Institute of Health sobre a medici-
na gendmica.” Informagdes sobre os polimorfismos e
sobre as sequéncias dos genes podem ser encontradas
nos sites do PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp/), no site Ensembl (www.ensembl.org), e no site
Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). Infor-
magdes sobre frequéncias alélicas de milhares de poli-
morfismos em populagoes de diferentes origens estdo
disponiveis nos sites do HapMap (www.hapmap.org),
e Seattle SNPs (http://pga.gs.washington.edu). Infor-
magdes sobre fatos e numeros relacionados a genética
humana podem ser encontradas no site do National
Human Genome Research Institute (http://www.ge-
nome.gov/10000202). Finalmente, informagdes so-
bre farmacogenética podem ser encontradas nos sites
<www.pharmgkb.org e http://www.drugbank.ca/>.

Nas sessdes a seguir abordaremos algumas das
associagoes de polimorfismos genéticos em genes
expressos pelo endotélio com doengas cardiovascu-
lares. Para ndo gerarmos um texto demasiadamente
longo, limitamo-nos a apenas alguns casos dos genes
mais importantes relacionados ao controle do téonus
vascular pelo endotélio. Ndo abordaremos, portanto,
as func¢des do endotélio sobre a hemostasia ou sobre
a migracdo de leucocitos durante processos inflama-
torios, ou outros. Além disso, ndo abordaremos em
maior detalhe a epigenética do endotélio e técnicas de
manipulagdo génica, pois apesar de serem muito exci-
tantes do ponto de vista cientifico, ainda sdo incipien-
tes em relagdo a sua aplicagdo clinica.

PRINCIPAIS GENES ENVOLVIDOS NAS
FUNCOES ENDOTELIAIS

Um dos principais genes envolvidos na regulagao
da fungéo endotelial ¢ o/NOS3, que’?iﬁca a sintase
endotelial do ¢xido nitrico. Além dis¥o, existem genes
que nio necessariamente sao expressos no endotélio,
mas podem gerar produtos cujos receptores estio la. E
interessante expor ao clinico a visao critica de que, das
associagoes a seguir, poucos exemplos de fato estdo so-
lidos na literatura. A maioria dos dados apresentados
configura evidéncias de envolvimento dos genes que
ainda necessitam de validagdes em populagdes maio-
res ou diferentes das estudadas originalmente para
considerar-se a utilizagdo dessas informagoes na prati-
ca clinica. Além disso, sio necessdrias andlises sobre o
custo/beneficio que potenciais informagdes genéticas
podem adicionar a prética clinica antes que essa possa
ser utilizada, por exemplo, pelo Sistema Unico de Sat-
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de (SUS). Para o leitor que se interessar em uma leitura
mais aprofundada sobre fatores genéticos relacionados
a pressdo arterial, uma elegante revisdo esta disponivel
na revista Circulation research."

Sistema do 6xido nitrico
Sintase endotelial do dxido nitriE‘\IOSﬂ

A sintase endotelial do 6xido nitrico (eNOS) é a
principal enzima responsével pela sintese de 6xido ni-
trico (NO) no endotélio vascular. Essa enzima ¢ codi-
ficada pelo gene NOS3, mapeado na regido 7q36 nos
seres humanos."”” Desde sua caracterizagao, no inicio
da década de 1990, um numero consideravel de po-
limorfismos tem sido descrito nesse gene, incluindo
polimorfismos de base tinica (SNPs), repeticdes em
tandem de nuimero varidvel (VNTRs), microssatélites
e inser¢des/delecdes (indel).' Dentre esses polimorfis-
mos, destacam-se aqueles com implica¢des funcionais
e clinicas.

Implicagées funcionais de polimorfismos no gene
NOS3

De maneira geral, os polimorfismos no gene NOS3
considerados funcionais sdo aqueles que afetam a ex-
pressdo ou a atividade da eNOS. Dentre eles, dois SNPs
na regido promotora, um VNTR no intron 4, e um
SNP no exon 7 tém sido amplamente estudados.'®"
A Figura 9.3 ilustra os mecanismos funcionais desses
polimorfismos.

O SNP g.-786T>C (rs2070744) ¢é caracterizado
pela substitui¢do de uma timina por uma citosina na
posicdo -786 na regido promotora do gene NOS3. As
implicagoes funcionais desse polimorfismo estdo pro-
vavelmente relacionadas a proteina de replicagdo Al
(RPA1), que atua como repressor génico.” Estudos
in vitro demonstraram que essa proteina repressora
se liga com maior afinidade a regido promotora do
gene NOS3 quando o alelo C estd presente, resultan-
do em uma drastica redugdo da atividade transcricio-
nal e, consequentemente, menor expressio da eNOS
em comparagdo ao alelo T.*?' Consistentes com esses
achados, estudos in vivo revelaram menor biodisponi-
bilidade de NO em individuos portadores do alelo C
em rela¢do aos carreadores do alelo T, corroborando
o papel funcional desse polimorfismo.

Outro importante SNP localizado na regido pro-
motora do gene NOS3 é 0 g.-665C>T (rs3918226), cujo
aspecto funcional foi demonstrado recentemente."”
Apesar da auséncia de associagdo entre esse polimor-
fismo e niveis plasmaticos de nitrito” (um importante
marcador da produ¢do enddgena de NO), estudos in

- I
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vitro mostraram que a troca de citosina por timina na relacionado & modificagdo da afinidade por determina-
0S1Cao - o promotor resulta em uma reducdo da os fatores de transcricao,'® os quais regulam a atividade
665 d t 1t d d dos fatores de t 18 1 tividad
expressdo da eNOS. Esse efeito estaria possivelmente do promotor, afetando, assim, a transcri¢do génica.

4a 4x 27pb

Feedback
j negativo i l
sirRNA m

Figura 9.3 Polimorfismos funcionais do gene NOS3: mecanismos pelos quais a expressao ou atividade da proteina é
modificada.

Nos quadros A, B, C e D estdo representados os mecanismos dos polimorfismos g.-786T>C, Variable Number of Tandem Repeats no intron
4, 8.894G>T (ou Glu298Asp) e g.-665C>T, respectivamente. (A) O polimorfismo situa-se em uma regido que, quando possui o alelo T, se
configura em uma sequéncia reconhecida pelo RPA1, reprimindo a transcrigdo do gene, portanto, levando a uma queda na expressdo
da eNOS quando comparado ao alelo C. (B) Cada porgdo de 27 pares de base, que pode ser repetida cinco (alelo 4b) ou quatro vezes
(alelo 4a) codifica um siRNA que reduz a expressdo do proprio gene da eNOS. Uma vez que o alelo 4b tem maior nimero de repeti¢des,
gera mais siRNA que, por sua vez, reduz o RNAm do gene NOS3 e, portanto, temos menor expressdo da enzima. (C) O alelo Glu gera uma
proteina com alta afinidade pela caveolina 1. Ao passo que a caveolina 1 inativa a eNOS, essa interagdo serve para localizar a eNOS na
caveola, onde estard disponivel para os fatores que ativam a enzima. O alelo Asp gera uma enzima com baixa afinidade pela caveolina
1 e, portanto, a eNOS ndo se acumula de forma tdo eficiente na caveola, ndo estando disponivel, portanto, aos fatores de ativagdo da
eNOS. D. Foi demonstrado que o polimorfismo g.-665C>T é funcional, de tal forma que o alelo T estd associado a maior expressao da
eNOS em relagdo ao alelo C. Apesar de funcional, ainda ndo se sabe ao certo o mecanismo, mas analises computacionais sugerem
que a mudanca de alelos poderia alterar a afinidade por fatores de transcrigdo da familia ETS que poderiam reconhecer essa regido,
porém isso ainda ndo esta definitivamente demonstrado. RPA1: Proteina de Replicagdo A 1; mRNA: 4cido ribonucleico (RNA) mensageiro;
eNOS: sintase endotelial do éxido nitrico; Cav: caveolina; Ca?*/CaM: célcio-calmodulina; NO: 6xido nitrico; siRNA: small interference RNA;
Ets: E26 transformation specific (familia de fatores de transcrigdo).
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Diferente dos SNPs localizados na regido promo-
tora, que modificam a transcri¢do génica, o VNTR,
conhecido como 4b/4a afeta a eNOS no ambito pds-
-transcricional.?** Esse VNTR ¢é caracterizado pela
repeticdo de 27 pares de bases no intron 4 do gene
NOS3; os alelos mais comuns desse polimorfismo sao
aqueles com cinco (variante 4b) e quatro (variante 4a)
copias dos 27 pares de bases supracitados, embora ou-
tros alelos mais raros tenham sido relatados.” O papel
funcional do VNTR 4b/4a estd relacionado a formagéo
de pequenos RNAs de interferéncia, conhecidos como
small interference RNAs (siRNA). Estudos moleculares
revelaram que células endoteliais contendo o alelo 4b
apresentam maijor quantidade de siRNA, resultando
em niveis reduzidos de RNA mensageiro da eNOS em
relagdo as células contendo o alelo 4a.2**

Finalmente, o SNP Glu298Asp (rs1799983) tem
sua funcionalidade atribuida a modificacio da ativi-
dade da eNOS.? Esse polimorfismo estd localizado no
exon 7 e corresponde a troca de uma guanina por uma
timina na posi¢cdo 894 do gene NOS3, resultando na
substituicdo do aminodcido glutamina por asparta-
to na posi¢do 298 da proteina.”” Estudos em cultura
de células revelaram que o alelo ‘Asp’ reduz a ligagao
da eNOS a caveolina-1, diminuindo assim a disponi-
bilidade da enzima na sua fracio caveolar nas células
endoteliais.”” Deste modo, uma reduzida quantidade
de eNOS fica disponivel para ativagio mediada pelo
complexo célcio-calmodulina, resultando em menor
atividade enzimatica em rela¢do ao alelo ‘Glu’” Esses
achados parecem ser de fato relevantes in vivo, uma
vez que individuos portadores do alelo ‘Asp’ apresen-
taram reduzida formacao plaquetaria de NO compara-

dos aos carreadores do alelo ‘Glu’?%%

Implicagées clinicas de polimorfismos
no gene NOS3

Hipertensao arterial, doencas hipertensivas da
gravidez, disfuncao erétil, enxaqueca e disturbios
metabdlicos sdo exemplos de doengas altamente
prevalentes que envolvem a redu¢do da formagio
endégena de NO como mecanismo fisiopatolégico
relevante. Considerando o papel fundamental de-
sempenhado pelo NO no sistema cardiovascular e
os efeitos de polimorfismos no gene NOS3 sobre a
expressdo e atividade da eNOS, bem como sobre os
niveis de marcadores da produ¢ao endégena de NO,
grande nimero de estudos tem avaliado a influéncia
de polimorfismos no gene NOS3 nas doengas men-
cionadas acima. Os achados desses estudos serdo bre-
vemente discutidos a seguir.
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Hipertensdo arterial

Em decorréncia do grande nimero de evidéncias
demonstrando que distirbios na regulagio da eNOS
podem levar a deficiéncia de NO e causar hipertensio
arterial,” diversos estudos tém avaliado se polimor-
fismos no gene NOS3 influenciam a suscetibilidade
a esta condicdo clinica. De fato, um risco aumentado
para o desenvolvimento de hipertensao arterial com
os alelos variantes para os polimorfismos g.-786T>C,
g.-665C>T, 4b/4a VNTR e Glu298Asp foram obser-
vados em alguns estudos.'**"#>%33* Porém, diversos
outros estudos tém relatado auséncia de associagdo
entre esses polimorfismos e hipertensio arterial.?>**%
Tais discrepancias podem estar relacionadas a analise
de polimorfismos individualmente ao invés da andlise
da combinagao de polimorfismos em haplétipos, além
dos aspectos comentados anteriormente.

A abordagem haplotipica ¢ altamente recomenda-
da para o estudo de genes candidatos a suscetibilida-
de a hipertensio arterial.*® Nesse sentido, estudos tém
avaliado associacdes entre haplatipos envolvendo os
polimorfismos(g.-786T>C, 4b NTR e Glu298Asp
e o risco de desenvolvimento de hipertensdo arte-
rial **7**% Particularmente, o hapldtipo C-4b-Glu foi
apontado como protetor contra o desenvolvimento da
hipertensdo arterial, enquanto o haplétipo C-4b-Asp
aumentou o risco para a suscetibilidade a essa doenga,
tanto para individuos negros quanto para brancos.*

Doencas hipertensivas da gravidez

As doengas hipertensivas da gravidez representam
as principais causas de morbidade e mortalidade ma-
terna e neonatal, afetando de 3% a 5% das gestagoes.***
Nesse contexto, estudos indicam que a deficiéncia na
formacio de NO pode contribuir para o aumento da
pressdo arterial em importantes doencas hipertensivas
da gravidez, como a hipertensao gestacional e a pré-
-eclampsia.’ Com base nessas evidéncias, uma série
de estudos tem se dedicado a investigar os efeitos de
polimorfismos no gene NOS3 sobre a suscetibilidade a
doengas hipertensivas da gravidez. Alguns desses estu-
dos observaram associagdes entre os alelos variantes dos
polimorfismos (g.-786 T>C, 4b/ NTR e Glu298Asp
e o risco de desenvolvimento ¢-eclampsia ou hi-
pertensao gestacional.**** Outros estudos, porém,
falharam em demonstrar essas associa¢oes.*>* Para es-
clarecer essas inconsisténcias, uma recente meta-andlise
avaliou estudos envolvendo polimorfismos no gene
NOS3 em pré-eclampsja_e-encontrou que o alelo C do
SNPg.-786T>C e o ale do VNTR 4b/4a aumentam
a suscetibilidade a essa doenca hipertensiva.”” O poli-
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morfismo Glu298Asp, por sua vez, ndo afetou o risco
para pré-eclampsia nesta meta-analise.”’

Além de analisar os polimorfismos individualmen-
te, alguns estudos utilizaram, também, a abordagem
haplotipica. Um dos estudos, avaliando haplotipos que
inclufam os polimorfismos g.-786T>C, 4b/4a VNTR
e Glu298Asp, observou associa¢do entre o haplétipo
C-4b-Asp e pré-eclampsia.** Outro estudo, por sua vez,
observou maior frequéncia do haplétipo C-4b-Glu en-
tre gravidas saudaveis do que nas portadoras de pré-
-eclampsia.* Curiosamente, esse mesmo haplétipo foi
associado ao aumento da biodisponibilidade de NO
em gravidas saudaveis, o que sugere que o haplétipo
C-4b-Glu pode proteger contra a pré-eclampsia por
aumentar a formag¢io de NO.*

Migranea

A migrénea é uma importante doenga neurovas-
cular, de etiologia multifatorial e fisiopatologia com-
plexa. Por ser um importante mediador do controle do
fluxo sanguineo cerebral e contribuir para ativagao de
nociceptores, 0 NO desempenha um importante papel
na génese da migranea.”® Nesse contexto, polimorfis-
mos no gene NOS3 parecem contribuir para a susceti-
bilidade a esta doenca.

Os alelos variantes para os polimorfismos g.-
-786T>C e Glu298Asp foram associados a um risco
aumentado para o desenvolvimento de migranea.*»*
Além disso, o gendtipo ‘AspAsp para o polimorfismo
Glu298Asp foi associado a um risco trés vezes maior
de ocorréncia de aura® (sintomas neuroldgicos tran-
sitérios que precedem um ataque de migranea). Esse
mesmo polimorfismo também parece influenciar a
intensidade da dor e a idade em que a migranea ini-
cia.* Por outro lado, outros estudos relataram ausén-
cia de associagdo entre polimorfismos no gene NOS3
e migranea,”™* o que refor¢a a ideia de que a analise
individual dos polimorfismos pode nao ser tio eficaz
para evidenciar efeitos genéticos quanto a aborda-
gem haplotipica. De fato, um estudo envolvendo ha-
plotipos que incluiam os polimorfismos g.-786T>C,
g.-665C>T, 4b/4a VNTR, e Glu298Asp e o tagSNP
rs743506, observou que individuos portadores dos
haplétipos C-C-4a-Glu-G e C-C-4b-Glu-G possuiam
risco aumentado para a ocorréncia de aura,’® o que su-
gere que hapldtipos no gene NOS3 podem afetar a sus-
cetibilidade a ocorréncia desses sintomas em pacientes
com migranea.

Doenc¢as metabdlicas

Doengas metabdlicas tais como diabetes mellitus
e obesidade sao altamente prevalentes e tém atingido
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um numero cada vez maior de individuos ao redor do
mundo.”® Tendo em vista que a fisiopatologia de am-
bas as doengas envolve uma redu¢ao da biodisponibi-
lidade de NO, estudos tém avaliado a contribuicio de
polimorfismos no gene NOS3 para a suscetibilidade a
essas doencas.

Nesse sentido, fortes evidéncias sugerem que o
alelo 4a para o VNTR 4b/4a esta associado a suscetibi-
lidade ao diabetes mellitus, tanto do tipo 1 quanto do
tipo 2°%95%¢ e esse efeito estaria provavelmente relacio-
nado a disfungdo endotelial associada a esse alelo em
pacientes diabéticos.”” O alelo Asp’ para o polimorfis-
mo Glu298Asp também parece estar associado a risco
aumentado para o desenvolvimento de diabetes melli-
tus,**® e essa associagdo é particularmente importante
em individuos obesos.” Ja uma analise haplo=——ta en-
volvendo os polimorfismos(g.-786T>C, 4b/ NTR
e Glu298Asp evidenciou o haplétipo C-4b-Glu como
protetor contra o desenvolvimento do diabetes melli-
tus,% indicando que a combinagdo de polimorfismos
no gene NOS3 pode também predizer a suscetibilidade
a essa doenga.

Polimorfismos no gene NOS3 também tém sido
associados a obesidade e a fatores associados. De fato,
portadores do alelo ‘Asp’ no polimorfismo Glu298Asp
apresentaram maiores indices de massa corporal e
maiores valores de circunferéncia abdominal,®! o que
sugere que esse polimorfismo pode influenciar a sus-
cetibilidade genética a obesidade. Além disso, o geno-
tipo 4a4a no VNTR 4b/4a foi associado a obesidade
em criangas e adolescentes.®* Nesse contexto, conside-
rando-se que a obesidade frequentemente se desen-
volve durante a infincia, é fundamental a avaliagdo da
suscetibilidade genética a essa doenga em criangas e
adolescentes.

Disfungdo erétil

A redugdo da biodisponibilidade de NO é um
importante fator que contribui para a disfungio eré-
til, uma desordem caracterizada pela incapacidade de
adquirir e manter uma ere¢do que permita a relagdo
sexual.®® Por isso, diversos estudos tém se dedicado a
avaliar o efeito de polimorfismos no gene NOS3 sobre
a suscetibilidade a essa desordem. O alelo ‘Asp’ refe-
rente a0 SNP Glu298Asp tem sido consistentemente
associado a risco aumentado para disfungdo erétil
em diversos estudos.***>% Além disso, o gendtipo CC
referente ao SNP(g.-786T>C tambsm foi associado a
suscetibilidade a disfuncéo eréti do inclusive con-
siderado um fator de risco independente na auséncia
de outros fatores.”” Embora até o momento nio exis-
tam estudos avaliando a influéncia de haplétipos no
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gene NOS3 sobre a suscetibilidade a disfungao erétil,
um estudo recente demonstrou que haplétipos neste
gene podem afetar a resposta ao sildenafil,® um far-
maco frequentemente prescrito para tratar essa desor-
dem. Esses achados sugerem importantes implicagoes
farmacogenéticas de polimorfismos no gene NOS3,
como sera discutido a seguir.

Implicacées farmacogenéticas de polimorfismos no
gene NOS3

Polimorfismos no gene NOS3 sdo os principais
candidatos a afetar as respostas a firmacos que atuam
na via de sinalizacio mediada pelo NO, como por
exemplo, as estatinas. Além de atuar inibindo a sintese
de colesterol, as estatinas tém como efeitos pleiotropi-
cos a ativagao da eNOS e o aumento de sua expressio,
resultando na eleva¢ido da biodisponibilidade de NO."”
Nesse contexto, células endoteliais com o gené6tipo CC
para o polimorfismo g.-786T>C tratadas com estati-
nas apresentaram maiores niveis de mRNA para eNOS
do que células portadoras do genétipo TT.” Esse efei-
to é provavelmente decorrente do aumento da taxa
transcricional, da estabilidade do mRNA para eNOS
e da diminui¢do da expressdo da proteina repressora
RPA1 promovida pela estatina de forma mais signifi-
cativa nas células portadoras do genétipo CC.* Além
disso, voluntarios sadios portadores do alelo raro tra-
tados com atorvastatina tiveram maior aumento da
biodisponibilidade de NO?*, corroborando os achados
in vitro. Juntos, esses dados sugerem que as estatinas
podem restaurar uma produgdo NO endogeno preju-
dicada, possivelmente associada com o gendtipo CC.

Os inibidores da enzima conversora de angiotensi-
na (iIECA) também interferem na produgédo de NO pela
eNOS, o que suporta a ideia de que as respostas a esses
farmacos podem ser influenciadas por polimorfismos
no gene NOS3. De fato, pacientes hipertensos portado-
res dos genotipos TC ou CC, e do alelo C para o po-
limorfismo g.-786T>C apresentaram melhor resposta
anti-hipertensiva ao iECA enalapril.”® O sildenafil é um
farmaco que tem seu efeito modulado pela biodisponi-
bilidade de NO, com respostas terapéuticas modifica-
das por polimorfismos no gene NOS3.”" Desta forma,
individuos com disfungdo erétil, portadores do alelo
C para o SNP g.-786T>C, e do alelo 4a para o VNTR
4b/4a demonstraram melhor resposta ao tratamento
com sildenafil em comparagdo aos portadores dos ale-
los T e 4b.%*7* Esses achados sao consistentes, com um
recente estudo que observou que uma menor biodis-
ponibilidade de NO em pacientes com disfun¢io erétil
estd associada a melhor resposta terapéutica ao silde-
nafil.” Finalmente, haplétipos incluindo os polimor-
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fismos g.-786T>C, 4b/4a VNTR e Glu298Asp também
influenciaram as respostas ao sildenafil,®® sugerindo que
a analise de hapldtipos pode ajudar a definir melhor as
contribui¢des genéticas para as respostas a drogas.

Arginase | (ARGI) e Arginase Il (ARG2)

As arginases I e II sdo enzimas homdlogas que
transformam a L-arginina em ureia e L-ornitina.”*”
Apesar de serem expressas por todo o corpo, essas en-
zimas sdo mais expressas no figado, no endotélio, na
musculatura lisa vascular (arginase I), e nas mitocon-
drias de células do rim, prostata, trato gastrointestinal
e vasos (arginase II).”” O principal papel da arginase
I no figado ¢ a eliminagao de nitrogénio gerado pelo
metabolismo de aminoacidos e nucleotideos pelo ciclo
da ureia.””’® O papel da arginase II ainda nio ¢ bem
conhecido, apesar de seu envolvimento na regulagdo
da homeostase da L-arginina.”

O interessante em relacdo as arginases é que sdo
enzimas que competem com a eNOS pelo mesmo
substrato, a L-arginina, e em alguns tecidos sdo co-
localizadas com a eNOS. De fato, acredita-se que
um desbalanco entre a expressio e a atividade das
arginases e da eNOS possa ser uma das causas para
a disfungdo endotelial.”” Diversos fatores afetam a re-
gulacdo da expressio da arginase, incluindo fatores
inflamatorios (lipopolissacarideos, fator de necrose
tumoral (TNF-a), interferon-y,””” interleucinas 4, 10,
13,78 dentre outros), subprodutos do estresse oxidati-
vo (H,0,” peroxinitrito®*®), hipoxia,** angiotensi-
na IL* entre outros.”” A interacio entre as arginases
e a eNOS parece ser importante, principalmente em
doengas cardiovasculares”>*% e no diabetes.”>*"#

Aparentemente ha uma reducdo na produ¢ao de NO
devido a deficiéncia do substrato L-arginina. De fato, foi
demonstrado que um aumento na atividade da arginase
esta associado a disfunc¢do endotelial em diversos con-
textos, como hipertensao, aterosclerose,”” diabetes,””! e
no envelhecimento. Polimorfismos nas arginases I e II
foram bastante estudados em relagio as respostas alér-
gicas e a asma,””” com parcos resultados mostrando
associagdo de polimorfismos nesses genes com pressao
arterial,” risco para infarto do miocardio®™ e espessu-
ra da intima-média da carétida.”® Esse é um gene que
necessita maior aten¢do em futuros estudos, devido ao
grande potencial em afetar a funcao endotelial.

Fator de crescimento vascular endotelial (vascular
endotelial growth factor; VEGF)

O VEGEF é uma das principais citocinas envolvidas
no estimulo a angiogénese.”*” Essa citocina também
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esta relacionada a outros efeitos, como por exemplo a
sobrerregulagdo da eNOS endotelial e ao aumento da
produgéo de 6xido nitrico pelo endotélio.'** %> Pelo me-
nos trés polimorfismos foram amplamente estudados,
por terem um aspecto funcional, ou seja, eles sdo capa-
zes de alterar a expressio do VEGF:'*'?7 g.-2578C>A
(rs699947), g.-1154G>A (rs1570360), e g.-634G>C
(rs2010963). Esses polimorfismos foram associados a
diversas doengas cardiovasculares, como por exemplo:
pré-eclampsia,'® enxaqueca,'” hipertrofia cardiaca,'’
obesidade infantil,'""! aterosclerose,''* doenc¢a corona-
riana.'”® Apesar de interessantes, a maioria dos estudos
citados teve limitagoes, por exemplo, pequeno niimero
de sujeitos incluidos ou populagdo miscigenada. Isso
nao desqualifica os achados, porém é necessario vali-
dar esses resultados em popula¢des maiores para po-
dermos extrapolar os dados para a pratica clinica.

Dimetilarginina assimétrica (Asymmetrical
dimethylarginine — ADMA) e sua enzima de
metabolismo, a dimetilarginina dimetilamino-
hidrolase (DDAHT)

ADMA ¢ uma forma natural de L-arginina, que
deriva da proteolise de proteinas metiladas.!"* A
ADMA age como um inibidor endégeno dos trés sub-
tipos de NO sintases (eNOS, nNOS e iNOS). Dessa
forma, quando estdo presentes concentra¢des maiores
de ADMA ocorre uma redugdo na produgido de NO
por essas enzimas. De fato, a ADMA foi implicada na
patogénese de doencas cardiovasculares pela redugédo
da sintese de NO.'> Além disso, hd claro aumento
dos niveis plasmaticos de ADMA em pacientes com
faléncia cardiaca,'® doen¢a cardiaca congénita,'”
arritmias,'® hipertensdo arterial,'”® entre outros. Di-
versos estudos mostram que os niveis plasmaticos de
ADMA podem prever eventos deletérios e mortalida-
de cardiovascular.'* Existem enzimas que metaboli-
zam a ADMA, sendo as principais as dimetilarginina
dimetilamino-hidrolases tipo 1 e 2. Essas enzimas
sao codificadas pelos genes DDAHI e DDAH?2, sen-
do responsaveis pelo metabolismo de 80% do ADMA
gerado pelo meio intracelular.® Estudos clinicos
recentes tém mostrado que polimorfismos no gene
DDAHI sao capazes de modular os niveis plasma-
ticos de ADMA,"?""'% e que esses niveis, quando au-
mentados, também aumentam o risco para desfechos
cardiovasculares.'*'* A associagdo direta entre poli-
morfismos no DDAHI e desfechos cardiovasculares ja
foi demonstrada em chineses com respeito a infarto e
doenca coronariana,'” porém necessita de ampliacao
e valida¢do em outras populagoes.
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Sistema da endotelina

O sistema da endotelina envolve pelo menos seis
principais genes: EDN1 e EDN2, que codificam res-
pectivamente a endotelina 1 e 2; e os genes EDNRA e
EDNRB que codificam os receptores A e B das endote-
linas e os genes das enzimas conversoras de endoteli-
na, ECEI e ECE2. As endotelinas 1 e 2 sao sintetizadas
como formas maiores e inativas, que sdo subsequen-
temente clivadas para as formas ativas. Quando esses
peptideos atuam sobre receptores ET, e ET, em células
de musculatura lisa dos vasos, levam a intensa vaso-
constri¢ao através do aumento do calcio citoplasma-
tico dessas células.'”® O receptor ET, expresso nas
células endoteliais, por outro lado, leva a formagéo de
oxido nitrico pelo endotélio e também funciona como
um sistema de sequestro e internalizacdo da endoteli-
na circulante. A importancia desse sistema é ilustrada
pela eficacia dos farmacos Bosentan e Darusentan, an-
tagonistas principalmente do receptor ET, em reduzir
a pressao arterial.'?'*® Alteracdes no sistema da en-
dotelina parecem ser particularmente importantes na
funcao renal e na génese da hipertensao sal sensivel.'*®
Alguns estudos na literatura mostram associagdes de
polimorfismos em genes do sistema endotelina com
fenotipos cardiovasculares. Polimorfismos no gene do
receptor, EDNRA foram associados a hipertenséo pul-
monar idiopdtica' e piores fenotipos correlatos. Poli-
morfismos nos genes de ambos os receptores (EDNRA
e EDNRB) foram associados a altera¢des na velocidade
da onda de pulso e espessura da intima média da ca-
rétida de hipertensos.'*? Polimorfismos no gene EDN1
foram associados a disfun¢do endotelial em crian-
¢as."” Polimorfismo no gene da enzima conversora de
endotelina 1, o ECEI foi associado a maiores valores
de pressao arterial de mulheres hipertensas japone-
sas.”** Finalmente, um polimorfismo préximo ao gene
EDN3 e ao gene GNAS (codifica a subunidade alfa da
proteina G, presente em conjunto com diversos recep-
tores de membrana, inclusive os adrenérgicos), foi as-
sociado a diferencas na queda de pressdo arterial em
resposta ao diurético hidroclorotiazida em um grande
GWAS."** Nio esta claro se esse ultimo estudo, de fato,
tem relagdo com o sistema da endotelina necessitando,
portanto, de estudos de aprofundamento e validagao
dessa associagao.

Mediadores inflamatdrios
Selectina E (SELE)

Essa proteina tem sua expressio aumentada na
membrana endotelial apds estimulos proinflamato-
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rios.”*® Uma vez expressa, a selectina E tem como fun-
¢do promover a adesdo leucocitaria, permitindo que
essas células realizem suas respostas inflamatorias e/
ou imunes. A relagdo disso com a hipertensdo é que
essas respostas imunoldgicas podem causar um dano
endotelial que, por sua vez, pode levar a hipertensao
e a outras doengas cardiovasculares. Um grande estu-
do em asiaticos acompanhou 1.768 pacientes ao longo
de nove anos (2003 a 2012) para verificar o aumen-
to da pressao arterial. Entre varios genes candidatos
testados, quatro TAGSNPs no gene SELE foram asso-
ciados a diferencas na progressao da pressdo arterial
e ao risco de desenvolvimento de hipertensdo nessa
amostra.'” Esses resultados sdo consistentes com ou-
tro trabalho em caucasianos, também com numero de
pacientes bastante robusto e acompanhamento de 11
anos, no qual polimorfismos do SELE também foram
associados a mudancgas na pressdo arterial.”*® Alguns
fatores tornam esses estudos bastante robustos: pri-
meiro, grande o nimero amostral; segundo, o fenétipo
ndo foi acompanhado em apenas um momento, mas
na realidade foi avaliado repetidas vezes ao longo do
tempo, e um padrao consistente de aumento foi ob-
servado. Isso reduz as chances de que flutuagdes alea-
torias tenham influenciado os resultados reportados.
Esse mesmo estudo em asiaticos também encontrou
associagoes (menos contundentes) em relacido aos ge-
nes DDAHI e EDNRA (abordados em outras sessdes
deste capitulo).

O QUE A MEDICINA GENOMICA RESERVA
PARA O FUTURO DO TRATAMENTO DAS
DOENCAS ENDOTELIAIS?

Atualmente, em termos de aplicabilidade da medi-
cina gendmica no tratamento das doengas cardiovas-
culares, ainda temos dados e evidéncias relativamente
incipientes. Por outro lado, ha muito ainda a ser estu-
dado e descoberto, o que nos faz ter a ideia de que é
possivel extrapolar toda a empolgagio vista em outras
areas da medicina (especialmente na oncologia), com
os avancos da genomica. O entendimento de como fa-
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tores genéticos afetam as doengas pode nos permitir
selecionar pacientes que se beneficiem de abordagens
personalizadas de tratamentos farmacoldgicos. Por
exemplo, um portador de determinado painel de alelos
de polimorfismos em genes importantes pode se bene-
ficiar de um tratamento precoce, ou de metas de con-
trole de pressdo arterial mais rigidas. Valendo-se dos
dados genéticos, o médico podera decidir pelo uso do
melhor farmaco na melhor dose para aquele determi-
nado paciente, minimizando a necessidade da aborda-
gem de tentativa e erro. A gendmica trara avangos no
entendimento da biologia e da patologia cardiovascu-
lar que poderdo resultar em novos alvos terapéuticos
e novos farmacos. O préprio uso de acidos nucleicos
na forma de terapia génica, RNAs de interferéncia
ou, quem sabe, até mesmo o sistema CRISPR/Cas9 e
outras abordagens poderdo ser empregados no trata-
mento farmacoldgico dessas doengas. Estamos, hoje,
em uma situagdo analoga aquela do inicio dos anos de
1970, quando se pensava em como seria fantastico usar
um anticorpo para tratar uma doenga (hoje é uma rea-
lidade, apesar dos custos). Obviamente, ha uma série
de barreiras a serem superadas além da aquisi¢do do
conhecimento que ainda ndo temos, mas a principal
delas ainda é o custo por base analisada (genotipada).
Este vem caindo ao longo dos anos (http://genome.
gov/sequencingcosts), partindo de 10 délares por base
(em 1990), e situando-se pouco abaixo dos 10 mil do-
lares por genoma hoje. E claro que apenas o ganho de
escala com as tecnologias atuais ndo sera capaz de via-
bilizar o sequenciamento de um genoma a custos su-
ficientemente baixos. Ainda temos um bom caminho
até ser desenvolvida alguma técnica cujo custo seja
realmente baixo e que permita o sequenciamento de
genomas, por exemplo, em neonatos, a titulo de tria-
gem preditiva (eventualmente, substituindo o teste do
pezinho). Nao hd como negar as inimeras vantagens
e os beneficios que podem advir dos avangos da geno-
mica na medicina. S6 ndo sabemos se estaremos ainda
por aqui para vivenciar o pleno uso desses potenciais,
e se eles de fato irdo revolucionar o tratamento das
doengas cardiovasculares.
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