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RESUMO: A maior complicagao que pode limitar a evolugdo a longo prazo de um transplante cardiaco
é o desenvolvimento de doenca arterial coronariana. Esta forma de doenca coronariana € distinta da doenga
coronariana aterosclerética de pacientes ndo submetidos a transplante cardiaco. Evidéncias atuais, obtidas
mediante a ecografia intravascular, demonstraram que a ocorréncia de uma disfungéo endotelial precoce,
principalmente mediada pela expressao daisoformainduzivel da 6xido nitrico sintetase (iINOS) e associa-se
com desenvolvimento de aterosclerose no aloenxerto durante o primeiro ano apds o transplante. Estarevisdo
foi elaborada comegando pelos conceitos béasicos (descrigcdo da enzima NOS e suas isoformas conhecidas;
breve comparacéo entre elas), revisando-se, na seqiiéncia, a disfuncédo endotelial coronariana pos-transplante
cardiaco do ponto de vista especifico da fungdo enzimatica da NOS. No transplante cardiaco aiNOS promove
rejeicdo aguda, mas previne a cronica. A relagdo entre estes efeitos completamente opostos permanece
desconhecida, sabendo-se que sdo mecanismos diferentes dependentes do tempo.

DESCRITORES: Sintese de 6xido nitrico, metabolismo. Endotélio vascular, enzimologia. Transplante do
coragao, fisiologia. Rejeigéo de enxerto, enzimologia.

INTRODUCAO

A maior complicacdo que pode limitar a evolugéo
a longo prazo de um transplante cardiaco é o desen-
volvimento de doenca arterial coronariana (DAC) (),
Esta forma de doenca coronariana é distinta da doenca
coronariana aterosclerética de pacientes ndo subme-
tidos a transplante cardiaco. A doenca coronariana
em coracgdes transplantados parece comecar nos
vasos distais, progredindo proximalmente. E encon-
trada raramente préxima a bifurcagcdes dos vasos
epicardicos maiores e, portanto, ndo é facil de ser
tratada por angioplastia percutdnea ou, mesmo, por
revascularizagdo cirdrgica do miocardio. Esta forma
de aterosclerose coronariana é clinicamente silente,
por causa do estado denervado do coracdo trans-

plantado, apresentando-se como disfuncéo ventricular
esquerda ou arritmia na auséncia de angina do peito.
Uma coronariografia rotineira anual é, em geral, ne-
cessaria para o seguimento desta complicagéo.
Histologicamente, estes vasos tém um estreitamento
fibroso concéntrico sem o padrdo da classica placa
aterosclerotica excéntrica. A maioria dos pacientes
transplantados mostram evidéncias de DAC dentro
de trés anos. Embora a causa desta situacdo nao
seja clara, ela representa, provavelmente, uma rejei-
¢do vascular crdnica no meio do ambiente aterogénico
(hipertenséo, hipercolesterolemia, etc.). O tratamen-
to ndo previne o desenvolvimento desta complicacéo,
que é a maior causa para a consideracdo de re-
transplante nos primeiros seis meses do pés-opera-
tério. Evidéncias atuais, obtidas mediante a ecografia
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intravascular, demonstraram que a ocorréncia de uma
disfunc@o endotelial precoce, principalmente media-
da pela expressao da isoforma induzivel da o6xido
nitrico sintetase (iNOS) e associa-se com desenvol-
vimento de aterosclerose no aloenxerto durante o
primeiro ano apés o transplante @,

Um trabalho italo-americano examinou 39
aloenxertos cardiacos colocados durante mais de 2
meses e 37 enxertos durante 2 meses, realizando
uma série de observacfes relacionadas com a
vasculopatia pés-transplante: 1) A vasculopatia do
aloenxerto afeta a todas as camadas das artérias
corondrias epicardicas e, geralmente, as artérias
coronarias intramurais da metade externa da parede
ventricular esquerda. 2) A lesdo da intima resultante
é relativamente uniforme, e constante principalmen-
te em tecido fibroso celular e acelular; é difusa e
afeta a todos os segmentos das artérias coronarias
epicardicas maiores e menores. 3) O grau de estrei-
tamento luminal resultante é similar na maioria dos
segmentos coronarios de 5mm, o que torna arrisca-
do prever com confianca o grau de estreitamento
luminal mediante uma angiografia coronéria. 4) A
extensa fibrose adventicia e a intensa infiltracdo de
tecido fibroso subepicéardico, provavelmente, inibem
a dilatacdo e a remodelagédo das artérias coronérias
epicéardicas e, sem duvida, as pode comprimir. 5) O
estreitamento luminal das artérias coronarias epicar-
dicas ap6s o transplante pode ser conseqiiéncia
tanto das lesdes intraluminais como da compressao
exterior do tecido fibroso circundante. 6) Se observa
com frequéncia trombo intraluminal e intraleséo,
assim como canais multiluminais nas placas coro-
narias, o que sugere que a organizacédo dos trombos
desempenha certo papel na progressdo da CAD
epicardica pos-transplante. 7) As lesdes coronarias
que se formavam apoés o transplante cardiaco tém
uma composicdo morfolégica muito diferente das
gue aparecem na aterosclerose natural (sem trans-
plante). 8) Os infiltrados inflamatérios celulares séo
freqlientemente extensos nos tecidos subepicardicos,
e os infiltrados nesta area podem ser extensos,
inclusive quando os infiltrados inflamatérios miocar-
dicos intersticiais s&o minimos ou ausentes 3,

O produto da oxido nitrico (NO) sintetase é o
mais potente vasodilatador endégeno conhecido. O
NO além de ser um potente vasodilatador e inibidor
da adesao e agregacao plaquetarias, reduz a ade-
réncia de leucécitos ao endotélio vascular, e, tam-
bém suprime a proliferacdo de células da muscula-
tura lisa vascular por inibicdo de fatores de cresci-
mento (). A importancia fisiolégica deste fator
endotelial tem sido demonstrada em animais e
humanos. Administracdo de inibidores da NOS ele-
va a pressdo sangilinea devido a um aumento na
resisténcia vascular sistémica . 6. Inameras anor-
malidades fisiopatolégicas estdo associadas a sin-
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tese reduzida e/ou aumento da degradacdo do NO
vascular. Estas incluem, entre outras, a hiper-
colesterolemia, o diabete melito, a hipertensdo ar-
terial e o tabagismo (4), Portanto, o conhecimento
das NO sintetases (NOS), a enzima responsavel
pela producdo do NO, é de extrema importancia
cientifica, ndo s6 para o entendimento de novos
mecanismos fisiopatolégicos, mas, também, por ser
um alvo para a descoberta de novas intervencdes
terapéuticas, incluindo a DAC pods-transplante (7,

O proposito deste texto € o de revisar o papel
das NOS nos mecanismos fisiolégico e fisiopatologico
do sistema cardiovascular. O texto inclui uma sin-
tese dos conceitos béasicos (descricdo da enzima
NOS e suas isoformas conhecidas, além de uma
breve comparacdo entre elas), revisando-se, na
sequéncia, a disfuncdo endotelial coronariana pos-
transplante cardiaco do ponto de vista especifico da
funcdo enzimética da NOS e, finalizando, com co-
mentéarios adicionais pertinentes ao assunto.

CONCEITOS BASICOS

As oxido nitrico sintetases (NOSs), do ponto de
vista bioquimico, sdo uma familia de enzimas com-
plexas que catalisam a oxidagdo da L-arginina para
formar 6xido nitrico e L-citrulina. Elas sao melhor
caracterizadas como citocromo hemeproteinas se-
melhantes ao citocromo P-450 que dependem de
cofatores como: oxigénio molecular, NADPH, flavinas
e tetrahidrobiopterin. As trés formas humanas de
NOS identificadas até agora, ecNOS (constitutiva
endotelial ), nNOS (neuronal) e iINOS (induzida), sao
encontradas nos cromossomos humanos 7, 12 e 17,
respectivamente (8, assim foram nomeadas com
base nos tecidos nos quais foram primeiro clonadas
e caracterizadas .

Oxido nitrico sintetase constitutiva ou en-
dotelial (ecNOS) - O papel do NO na regulagéo do
tébnus vascular e da fungdo plaquetaria é atribuido
a atividade da forma constitutiva endotelial da NOS.
Inativacdo da ecNOS limita a contribuicdo do NO na
homeostase dos vasos e resulta num aumento do
ténus vascular e da adesao e agregac¢ao plaquetarias.
A via de transducao de sinal que leva a ativagéo da
ecNOS, no seu curso completo, comegca com a
estimulacdo de um receptor de membrana, que ativa
uma G-proteina acoplada a fosfolipase C. Esta
enzima regula a via fosfatidilinositol gerando
inositoltrifosfato (IP;) a partir de fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2) e diacilglicerol (DAG). O IP; media
a liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico e
o DAG media a entrada de célcio extracelular. A
elevacdo na concentrag¢ao do calcio intracelular leva
a formacao do complexo calcio-calmodulina, que
ativa a ecNOS, resultando na producao de NO. Essa
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cascata de eventos pode ser desencadeada por duas
classes de agonistas: os dependentes ou os inde-
pendentes de receptores de membrana. Agonistas
dependentes de receptores como a acetilcolina, a
adenosina difosfato (ADP), a serotonina, a nore-
pinefrina e a histamina, ativam a via de transduc¢éo
de sinal, pela ligacdo com o receptor de superficie
celular especifico (via completa). Agonistas inde-
pendentes de receptores, atuam estimulando, sele-
tivamente, varios componentes na via de transdugédo
de sinal, levando a ativacao da ecNOS. O fluoreto
de sédio ativa a G-proteina, fosfolipase C ativa a via
fosfatidilinositol, e o ionéforo do célcio estimula a
liberacdo de Ca** do reticulo endoplasmatico © e
sdo, portanto, agonistas independentes de recepto-
res. Portanto, a atividade da ecNOS é regulada pela
concentracdo de célcio livre intracelular e pelo com-
plexo Ca**-calmodulina 9 (Figura 1).

A ecNOS é uma proteina expressa de maneira
constitucional associada predominantemente a fra-
¢do subcelular, sugerindo que a enzima nativa é
uma proteina componente da membrana. Recentes
analises detalhadas da associacao da ecNOS com
a membrana celular mostraram que esta enzima
estd localizada no Complexo de Golgi, bem como
em estruturas especificas na membrana identificadas
como cavéolas. A associacdo da ecNOS com uma
regido da membrana plasmatica, na qual estdo
concentradas varias chaves dos complexos de
transducdo de sinal (como G-proteinas), provavel-
mente tem profunda repercussdo na atividade
enzimatica, bem como, na sua acessibilidade aos
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Fig. 1 - Viadeliberacéo do éxido nitrico (NO); PIP2 =fosfatidilinositol
4,5-bifosfato; IP3 = inositoltrifosfato; ecNOS = 6xido nitrico
sintetase endotelial constitutiva.

processos intracelulares da via de liberagdo do NO,
incluindo processos ndo associados ao aumento do
célcio intracelular (1),

Oxido nitrico sintetase neuronal nNOS -  Esta
isoforma estd presente nas células neuronais cen-
trais e periféricas, e, certamente em células epiteliais.
Sua atividade também é regulada por Ca** e
calmodulina. Suas fun¢des incluem regulagéo dura-
doura da transmissdo sindptica no sistema nervoso
central, regulagdo central da pressdo sangiinea,
relaxamento do masculo liso e vasodilatagdo via
nervos nitrérgicos periféricos. Tem sido envolvida
também na morte de neurénios no acidente vascular
cerebral (12,

Oxido nitrico sintetase induzivel (iNOS) - A
expressao desta enzima é manifestada em uma
multiddo de células diferentes, incluindo macréfagos,
células endoteliais, células da musculatura lisa
vascular e miécitos cardiacos, depois de estimulagéo
com lipopolissacérides (LPS), citoquinas (como IL-
1b, TFN-a, IFN-g, IL-6) e outros. Por estas carac-
teristicas tem importante papel em atividades antimi-
crobianas, antiparasitarias e antineoplasicas (13-15),
Esta isoforma nao é regulada pelo calcio; ela produz
grande quantidade de NO que tem efeito citostatico
nas células alvo parasitadas pela inibicao de enzimas
férricas e causando fragmentagcédo do DNA. A inducédo
da iNOS esta envolvida na patofisiologia das doen-
cas auto-imune e no choque séptico (12,

Devido a dificuldade encontrada pelos autores
desta revisdo, em relacdo as diferentes nomencla-
turas encontradas das isoformas das NOSs, resol-
veu-se fazer uma tabela com as possiveis nomen-
claturas dadas a cada isoforma, a fim de facilitar o
entendimento e esclarecimento dos leitores do tema
aqui apresentado (Tabela 1).

Métodos Para o Estudo da Atividade da NOS

Metodologia laboratorial ndo é a maior motiva-
¢do desta revisdo, mas o NO é gerado a partir da
L-citrulina pela agdo da NO sintetase, uma enzima
codificada por trés diferentes genes, e esta envol-
vido em um crescente numero de fendbmenos. As-
sim, um breve comentario sobre metodologia pode-

TABELA 1
NOMENCLATURA DA OXIDO NITRICO
SINTETASES (NOSs)
ENZIMAS NOMENCLATURAS

NOS endotelial
NOS neuronal
NOS induzida

eNOS, ecNOS, cNOS, NOS Il ouNOS3
bNOS(brain), NOS | ou NOS1
iINOS, NOS Il ou NOS2
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ré ser interessante dentro do texto. Este envolvimento
pode ser documentado por: a) métodos indiretos
usando espectrofotometria e métodos eletrome-
canicos, e; b) métodos indiretos por detec¢do dos
efeitos do NO, incluindo a localizagdo da NOS por
imunoquimica ou hibridizacdo in situ do mRNA,
ensaios bioldgicos, inibicdo da atividade da NOS,
atividade de hemeproteinas, produgdo de nitrato/
nitrito, L-citrulina, GMPc. Uma avaliacdo cuidadosa
das potenciais armadilhas associadas a estes mé-
todos indiretos antes das suas utilizagées € impor-
tante para evitar erros de interpretacdo (16),

O conhecimento dos inibidores especificos das
NOSs é de fundamental importancia para ensaios
farmacoldgicos experimentais e terapéuticos.

Inibidores inespecificos - S&o aqueles que ini-
bem tanto a ecNOS como, também, a iINOS. Sendo
derivados metilados e nitricos da L-arginina, atuam
por competicdo (17, os mais conhecidos sdo o L-
NMMA, o L-NAME e o L-NOARG. Como outro exem-
plo, pode-se mencionar a dimetilarginina assimétrica
(asymmetric dimethylarginine - ADMA) que é um inibidor
enddgeno circulante da NOS. Estudos demonstraram
que o nivel plasmético de ADMA esta positivamente
relacionado com fatores de risco para aterosclerose,
sugerindo-se que este antagonista endégeno da NOS
possa ser um marcador de aterosclerose (18),

Inibidores especificos - Inibem especificamen-
te a isoforma iNOS; sé&o eles os glicocorticoides (como
a dexametasona), a aminoguanidina, a L-canavanina,
a N6-(1-imioetil)lisina(L-NIL) e a 2,4-diamino 6-hidroxi-
pirimidina 7 (Figura 2).

Algumas comparagfes entre as atividades das
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Fig. 2 - Inibidores da 6xido nitrico sintetase (NOS).
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diferentes isoformas séo dignas de apresentacao
dentro da proposi¢cdo da discussdo dos conceitos
basicos. Como ja foi dito, a ecNOS é uma enzima
gue tem sua localizacdo associada a membrana,
enquanto que as formas iINOS e nNOS sdo ampla-
mente citosélicas (18, Uma outra diferenca entre as
isoformas da NOS é em relacdo a quantidade e
labilidade da molécula de NO produzida. A molécula
de NO é sintetizada por um curto periodo de tempo
(segundos a minutos) quando decorrente da ativa-
¢do enzimatica da ecNOS ou nNOS. Em contraste,
a iINOS é expressada sO depois da ativacao celular
e entdo produz NO por, relativamente, um longo
periodo de tempo (horas a dias) (19,

Distribuicdo Anatémica da NOS no Coragcdo Normal

A maior parte da atividade da ecNOS no cora-
¢do esta presente no endotélio ao longo da extensa
rede de artérias, veias e capilares dentro do
miocéardio. Esta isoforma endotelial também existe
na camada endocérdica das cavidades cardiacas. A
nNOS parece muito menos proeminente, embora a
exata quantidade desta isoforma seja incerta no
coracdo. Embora a iNOS n8o exista no coracao
normal, macréfagos associados a processos de
remodelamento apds vérias formas de lesbes car-
diacas contém esta isoforma. Para todas as NOS,
entretanto, variacfes entre espécies animais e va-
riabilidade entre modelos experimentais enfatizam a
importancia de estudos relacionados entre estrutura
e funcdo (20),

Funcgbes Autdcrinas e Pardcrinas da NOS no Coragdo

Do ponto de vista das fungdes autdcrinas e
paréacrinas, os diferentes tipos de células compreen-
dendo o musculo cardiaco, expressam um ou mais
das trés isoformas (NNOS, ecNOS ou iINOS) da 6xido
nitrico sintetase.

A NOS é expressa em terminacdes simpaticas
normais e regula a liberacdo de catecolaminas no
coragao.

A ecNOS expressas nas células endoteliais ini-
be o tono contratil e a proliferagdo de células mus-
culares lisas subjacentes dos vasos, inibe a agre-
gacgéo plaquetaria a adesdo de mondcitos, promove
um relaxamento diastolico, e diminuicdo do consu-
mo de oxigénio no musculo cardiaco através de
uma paracrina de NO. A ecNOS é, também, expres-
sa de modo constitucional nos midcitos cardiacos
de roedores e espécies humanas, onde ela se opde
autocrinamente a acdo inotropica de catecolaminas
ap6s estimulagdo muscarinica colinérgica e estimu-
lacdo de receptores beta-adrenérgicos.
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A transcricdo genética e a expresséo proteica da
iINOS, como j& foi dito, sdo induzidas em todos os
tipos de células apds a exposi¢cdo a uma variedade
de citoquinas. A parte de participar na defesa
imunoldgica contra microrganismos intracelulares e
virus, as grandes quantidades de NO produzidas
autécrina ou paracrinamente modulam a vasoplegia
e a depressdo miocardica caracteristica da estimu-
lacdo do sistema imune e promove morte celular
através da apoptose. Nos miécitos cardiacos, o NO
pode regular o fluxo de calcio tipo L e contracao
através da ativacdo da proteina quinase dependente
do GMPc e das fosfodiesterases mediadas pelo
GMPc. Outros mecanismos independentes das ele-
vacdes do GMPc podem operar através da interacéo
do NO com hemeproteinas, ferro ndo heme, ou re-
siduos livres de tiol em proteinas sinalizadoras,
enzimas ou canais ibnicos. Considerando-se a
multiplicidade das isoformas da NOS expressas no
musculo cardiaco e os potenciais alvos moleculares
para o NO produzido, uma estreita regulacao
molecular da expressao e atividade da NOS, ao nivel
transcricional e pés-transcricional, parece ser neces-
saria na coordenacdo de muitas das fungGes do NO
na funcéo cardiaca na satde e na doenca (21,

Disfungdo Endotelial no Transplante Cardiaco

Vérias investigagcfes tém mostrado a expressao
da iINOS no ambiente de rejeicdo aguda e cronica
em modelos experimentais de transplante cardiaco.
Demonstrou-se que a expresséo da iNOS ocorre em
macroéfagos infiltrantes e midcitos, durante a rejei-
¢do em coragdes de ratos Lewis or Wistar-Furth em
receptores da raca Wistar (22, A inibicdo da iNOS
melhora a rejeicdo aguda ao transplante cardiaco.
Para determinar a evolucao temporal e a localizagéo
celular da expressdo da iNOS durante o progresso
histolégico da rejeicao aguda de coracles trans-
plantados em ratos, tecido de transplantes singénicos
(ratos de mesma linhagem genética) e alogénicos
(linhagens genéticas diferentes) foram colhidos do
terceiro ao décimo dias do pés-operatério e anali-
sados para a expressao do RNAm da iNOS. O RNAm
e a atividade enzimatica da iINOS foram expressos
no transplante durante rejeicdo aguda leve, mode-
rada e severa (do quarto ao décimo dias), mas nao
foram detectados em ratos normais, isogénicos ou
alogénicos, antes das mudancas histolégicas da
rejeicdo aguda leve (terceiro dia do pds-operatério).
A expressdo da iNOS resultou no aumento sérico
dos niveis de nitrito/nitrato durante rejeicdo leve e
moderada(do quarto ao sexto dia do pés-operatd-
rio), e foram localizadas células inflamatdrias
mononucleares infiltrando partes do tecido trans-
plantado durante todos os estagios da rejeicdo, mas
ndo foram detectadas nas células parenquimais
enxertadas, normais ou em enxertos isogénicos.

Assim, a expressdo da iINOS e aumento da produ-
¢do de NO ocorreram durante o estagio precoce da
rejeicdo aguda, persistiu inalterada durante todo o
processo de rejeicdo, e detectaram-se células infla-
matdrias, mas nao células parenquimais enxerta-
das, durante todos estagios da rejeicdo aguda (23).
A rejeicdo aguda priméria esta associada com au-
mento da producdo de NO nos tecidos transplanta-
dos, mas desconhece-se se isto impede ou aumenta
a perda de funcdo do enxerto. O L-NAME, um inibidor
nao especifico da NOS ,diminui a sobrevivéncia do
enxerto de 9.4+1.5 para 6.9%£0.3 dias. A histo-
patologia de coracg8es transplantados, em assistolia,
mostrou predominantemente necrose isquémica. L-
NAME combinado com uma droga anti-hipertensiva
reabilita o tempo de rejeicao (de 8.6£0.4 a 14.2+3.2
dias) e resulta numa rejeicdo aguda padrdo. Este
dado sugere que bloqueando-se a forma¢do de NO
durante a rejeicdo aguda de um enxerto cardiaco
vascularizado resulta numa diminuigdo no tempo de
sobrevivéncia do enxerto e necrose isquémica, muito
provavel secundaria a vasoconstrigéo sustentada (24).
Tratamento continuo com aminoguanidina, um
inibidor seletivo da producdo de NO pela iNOS,
atenuou a rejeicdo aguda ao transplante cardiaco.
Um modelo de transplante em rato foi usado para
determinar: 1) quando iINOS foi expressa no trans-
plante de coragdo durante a rejeicdo natural aguda;
2) se a pulsoterapia com aminoguanidina atenuou
as mudancas histolégicas provocadas pela rejeicdo
aguda, em comparag¢do com os efeitos da pulsote-
rapia com corticéides. Neste estudo o RNAm e
proteina da iINOS foram expressos durante a rejei-
¢do aguda precoce e tardia. A pulsoterapia com
aminoguanidina inibiu a produgcdo de NO e atenuou
as mudancas histologicas da rejeicdo aguda, mas
ndo efetivamente como a terapia corticoide. Con-
clui-se que: 1) primeiro a expressdo da iNOS ocorre
durante a rejeicdo aguda ao transplante precoce e
persiste durante toda rejeicdo e; 2) O NO é uma
importante molécula efetora na rejeicdo aguda.
Entédo, inibicdo da NOS pode oferecer uma terapéu-
tica auxiliar no controle da rejeicédo aguda (25). Evi-
déncias recentes indicam que o NO modula permea-
bilidade vascular sujeita a condi¢des fisioldgicas e
patofisioldgicas. A inibicdo da INOS com aminogua-
nidina preveniu ou atenuou a disfuncdo da barreira
vascular no transplante cardiaco e na circulagao
sistémica e reduziu os niveis nitrito/nitrato de trans-
plantes alogénicos para niveis semelhantes ao en-
contrados em transplantes isogénicos. A aminogua-
nidina ndo afetou as mudancas histoldgicas leves da
rejeicdo presente nos transplantes. Este resultado
mostra novas observagdes: 1) a funcdo da barreira
endotelial esta comprometida em vasos sistémicos,
particularmente no cérebro, distante do local de
rejeicdo ao transplante; 2) a disfuncdo da barreira
vascular no transplante esta associada com aumen-

59



Viaro F & Evora PRB - Expresséo das 6xido nitrico sintetases na vasculopatia coronariana do transplante cardiaco.  Rev Bras Cir

Cardiovasc 2000; 15 (1): 55-65.

to da producdo de NO e expressdo do RNAm da
iINOS nos tecidos afetados (por exemplo, pulmdes
nativos e coragdes transplantados) e; 3) a inibicdo
da producédo de NO pela iNOS previne a disfungcédo
da barreira vascular no transplante cardiaco e vasos
sangiiineos sistémicos (25, Um outro estudo exami-
nou a interagdo de corticoides, expressdo génica e
atividade enzimética da iINOS num modelo de trans-
plante cardiaco em ratos. O aumento da producéo
de NO na rejeicdo ao enxerto foi demonstrado pela
elevacdo nos niveis séricos de nitrito/nitrato, foram
significantemente reduzidos pela pulsoterapia com
dexametasona por dois dias prévios ao sacrificio
animal ou pelo tratamento continuo com dexa-
metasona. Demonstrou-se um aumento da atividade
enzimatica enxerto cardiaco, o qual foi significante-
mente reduzido com pulsoterapia ou terapia conti-
nua de dexametasona. O aumento da atividade en-
zimatica da INOS em tecidos alogénicos resultou da
inducdo da expressdo do RNAm da iNOS, que foi
99% inibida pelo tratamento com dexametasona. A
pulsoterapia com dexametasona reduziu mas néo
eliminou as mudancas histoldgicas da rejeigdo agu-
da. Portanto, tratamento com corticéide resulta em
inibicdo da expressdo da iNOS durante a rejeicdo ao
enxerto. Estes resultados demonstram que a ex-
pressdo da iNOS durante rejeicdo aguda é imu-
nomediada e sugere que a agao imunossupressora
dos corticoides no tratamento da rejeicdo aguda
pode incluir inibicdo da expressdo da iNOS (7).
Transplantes alogénicos em ratos Lewis foram tra-
tados na hora do transplante com FK 506, ciclos-
porina A, dexametasona ou uma combina¢do das
trés drogas. Evidéncia histologica de rejeicdo e os
niveis de RNAm e atividade enziméatica da iNOS no
homogenato ventricular foram significantemente re-
duzidas abaixo daquelas observadas no enxerto ndo
tratado. Assim, os dados obtidos em modelos de
transplantes em ratos indicam que drogas imunos-
supressoras reduzem o RNAm e a atividade enzi-
méatica da iINOS miocérdica na rejeicdo ao enxerto
cardiaco. Os resultados coincidem com a hipotese
de que a resposta aloimune e citoquinas liberadas
estdo envolvidas na expressdo de iNOS durante
rejeicdo ao transplante cardiaco (28). Usando ratos
geneticamente desprovidos de iINOS como recepto-
res num modelo de transplante cardiaco, num modelo
de rejeicdo aguda, a iINOS foi predominantemente
localizada em tecidos infiltrados por células imuno-
l6gicas . No sétimo dia, enxertos em receptores
deficientes da iINOS mostraram reducgdo nos infil-
trados inflamatérios e nas lesdbes de midcitos, resul-
tando em significante baixa na rejei¢cdo. Em contras-
te, num modelo de rejeicdo crdnica localizou-se
expressdo adicional de iINOS em células parenqui-
matosas dos enxertos. Apos 55 dias, enxertos em
ratos deficientes de iINOS mostraram mais infiltrados
e destruicdo parenquimais que os tipos controle;
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alteracdes essas associadas a uma significante di-
minuicdo da contratilidade ventricular. Assim, a
iINOS promove rejeicdo aguda mas previne a cro-
nica. Estes efeitos opostos durante a rejeicdo aguda
e crénica ao enxerto cardiaco sdo dependentes do
padrdo de expresséo temporal e regional da iINOS
durante ambas formas de rejeicdo (29, Os meca-
nismos através dos quais a NOS media a via de
regulacdo da faléncia do enxerto na rejeicdo aguda
cardiaca séo dificilmente definidos. Usando ratos
desprovidos de iNOS, demonstrou-se que a via
mediada pela iINOS pode promover rejeicdo aguda,
pelo menos em parte, pela indugcdo de morte ce-
lular apoptética (30-32),

A precoce e persistente estimulacdo de INOS
em rejeicdo cardiaca crbnica e a coincidente redu-
¢do na aterosclerose e inibicdo de iINOS sugerem
que esta inducgéo regulatéria pode contribuir para a
resposta inflamatéria mediando, assim, a maior
tendéncia de aterosclerose em transplantes (33). O
RNAmM e a proteina da iNOS estdo presentes na
artéria coronaria de humanos transplantados de
coracdo com aterosclerose acelerada (AA). A INOS
expressou-se em células morfologicamente compa-
tiveis com macréfagos na neo-intima de 7 de 10 dos
vasos examinados com transplantados com AA. Em
contraste, a iINOS esteve ausente em 5 artérias
coronarias nativas com aterosclerose e ausente em
2 artérias coronérias normais. Embora a iNOS ex-
presse-se em macréfagos em AA, e supra-regulada
em enxertos com aterosclerose, seu papel funcional
na patogénese da aterosclerose no transplante nao
é claro. Sua expressdo pode regular o desenvolvi-
mento de lesdo por modular a resposta aloimune
precoce e/ou espessamento mio-intimal tardio. Usan-
do um modelo experimental com rato deficiente em
NOS foi possivel determinar que a iINOS tem papel
protetor no desenvolvimento de aterosclerose em
transplantes, suprimindo o acumulo neo-intimal de
células musculares lisas (34 3% A iNOS é estimula-
da na doenga coronariana do transplante humano
(DCTH), que é a maior causa de mortalidade tardia
depois do transplante cardiaco. Estudos em 15
pacientes com DCTH e 10 com artérias coronarias
normais, evidenciaram que as artérias normais nao
tiveram evidente a expressdo da iNOS. Em contras-
te, 30 de 36 segmentos de artéria coronaria com
DCTH (83%) apresentaram evidéncias desta isoforma
da NOS. Marcadores especificos identificaram célu-
las INOS positiva com macréfagos e células muscu-
lares lisas. Além disso, a imunoreatividade a
nitrotirosina destas células foi positiva, significando
atividade do peroxinitrito. Estes estudos mostraram
que a proteina e o RNAm da iNOS expressam-se
em artérias humanas com DCTH, onde elas estdo
associadas com extensiva nitragcdo de proteinas
tirosinas. Estes achados indicam que o alto débito
da via do NO e, possivelmente o oxidante peroxi-
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nitrito, talvez estejam envolvidos no processo que
leva ao desenvolvimento de DCTH (36),

A depressédo na fungao contratil, durante perio-
dos de rejeicdo aguda, pode ocorrer em coracfes
transplantados (37),

Miécitos de coracfes rejeitados também expres-
sam iINOS. Um defeito intrinseco, devido ao aumen-
to da producdo de NO pelos midcitos, poderia ser
responsavel por muitas das disfun¢des contrateis
observadas. Como esta disfuncdo pode ser rever-
tida pela aminoguanidina e azul de metileno, suge-
riu-se que miocitos isolados de coracles rejeitados
possam ter uma reversivel depressdo contrétil in-
trinseca, a qual é mediada pela superestimulacao
da via 6xido nitrico/cGMP dentro dos midcitos. Esta
disfungdo contrétil intrinseca pode ser o maior fator
responsavel pela reversibilidade da depresséo car-
diaca associada com rejeicdo aguda de coracles
transplantados (38). Além disso, o NO derivado de
doador de NO e de endotélio coronariano mostrou-
se capaz de reduzir a pressdo diastolica final no
coracdo humano, especialmente durante estimulagdo
beta-adrenérgica, por causa do comeco precoce do
relaxamento do ventriculo esquerdo (VE). Estudos
em bidpsias endomiocérdicas de 16 receptores de
transplante, que estavam livres de rejeicdo ou
vasculopatia do enxerto, mostraram que expressao
génica da iINOS miocéardica no enxerto alogénico
humano influencia a resposta contratil a estimulacéo
beta-adrenérgica (dobutamina) através do inicio
precoce de relaxamento do VE e reducdo da sua
pressédo diastolica final. Estes efeitos sdo similares
aos efeitos contrateis no VE de NO derivado de
doadores de NO ou de endotélio coronario (39,

COMENTARIOS FINAIS

Uma verificagdo da Universidade de Stanford,
procurou determinar se a incidéncia e a gravidade
da DAC do transplante, detectada mediante ecografia
intracoronaria nos receptores de transplante de
coracao e pulmao, sdo menores que as encontradas
nos receptores. Estudaram o ramo interventricular
anterior mediante a ecocardiografia intracoronaria
em 22 receptores de transplante de coracgdo e pulméo
no momento da angiografia coronaria anual de con-
trole. Vinte e dois receptores de transplante cardia-
CO se igualaram aos casos com respeito ao ndmero
de anos apoés o transplante no estudo ecografico, a
idade do receptor e do doador, e o diagnostico de
miocardiopatia ndo isquémica. Em cada grupo foi
medida e calculada a média da area e indice da
intima, a classe Stanford, e a incidéncia da doenca
ao menos moderada (classe > 3 de Stanford), com-
parando-as entre os 2 grupos. A area média da
intima, o indice médio da intima, a média da classe

Stanford, e a incidéncia de classe 3 ou maior de
Stanford foram significativamente menores no gru-
po receptor de transplante de coragéo e pulméo 40,
Esta observacao é curiosa, permitindo especular se
este fato decorre de uma menor manipulacdo do
coracdo no transplante coragdo-pulmédo ou, se, de
alguma forma, a substituicdo de um pulmao doente
poderia interferir na resposta inflamatéria e/ou
humoral do organismo receptor.

Dentro do estudo cooperativo italo-americano,
j& mencionado na introducdo desta revisdo, obser-
varam-se em autépsias e na repeticdo do transplan-
te, a freqliéncia e as caracteristicas da trombose
coronaria em 76 aloenxertos cardiacos: 37 foram
colocados durante 2 meses ou menos (precoce) e
39 durante 2 a 99 meses (tardio). Os 76 aloenxertos
foram insertados em 69 pacientes: 1 em 56 pacien-
tes, e 2 aloenxertos em 13 pacientes, 7 dos quais
faleceram posteriormente e foram submetidos & au-
tépsia. Foram examinados 140 cortes de 70 seg-
mentos de 5 mm de longitude de 8 artérias coronarias
epicardicas de cada um dos 76 aloenxertos, tanto
com hematoxilina-eosina como com coloragéo penta-
crOmica Movat. Somente encontrou-se trombos em
uma (33%) artéria corondria (a direita) dos 37 alo-
enxertos precoces, e em 24 (61%) de 39 aloenxertos
tardios. Destes ultimos 39 enxertos, 29 (79%) tive-
ram uma vasculopatia do aloenxerto e 24 (83%)
deles, trombose coronaria. Das 312 artérias coro-
narias (4 maiores e 4 menores) examinadas nos 39
casos tardios, 66 (21%) artérias tinham trombo. Dos
24 casos com trombo ao menos em uma artéria,
encontrou-se trombos em 66 (34%) das artérias
coronarias epicardicas examinadas: em 6 das 8
artérias em 3 pacientes; em 5 artérias em 2 pacien-
tes; em 4 artérias em 1 paciente; e em 1 s6 artéria
em 7 pacientes. Nas 66 artérias com trombo (24
pacientes), o trombo foi maior que 5mm. Os trombos
nos casos tardios foram totalmente n&o oclusivos
(mural) em 51 (77%) das 55 artérias coronarias epi-
cardicas que continham trombo e totalmente oclusivo
em 10 (15%) artérias. Constou exclusivamente de
canais multiluminais em 6 artérias (9%) e combina-
¢bes em 1 (2%). Encontraram-se infartos agudos do
miocardio em 3 pacientes, todos eles com trombos
oclusivos. Nas 10 artérias com trombos oclusivos sob
placas ulceradas. Essas observa¢g8es demonstraram
que o trombo é freqliente nas artérias coronarias
epicardicas, ao menos dois meses apos o transplan-
te cardiaco, podendo significar uma disfuncéo
endotelial tardia ou ndo regeneracdo de possiveis
lesdes endoteliais consequentes ao processo do trans-
plante cardiaco (1.

Interessante pesquisa americana utilizou a imu-
nohistoquimica para investigar o papel da endo-
telina 1 na cardiopatia coronéaria do transplante.
Foram avaliadas a imunoreatividade e a localizacéo
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celular da endotelina 1 em artérias coronérias hu-
manas com arteriopatia coronaria de transplante
(n=3) e em artérias coronarias normais (n=10)
mediante imunohistoquimica de marcacao simples e
dupla. A intensidade da imunocolorac¢éo foi determi-
nada com um método semi-quantitativo. Foi encon-
trada imunoreatividade difusa e intensa da endote-
lina 1 em 11 (85%) de 13 pacientes com arteriopatia
coronéria de transplante, fundamentalmente em
células miointimas, e em menor quantidade nos
macréfagos e nas células endoteliais. Ao contrério,
as artérias corondrias normais somente apresenta-
ram uma ténue imunocoloracdo localizada na cama-
da endotelial. A média semiquantitativa do grau foi
maior na arteriopatia coronaria do transplante do
gue nas artérias normais (1,8 frente a 0,7). A
endotelina 1 foi encontrada com mais frequéncia
nas lesdes ateromatosas, ricas em lipidios, que nas
proliferativas, pobres em lipidios. Os novos vasos
da intima se imunotingiram constantemente para
endotelina 1. Assim, estes dados sugerem que a
imunorreatividade para a endotelina aumenta signi-
ficativamente na cardiopatia coronaria de transplan-
te, possivelmente como conseqiéncia das citoquinas
e os fatores de crescimento estimulantes, que se
supra-regulam no estado poés-transplante. Estes
resultados sugerem um possivel papel deste pepti-
deo mitdgeno na patogénese da aterosclerose de
enxerto 42, Um estudo da Mayo Clinic procurou
avaliar o comportamento dos niveis de endotelina e
do fator atrial natriurético na evolugdo precoce de
transplantes cardiacos em caes. A idéia inicial era
verificar se o comportamento destes fatores poderia
ser correlacionado com o processo de rejeigdo. Ob-
servou-se um progressivo aumento, tanto da endo-
telina como do fator atrial natriurético. Mas, como
todos os cades desenvolveram insuficiéncia cardiaca,
gue cursa com o aumento dos mencionados fatores,
ndo foi possivel estabelecer, com certeza um papel
de “marcador” de rejeicdo (Pearson, Evora, Schaff,
dados ndo publicados, 1990) (Figura 3).

Na revisdo sobre o papel das NOSs, ficou claro
que a expressao da iNOS é a que mais se relaciona
com o0 processo de rejeicao pds-transplante cardia-
co. Como em outras doengas cardiovasculares a
expressdo desta enzima €, aparentemente, antag0-
nica. Ora parece ter um papel protetor, ora parece
relacionar-se com processos patoldgicos. Um deta-
Ihe importante pode ser extraido destas observa-
¢des: no transplante cardiaco a iINOS promove re-
jeicdo aguda mas previne a rejei¢cdo crbnica. Assim,
a iINOS, como véarios “heréis”, comega como “vila”,
converte-se e torna-se uma grande “heroina”. Qual
seria a ligacdo entre estes efeitos completamente
opostos? Parece, pelo menos, que sdo mecanismos
diferentes dependentes do tempo.

O uso clinico da ciclosporina (CsA) tem melho-

62

ENDOTELINA E FATOR ATRIAL NATRIURETICO
DURANTE REJEICAO AGUDA APOS TRANSPLANTE
CARDIACO EM CAES.
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Fig. 3- Endotelina e Fator Atrial Natriurético durante rejei¢cdo aguda
de transplante cardiaco em cédes (Pearson, Evora, Schaff,
1990 - Dados ndo publicados e apresentados com permisséo).

rado muito os resultados dos transplantes de or-
gdos. Contudo, a CsA pode causar nefrotoxicidade
e hipertensdo. A administracdo de CsA resulta num
significante aumento na pressdo sangiinea arterial
(PA) junto com uma diminuigdo na excrec¢ao urinaria
de Nox, sugerindo uma producdo de NO deprimida.
Isto acompanha-se de uma significante redugcdo na
proteina iNOS existente no rim e aorta toracica, mas
nao ocorre mudanca no teor da proteina ecNOS. A
gueda na proteina iINOS renal em ratos tratados
com CsA foi acompanhada por um declinio paralelo
do RNAm da iNOS e atividade enzimatica. Em con-
clusdo, administracdo de CsA por trés semanas
resultou em um significante aumento na PA junto
com marcada redugéo na excregao urinaria de NOX,
e expressdo de iNOS renal e vascular. Estas obser-
vacdes sugerem que a hipertensdo induzida pela
CsA pode estar, em parte, relacionada com defeito
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na producdo de NO. Se verdade, estratégias plane-
jadas para restaurar a disponibilidade de NO podem
suavizar a hipertensdo e outras complicagbes vas-
culares da terapia com CsA 43), Estudos relacionan-
do a disfuncdo endotelial em coragdes transplanta-
dos com a utilizagdo da CsA e de outras drogas
poderdo mostrar dados interessantes e estabelecer
se 0s seus efeitos contra a rejeicdo possam ser em
detrimento do controle do tono e o aparecimento da
DAC do transplante.

Para concluir seria importante incluir alguma
informacgé&o geral sobre terapéutica genética e tentar
analisar as particularidades da expressdo da NOS
de acordo com o tipo de doenca cardiovascular. A
terapéutica genética envolve a transferéncia de um
gene funcional para células hospedeiras com a fina-
lidade de corrigir a disfungdo de um gene especifico
ou aliviar os sintomas da doenca. Para a transferén-
cia génica no sistema cardiovascular, a utiliza¢do de
adenovirus vetores vem a ser o recurso mais efi-
ciente. Recentemente, a transferéncia e expressao
funcional de genes recombinantes da NOS para o
cérebro e leitos vasculares tem sido demonstrada
tanto in vitro como in vivo. Estudos tém demonstra-
do, com sucesso, a transferéncia de ecNOS RNAm

em artérias corondrias de porcos como se verifica
pela localizacdo histoquimica de proteina recombi-
nante com um aumento da liberacdo de NO, de-
monstrada pelo aumento da producdo de nitrito e
alteragdo da funcdo vasomotora. Apesar da possi-
bilidade da transferéncia génica esta sendo demons-
trada em modelos animais. Os vetores atualmente
disponiveis apresentam grandes limitacdes técnicas
e de seguranga, as quais precisam ser resolvidas
antes de se tentar a terapéutica genética com a
NOS em humanos para o tratamento de doencas
vasculares proliferativas. Mais de 100 protocolos
tém sido propostos para a terapéutica genética em
humanos nos Estados Unidos, mas nenhum resul-
tado efetivo tem sido apresentado neste campo. As
deficiéncias da terapéutica genética resultam, princi-
palmente, da falta de vetores eficientes de transferén-
cia génica. Acresga-se que, quanto mais longinqua se
encontre a terapéutica genética somatica, mais dificil
serd o controle das doencas sistémicas, mesmo apos
o desenvolvimento de sistemas vetores mais podero-
sos. Entretanto, doengas localizadas poderdo ser
melhor controladas pela terapéutica genética. A este
respeito, as doencas cardiovasculares serdo alvos
promissores para a terapéutica génica (44 45),
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ABSTRACT: Amajor complication that can limited the evolution of a cardiac transplantation over the long
term is the development of accelerated coronary arteriosclerosis. This form of coronary disease is different
from the atherosclerotic coronary disease of patients not submitted to cardiac transplantation. Current
evidence obtained by intravascular ultrasound, has demonstrated that the occurrence of a precocious
endothelial dysfunction, mainly mediated by the inducible isoform of the nitric oxide synthase (iNOS)
expression, is associated with the development of atherosclerosis in cardiac allografts during the first year of
the transplant. This review was developed starting with basic concepts (description of the enzyme and its
known isoforms; a brief comparison between them), reviewing the coronary endothelial dysfunction after
cardiac transplantation, from the specific point of view of the NOS enzymatic function. In cardiac transplantation
iINOS promotes acute rejection but prevents chronic episodes. The relationship between these opposing
effects remains unknown we only know that they are different mechanisms which are time-dependent.
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