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RESUMO

Associagbes entre polimorfismos no gene da eNOS e as concentragdes
plasmaticas de nitratos e nitritos (NOx) ainda apresentam controversias. No presente
trabalho comparamos a distribuicdo dos haplétipos envolvendo trés polimorfismos
relevantes do gene da eNOS (T7%C na regido promotora; 4b/4a Intron 4, e
Glu298Asp no Exon 7) em individuos saudaveis com concentragdes plasmaticos de
NOx altos e baixos. Estudamos um grupo homogéneo de 154 voluntarios (homens,
brancos, em jejum, ndo fumantes, com idade entre 18-60 anos de idade, e que ndo
faziam uso de qualquer medicamento). O DNA gendmico foi extraido das amostras
de sangue total, a genotipagem foi realizada por PCR seguido de digestdo com
enzima de restricdo. O NOx circulante foi determinado pela técnica de
quimioluminescéncia. As frequéncias haplotipicas foram comparadas entre dois
grupos de voluntarios: os 30 individuos com baixas concentra¢gdes plasmaticas de
NOx (grupo L) e os 30 individuos com altos concentragbes de NOx plasmatico
(Grupo H). Os concentragdes de NOx nos grupos L e H foram de 24,2+4,5 uyM e
80,9+8,9 uM, respectivamente. As frequéncias genotipicas para os trés
polimorfismos nao apresentaram diferengas significativas comparando-se os grupos
(todos com P > 0,05, no teste x2). Entretanto, o hapldtipo incluindo o alelo “C”
(promotor), 4b (intron 4) e Glu (Exon 7) mostrou-se significativamente mais comum
no grupo L (16%) do que no grupo H (4%) (P=0,0047). As frequéncias dos demais
haplétipos ndo apresentaram diferengas entre os grupos. Enquanto que, ao avaliar a
existéncia de associagdo entre gendtipos da eNOS com NOx circulante, n&o
encontramos diferengas entre os grupos L e H, o hapldétipo especifico incluindo os
alelos “C”, “4b” e “Glu” apresentou associagdo com baixas concentracdées de NOx
circulante.
Palavras chaves: Sintase endotelial do 6xido nitrico, Genétipos, Haplétipos, Oxido

nitrico, Polimorfismos.
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ABSTRACT

Controversy exists regarding the effects of polymorphisms in the endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) gene on nitrites/nitrates (NOx) plasma concentrations.
In this study we compared the distribution of haplotypes involving three relevant
eNOS polymorphisms (T7®C in the promoter region; 4b/4a in intron 4, and
Glu298Asp in Exon 7) in healthy subjects with low and high circulating NOx levels.
We studied 154 subjects (fasting, white males, who were non-smokers, 18-60 years
of age, and not taking any medication). Genomic DNA was isolated from blood
samples and genotypes were determined by PCR and restriction fragment length
digestion. Circulating NOx was determined by chemiluminescence. Results:
Haplotypes frequencies were compared in two groups of subjects: those with the 30
lowest NOx levels (group L) and those with the 30 highest NOx levels (group H). NOx
levels in group L and H were 24.2+4.5 yM and 80.9+8.9 uM, respectively. Genotypes
frequencies for the three polymorphisms were not different when the two groups were
compared (all P>0.05, x*test). However, the haplotype including the alleles C
(promoter), 4b (intron 4), and Glu (exon 7) was significantly more common in group L
(16%) than in group H (4%) (P=0.0047). The frequencies of the remaining haplotypes
were not different among group L and H. While eNOS genotypes are not significantly
associated with changes in the circulating NOx concentrations, the specific eNOS

haplotype that includes the “C”, “4b”, and “Glu” alleles is associated with lower
circulating NOx concentrations.
Key words: Endothelial Nitric Oxide Synthase, Genotypes, Haplotypes, Nitric Oxide,

Polymorphisms.
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1. INTRODUGAO

O oxido nitrico (NO) é conhecido como um importante regulador do sistema
cardiovascular (IGNARRO et al. 1987; PALMER et al. 1987). E uma molécula
altamente reativa (LANCASTER 1997), produzida pela sintase endotelial do 6xido
nitrico (eNOS), principalmente em células endoteliais e plaquetas, sendo
responsavel pela manutengcdo basal do tbnus vascular, inibicdo da agregacéo
plaquetaria, atenuagdo da adesdo leucocitaria ao endotélio e modulagdo da
proliferagdo das células musculares lisas (COOKE et al. 1997). Devido a estas
caracteristicas, um grande numero de estudos tem enfocado a investigacdo de como
polimorfismos do gene da eNOS podem estar associados a doengas
cardiovasculares (HINGORANI 2001).

Dentre os polimorfismos existentes no gene da eNOS, trés tem sido mais
estudados: o polimorfismo de base unica (SNP - single nucleotide polymorphism) na
regido promotora (T~ "®®C), o SNP no exon 7 (Glu298Asp) e um polimorfismo de
“variado numero de repeticdes em tandem” (VNTR - variable nhumber of tandem
repeats) no intron 4 (HINGORANI 2001; TANUS-SANTOS et al. 2001). Entretanto
alguns estudos buscaram determinar os mecanismos de como essas variagdes
genéticas podem afetar a atividade enzimatica da eNOS. Até o momento séo
limitadas as evidéncias associando a producdo de NO com o polimorfismo no exon 7
(FAIRCHILD et al. 2001), e ndo existem evidéncias de alteracdes associadas ao
VNTR no intron 4 (HINGORANI 2001). Ja o polimorfismo T~ "®°C foi associado com
uma reducdo de aproximadamente 50 % da atividade enzimatica da regido
promotora (MIYAMOTO et al. 2000; NAKAYAMA et al. 1999), demonstrando
experimentalmente que esta variagdo genética apresenta uma fungéo fisioldgica

relevante.
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O NO é rapidamente oxidado a nitrito e nitrato (NOXx) in vivo e in vitro, porém,
a quantificacdo de NOx plasmatico, proveniente de sangue coletado apos 12h de
jejum, reflete a produgédo endégena de NO (BAYLIS et al. 1998; HIBBS et al. 1992;
ROSSELLI et al. 1995; WANG et al. 1997). Alguns estudos averiguaram como 0s
polimorfismos no gene da eNOS podem afetar as concentragdes plasmaticas de
NOx, sendo que muitos desses n&o levaram em consideragdo a influéncia de fatores
que podem alterar o NOx plasmatico, como dieta, sexo, etinicidade, condigdes
clinicas, uso de medicamentos, tabagismo e contaminagdo quimica ambiental
(ELLIS et al. 1998). Além do mais, a maioria desses estudos privilegiou o efeito de
um unico polimorfismo sobre as concentragdes de NOx circulantes (ADACHI et al.
1998; MOON et al. 2002; NAGASSAKI et al. 2005; WANG et al. 1997), o que pode
levar a conclusdes limitadas, ja que isto gera uma diminuicdo no poder para
deteccdo de efeitos modestos. Devido a estas limitagdes, encontramos, nos estudos
anteriores, muitos resultados controversos associando possiveis efeitos de
polimorfismos no gene da eNOS sobre as concentragbes de NOx circulante. Por
exemplo, foi relatado que o alelo “C” do polimorfismo na regido promotora esta
associado com concentragées de NOx plasmatico baixas (MIYAMOTO et al. 2000),
semelhantes (JEEROOBURKHAN et al. 2001; NASREEN et al. 2002), ou altas
(HASSAN et al. 2004). Ainda, a presenca do alelo “4a” para o polimorfismo no intron
4 também foi associado com concentragbes de NOx plasmatico baixas (TSUKADA
et al. 1998), semelhantes (KIMURA et al. 2003; Yoon et al. 2000), ou altas (WANG et
al. 1997). Finalmente, o alelo “Asp” do polimorfismo no exon 7 foi associado com
concentragbes de NOx semelhantes (MOON et al. 2002) ou altas (YOON et al.

2000).
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No presente estudo, nds avaliamos, simultaneamente, o efeito dos trés
polimorfismos do gene da eNOS citados acima sobre o NOx plasmatico, em um
grupo 154 voluntarios relativamente homogéneos, do qual foram excluidos todos os
fatores que poderiam interferir na quantificagdo de NOx. Nés comparamos a
distribuicdo dos haplétipos envolvendo os trés polimorfismos relevantes da eNOS

nos voluntarios com concentragdes baixas e altas de NOx plasmatico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Oxipo NiTRICO

O o6xido nitrico (NO) é uma molécula altamente difusivel cuja estabilidade é
limitada pela baixa meia-vida (apenas alguns segundos), além de participar de uma
variedade de reagdes quimicas com metais, tidis e espécies reativas de oxigénio
(BECKMAN et al. 1996).

O NO ¢ sintetizado a partir da L-arginina através da atividade catalitica de
trés isoformas da oOxido nitrico sintase (NOS) presente em varios tecidos (EC
1.14.13.39, catalogo enzimatico). As trés isoformas da NOS sao: neuronal (hnNOS ou
NOSI), induzida (iNOS ou NOSII) e endotelial (eNOS ou NOSIII), sendo esta ultima
codificada pelo gene localizado na regido 7q35-36 (CHRISTOPHERSON et al. 1997;
DAVIS et al. 2001; NATHAN et al. 1994; SASE et al. 1995). Essas trés isoenzimas
apresentam grande homologia estrutural, podendo ser divididas em dois dominios:
um redutor, na parte C-terminal, e outro oxidante, na parte N-termianal. No dominio
redutor estdo os sitios de ligacdo para o nicotinamida-adenina dinucleotideo
(NADPH) e os cofatores flavina-adenina dinucleotideo (FAD) e flavina
mononucleotideo (FMN), os quais transferem elétrons para o grupo heme, localizado
no dominio oxidante, onde também se ligam o tetraidrobiopterina (BH4) e o substrato

L-Arg (Figura 1) (BARRETO et al. 2005; COOKE et al. 1997).
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Figura 1 — Representagcdo esquematica das eNOS (BARRETO et al. 2005).

As trés isoformas s&o funcionais somente como estruturas diméricas,
ocorrendo & interacdo entre seus dominios. E importante observar que entre os
dominios N-terminal e C-terminal, fica situado o sitio de ligagdo do Ca™ a
calmodulina (CaM). Este serve num mecanismo alostérico (em que a interacdo de
um ligante num sitio especifico € influenciada pela interagdo de um outro ligante em
sitio distinto), responsavel pelo alinhamento do dominio redutor com o dominio
oxidante, o que permite a transferéncia de elétron das flavinas para o grupo heme

(Figura 2) (ABU-SOUD et al. 1993).
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Figura 2 — Dimerizagdo da eNOS: (A) Estrutura basica da eNOS e esquema da
catalise pela NOS. Todas as NOS sao sintetizadas como monémeros. Cada
subunidade é composta de um dominio redutor e um oxidante. Os mondmeros
apresentam os dominios redutores que sdo capazes de transferir elétrons do
NADPH para as flavinas FAD e FMN, sendo esta capacidade limitada pela para a
reducédo de oxigénio molecular a O,". Os mondémeros e seus dominios redutores se
ligam a calmodulina (CaM), estimulando a transferéncia de elétrons no dominio
redutor. (B) A presenga do heme na dimerizagdo da NOS; de fato o heme é o unico
cofator absolutamente requerido para a formacdo dos dimeros ativos da NOS. O
heme é essencial para a interagao entre os dominios oxidantes e redutores, e para a
transferéncia de elétrons inter-dominios, das flavinas para o heme do monémero
adjacente. (C) Quando existem em quantidade suficiente o substrato L-Arg e o
cofator BH4, e o dimero de NOS encontra-se formado, ocorre a reducdo do heme
pelo O, sintetizando o NO, a L-citrulina € formada a partir do produto intermediario

dN®-hidroxi-L-arginine (FORSTERMANN et al. 2006).
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A eNOS ¢é uma isoforma da NOS dependente do complexo calcio-
calmodulina, tem como substratos oxigénio molecular (O2) e fosfato de NADPH, e
como cofatores a BH4, FAD, FMN e protoporfirina IX (heme) (COOKE & DZAU 1997;
STUEHR et al. 1992). A eNOS encontra-se principalmente em células endoteliais
vasculares e nas plaquetas, e € a principal responsavel pela sintese de NO no
sistema cardiovascular (CHRISTOPHERSON & BREDT 1997; DAVIS et al. 2001;
NATHAN & XIE 1994; SASE & MICHEL 1995).

Resumidamente, os efeitos do NO podem ser definidos em duas categorias
quanto ao mecanismo de agao:

1) Independente de GMP ciclico (3',5’, guanosina monofosfato ciclica;
cGMP), onde as espécies reativas de nitrogénio sdo produzidas como resultado da
interagdo do NO com o oxigénio ou radicais superédxido, e podem causar oxidagao,
nitragdo, nitrosilagdo, nitracdo e deaminacdo de DNA (ANDREOPOULQOS et al.
2000; DAVIS et al. 2001; MONCADA et al. 1993; MORO et al. 1996).

2) Dependente de cGMP, envolvendo a producdo deste pela ativagao da
guanilato ciclase soluvel (sGC) pelo NO, ao ligar-se a porgdo heme desta enzima, a
partir da guanosina trifosfato (GTP) (ANDREOPOULOS & PAPAPETROPOULOS
2000; DAVIS et al. 2001; MONCADA & HIGGS 1993; MORO et al. 1996).

Varios dos efeitos fisiologicos do NO dependem do aumento das
concentragbes de cGMP. Por exemplo, esta claramente demonstrado que a acao
vasodilatadora do NO, bem como sua agado anti-agregante plaquetaria séo
mediadas, ao menos em parte, pelo aumento das concentracbes de cGMP

(MONCADA & HIGGS 1993; MORO et al. 1996).
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2.2. Os PAPEIS FISIOLOGICOS DO OXIDO NiTRICO

O NO participa de varios processos fisiologicos, como relaxamento da
musculatura lisa vascular, inibicdo do recrutamento, adesdo e agregagao
plaquetaria, neurotransmissdo no SNC e periférico, e mecanismos de defesa,
participando nas respostas imunoldgicas e no processo inflamatorio (Figura 3)
(COOKE & DZAU 1997; MONCADA & HIGGS 1993). Com essas propriedades e
outras mais, o NO desempenha um papel fundamental na manutengdo da
homeostase cardiovascular, regulando o ténus vascular, fluxo sanguineo regional e
a pressao sanguinea sistémica, além de conferir propriedades tromborresistente e
ateroprotetora ao endotélio. Assim, prejuizos na sua produg¢do ou biodisponibilidade
contribuem para o desenvolvimento de varios estados fisiopatologicos, como a
predisposicdo a hipertensdo, aterosclerose, doenga coronariana, trombose, vaso
espasmos, entre outras (JEEROOBURKHAN et al. 2001; MONCADA & HIGGS

1993; WANG et al. 1997).

Figura 3 — NO circulante. Desde que o NO ¢ liberado ele exerce seus efeitos sobre
as ceélulas da parede vascular e também no lumen, sendo que uma parte significativa
do NO produzido pelo endotélio age diretamente sobre o sangue. O NO é entéo
rapidamente metabolizado pela hemoglobina presente nos eritrocitos, parte do NO
bioativo € conservado no sangue agindo diretamente sobre células sanguineas
incluindo plaquetas, leucocitos e eritrocitos, sofrendo reagbes oxidativas e
nitrosativas no plasma e eritrécitos, sendo transportado através dos vasos (RASSAF
et al. 2004).
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2.3. NOX PLASMATICO REFLETE A ATIVIDADE DA ENOS

O NO participa de varias e complexas reagbes quimicas no organismo.
Apresenta curta meia-vida e pequenas concentracdes plasmaticas dificultando a
avaliacdo quantitativa da producdo de NO in vivo pelos tecidos. Por este motivo,
quantificacbes de espécies relacionadas ao NO tém sido usadas para avaliar sua
producdo. Entre elas, a quantificagdo de nitritos e nitratos plasmaticos, principais
produtos da oxidagdo do NO (NOx), sdo as mais comumente utilizadas (DAVIS et al.
2001). Vale ainda ressaltar que as medidas de NOx apo6s 12 horas de jejum refletem
a produgao endogena de NO, independentemente de fatores dietéticos (BAYLIS et
al. 1998; CASTILLO et al. 1996; HIBBS et al. 1992; RHODES et al. 1995; ROSSELLI
et al. 1995; WANG et al. 1997).

Ao ser liberado no endotélio vascular o NO pode se difundir através das
células musculares lisas levando a vasodilatagéo, e na luz vascular pode reagir com
a oxihemoglobina dos eritrocitos, se transformado em nitrito (biologicamente ativo),
que em seguida é oxidado a nitrato, um composto biologicamente inativo (Figura 4)

(COSBY et al. 2003; MONCADA & HIGGS 1993; WANG et al. 2004).
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Figura 4 — Potenciais vias de decomposi¢cao do NO no sangue humano. No plasma
o NO pode reagir com oxigénio molecular, formando nitrito (NO2") ou peroxinitrito
(OONQO), com subsequente decomposigao do nitrito a nitrato (NO3’). Uma alternativa
€ o grupo nitrosénio do NO reagir com tidis formando nitrosotiois (RSNO). Além
disso o NO pode reagir com a oxihemoglobina eritrocitaria formando
metahemoglobina (metHb) e NOj3;, ou com a deoxihemoglobina resultando na
nitrosilhnemoglobina (NOHDb), ou ainda com o residuo Cys93 da subunidade (3 da
hemoglobina. E ainda, o NO," plasmatico pode entrar em contato com os eritrocitos,
sofrendo uma oxidagdo dependente de hemoglobina, que resulta na formagéao de
NOs. SNOAIb, S-nitrosilalbumina; GSNO, S-nitrosoglutationa; CysNO, S-
nitrosocisteina, RSH, grupo sulfidrila (LAUER et al. 2002).

2.4. POLIMORFISMOS GENETICOS

Devido a enorme importancia do sistema do 6xido nitrico na manutengao do
sistema cardiovascular, iniciou-se a procura de variagdes (polimorfismos) no gene da
eNOS que explicassem diferentes niveis de atividade ou expressao desta enzima e,
possivelmente, um maior risco de doencga cardiovascular nos portadores destas
variagoes genéticas (HINGORANI 2001; WANG et al. 2000b)

Cada pessoa carreia duas copias dos genes que possuem (com excegado dos

genes ligados ao sexo), porém os individuos podem ter diferencas na sequéncia de

DNA em determinados loci de cromossomos. Variagbes nessas sequéncias que
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ocorrem na populacdo de forma estavel com frequéncia de 1% ou superior sao
denominados de polimorfismos (EVANS et al. 1999; THORISSON et al. 2003). As
formas mais comuns de polimorfismos genéticos sido delegbes, mutagdes,
substituicdes de simples troca de nucleotideo (SNP) e de variagdes no numero de
sequéncias repetidas (VNTR), e VNTR em micro e mini satélites (GRIFFITHS et al.
2002).

Os polimorfismos genéticos podem afetar a estabilidade de um RNAmM
transcrito, a estrutura conformacional de uma proteina, e até mesmo a capacidade
de transcricdo do DNA, o que esta associado, em muitos casos, a reducdo ou
aumento da atividade da proteina codificada (EVANS & RELLING 1999;
THORISSON & STEIN 2003). Todos esses fatores descritos tornam o estudo de
polimorfismos genéticos uma area muito promissora e com grandes possibilidades
de aplicacéo clinica.

O genoma humano possui cerca de 30.000 genes, com um total de 3,12
bilhdes de nucleotideos, com mais de 2 milhdes de polimorfismos, sendo que a
ocorréncia de SNPs possui uma frequéncia de 1 para 1.250 pares de bases (1:1.250
pb) (INGELMAN-SUNDBERG 2001; VENTER et al. 2001). Uma grande variedade de
SNPs, identificada ap6s o sequenciamento do genoma, pode ser acessada no
endereco: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_summary.cgi.

Uma outra abordagem para o estudo das variagdes genéticas (polimorfismos)
€ a busca por “combinagdo de alelos de polimorfismos em um mesmo gene”
(hapldtipo) que possivelmente estejam associados, por exemplo, a doengas
cardiovasculares. E de grande interesse o estudo da estrutura haplotipica humana
para a identificacdo de marcadores genéticos, pois: A) Esta estrutura pode fornecer

informacdes criticas sobre a histéria evolutiva humana e para a identificacdo de
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variantes genéticos que sdo fundamentais para a determinagdo das caracteristicas
humanas; e B) Atualmente as tecnologias moleculares possibilitam o estudo de mais
de cem mil polimorfismos genéticos em amostras populacionais de um tamanho
razoavel (ZHAO et al. 2003).

A analise haplotipica € um método muito util ndo somente para a identificagcao
de genes relacionados a doengas raras, mas também de doengas comuns,
apresentando, frequentemente, maior poder de detecgdo de pequenas diferencgas,
em comparacao com a analise feita utilizando somente um unico polimorfismo
(JOHNSON et al. 2001; RIOUX et al. 2001). Em vista disso, em outubro de 2005, o
Consoércio Internacional HapMap (http://www.Hapmap.org), tragou-se os perfis de
variagbes presentes no genoma humano, concluindo o mapa de haplétipos
(HapMap) (ALTSHULER et al. 2005; LIN et al. 2005). Este projeto ampliou os
conhecimentos obtidos com o projeto genoma, descrevendo padrées comuns de
variagbes genéticas, em amostras de DNA de populagbes com ascendéncia
africana, asiatica e européia. Foram identificadas regides cromossémicas com
sequéncias de SNPs fortemente associados (haplotipo) e o SNPs marcadores que
identificam estas sequéncias (haplotipos marcadores) (ALTSHULER et al. 2005;

DALY et al. 2001; GOLDSTEIN et al. 2003; DAWSON et al. 2002).

2.5. Polimorfismos NO GENE DA ENOS E SUA RELEVANCIA CLINICA

Muitos estudos demonstram associagdo de polimorfismos genéticos com
doencas cardiovasculares tais como hipertensdo, infarto do miocardio, espasmo
coronario, doengas vasculares cerebrais, varios tipos de doencgas renais, trombose
venosa profunda (HINGORANI 2001; WANG & WANG 2000b) e com concentragdes

plasmaticos de nitrato e nitrito (HINGORANI 2001; PARRA et al. 2003). Entretanto,
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esses estudos apresentam resultados contraditérios e que apresentam
inconsisténcias (CARDON et al. 2001). Possiveis explicagbes para as
inconsisténcias encontradas relacionando concentragcbes plasmaticas de
nitrato/nitrito (NOx), doengas cardiovasculares e polimorfismos genéticos se devem
ao fato de que a maioria dos estudos correlacionou somente um polimorfismo com
as variagdes fisiopatologicas, e muitos deles n&do levarem em consideragao fatores
como diferengas entre os sexos, efeitos do ciclo menstrual, idade, raca, condigao
clinica, uso de medicamentos e o tabagismo que podem interferir nos estudos
(ELLIS et al. 1998; ROSSELLI et al. 1995). Além do fato de que alguns trabalhos
nao terem sido elaborados com a finalidade de avaliar os efeitos de polimorfismo do
gene da eNOS sobre o NOx plasmatico, o que leva a uma redugdo do poder de
detecgdo de efeitos modestos (CARDON & BELL 2001). Frente a isto, os trabalhos
realizados por nosso grupo, incluindo os referentes aos polimorfismos do gene da
eNOS, privilegiam o uso de amostras com menor possibilidade de interferentes,
usando grupos homogéneos quanto ao sexo, idade, raga e caracteristicas clinicas
(NAGASSAKI et al. 2005; TANUS-SANTOS et al. 2001).

Desde que o gene da eNOS foi sequenciado, muitos polimorfismos genéticos
foram identificados. Dentre eles trés recebem mais atencéo, devido aos achados que
demonstram relevéancia clinica: o SNP na regido promotora (T-786C), outro SNP no
exon 7 (Glu298Asp) e o polimorfismo de variavel numero de repeticbes de 27-pb
(VNTR) localizado no Intron 4 (Figura 5) (HINGORANI 2001; TANUS-SANTOS et al.
2001). Sendo a frequéncia dos alelos (ou variantes genéticos) destes polimorfismos

é influenciada pela etinicidade.
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Figura 5 — Organizacdo do gene da eNOS e a localizagdo dos polimorfismos
estudados. A linha superior indica a escala em kilobases. O gene da eNOS é
composto por 26 exons. Os polimorfismos estudados estdo destacados nas caixas
(TANUS-SANTOS et al. 2001).

O polimorfismo da regido promotora é descrito como T8C, o que indica que
a base de numero -786 da regido promotora (posigdo 786 acima do inicio do gene
da eNOS) pode conter uma base T (alelo mais comum) ou C (alelo mais raro).
Estudos in vitro indicam que o polimorfismo T"%C no promotor do gene da eNOS
pode reduzir em cerca de 50% a atividade do promotor. Estes demonstram que a
ocorréncia do alelo “C” reduz os concentragdes celulares de RNA mensageiro para
eNOS em cerca de 50%, o que poderia explicar o risco aumentando para doenca
coronariana (MIYAMOTO et al. 2000; NAKAYAMA et al. 1999).

Varios trabalhos avaliaram o efeito dos polimorfismos no gene da eNOS
citados sobre a biodisponibilidade de NOx circulante. Mas a maioria destes
encontrou resultados controversos. No caso do polimorfismo na regido promotora, o
alelo “C” do foi associado com concentragbes de NOx plasmatico baixas
(MIYAMOTO et al. 2000), semelhantes (JEEROOBURKHAN et al. 2001; NASREEN
et al. 2002), ou altas (HASSAN et al. 2004). Em nosso laboratdrio demonstramos
que o polimorfismo T-"%¢C nao afeta significativamente os concentragdes plasmaticos
de NOx. Vale ressaltar que o estudo foi desenhado para detectar diferencas

menores do que 30% nas concentragdes de NOx, realizado numa populacéo sadia e

homogénea (NAGASSAKI et al. 2005).
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O polimorfismo no Intron 4 no gene da eNOS também tem sido
correlacionado com doengas cardiovasculares (HOOPER et al. 1999; ICHIHARA et
al. 1998; WANG et al. 1996) tais como hipertensdo (PULKKINEN et al. 2000;
UWABO et al. 1998) e doenca arterial coronariana (CAD) (WANG et al. 1996). Na
populagao brasileira sdo presentes os alelos 4b, 4a e 4c, sendo que este ultimo s6
foi encontrado em individuos negros (MARRONI et al. 2005). Em pacientes com
diabetes tipo 2, o alelo 4a foi associado com aterosclerose em coronarias (PARK et
al. 2006). Ja o alelo “4c” foi associado com de desenvolvimento de doenca
cardiovascular (SIGUSCH et al. 2000) e, em caucasianos, como fator de risco para
asma (YANAMANDRA et al. 2005). Vale notar que o trabalho de Yanamandra e
colaboradores refere-se ao alelo “4¢c” como novo, embora este ja houvesse sido
descrito anteriormente como por Sigusch e colaboradores em 2000 e Marroni e
colaboradores em 2005 e Tanus-Santos e colaboradores em 2001.

Estudos demonstram que o alelo 4a, do polimorfismo no intron 4, diminui a
expressao enzimatica e os concentragdes plasmaticos de NO (4a/4a € 20 % menor
que 4b/4b) (TSUKADA et al. 1998). Em oposic¢édo a isto, outro trabalho mostrou que,
na presenca do alelo 4a, a atividade enzimatica da eNOS aumenta em mais de 4
vezes, além da quantidade de mRNA e proteina também estarem significativamente
aumentadas (WANG et al. 2000a). A presenga do alelo “4a” foi associada com
concentragbes de NOx plasmatico baixas (TSUKADA et al. 1998), semelhantes
(KIMURA et al. 2003; YOON et al. 2000), ou altas (WANG et al. 1997).

Discrepancias entre os estudos também tém sido encontradas em relagéo a
associagao do SNP no Exon 7 (Glu298Asp) e a incidéncia de doenga cardiovascular.
Dados obtidos na populagdo japonesa demonstram que o alelo Asp neste

polimorfismo esta associado com espasmo e infarto do miocardio (SHIMASAKI et al.
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1998; YOSHIMURA et al. 1998) e hipertensdo (SHOJI et al. 2000), o que n&o se
confirmou em caucasianos franceses (POIRIER et al. 1999), australianos (CAl et al.
1999) e também em coreanos (YOON et al. 2000).

No caso do polimorfismo no exon 7, estudo in vivo documentou que
pacientes com o variante Asp do polimorfismo no Exon 7 apresentam maior
reatividade a estimulacdo com alfa-adrenérgicos, sugerindo um decréscimo na
atividade da eNOS (PHILIP et al. 1999), embora trabalhos mais recentes n&o
tenham mostrado associagao entre este variante e a atividade da eNOS (GOLSER
et al. 2003). Usando o NOx como indicativo da atividade da eNOS, um estudo
realizado por Malhotra e colaboradores (2004) demonstrou que o alelo Asp deste
polimorfismo, em individuos obesos, esta associado a diminui¢do nas concentragoes
plasmaticas de NOx (MALHOTRA et al. 2004). Esse mesmo alelo foi associado com
concentragbes de NOx semelhantes (MOON et al. 2002) ou altas (YOON et al.
2000). Ja estudos realizados em uma populagdo sadia, ndo houve associagao entre
o alelo Asp e o NOx plasmatico (JEEROOBURKHAN et al. 2001).

Ao avaliar a interacdo entre os polimorfismos T7%°C e Intron 4 observou-se
que homozigotos CC para o polimorfismo da regido promotora, quando presente o
alelo 4a (Intron 4) possui concentragdes maiores de NOx do que quando esta
variagdo genética esta ausente (HASSAN et al. 2004). Ja estudos in vitro, dos
polimorfismos T7%C e Intron 4, demonstraram a existéncia de uma regulacéo
haplétipo-dependente da eficiéncia da transcricdo e atividade enzimatica da eNOS.
Quando avaliada somente a regido promotora, a presencga do “C” reduz a transcrigéo
em relagdo ao “T” (NAKAYAMA et al. 1999; WANG et al. 2002).

Vale ressaltar que a maioria dos estudos citados acima levou em

consideragcao os efeitos de um unico polimorfismo sobre as concentragbes
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plasmaticas de NOx (ADACHI et al. 1998; MOON et al. 2002; NAGASSAKI et al.
2005; WANG et al. 1997). Isto pode levar a conclusdes limitadas, ja que este tipo de
analise apresenta baixo poder para detectar variagcbes modestas relacionadas a
presenga de polimorfismos genéticos. Como resultado desta limitagdo, podemos
observar a existéncia de muitas controvérsias em relagao aos possiveis efeitos dos
polimorfismos no gene da eNOS sobre as concentragdes de NOx circulantes.
Buscando elucidar o efeito dos polimorfismos do gene da eNOS, avaliados
conjuntamente (haplotipos), sobre as concentragdes plasmaticas de NOx, o presente
trabalho estudou uma populagdo homogénea de 154 voluntarios, onde controlamos
a maioria dos fatores conhecidos que podem afetar as concentragdes plasmaticas
de NOx. Comparamos a distribuicdo dos hapldtipos da eNOS, envolvendo os trés
polimorfismos relevantes deste gene, nos individuos com concentragdes baixas e

altas de NOx circulante.
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3. HIPOTESE

A hipotese basica deste projeto € que existam diferengas na distribuicdo de
haplétipos incluindo os variantes genéticos de trés polimorfismos relevantes da
eNOS: T73C, Glu298Asp e 4b/da Intrond, quando se comparam individuos com

baixa e alta concentragdo de NOx plasmatico.
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4. OBJETIVO

Avaliar a possivel associacado entre haplétipos da eNOS envolvendo os trés
polimorfismos citados (T7%®C, VNTR no Intron 4 e Glu298Asp) e as concentragdes
plasmatica de NOx em individuos que n&o apresentavam doengas crdnicas

diagnosticadas.
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5. MATERIAIS
5.1. SELEGAO DOS VOLUNTARIOS

Foi selecionado um grupo homogéneo de 154 voluntarios homens, nao
tabagistas, brancos, de 18 a 60 anos de idade, que n&o estivessem fazendo uso de
qualquer medicamento no periodo do estudo, que nado apresentavam doencas
cronicas diagnosticas, selecionados na cidade de Ribeirdo Preto-SP.

Na ocasido da coleta da amostras de sangue, os voluntarios estavam em
jejum de 12 h, e apos detalhamento e esclarecimento do projeto, assinaram o termo
de consentimento. Aferiu-se trés vezes a pressao arterial e a frequéncia cardiaca,
apo6s 15 minutos de repouso.

Este trabalho, bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
destinado aos voluntarios participantes do estudo, foram devidamente aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP) e da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo (FMRP-
USP). Ambos, Termo de Consentimento e Parecer do Comité de Etica, seguem

anexos a este trabalho.

5.2. SOLUGOES E TAMPOES UTILIZADOS NOS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS
As solugdes utilizadas foram:

o EDTA0,5M pH8

o Solugao de Acetato de Potassio 5M

o Solugéao fixadora (10% etanol absoluto, 1% acido acético)

o Solugao de Coloragéao (0,18% nitrato de prata)

o Solugado Reveladora (3% NaOH, 1% formaldeido).

o Solugao de Poliacrilamida (2,9% acrilamida, 0,01% bisacrilamida, em TBE 10X).
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o Solucio de persulfato de ambnio 10%
o Enzima de restrigdo Msp | e Ban Il (Biolab — New England)
o Solugdes padrao de nitrato de sédio
o Solucido de HCI 1N
o Solucdo de NaOH 0,1 e 1M
o Solugédo de Vanadio Il (0,008 g/L HCI 1N)
o Solugao de Proteinase K (20mg/mL)
o Etanol 70%
o Isopropanol
Os tampdes utilizados foram:
o Tampao Cell lysis (1% Tris-Cl pH8, 0,2% EDTA pH8 e 0,1% SDS)
o Tampéao Red Blood Cell Lysis (2% Tris-Cl ph8 1M)
o Tampéo Tris-EDTA (TE) (1% Tris-Cl pH8 1M, 0,2% EDTA pH8).
o Tampao Tris-Acido Bérico-EDTA (TBE) (10,8% Tris-base, 5,5% acido bérico, 4%
EDTA pH8 0,5M).

o Tampao de amostra (TA) (40% sacarose, 0,25% azul de bromofenol).

5.3. EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NOS PROTOCOLOS EXPERIMETAIS

O

Centrifuga (CELM LS — 3 plus)

o Termociclador (P x 2 Thermal Cycler — Thermo Electron Corporation)

o Banho Maria (Nova Etica)

o Fonte de eletroforese (Eletrophoresis Power Supply - EPS 301)

o Sistema de fotodocumentagao (Kodak EDAS 290)

o Analisador de NO (Sievers Model 280 NO analyser — Boulder, CO, EUA)
o Leitor de ELISA (Spectramax 250 Molecular Devices)

o Espectrofotdmetro para quantificacdo da concentracdo de DNA gendmico

extraido
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6. METODOS
154 SANGUE Extracdo do DNA
Voluntarios » TOTAL » Genbmico
(jejum 12 h)
¥ L 4
PLASMA PCR
¥ ¥
DOSAGEM DIGESTAO
[NOX] (T7%8C e Glu298Asp)
\ 4
ELETROFORESE
(Coloragao por prata)

Figura 6 - Fluxograma simplificado dos experimentos realizados

6.1. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras de sangue venoso periférico foram coletadas para a obtencéo de
soro (6 mL de sangue total) e plasma (20 mL de sangue total), como EDTA como
anticoagulante. No soro foram quantificados triglicérides, colesterol total e fragées. O
sangue coletado em EDTA foi dividido em 2 por¢des. Sendo uma de sangue total,
para a extracdo do DNA e a partir da segunda por¢éo de sangue foi obtido plasma
para quantificacdo Nitrato. Imediatamente apds a coleta, o sangue para obtencao de
plasma foi centrifugado a 3000 rpm por 10 min e o plasma separado e mantido em

gelo seco até o momento de armazenagem a —70°C.

6.2. EXTRAGAO DO DNA GENOMICO (Sambrook e Russell, 2001)

Para a extracdo do DNA de cada amostra, em trés tubos eppendorfs foram
adicionados 300 pL de sangue Total e 900 pL de Tampdo Red Blood Cell.
Homogeinizou-se por 10 minutos e apos, os tubos foram centrifugados por 20 seg a

maxima velocidade (temp. ambiente). Descartou-se o sobrenadante e os pellets
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foram reunidos em um unico tubo. Adicionou-se Tampé&o Cell Lysis gelado, e os
tubos foram homogeinizados invertendo-os de 30 a 50 vezes (precipitagao SDS).

Adicionou-se 3 pL de proteinase K (20 mg/mL) e este tubo foi incubado em
BM a 55°C de 3 a 16 h, posteriormente sendo resfriado a temperatura ambiente.
Adiciona-se, entdo, 200 pL de solugdo de Acetato de Potassio, misturando em vortex
por 20 seg. Incubou-se em gelo por 5 min e em seguida centrifuga-se a velocidade
maxima por 3 min a 4°C. Em um novo tubo coloca-se o sobrenadante juntamente
com 600 pL de Alcool Isopropilico (Isopropano), este foi homogeinizado e
centrifugado a maxima velocidade por 1 min, sendo o sobrenadante descartado por
aspiracao. Adicionou-se 600 pL de Etanol 70% ao pellet de DNA pra lava-lo.
Centrifugou-se a maxima velocidade por 1 min. Removeu-se o sobrenadante por
aspiracao e com papel de filtro.

O pellet de DNA foi seco a temperatura ambiente por 15 min, e em seguida foi
redissolvido em 50 pL de TE (pH 7,6), incubando em BM a 65°C por 1 hora, ou 16 h
a temperatura ambiente. Posteriormente foi realizada a quantificacdo do DNA
gendmico em espectrometro proprio para quantificagdo de DNA, onde obtem-se a

absorbancia em 260 e 280 nm, Relagao 260/280 e Concentracdo do DNA em ng/pL.

6.3. GENOTIPAGEM PARA O POLIMORFISMO DA REGIAO PROMOTORA (T7%€C) DO GENE DA
ENOS (MARRONI et al. 2005; TANUS-SANTOS et al. 2001)
6.3.1. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
Foi preparada uma solugdo de PCR contendo, no volume final de 25 pL para
1 amostra, 6,25 pmol de cada primer (sense: 5- TGG AGA GTG CTG GTG TAC
CCC A - 3’; antisense: 5- GCC TCC ACC CCC ACC CTG TC -3’), 200 pumol de

cada dNTP (dATP, dTTP, dGTP e dCTP), 1,5 mM de MgCly, 2,5 pL de tamp&o 10X
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da enzima Taq polimerase, e 5 unidades da enzima Taq polimerase e 100 ng de
DNA genbmico. A reagdo de PCR foi aquecida a 94 °C por 4 min para a
desnaturagdo e passando por 35 ciclos de 94°C por 30 seg., 65°C por 30 seg. para
hibridizagdo e 72°C por 1 min para extensdo. Finalmente, para garantir a extensao, a
reagcdo permaneceu a 72°C por mais 5 min. A amplificagao resultou em fragmentos

de 180 pb.

6.3.2. DIGESTAO COM ENZIMA DE RESTRICAO MsPI
Os produtos da reagdo de PCR foram digeridos pela enzima de restricao
Mspl. Cada reagao era constituida de 2 unidades da Mspl, tamp&o da enzima 10X e

5 pL do produto de PCR. Incubou-se por 3 horas a 37°C.

6.3.3. SEPARACAO DOS PRODUTOS DE DIGESTAO

Realizou-se uma eletroforese dos fragmentos obtidos na digestdo, em gel de
poliacrilamida a 12 % com tampao de corrida TBE, com cuba para eletroforese da
Amersham. A separacéo eletroforética foi realizada com corrente elétrica de 20 mA
(Fonte: Eletrophoresis Power Supply — EPS 301) para cada gel (15 cm), durante 1h
e 30 min. Fez-se a coloragdo do gel por Nitrato de prata, e os resultados da
genotipagem foram analisados. Apos a digestdo e coloragdo com nitrato de prata
apareceram fragmentos de 140 pb e 40 pb quando for o alelo wild type e de 90, 50 e

40 pb para o alelo variante.

6.3.4. COLORACAO POR NITRATO DE PRATA 0,2%
No processo de coloracdo, as amostras foram fixadas com a solugao

fixadora (etanol 95° a 10% + Ac. Acético 1 %) por 10 min, sob agitacdo. Em seguida
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o gel foi lavado com agua corrente e depois ficou imerso na solugdo de coloragéo
(Nitrato de prata 0,2%) por 30 min, também sob agitagdo. Lavou-se novamente o gel
com agua. Por fim o gel foi colocado na solugédo de revelagdo (NaOH 3% +
Formaldeido 1%), mantendo-o sob agitagdo, até que as bandas aparecessem com
uma coloragéo castanha bem evidente. Lavou-se o gel com agua para interromper a
reacdo. Foi realizada a fotodocumentagcdo de cada gel com uso do Sistema de

Fotodocumentacéo (Kodak EDAS 290).

6.4. GENOTIPAGEM PARA O POLIMORFISMO GLU298ASP NO EXON 7 DO GENE DA ENOS
(MARRONI et al. 2005; TANUS-SANTOS et al. 2001)
6.4.1. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Para detecgdo do polimorfismo Glu298Asp no exon 7 do gene da eNOS,
preparou-se uma solugdo de PCR contendo, no volume final de 25 pL para 1
amostra, 6,25 pmol de cada primer. Usou-se os primers (sense: 5-AAG GCA GGA
GAC AGT GGA TGG A-3’ e antisense: 5-CCC AGT CAA TCC CTT TGG TGC TCA-
3’), 200 pmol de cada dNTP, 2,5 mM de MgCly, 2,5 pL tamp&o 10X da enzima Taq
polimerase, e 5 unidades da enzima Taq polimerase e 100 ng de DNA gendmico.
Procedeu-se os ciclos da PCR da mesma forma que para a genotipagem para o
polimorfismo T-"%C (item B). Obtendo como produto da amplificagdo fragmentos de

258 pb.

6.4.2. DIGESTAO COM ENZIMA DE RESTRIGAO BANII
Os fragmentos resultantes da PCR foram entdo digeridos com a enzima de
restrigdo Banll por 6 horas a 37 °C. A solu¢cdo Mix de Digestdo foi preparada para

cada amostra, contendo, 1 unidade da Mspl, tampao da enzima 10X e 5 pyL do
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produto de PCR. Realizou-se uma eletroforese da mesma forma descrita para o
polimorfismo T7%¢C.

Analisando o gel, observaram-se fragmentos de digestdo de 163 pb e 85 pb
quando nao ha a presenga da variagdo genética (wild type), enquanto que quando
existe a variagdo genética, ndo ocorre digestdo aparecendo o fragmento de produto

de PCR com 258 pb.

6.5. GENOTIPAGEM PARA O POLIMORFISMO DO INTRON 4 DO GENE DA ENOS (MARRONI
et al. 2005; TANUS-SANTOS et al. 2001)

Foram utilizados 300 ng de DNA gendmico em cada reagdo de cadeia da
polimerase (PCR). Nestas reagdes (volume final de 40 pl) incluiu-se, além do DNA
gendémico: 10 pmol de cada primer (sense: 5- AGG CCC TAT GGT AGT GCC TTT -
3’; antisense: 5'- TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC -3’), 200 nM de cada dNTP, 2
mM de Cloreto de Magnésio, 4 pl de 10X tampao de PCR, e 5U de Taq Polimerase.
As reagdes de PCR foram conduzidas conforme descrevemos anteriormente para a
genotipagem do polimorfismo da regido promotora da eNOS, sendo neste caso a
temperatura de hibridizagdo igual a 63°C. Os produtos destas reacdes foram
analisados apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%. A separagéo
eletroforética foi realizada utilizando uma corrente elétrica de 15 mA para cada gel
(15 cm), durante 2h, com tampao de corrida TBE, e depois corado pela prata,
conforme ja descrito. A presenga de fragmentos com 393 pb indica a presenga do

alelo 4a e com 420 pb do alelo 4b.
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T-786C Intron 4
140 pb
90 pb
50 pb
40 pb
CC TT TC TC 4b4b 4b4a 4ada
Genotipos Genoétipos
Glu298Asp

258 bp

163 bp

85 bp

Glu Asp Glu Glu
Glu Asp Glu Asp

Genotipos

Figura 7 - Genotipagem para o polimorfismo T"%C na regiso promotora, do 4a/4b

Intron 4 e do polimorfismo Glu298Asp no exon 7 do gene da eNOS.
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6.6. BIODISPONIBILIDADE DE NO
6.6.1. DESPROTEINIZAGAO DAS AMOSTRAS DE PLASMA (DOSAGEM DE NITRATO)
(MARRONI et al. 2005; REITER et al. 2002; TANUS-SANTOS et al. 2002;

TANUS-SANTOS et al. 2001).

Visando evitar formagao de bolhas, em fungdo da presenca de proteinas no
plasma, as amostras de plasma foram desproteinizadas pelo etanol a frio (0 °C), na
proporcao de 1:2 (1 parte de Amostra para 2 de Etanol). Apds a adi¢gao do etanol e
agitacdo em vortex, as amostras foram mantidas em repouso por 30 min a 0 °C (em
banho de gelo, na geladeira). Centrifugou-se a 14.000g por 5 min, e separou-se o
sobrenadante para a dosagem dos produtos do 6xido nitrico. Devido a diluigdo do

plasma (1 para 3), multiplicamos por 3 os resultados encontrados nas dosagens.

6.6.2. CURVA PADRAO (COM NITRATO DE SODIO) PARA DOSAGEM DE NOX PLASMATICO
Para a montagem da curva de calibragdo para dosagem de produtos do NO
(nitratos+nitritos), preparou-se solugbes padrdao de Nitrato de Sédio nas seguintes
concentragodes: 0,5, 1, 5, 10, 20, 50 e 100 pM.
Com uso do Analisador de NO (Sievers Model 280 NO Analyzer - Boulder,
CO, EUA), fez-se as leituras de cada um dos padrées em triplicata. Também se
realizou a dosagem do “branco” (agua miliQ, usada no preparo das solugdes-

padrao), correspondendo a concentragao Zero.
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Minutos

Figura 8 — Construgdo da curva de calibragdo: Picos detectados com o aparelho
NOA-280 quando foram injetados 15 pL de branco (agua miliQ) e solugdes padrao,
em triplicata, contendo 0,5; 1,0; 5; 10; 20; 50 e 100 uM de nitrato de sédio, visando
estabelecer uma curva padrao para quantificagdo de produtos do NO em amostras
de plasma.

Ap0s injetar cada uma das solugdes padrédo, o software do aparelho NOA-280
tracou o perfil de cada pico referente a cada inje¢cdo. Delimitou-se cada pico e a area
correspondente é calculada pelo software (Figura 8). Para a construgdo da curva
padrao (Figura 9), obtivemos as seguintes médias de area, para cada concentragéo

de nitrato de sédio injetada: 0,5 pM =55,1; 1 uM =122,1; 5 uM = 385,5; 10 pM =

936,8; 20 uM = 1684,4; 50 pM =4410,5 e 100 pM =9041,1.
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Curva de Calibracao
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Figura 9 - Grafico da Curva de Calibracdo de dosagem de nitratos, em amostras de
plasma. Cada ponto refere-se a area média dos picos detectados com o aparelho
NOA-280 de cada solugdo padrao injetada (15 L), nas seguintes concentragdes de
nitrato de sddio: 0,5; 1,0; 5; 10; 20; 50 e 100 pM de nitrato de sodio. Sendo o R? =
0,9996 e a equacado da reta y = 90,172x - 25,952 (x = area, y = concentragéo
nitrato+nitrito).

6.6.3. QUANTIFICAGAO DE NITRATO (MARRONI et al. 2005; REITER et al. 2002;

TANUS-SANTOS et al. 2002; TANUS-SANTOS et al. 2001).

As concentragcbes de nitratos e nitritos foram obtidas por dosagens, em
duplicata, através do método da quimiluminescéncia, utilizando analisador de NO
(Sievers Model 280 NO Analyzer - Boulder, CO, EUA). Onde os nitritos e nitratos
(produtos da oxidacdo do NO), das amostras liquidas de plasma desproteinizado (15
pL), sdo reduzidos a NO (gas), e apos reacdo com o0zOnio, numa camara do

analisador, produz moléculas de NO; que emitem luz quando em seu estado
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excitado. O sinal luminoso é detectado pelo analisador, convertido em sinal elétrico,
em seguida passado a analdgico e registrado (mV).

Amostras de plasma desproteinizadas (15 pl) foram injetadas num frasco,
aquecido a 90°C, contendo uma solugao redutora (5 ml de solugdo de Vanadio (lll),
na concentragdo de 0,008 g/L em HCI 1N, e 100 mL de solugdo “antifoaming”) que
converte os nitratos e nitritos em gas NO. O frasco é conectado a um fluxo continuo
do gas inerte (Nitrogénio) que passa através da solugéo, “carregando” consigo o NO
liberado em direcdo ao analisador. Quantificando o NO liberado, que tem
correspondéncia estequiométrica com a quantidade de nitritos e nitratos presentes

na amostra.

6.7. DOSAGEM DE TRIGLICERIDES, COLESTEROL TOTAL

A quantificacdo de Triglicérides (TRIGLICERIDES LIQUIDFORM 2006) e
Colesterol Total (COLESTEROL LIQUIDFORM 2006), para a investigacdo de
hipertrigliceridemia e dislipidemias, respectivamente, foram utilizandos KITs
fabricado pela LABTEST DIAGNOSTICA S.A, seguindo-se as instru¢des contidas no
manual deste. O principio do método para quantificagdo de triglicerideos é o Glicerol
fosfato oxidase (TRIGLICERIDES LIQUIDFORM 2006) e o de dosagem de colesterol
total é o colesterol oxidase - Reagédo de Trinder (COLESTEROL LIQUIDFORM

2006).

6.8. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS E ESTIMATIVA DA FREQUENCIA DE
HAPLOTIPOS
Os resultados foram representados na forma de Média + Desvio Padrao.
Dentre os individuos inclusos neste estudo, foram separados dois grupos, entre os

quais foi comparada a distribuicdo dos gendtipos, alelos e da estimativa da
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frequéncia de haplotiplos. A comparagdo entre os gendtipos quanto as
concentragdes plasmaticas de NOx foi analizada com uso da ANOVA ou teste t de
student, sendo considerado estatisticamente diferente quando p < 0,05. O grupo L é
composto pelos 30 voluntarios com baixas concentragdes plasmaticas de NOx e o
grupo H pelos 30 voluntarios com maiores concentragdes de NOx. Esses grupos
foram definidos com base em estudos anteriores, em que foi demonstrado que
polimorfismos no gene da eNOS podem reduzir a expressdo desta enzima ou
producdo de NO em aproximadamente 40 a 50% (MIYAMOTO et al. 2000;
NAKAYAMA et al. 1999). Portanto, individuos com concentra¢cdes de NOXx inferiores
a aproximadamente 50% da media geral de concentracdo plasmatica de NOx foram
incluidos no grupo L. Os voluntarios com concentragdes de NOx superiores a 150%
da média de NOx foram incluidos no grupo H. Para avaliar as diferengas quanto as
frequéncias genotipicas e alélicas entre esses dois grupos foi utilizado o teste qui-
quadrado. Foi avaliado se a distribuicdo dos gendétipos em cada grupo obedecia ao
equilibrio de Hardy—Weinberg com uso do teste qui-quadrado.

@) Programa “Estimating Haplotype (EH)”
(http://linkage.rockefeller.edu/ott/eh.htm) foi utilizado para a estimativa da frequéncia
de haplétipos, resultante da combinacdo dos trés polimorfismos (T'786C, Exon 7 e
Intron 4), nos dois grupos estudados. Sendo que as diferengas entre esses foram
avaliadas utilizando o teste qui-quadrado. Devido ao fato de serem comparadas as
frequéncias de oito diferentes haplotipos, entre os grupos L e H, utilizou-se o valor
de P corrigido, onde sO se considerou estatisticamente significativo quando P
<0,0063 (=0,05/8, devido as 8 comparagdes simultaneas). Nos demais casos foram

considerados estatisticamente significativos quando P < 0,05.



RESULTADOS




RESULTADOS 52

7. RESULTADOS

7.1. CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES DO ESTUDO

Tabela 1 — Caracteristicas demograficas dos participantes do estudo

Total Grupo L Grupo H P*
N 154 30 30 NS
Idade (anos) 31,3+10,3 30,5+84 34,197 NS
IMC (kg/m?) 25,7 +4,1 259+49 26,8 +5,7 NS
PAS (mmHg) 123,6 + 12,1 117,5+10,4  132,3+22,0 NS
PAD (mmHg) 72,3+9,9 66,7 + 14,2 76,7 +13,9 NS
FC (bpm) 66,1 + 10,1 66,0 + 15,4 68,3 + 14,2 NS
Colesterol total (mg/dL)  172,0 £ 33,6 176,5+34,2 177,5+36,5 NS
Triglicérides (mg/dL) 112,8 + 68,1 90,8 + 53,4 101,7 £ 59,2 NS
NOx (umol/L) 49,7 £19,9 242+45 80,9+8,9 <0.001

Valores representam a media + Desvio padrao. Siglas: Grupo L = < NOx; Grupo H =
> NOx; PAS = Pressao Arterial Sistolica; PAD = Pressao Arterial Diastdlica; FC =
Frequéncia Cardiaca; NOx = Nitrato/nitrito plasmatico; NS = N&o significativo
estatisticamente. * Valores de P para comparagéo entre os grupos L e H.

A tabela 1 resume as caracteristicas dos 154 voluntarios que participaram
deste estudo, e as caracteristicas dos grupos L (Baixo NOx) e H (Alto NOx).
Comparando os grupos, ndo encontramos diferengas quanto a idade, indice de
massa corpoéreo, pressao arterial sistdlica e diastélica ou frequéncia cardiaca, exceto

quanto as concentragdes plasmaticas de NOx (Tabela 1, P<0,001).

7.2. GENOTIPAGEM PARA OS POLIMORFISMOS NO GENE DA ENOS
Para a genotipagem do polimorfismo T®°C na regido promotora, obtemos

um fragmento de 180 pares de base, referente a regido promotora do gene da
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eNOS, apos a realizagdo da PCR. Quando este sofre o processo de digestdo pela
enzima de restricdo Mspl, temos as seguintes possibilidades de fragmentos,
conforme o gendtipo do voluntario para o polimorfismo T-786C: Gendtipo TT
(variante “T” do polimorfismo T"%¢C) = 2 fragmentos, um de 140 e outro de 40 pb;
Gendtipo CC (variante “C” do polimorfismo T"®°C) = 3 fragmentos, com 90, 50 e 40
pb (3 bandas no gel); J&4 no caso de se tratar do heterozigoto TC, obtemos 4
fragmentos (140, 90, 50 e 40 pb), ja que cada alelo foi digerido de forma diferente,
conforme descrito anteriormente (Figura 7 — T"¢°C).

No caso do polimorfismo Glu298Asp no exon 7 do gene da eNOS, apéds a
reacdo de PCR, obtemos um fragmento de 258 pares de base. Quando este sofre o
processo de digestdo pela enzima de restricdo Banll, temos os seguintes genatipos,
conforme o tamanho e numero de fragmentos: GluGlu = 2 fragmentos, um de 163 pb
e 85 pb; AspAsp = 1 fragmento n&o digerido de 258 pb e o heterozigoto GluAsp = 3
fragmentos (258, 163 e 85 pb) (Figura 7 — Exon 7).

Ja no caso do polimorfismo VNTR no Intron 4 do gene da eNOS, os
genotipos sao os seguintes, conforme o peso molecular dos fragmentos amplificados
pela PCR: 4b/4b (Wild-Type, com 5 repeticbes de 27 pb) = 1 fragmento de 420 pb;
4al4a (variante, com 4 repeticbes de 27 pb) = 1 fragmento com 393 pb; ja para o
heterozigoto 4a/4b temos 2 fragmentos, sendo um com 393 pb e outro com 420 pb

(Figura 7 — Intron 4).
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7.3. NITRATO PLASMATICO VERSUS CARACTERISTICAS GENETICAS

-786 Intron 4
75+ T=C 75
= -
3 504 [ l 3 504 —— L
S S
= =
3 )
z 25_ z 25‘
0 0
TT TC cC 4b/4b  4aldb  4alda
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-
S 509 T
S
=
S
z 25—
0

GluGlu GluAsp AspAsp
Genotipos

Grafico 1 - Concentragdes plasmaticas de nitrato/nitrito dos 154 voluntarios sadios
agrupados por polimorfismos e gendtipos: A) T78C: n=54, 78, e 22 para os
gendtipos “TT”, “TC”, e “CC” respectivamente; B) Intron 4: “4b/4b"=106, “4a/4b”=42 e
“4al4a”=6; e C) Glu298Asp: “GluGlu™=65, “GluAsp’=76 e “AspAsp”=13. As barras
indicam a Média + Erro padréo.
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Tabela 2 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos T8C, Glu298Asp

e Intron 4 do gene da eNOS, na populagdo em estudo, comparando-se os grupos L

eH
. Total Grupo L Grupo H )
GENOTIPOS X P
(n=154) (n=30) (n=30)
TT 0,351 (54) 0,367 (11) 0,400 (12)
T7%C TC 0,506 (78) 0,500 (15) 0,500 (15) 0,5082 0,7756
cC 0,143 (22) 0,133 (4) 0,100 (3)
4b, 4b 0,688 (106) 0,633 (19) 0,600 (18)
Intron 4 4a, 4b 0,273 (42) 0,367 (11) 0,367 (11) 3,0730 0,2151
4a, 4a 0,039 (6) 0,000 (0) 0,033 (1)
Glu,Glu 0,422 (65) 0,367 (11) 0,467 (14)
Glu298Asp Glu,Asp 0,494 (76) 0,600 (18) 0,467 (14) 4,3650 0,1128
Asp,Asp 0,084 (13) 0,033 (1) 0,067 (2)
Total Grupo L Grupo H )
ALELOS X P
(n=154) (n=30) (n=30)
0,604 (186 0,617 (37 0,650 (39
T7%C (186) (37) (39) 0,1942 0,6595
0,396 (122) 0,383 (23) 0,350 (21)
4b 0,825 (254) 0,817 (49) 0,783 (47)
Intron 4 0,5000 0,4795
4a 0,175 (54) 0,183 (11) 0,217 (13)
Glu 0,669 (206) 0,667 (40) 0,70 (42)
Glu298Asp 0,2086 0,6479
Asp 0,331 (102) 0,333 (20) 0,300 (18)

Obs.: A distribuicdo dos gendétipos em cada grupo obedece ao equilibrio de Hardy-
Weinberg (todos com P>0,05)
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A distribuicdo da frequéncia dos genotipos dos trés polimorfismos estudados
nao apresenta desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg (todos com P>0,05). Quanto
as concentracdes plasmaticas de NOx, ndo se encontrou diferencga significativa entre
os grupos L e H (Grafico 1; todos com P>0,05). Realizando a comparagéo
agrupando os gendtipos contendo os alelo mais raro de cada polimorfismo também
nao foi encontrada diferenga significativa (p > 0,05; teste t de student). Assim como
quanto as distribuicées das frequéncias genotipicas e alélicas, onde também nao foi
encontrada diferenga significativa entre os grupos em estudo (Tabela 2; todos com
P>0,05).

Tabela 3 - Estimativa da frequéncia de haplétipos na populacéo estudada.

HAPLOTIPO
Grupo L Grupo H P
T78C Intron4  Glu298Asp

T 4b Glu 0,35 0,46 0,1131
T 4b Asp 0,19 0,12 0,1714
T 4a Glu 0,04 0,05 0,7330
T 4a Asp 0,03 0,02 0,6506
c 4b Glu 0,16 0,04 0,0047 *
C 4b Asp 0,11 0,16 0,3008
C 4a Glu 0,11 0,15 0,4003
C 4a Asp 0,00 0,00 -

* P < 0,0063 (=0,05/8 que permite oito comparagdes simultaneas) comparando
grupos L e H; teste qui-quadrado.

Ao comparar seis dos sete haplétipos encontrados, nao observamos
diferencas entre os grupos L e H (Tabela 3; P>0,05). Ja o haplétipo incluindo os
alelos “C”, “4b”, e “Glu” para os polimorfismos na regido promotora, intron 4 e no
exon 7, respectivamente, apresentou-se significativamente mais frequente no grupo
L (16%) do que no grupo H (4%), conforme se observa na tabela 3, onde temos o

valor de P=0,0047.
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8. DISCUSSAO

Estudamos o NOx plasmatico em um grupo relativamente homogéneo de
voluntarios saudaveis. Vale ressaltar que todos os individuos incluidos no presente
estudo sao homens, brancos, com idades entre 18 e 56 anos, ndo fumantes, que
nao apresentavam diagnostico de doengas, e que nao faziam uso de qualquer
medicamento. Portanto, fatores como diferengas entre os géneros, efeitos das
variagdes decorrentes do ciclo menstrual, condi¢des clinicas, uso de medicamentos
e tabagismo (ELLIS et al. 1998) n&o interferiram em nossos achados. Este € um
aspecto muito importante, ja que tabagistas apresentam concentragdes diminuidos
de NOx plasmatico (ELLIS et al. 1998) e homens apresentam o dobro das
concentragbes plasmaticas de NOx em comparagdo com mulheres (JILMA et al.
1996). Além disso, o NOx circulante aumenta com o desenvolvimento folicular na
mulher adulta (ROSSELLI et al. 1995), devendo portanto ser considerados os
provaveis efeitos do ciclo menstrual em estudos que incluem mulheres.

Diferentemente de estudos anteriores, o presente trabalho foi
especificamente desenhado para o estudo de NOx como marcador da producéo de
NO. Apesar dos rigorosos critérios de inclusdo utilizados, visando maximizar as
chances de encontrar efeitos dos gendtipos sobre o NOx circulante. Foram
comparados individuos com diferentes genotipos para os trés polimorfismos
estudados, e também agrupados os que apresentavam os alelos mais raros para
cada polimorfismo. NoOs n&o observamos diferengas significativas no NOx
plasmatico. Estes achados confirmam resultados de estudos anteriores, onde os

gendtipos da eNOS ndo apresentaram efeito sobre o NOx plasmatico
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(JEEROOBURKHAN et al. 2001; KIMURA et al. 2003; MOON et al. 2002; NASREEN
et al. 2002; YOON et al. 2000).

Sabe-se que a analise haplotipica parece ser uma ferramenta melhor para a
identificacdo de genes candidatos que possam predispor a doengas
cardiovasculares, visto que a analise combinada de marcadores genéticos em uma
regido de interesse (hapldtipo) pode ser mais informativa do que o teste de efeitos
destes marcadores (polimorfismos) isoladamente (CRAWFORD et al. 2005).

Nosso grupo tem avaliado a frequéncia desses trés polimorfismos do gene da
eNOS conjuntamente (haploétipo), em brancos e negros do Brasil e USA. Como
resultado, temos que: o haplétipo mais comum, em ambos 0s grupos raciais € o que

apresenta os alelos mais comuns (“T”, “4b” e “Glu”); em negros o segundo mais
comum é o “T”, “4a" e “Glu”; e o segundo mais comum em brancos é o “C”, “4b” e
“‘Asp”. Assim verificamos que a distribuicdo dos variantes do gene da eNOS
apresenta diferengas marcantes entre os grupos raciais, aparentemente de forma
independente da origem de geografica (MARRONI et al. 2005; TANUS-SANTOS et
al. 2001).

Foi demonstrado que o haplétipo incluindo os alelos “C”, “4b”, e “Glu” para os
polimorfismos na regido promotora, no intron 4 e no exon 7, respectivamente,
mostrou-se significativamente mais comum nos voluntarios com baixas
concentragbes de NOx plasmatico do que nos individuos com altas concentragdes
deste, sempre utilizando corregado para multiplas comparagdes. Curiosamente, este
haplétipo especifico inclui o variante menos comum (alelo “C”) somente para o
polimorfismo na regidao promotora do gene da eNOS. Este resultado sugere que a

ocorréncia do alelo raro “C” na regido promotora diminui a produgao enddgena de

NO. Estes achados sao apoiados por evidéncias experimentais que mostram que o
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alelo “C” na regidao promotora do gene da eNOS reduz a transcrigdo do DNA em
relacdo ao “T” (NAKAYAMA et al. 1999; WANG et al. 2002) e reduz a atividade da
regido promotora em aproximadamente 50% (MIYAMOTO et al. 2000; NAKAYAMA
et al. 1999), devido a agao repressora da proteina de replicacdo A1 (RPA1) que se
liga a esta regido do gene da eNOS na presenga do alelo “C” reduzindo a
transcrigdo deste gene (MIYAMOTO et al. 2000).

De fato, em estudo anterior, nosso grupo ndo encontrou diferenga no NOx
plasmatico em fungdo dos gendtipos, em voluntarios sadios genotipados somente
para o polimorfismo T7%°C na regido promotora do gene da eNOS (Nagassaki et al.
2005), Apesar da auséncia de efeitos significativos do polimorfismo T®C sobre o
NOx plasmatico, o presente estudo confirma a tendéncia a diminuicdo com o
aumento do niimero de alelos “C”. Entretanto, quando somente o polimorfismo T"%C
é levado em consideracado, a presenga de outros variantes genéticos pode limitar a
capacidade deteccéo de efeitos significativos do polimorfismo na regido promotora.
Assim, esses achados demonstram haver uma contribuicdo de haplétipos da eNOS
para as variagdes nas concentragdes plasmaticas de NO.

Outros estudos de nosso laboratério demonstraram a maior sensibilidade da
analise haplotipica, em relacdo a genotipica, ao avaliar os possiveis efeitos de
variagbes genéticas no gene da eNOS. Por exemplo, Sandrim e colaboradores
(2006) demonstraram que a hipertensao arterial ndo apresenta associagcdo com o0s
polimorfismos no gene da eNOS avaliados isoladamente. Entretanto, ao realizar a
analise haplotipica, foram encontradas diferengas na frequéncia dos haplétipos do
gene da eNOS em hipertensos (brancos e negros) em comparagdo com

normotensos (brancos e negros). Ressaltamos também a existéncia de diferengas
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inter-étnicas quanto a distribuicdo de frequéncia dos haplotipos da eNOS (MARRONI
et al. 2005; SANDRIM et al. 2006; TANUS-SANTOS et al. 2001).

Algumas limitagdes do nosso estudo devem, primeiramente, ser levadas em
consideragdo. O tamanho da nossa amostra, onde temos um numero de voluntarios
relativamente baixo (N=154), pode limitar o poder do nosso estudo para a deteccéo
de pequenos efeitos dos gendtipos, individualmente. Sobre as concentragdes
circulantes de NOx. Assim como o fato de nado ter sido avaliada a glicemia dos
voluntarios, ja que esta pode ser um fator de variabilidade nas concentragdes de
NOx plasmatico. Outra importante limitacdo do estudo, foi a inclusdo apenas de
homens brancos, o que impossibilita verificar o efeito de diferengas inter-étinicas
quanto a distribuicdo da frequéncia de gendtipos e haplotipos (TANUS-SANTOS et
al. 2002; TANUS-SANTOS et al. 2001). Ja que tem sido descrito que o alelo “4a”, do
polimorfismo no intron 4, apresenta uma frequéncia muito baixa em individuos
brancos (TANUS-SANTOS et al. 2002; TANUS-SANTOS et al. 2001), o que levaria a
uma diminuicdo do poder do nosso estudo em detectar possiveis efeitos do
polimorfismo no intron 4 sobre as concentragdes plasmaticas de NOx.

Vale ressaltar que ainda sao necessarios estudos com outros grupos étnicos
e com mulheres, assim possibilitando a identificacdo de haplétipos especificos da
eNOS que possam afetar as concentragbes de NOx plasmatico nesses grupos.
Devido ao estreito intervalo de confianga de idade dos voluntarios (de 25 a 35 anos),
nao foi possivel avaliar de forma representativa a interagdo entre idade e NOx
plasmatico. Finalmente, alguns dos voluntarios incluidos no presente estudo
apresentam o indice de massa corporeo acima de 25. Assim como as dosagens de
colesterol total e triglicerideos elevados e PAS aumentada, podendo ser estas

caracteristicas serem consideradas como interferentes na quantificacdo de NOx.



DiscussAo 62

Tem sido demonstrado que ha diminuicdo na expressdo da eNOS em presencgas de
altos niveis de LDL e LDL oxidado (LIAO et al. 1999; Vidal et al. 1998). Devido a
estas caracteristicas estarem restritas a apenas poucos voluntarios, nao foi possivel
avaliar a interagao entre os fatores obesidade, hipertensdo com as concentragdes
plasmaticas de NOx. Portanto, devemos ter cautela ao considerar estes individuos

como saudaveis.
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9. CONCLUSAO

Em nosso estudo, os gendtipos da eNOS parecem nado afetar,
significativamente, as concentragdes plasmaticas de NOx em homens saudaveis.

O haplétipo da eNOS incluindo os alelos “C”, “4b” e “Glu” para os
polimorfismos na regido promotora, no intron 4 e exon 7, respectivamente, parece

estar associado a baixas concentragdes circulantes de NOx.



ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO DO VOLUNTARIO




ANEXO B

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HCRP
E DA FMRP/USP




ANEXO C

ARTIGO (PHARMACOGENETICS AND GENoMICS 2005, 15:565—570)
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