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RESUMO



Resumo

O 6xido nitrico (NO) é um gas soluvel com importantes papéis fisioldgicos.
Alteracdes na biodisponibilidade de NO contribuem para o desenvolvimento de
varios estados fisiopatologicos, tais como hipertensao arterial, aterosclerose,
doenca coronariana e hipertensao pulmonar. A importancia do NO no controle
cardiovascular levou a estudos visando avaliar se polimorfismos do gene da
eNOS estao associados com doencas cardiovasculares. Trés polimorfismos de
interesse clinico do gene da eNOS tém sido estudados: T —786C na regiao
promotora, 4a/4b no intron 4 e Glu298Asp no éxon 7. Diversos estudos tém
apresentado resultados contraditérios sobre a associacdo desses
polimorfismos com doencas cardiovasculares. Demonstrou-se que numa
populacdo dos EUA, estes variantes genéticos apresentam acentuada
diferenca étnica em sua distribuicdo. Nao se sabe se na populacao brasileira
ocorrem essas mesmas diferencas étnicas na distribuicdo de variantes da
eNOS observadas na populacdo americana. O objetivo desse trabalho foi
avaliar a freqiéncia desses polimorfismos em voluntarios diferentes
etnicamente (136 negros e 154 brancos) na populagao brasileira. Também foi
estimada a frequéncia haplotipica e a associacao entre os variantes genéticos.
A amplificacdo do DNA gendmico foi feita por Reagdo de Polimerase em
Cadeia (PCR) e os genétipos foram determinados por eletroforese em gel de
poliacrilamida. O variante Asp298 foi mais comum em brancos (32.8%) que em
negros (15.1%)(P<0.004). De modo similar, o variante C-786 foi mais comum
em brancos (41.9%) que em negros (19.5%)(P<0.0004). Ja o variante 4a foi
mais comum em negros (32%) que em brancos (17.9%)(P<0.003). O haplétipo

mais comum em ambos grupos étnicos era aquele que combinava os variantes

viii



comuns. O segundo haplétipo mais comum em negros incluia o variante 4a e
os variantes nao polimdrficos para os outros dois polimorfismos. Nos individuos
brancos, entretanto, o segundo hapl6tipo mais comum incluia os variantes
Asp298 e C-786 e o variante comum para o polimorfismo do intron. Essa
acentuada diferenga € similar aquela demonstrada na populagdo americana.
Esses achados sugerem haver uma consistente diferengca interétnica na
distribuicdo desses variantes genéticos da eNOS em negros e brancos da
populagcdo Dbrasileira. Essas diferengas podem estar associadas as
disparidades étnicas observadas com relagcdo as doencas cardiovasculares e

resposta a drogas.
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Abstract

Nitric oxide (NO) is a soluble gas with fundamental physiologic role. Alterations
in NO bioavalability contribute to the development of many diseases such as
hypertension, atherosclerosis, coronary artery disease and pulmonary
hipertension. The pivotal role of NO in the regulation of the cardiovascular
system has motivated studies to assess whether polymorphisms in the eNOs
gene are associated with cardiovascular diseases. Three specific
polymorphisms in the eNOS gene have been widely studied : T-786C in the
promoter region, 4a/4b in intron 4 and Glu298Asp in exon 7. Several studies
have associated inconsistently these polymorphisms with cardiovascular
diseases. In an American population these variants show interethnic differences
in their distribution. However, we don’t know whether there are the same
differences in the brazilian population. To test this possibility, we examined the
distribution of genetic variants in 136 black and 154 white subjects from a
Brazilian population. We also estimated the haplotype frequency, and evaluated
associations between these variants. The Asp298 variant was more common in
in whites (32.8 %) than in blacks (15.1%)(P<0.004). Similarly, the C® variant
was more common in whites (41.9%) than in blacks (19.5%)(P<0.0004).
However, the 4a variant was more common in blacks (32.0%) than in whites
(17.9%)(P<0.003). The most common predicted haplotype in both ethnic groups
combined only wild type variants. While the second most common haplotype in
blacks includes the variant 4a and the wild-type variants for the remaining
polymorphisms, the second most common haplotype in whites includes the
variants Asp298 and C"® and the wild-type variant for polymorphism in intron

4. The marked interethnic differences that we found in Brazilians are very
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xii
similar to that previously reported in Americans. These findings strongly suggest
a consistent difference in the distribution of eNOS genetic variants in blacks

compared with whites in brazilian population. These findings may explain in part

the ethnic disparities in cardiovascular risk and response to drugs.
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1- INTRODUCAO

1.1- O sistema do oxido nitrico

1.1.1- Sintese celular do 6xido nitrico

O 6xido nitrico (NO) € um gas soluvel utilizado em varias funcdes de
sinalizacao celular e intracelular, incluindo regulacdo da pressdo sanguinea,
transmissdo de sinal neuronal, citotoxidade contra patégenos e tumores e
coordenacéo do ritmo cardiaco (MONCADA & HIGGS, 1993).

O NO é sintetizado pelas sintases do 6xido nitrico (NOS), isoenzimas
presentes em varios tipos de células. Ha dois tipos de NOS identificados
atualmente: duas formas constitutivas (cNOS) e uma forma induzida por
citocinas e outras substancias (iINOS). Ha dois subtipos de cNOS: uma foi
detectada inicialmente no endotélio vascular e € chamada de NOS endotelial
(eNOS) e a outra se encontra nos sistemas nervoso central e periférico e
constitui a NOS neuronal (nNOS) (MONCADA & HIGGS, 1995; MONCADA et.
al., 1997).

A sintese do NO ocorre em duas etapas e € dependente de varios co-fatores
como tetrahidrobiopterina (BH4), NADPH e oxigénio. Na primeira etapa da
reacdao ocorre a formacado de L-OHArg pela oxigenagdo da L-Arginina e no
segundo passo ocorre uma clivagem da ligacdo C=N da L-OHArg levando a

formagao de citrulina e NO. (MONCADA et. al., 1991).
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Desenho esquematico da sintese do NO

NADPH 02

l / NADPH citrulina

L-arginina —— L-OHarg —> /
| \

NOS NO

*Co-fatores

1.1.2- Sinalizacao intracelular do NO

O NO liberado ativa a guanilato ciclase soluvel em células musculares
lisas, plaquetas, neurdnios, e outras células, aumentando os niveis de um
mensageiro ciclico intracelular (GMPc) (IGNARRO & KADOWITS, 1985). O
receptor endoégeno para o NO é provavelmente o grupo heme da guanilato
ciclase.(IGNARRO, 1992). O aumento de GMPc causa relaxamento das células
musculares lisas por diferentes mecanismos que levam a uma reducdo de Ca?*
livre intracelular, como a inibicdo da entrada de Ca** através de canais de Ca?*
e ativacdo da proteina kinase, a qual fosforila a quinase de cadeia leve-

miosina (MLCK) (IGNARRO, 1989).

Desenho esquematico da sinalizacao do NO

NO _ . SGC

|
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1.1.3- Importancia do 6xido nitrico para o sistema cardiovascular

1.1.3.1- Efeitos vasodilatadores do NO

A vasodilatacdo € a mais importante atividade conhecida do NO no
sistema cardiovascular. Estudos recentes mostram que a producao endogena
do NO estd envolvida na regulacdo do tonus vasomotor local e da pressao
sanguinea. A inibicao da sintese do NO enddgeno induz aumentos na presséo
sanguinea (HUANG et. al., 1995). Pressdo sanguinea (BP) elevada é um
conhecido fator de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
como acidente vascular cerebral e infarto de miocardio, enquanto uma reducao
na BP é efetiva na reducdo da mortalidade e morbidade em doencas

cardiovasculares (KANNEL et. al., 2000). Assim, a manutencdo de uma BP
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normal pelo NO endotelial pode ser considerada como um dos efeitos

protetores do NO.

1.1.3.2- Efeitos antiplaquetarios do NO

As plaguetas desempenham um papel vital na homeostase vascular. No
processo de aterosclerose freqlientemente ocorrre hiperatividade das
plaquetas, o que pode levar a trombose, infarto de miocardio e acidente
vascular cerebral. (RADOMSKI & MONCADA, 1993). O NO parece inibir a
agregacao plaquetaria por mecanismos similares aos da vasodilatacdo
(TREPAKOVA et. al., 1999).
Estudos demonstram que o NO e doadores de NO estimulam a producao de
cGMP em plaquetas humanas levando a ativagdo do PKG e inibicdo da

agregacao plaquetaria (BENJAMIM et. al., 1991; MORO et. al., 1996).

1.1.3.3- Efeitos antiadesivos do NO

O aumento da adesdao dos leucocitos é uma importante etapa na
patogénese da aterosclerose (ROSS, 1999).

A adesdo leucocitaria depende da expressdao de varias moléculas de
adesdo na superficie celular das células endoteliais. E provavel que essa
expressao ocorra como consequéncia do aumento do estresse oxidativo
vascular (KUNSH & MEDFORD, 1999). Os mondcitos, os quais aderem as
células vasculares, migram para dentro da parede vascular e aumentam o
estresse oxidativo pela liberacdo de grandes quantidades de espécies reativas

de oxigénio (ROSS, 1999). Assim, a redugédo da expressdo de moléculas de

-19-



adesao ou inibicdo da funcdo de moléculas de adesao sao consideradas como
estratégias vasoprotetoras que reduzem a progressao da injuria vascular.

O NO é um importante mediador enddégeno que inibe a adesao
leucocitaria . Um estudo feito por KHAN et. al., 1996, mostrou que o NO inibe a
expressao da molécula de adesédo da célula vascular (VCAM-1), enquanto
outro trabalho demonstrou que a inibicdo da sintese enddégena de NO promove

aumento da adesao leucocitaria (NIU et. al., 1994).

1.1.3.4- Efeitos antiproliferativos do NO
A proliferacdo das células musculares lisas desempenha um papel
chave na lesao dos vasos sanguineos. Nesse processo, as células musculares
lisas da vasculatura mostram alteracdes em sua funcdo como o
desaparecimento da atividade contratil. Essas alteracbes incluem perda das
miofibrilas e geracéo de proteinas de matriz (ROSS, 1991).
O NO gerado pelo endotélio vascular tem mostrado inibir a proliferacao
da musculatura lisa (NAKAKI et. al., 1990), porém o mecanismo subjacente a
esse efeito antiproliferativo nao é totalmente compreendido. Tem sido sugerido
gue um mecanismo de ativacdo da proteina kinase A pode contribuir (TANNER

et. al. 2000).

1.1.3.5- Efeitos antioxidativos do NO

O estresse oxidativo vascular contribui para a fisiopatologia de doengas
cardiovasculares. Entre as varias espécies oxigénio reativas formadas nessas
condicoes, o superdxido é a mais importante (KODJA & HARRISON, 1999). O

mais conhecido efeito antioxidativo do NO ocorre por reducdo da oxidacao de
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lipideos. O NO pode potencialmente inibir a oxidacdo de acidos graxos livres ,
fosfatidilcolina e particulas de lipoproteinas de baixa densidade. Considerando
o efeito proaterogénico de lipideos oxidantes, esta atividade antioxidativa do
NO é de grande relevancia (BONINI & AUGUSTO, 2001).

Outro efeito antioxidante do NO se da pela indugdo da dismutase
superoxido extracelular (ecSOD) (FUKAI et. al., 2000). Na parede da
vasculatura, aproximadamente 40% da superdxido dismutase é um tipo de
enzima extracelular e a regulacéo de sua expressao representa um mecanismo
importante que previne a degradacdo do NO endotelial mediada por
superoxidos . Do mesmo modo, a formagdo de peroxinitrito sera reduzida,
porque altos niveis de superdxido dismutase favorecem a dismutacdo de

superoxido a peroxido de hidrogénio (KOPPENOL, 1999)

1.2. - A sintetase endotelial do NO (eNOS)

1.2.1- Estrutura e localizacao

A eNOS é um dimero que consiste de dois monémeros idénticos de 134
kD O gene que codifica os monémeros da eNOs € localizado no cromossomo 7
na posicdo q35-36 e contém 26 exons e 21 kB de extensdo (ESTER et al.,
2003).

Os mondmeros de eNOS tém dois diferentes dominios, um dominio
oxigenase N-terminal (1 a 491 aminoacidos) que contém o sitio catalitico e um
dominio redutase C-terminal (492-1205 a.a.) (HEMMENS & MAYER, 1999). O
dominio redutase tem sitios de ligacdo para NADPH, flavinas e calmodulina

(CaM), e transfere elétrons via flavinas ao grupo heme ligado ao dominio
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oxigenase. O dominio oxigenase, o qual tem sitios para ligacdo da L-arginina e
BH4 pode ligar o O2 e catalisar a segunda etapa da sintese de NO (PALMER &
MONCADA, 1988).

A eNOS se localiza, no minimo, em trés compartimentos celulares: o
aparato de Golgi, a membrana plasmatica e a cavéola (ANDREW & MAYER,
1999). e embora seja uma enzima expressa de modo constitutivo, existem
diversos fatores que podem afetar sua expressao basal e atividade (UEMATSU

et. al., 1995; HOFFMAN et. al.,, 2001).

Estrutura da eNOS

NO SYNTHASES

oxidative domain ' reductase domain

Myr

NH -

NHz-__-% NADPH] }-COOH

NADPH] ~COOH

........

NADPH-cytochrome P450 reductase

-2



1.2.2- O que sao polimorfismos genéticos e sua importancia para a
farmacologia
Variagdes genéticas que ocorrem com frequéncia minima de 1% na
populacdo sdo denominadas polimorfismos. Embora insergcées e dele¢cdes da
sequéncia de DNA nao sejam freqlentes, substituicbes de um Unico
nucleotideo (denominado polimorfismo de nucleotideo unico ou SNPs) séo o
tipo mais comum de variacao genética inter-individual. SNPs s&o variantes da
sequéncia de DNA, provavelmente resultantes de erros de replicacao, no qual
um nucleotideo é substituido por outro, tipicamente transicbes de purina para
purina (ex, A em substituicdo de G), ou de piridimina para piridimina (C-T)
(DORIS, 2001; WANG et. al., 1998). Os SNPs sao muito comuns e aqueles de
alta freqiéncia alélica podem ocorrer a cada 1000 pares de bases.
Recentemente foi identificada a existéncia de mais de 1,42 milhdes de SNPs
(SACHIDANADAM et. al., 2001). Assim, particular interesse tem sido
despertado com relagcdo ao significado desses polimorfismos em genes de
interesse clinico.
Um polimorfismo que ocorre na regido codificadora do gene pode resultar
em uma alteracdo qualitativa na estrutura da proteina (e na sua fungéo) se o
SNP codificador levar a alteracdo de um aminoacido especifico. Esse tipo de
SNP é denominado como SNP “nonsynonymous”. Tem sido estimado que no
minimo 20 a 30 % de SNPs “nonsynonymous” podem resultar em uma funcao
alterada da proteina (SUNYAEV et al, 2001; NG & HEIKOFF, 2002).
Entretanto, polimorfismos que ocorrem em regides ndo codificadoras do DNA

também podem ser importantes, como os SNPs presentes na regidao promotora
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do gene, a qual tem um papel fundamental na regulagédo da expressao génica
(DRYSDALE et. al., 2000). Além disso, SNPs marcadores podem ocorrer em
desequilibrio de ligacdo com outros funcionais. Assim, alteracées ainda nao
identificadas nos genes podem representar marcadores genéticos
potencialmente Uteis para estagios de doencas e resposta a drogas (CADMAN

& O'CONNOR, 2003).

1.2.3- A eNOS exibe polimorfismos clinicamente relevantes

O gene da eNOS apresenta 13 polimorfismos conhecidos atualmente.
Estes polimorfismos estdo presentes na regiao promotora (SNPs nas posi¢coes
-786, -924 e —1474) (NAKAYAMA et. al,, 1999; POIRIER et. al, 1999), na
regiao codificadora do DNA (C774T, G894T e Glu298Asp) (YOSHIMURA et.
al.,, 1998) e 5 nos introns 2, 11 , 22 e 23 (POIRIER et. al, 1999). Existe
também um VNTR de 27 pares de bases no intron 4 e uma repeticdo de CA no
intron 13 (MARSDEN et. al., 1993).

Entretanto, trés polimorfismos genéticos do gene da eNOS tem sido
mais amplamente estudados: um polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) na
regido promotora (T-786C), um SNP no éxon 7 e um numero variavel de bases
que se repetem (VNTR) no intron 4 (NADAND et. al., 1994). O polimorfismo T-
786C que ocorre na regidao 5 (promotora) do gene da eNOS resulta da
substituicdo de um nucleotideo de timidina por um de citosina (T-786 —C) na
posicdo —786 deste gene (NAKAYAMA et. al., 1999). Na sequiéncia dos 27
pares de bases que se repetem no intron 4, dois alelos, um alelo comum maior
e um alelo menor tem sido mais comumente encontrados. O alelo maior (alelo

eNOS 4b) designado “insercao b” tem cinco repeticbes dos pares de bases; ja
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no alelo menor (eNOS4a), a sequiéncia dos 27 pares de bases se repete quatro
vezes no intron 4. O SNP G894T localizado no exon 7 leva a uma alteracao de
um aminoacido, ou seja, ocorre uma substituicdo do acido glutamico pelo acido

aspartico no residuo aminoacido 298 (Glu298Asp) (YOON et. al., 2000).

1.2.4 - Polimorfismos da eNOS e implicacoes funcionais

Diversos estudos tem sido conduzidos para saber se os polimorfismos T-
786 C, 4 a/4b e Glu298Asp do gene da eNOS afetam a expresséo e atividade
dessa enzima. Ha evidéncias na literatura mostrando que a reducdo na
expressao e atividade da eNOs, e provavelmente uma reducao na producao de
NO sejam significantemente associados com a mutacdo C (-786C) do
polimorfismo T-786C da regido promotora da eNOs. NAKAYAMA et. al., 1999,
mostraram que o polimorfismo T-786C pode reduzir a atividade da regido
promotora do gene da eNOS em aproximadamente 50% ,0 que evidencia um
possivel importante papel fisiologico desse polimorfismo. Nao ha estudos
mostrando evidéncias que expliguem como o polimorfismo do intron 4 altera a
expressao ou a atividade da eNOS e as evidéncias sdo controversas a
respeito do prejuizo da funcdo enzimatica como resultado do polimorfismo do

exon 7(TESAURO et. al, 2000; FAIRCHILD et. al., 2001).

1.2.5- A relacao entre os polimorfismos da eNOs e doencas
cardiovasculares
Embora evidéncias experimentais apontem para uma alteracédo
funcional e possivel relevancia dos polimorfismos da eNOS em doencas

cardiovasculares, estudos feitos em diferentes populagdes tém mostrado
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associagdes controversas entre esses polimorfismos e doencas
cardiovasculares.

Por exemplo, o SNP T-786C da regido promotora esteve associado com
predisposicao a infarto de miocardio (NAKAYAMA et. al., 1998; YOSHIMURA
et. al., 2000) na populacao japonesa, porém o mesmo dado nao foi confirmado
em outros estudos feitos com populacdes de caucasianos na Franca (POIRIER
et. al.,, 1999) ou na Australia (SIM et. al.,, 1998). Discrepancias também tém
sido encontradas em estudos envolvendo o polimorfismo Glu298Asp no exon 7
e a incidéncia de infarto de miocardio. A associagdo do variante Asp298 com
espasmo coronario e infarto de miocardio foi verificada em um estudo feito com
japoneses (SHIMASAKI et. al., 1998; YOSHIMURA et. al., 1998) entretanto
essa associagdo nao foi confirmada em estudos com caucasianos na Franca
(POIRIER et. al., 1999), Australia (CAIl et. al., 1999) ou Asia (YOON et. al.,
2000). Resultados contraditorios também tém sido observados com relagao ao
polimorfismo 4a/4b no intron 4 e a ocorréncia de doencas cardiovasculares.
Este VNTR foi associado com hipertensdo em um estudo com a populacédo
japonesa (UWABO et. al., 1998), mas em outros trabalhos tal fato nao foi
confirmado (MYAMOTO et. al., 1999; WANG et. al., 1996).

Uma possivel explicacao para esses resultados contraditérios € que os
estudos de associacdo geralmente avaliam a contribuicio de um Unico
polimorfismo para uma condicdo clinica especifica e assim podem nao ter o
poder de detectar a influéncia real do polimorfismo (RISCH, 2000). Além disso,
a mistura étnica em casos ou controles podem distorcer freqiéncias alélicas
em muitas situagbes e, se o risco para determinada doenca varia pela

etnicidade, pode haver uma inconsisténcia nos resultados devido a
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estratificacdo da populacdo (CARDON & PALMER, 2003). Dessa maneira,
considerar as diferengas interetnicas na distribuicdo dos variantes da eNOS
pode contribuir para a melhoria dos estudos de associagao.

A prevaléncia e incidéncia de doencas com base genética variam
acentuadamente entre diferentes populacdes e recentes informacdes a respeito
do genoma humano mostram que a freqléncia de polimorfismos variam
significantemente entre diferentes etnias (XIE et. al.,2001).

Além disso, trabalho realizado por Tanus-Santos et. al.,, 2001, revelou a
existéncia de uma diferenga interetnica na distribuicdo de 3 polimorfismos
genéticos da eNOS, a saber: os polimorfismos T-786C na regido promotora,
4a/4b no intron 4 e Glu298Asp no éxon 7 na populacdo americana. Além disso,
a frequéncia haplotipica estimada e a associacdo entre esses variantes
mostrou significante diferenca interetnica, especialmente quando comparados
americanos-africanos com caucasianos. Essas diferengas podem explicar em
parte as disparidades étnicas que existem em relacado a biodisponibilidade de
NO, risco cardiovascular e resposta a drogas (LI et. al., 2004; STEIN et. al.,
1997; HOUGHTON et. al., 1997; KALINOWSKI et. al., 2004).

Visto que essas diferencas interetnicas na distribuicdo de polimorfismos do
gene da eNOS existem na populacdo americana, ndo se sabe se tais
diferencas interetnicas existem em outras populacdes. Assim, a hipbtese
fundamental desse trabalho é de que os trés polimorfismos clinicamente
relevantes do gene da eNOS (T-786 C, Glu298Asp e 4a/4b) apresentdiferencas
interetnicas em sua distribuicdo, considerando negros e brancos da populacéao

brasileira.
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2- OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo principal testar a hipétese de que
exista uma diferenca na distribuicdo de polimorfismos genéticos da eNOS (T-
786 C, 4a/4b e Glu298Asp) em individuos negros e brancos da populagao
brasileira.
Secundariamente, objetivamos estimar a frequéncia de haplétipos em ambos

0S grupos étnicos e compara-los.
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Abstract

A maldistribution of endothelial nitric oxide gynthase (eNOS) genetic variants may explain differences in NO-mediated effects
and respons: to drugs amoeng black and white subjects. While intersthnic differences in the distribution of eNOS genetic variants
exist in the American population. it is not known whether such interethnic differences exist in other populations. To test this possibil-
ity, we examined the distribution of genetic variants of three clinically relevant eNOS polymorphisms (T~™C in the promoter, the
VNTR in intron 4, and the Glu298Asp variant in exon 7) in 136 black and 154 white subjects from a Brazilian population, which is
very heterogeneous. We also estimated the haplotype frequency and evaluated associations between these variants. The Asp298 vari-
ant was more common in whites (32.8%) than in blacks (15.1%) (P 0.004), Similarly. the C—"*° variant was more common in whites
{41.975) than in blacks (19.5%) (P = (L0004). However, the 4a variant was more common in blacks (32.0%) than in whites (17.9%)
{(P< 0.003). The most common predicted haplotype in both ethnic groups combined only wild-type variants, While the second most
commen haplotype in blacks includes the variant 4a and the wild-type variants for the remaining polymorphisms, the second most
common haplotype in whites includes the variants Asp298 and C-"° and the wild-type variant for polymorphism in intron 4, The
miarked interethnic differences that we found in Brazilians are very similar to those previously reported in Americans. Thess findings
strongly suggest a consistent difference in the distribution of eNOS genetic variants in blacks comparad with whites and indicate that
the interethnic differences do not vary with geographic origin.
£ 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Endothelial nitric oxide synthase: Genotype; Interethnic differences; Nitric cxide; Polymo rphisms

Nitric oxide (NO) is a highly diffusible molecule [1]
plaving & major role in the regulation of cardiovascular
homeostasis [2]. Produced in endothelial cells and plate-
lets by endothelial NO synthase (eNOS), NO maintains
basal vasodilator tone, inhibits platelet aggregation,
attenuates leukocvte adhesion to the endothelium, and
maodulates smooth muscle proliferation [2]. While NO
bicavailability is tightly regulated by a balance between

* Corresponding author, Fax: +53 16 633 2301,
E-mumi address: tanus@fmrpuzpbr (1E. Tanus-Santos).

10E-BE0NE - s front mater © 2005 Elsevier Inc. All rights reserved.
dioiz 10 1016/ jniom. 2005.02.002

MO inactivation by hemoglobin and NO production by
endothelial cells [3], many cardiovascular disedases may
be related to abnormalities in the activity of endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) [2]. Therefore. the rele-
vance of MO in the regulation of the cardiovascular sys-
tem motivated a number of investigators to study
whether polymorphisms in the eNOS gene are associ-
ated with many cardiovascular diseases [4]. Impor-
tantly. three clinically relevant polymorphisms in the
eNOS gene have been widely studied: o single nucleo-
tide polymorphism (SNP) in the promoter region
(T=™C), a SNP in exon 7, and the variable number of
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tandem repeats (VINTE) in intron 4 [4.5] However,
inconsistent asociations between these eNOS genetic
variants and cardiovascular diseases have been found.
For example, the SNP in the promoter region (T~7*C)
was suggested to reduce promoter activity and predis-
pose to coronary spasm [6,7] and myocardial infarction
[#]in a Japanese population. However, the same did not
hold true in studies involving Cancasians in France [9]
and in Australia [10]. Discrepancies have also been
found between studies exploring the association of
myocardial infarction with the incidence of the SNP in
exon 7. In this regard. the association of the variant
Asp298 with coronary spasm and myocardial infarction
in Japanese [11,12] was not confirmed in a Caucasian
population in France [9], Australia [13]. nor in Asians
[14]. Conflicting results have also been found in studies
associating cardiovascular diseases with the VINTR in
intron 4 [15]. One possible explanation for these con-
trasting results iz that such association studies vsually
focus on the contribution of a single polymorphism to a
specific clinical condition and may not have the power
to detect modest effects. Furthermore, population strati-
fication, 4s 4 consequence of ethnic diversity, may also
decrease the power of association studies [16]. These
factors often confound and dilute the power of case-
control studies that are usunally designed to identify
genetic risk Factors for a disease, especially when ethnic
variations in allele frequencies in cases and controls are
not matched [17]. It follows that reliable information
regarding the distribution of e NOS variants in different
ethnic populations may be able to improve the design of
association studies.

We have previously reported marked interethnic
differences in the distribution of eNOS genetic variants
in the American population [5). Moreover. the esti-
mated  haplotype frequency and the association
between these wvariants show significant interethnic
differences, especially when African-Americans are
compured with Cavcasian-Americans [5]). These inter-
ethnic differences may in part explain the ethnic dispar-
ities in bicavailability of N0, cardiovascular risk, and
response to drugs [18-22].

While interethnic differences in the distribution of
eNOS genetic variants exist in the American population
[5). it is not known whether such interethnic differences
exist in other populations. The present-day Brazilian
population is very heterogeneous and results from
extensive interethnic crosses between peoples from
different continents including Europeans, Africans,
Agians, and awtochthonous Amerindians [23]. In the
present study, we examined the distribution of genetic
variants of three clinically relevant polymorphisms
found in eMNOS gene in black and white Brazilians. We
then estimated the haplotype frequency in these two eth-
nic groups and evaluated associations between these
polymorphic variants.

Matenals and methods
Subjects

A pproval for use of human donors was obtained from
the Institutional Review Board at Faculty of Medicine of
Ribeirac Preto and at State University of Santa Cruz.
One hundred and thirty-six subjects self-reported as black
and 154 subjects self-reported as white (total N=290; age
range: 18-56 years) were recruited to give blood after
informed consent was obtained. Venous blood samples
were collected and genomic DINA was extracted from the
cellular component of 1ml of whole blood by & salting-
out method and stored at —20°C until analyzed.

Genotyping

T=5¢ polvmorphism in the 5'-flanking region of eNOS
Genotvpes for the T e polymorphism in the 5'-
flanking region of eNOS were determined by polymerase
chain reaction (PCR) amplification using the primers 5'-
TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC A-3 (sense) and
5'GCC TCC ACC CCC ACC CTG TC-3" (antisense)
[5.24.25). The PCR was performed in a 25l reaction vol-
ume that included approximately 100 ng of template geno-
mic DMNA, 10 pmol of each primer, 200 M of each dNTE,
LSmmol/L MgCl,, 2.5pl of 10x PCR buffer. and 5U of
DMNA Tag Polymerase (Promegn. Madison, WL The
PCR mixtures were heated to 94°C for 4 min for denatur-
ation and underwent 35 cycles at 94 °C for 30s for dena-
turation, 65 °C for 30s for annealing, and 72°C for | min
for extension. Finally, extension was conducted at 72°C
for Smin. The amplified products were digested with Mspl
for at least 3h, at 37°C, producing fragments of 140 and
40 bp for the wild-type allele (allele “T™), or 90, 50, and
40bp in the case of a polvmorphic varant {(allele “C™).
Fragments were separated by electrophoresis in 12% poly-
aervlamide gels and visuvalized by silver staining (Fig. 1).

Glu298 Asp polvmorphism in exon 7

For the detection of the Glu298Azp polymorphisms in
excn 7, the primers 5-AAG GCA GGA GAC AGT
GGA TGG A-3 (sense) and 5'-CCC AGT CAA TCC
CTT TGG TGC TCA-3 (antisense) were used in a PCR
with the same cycles and conditions as described above
[5.24). The resulting 258-bp fragment wus digested with
the enzyme Banll for 6h, at 37°C, producing 163 and
85 bp fragments (wild type) or no digestion {variant allele)
that were analyzed by gel electrophoresis in 12% poly-
acrvlamide gels and visualized by silver staining (Fig. 1)

VNTR ¢ 27-bp repeat ) polvmorphism in intron 4
Genotypes for the polymorphic VNTR in intron 4
were determined by polymerase chain reaction (PCR)
using the primers 5'-AGG CCC TAT GGT AGT GCC
TTT-3 (sense)and 5'-TCT CTT AGT GCT GTG GTC
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Fig. |. Genotyping for the T=7%8C palymorphism in the promoeter region, for the Glu298Asp polymorphism in exon 7, and for the VNTE polymor-
phism in intron 4 of eMOS gene. The PCR products were digested with restriction engymes producing diffzrent frapments leading to specific geno-

Lypes.

AC-3 {antisense) [5,24] The PCR was performed in a
40pl reaction volume that included approximately
100ng of template genomic DNA. 10 pmol of each
primer, 200 pM of each dNTP, 2.0mM MgCl,, 4pl of
10x PCR buffer, and 5U of DNA Tag Polymerass
(Promega. Madison. WI). The PCR mixtures were
heated to 94°C for 4min for denaturation and under-
went 35 cyeles at 94°C for 30s for denaturation, 63°C
for 30 s for annealing, and 72°C for 1 min for extension.
Finally. extension was conducted at 72°C for Smin.
Fragments of 339, 393, 420, and 447 bp correspond to
the eNOS alleles 4v, 4a. 4b. and 4c, respectively. Frag-
ments were separated by electrophoresis in 8% poly-
gervlamide gels and visualized by silver staining (Fig. 1)

Estimation of linkage disequilibrivum

The Estimating Haplotype (EH) software program
(ftp:ilinkage rockefellereduw/software/eh;  assessed on
December 8, 2004} was used to estimate the haplotypes
frequency in each ethnic group [26]. We also used this
software to perform a linkage analysis between ecach
pairwise combination of variants. This program calcu-
lates D' (the maximum-likelihood estimate of disequilib-
rium), which is a standard measure of linkage
disequilibrium. The estimated disequilibrium [} values
for each pairwise combination of variants were calcu-
lated as D'=0D'D . where D=h—p-g [27]. Here, p
and g are the frequencies for the rarer variants of the two
polymorphisms being tested for linkage, such that
pEg=05 and h is the frequency of the haplotvpe
including two  specific  varants. When D=0,
D= —prgiwhen D=0, 0 . =p(1—g) Thus, D' val-
ues can vary from +1 to —1, with g positive I indicating
that the rarer variants are associated and a negative D
indicating that the rarer variant of one polvmorphism is
associated with the common variant at the other locus.

Statistical analysis

The distribution of genotypes for each polymorphism
wis dssessed for deviation from the Hardy-Weiberg

equilibrium by using chi-squared tests (StatView for
Windows, Cary, NC. USA) Differences in the genotype
frequency of each polymorphism and in the allele fre-
quency between the two ethnic groups were also assessed
with chi-squared tests. A value of P<(L05 was consid-
ered to be statistically significant.

Resulis

Table | shows the frequency of genotypes and alleles
in blacks and whites, The distribution of genotvpes for
each polymorphism showed no deéviation from Hardy—
Weinberg equilibrium. There was a notable disparity in
the distribution of eMNOS genotypes and wvariants
between the two ethnic groups (Table | and Fig. 2). The
Asp298 variant in exon 7 was more common in whites

Table 1
Genotypes and alleles frequency in the two ethnic groupes studied
Ethnic proups r P

choq,lp: Ei{n=136) Win=154

Ghi2®Asp Gl Glu 0713 (97) (1422 (65"
Glu, Asp 0272 (37) DE0O(TT 17.91 <0.000]
Asp, Asp  0015(2) 0O7E 123

T T, T 0640 (8T) 03l 48"
TE 0.330(45) 0539 (83)" 2453 =0000]
cC 0030 (h* 0150 (233"

Intron 4 b, 4 Q470 (643
Ak, da 0390 (53)

0701 (108"
0273442 1382 <0001

4a_da 0125(17) 0026 (47"
4b, 4c 0015¢2) -
Alleles  Bin=272)  Win=1308)

Gl29E8Asp Gl 08459231y DET2 (207 1096 <0004
Asp 0,151 (41) 0328 (100

T3¢ T 005219} 0581 (1790 1248 <0000
C 0195 (53) 0419 (129)*

Inwon4  4b 0ATI(183) 0821 (253" 864 =000
4a 0.320(87) 0179 (55"
4c 0007 {2) —

Blacks { By and whitss (W),

The rare varant 4¢ was grouped with the variant 4a before statistical
analysis of intron 4 polymorphism,
Y P<0.00] gompared to blacks ichi-squared test).
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Intron 4
Glu298Asp T8 ¢
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Blacks Whites
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Fig. 2. Percentile distribution of genotypes in blacks and whites, Open bars, wild-type homozygotes: diagonal, heteromygotes; and closed bars. homo-
zypote variants, * P < 0,01 compared ta the other ethnic groupes (chi-squared tests).

(32.8%) than in blacks (15.1%) (P <0.004). Similarly, the
C~™ yyriant in the promoter region was also more com-
mon in whites (4L9%) than in  blacks (19.5%)
(P<0.0004), Correspondingly, the heterozygote or
homozygote variant genotypes for both exon 7 and pro-
moter region polymorphisms were more ¢common in
whites than in blacks (P<0.001 for both comparisons).
On the other hand, the variant 4a in intron 4 was more
common in blacks (32004 than in whites (17.9%)
(P<0.003). Also, the heterozygote or homozy gote vari-
ant genotypes for intron 4 were more common in blacks
than in whites (P<0.001). In addition to the wild-type
allele (4b) and the allele 4a, which have five and four 27-
bp repeats. respectively. we detected the variant de for
the VNTR polymorphism in intron 4 confined to the
group of blacks, which corresponds to six 27-bp repeats,

Table 2
Estimated haplotype frequency in the two ethnic groups studied
Haplotypes Ethnic group
Glu2usAsp T-786 Intrem 4 B W
Glu T 4b .45 41
Glu T 4a 0.22 0.04
Glu C 4b (.09 015
Glu C 4a s L.0s
Asp T 4h 011 0.13
Asp T 4a 005 001
LAsp C 4b 002 u1s
Asp C 4a 001 003
Blacks (B) and whites (W)

Blacks

as previously observed [5]. Because of the low [reguency
of these rare variant 4¢ (two subjects in the present
study), and o simplify the analysis, we decided o group
it with the variant 4a.

The estimated haplotype frequency for the two ethnic
groups 15 shown in Table 2. As anticipated. the most
common haplotype for the two ethnic groups combines
the wild-type variants for all three polymorphisms. For
blacks, the second most common haplotype (esdmated
[requency=22%) includes the variant 4a in intron 4 and
the wild-type variants for the other two polymorphismis,
In whites, however, two other haplotypes were also com-
monly found (estimated frequency=15% for both): the
haplotvpe including the variants Asp298 and €%, in
exon 7 and in the promoter region, respectively, and the
haplotype including the variant 7™ in the promoter
region and the wild-type variants for the other two poly-
morphisms.

The linkage analysis between each pairwise combina-
tion showed specific associations between polymorphic
variants for both ethnic group. In whites, a posituve D'
value (+0.58) lor association between the rarer variants
in the promaoter region and in intron 4 (C~7* and 4a,
respectively) was found (Fig. 3), thereby indicating that
these rare variants are associated (P<0.05) 1n blacks,
however, we [ound a negative D' value (—0.50) [or the
association between the variants in the exon 7 and in
intron 4 indicating that the rarer variant 4a in intron 4 is
associated with the wild-type variant Glu298 in exon 7
or vice versa (P <0.035),

Whites

|T-T“-:; idh -Inl [Gluzesasp | [T7C |4h43| | Gluz98Asp
X x I ]‘

D' =+ 0.58
(P<D.05)

Fig. 3. Maximum-likelihood estimate of disequilibrium (L) for pairwise combinations ol polymorphic variants in the two ethnic groups A positive
LY value (continuous line) indicates that the rarer variants of each polymorphism are associated. A negative I (dashed line) indicates that the mrer
polymorphic varant in one polymorphism is associated with the more commen variant of the other.
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Diiscussion

In this study, we found marked differences in the dis-
ribution of eNOS variants in blacks compared with
whites in a Brazilian populaton. In addivon, we found
significant interethnic differences in estimated haplotype
frequency, and in the association between variants
Importantly. although the Brazilian population is very
heterogeneous and results from extensive interethnic
crosses between peoples from different continents [23],
the interethnic differences we [ound in the present study
are almost identical to those previously reported lor the
American population [5].

Few studies have arempted (o demonstrate the mecha-
nisms through which these genetic variations can affect
eNOS enzvme activity, The T~C polvmorphism was
shown 1o reduce the promoter activity by approzimately
300 [6.28], thereby lending experimental support o a
physiologic role for this SNP. Conversely, there is contro-
versial evidence for an impaired enzyme function as a
result of the polymorphism in the exon 7 [29.30] and no
evidence for the VNTR in intron 4 [4] Howewver, many
recent studies have implicated these three polymorphisms
in the development of cardiovascular diseases. and it is
possible that interethnic differences in NO-mediated effects
miy result from a disproportionate distribution of eNOS
variants among ethnic groups [5]. For example, interethnic
differences in eNOS variants may result in a higher inci-
dence and severity of hypertension in African-Americans
[31]. In additon, the identification of the genetic determi-
nants underlving nterethnic differences in drug response
can help predict the drug effects and improve therapy [32]

The frequencies that we found in the occurrence of

the variant Asp298 (exon 7) in white and black Brazil-
ians (328 and 15.1%, respectively) are very similar to
those previously reported in Caucasians and African-
Americans {34.5 and 15.3%, respectivelv) [5]. In addition.
the occurrénce of the variant € {promoter région) in
white and black Brazilians (41.9 and 19.5%, respectively)
is also very similar 10 those previously reported in Cau-
casians and African-Americans (42.00 and 17.3%, respec-
uvely) [5] Finally, the occurrence of the variant da
{intron 4) in white and black Brazilians (179 and 32.0%.
respectively) is also very similar o those previously
reported in Caucasians and African-Americans (16.0
and 26.5%, respectively) [5]

Confirming these similarities in alleles lfrequencies
between Braziliuns and Americans, white Brarilians pre-
sented an association (linkage) between the variant in the
promoter region and in intron 4 that was previously
reported in Amerncan-Caucasians [5]. In addition, black
Brazilians presented an association (linkage) between the
variant in intron 4 and in exon 7 that is identical to that
previously reported in Alrican- Americans [5] Finally., the
haplotypes most commaonly found in white and black
Brazilians are the same haplotypes most commonly

found in Caucasian-Americans and African-Americans,
respectively [3] Taken together. these findings strongly
suggest g consistent difference in the distributon of
eMNOS genetic variants in blacks compared with whites
and strongly suggest that the interethnic differences do
not vary with geographic origin, at least when comparing
two populations from Morth America and South Amer-
ica. Moreover, these findings may help us understand
how the combination of SNPs and distinct haplotypes
influence the interethnic dispantes in bioavailability of
MO, cardiovascular risk. and response wo drugs [15-22].

Black Brazilians had higher prevalence of the 4a vari-
ant in intron 4 than white Brazilians. This genetic variant
has been implicated in the mereased risk of developing
cardiovascular [33] and renal [34] diseases in African-
Americans. Interestingly, the serum concentrations of
NO metabolites were reported o be lower in subjects
with this variant [35] Curiously, almost all studies of the
eNOS polymorphism in intron 4 have not included van-
ants other than the 4a. We found two black Brazilians
who carnied the varant 4e. Similarly, the variant 4c was
previously reported 1o be confined to African-Americans
[5]. While there is no information régarding the clinical
relévance of this variants. it is possible that the it does
have an impact on cardiovascular risk. One study of 1043
individuals found the 4¢ variant in only five subjects, but
three of these had severe coronary artery disease with
multiple myocardial infarctions while the other two had
hyvpertension, ong of them with depressed left ventricular
function [36]. These anccdotal cases point to a possible
clinical relevance for the 4¢ variant that we documented
in four out of 136 black Brazilians.

[n conclusion. it is clear that there are marked differ-
ences in the distribution of clinically relevant genetic
variants of eNOS in black compared with white subjects,
both in the Brazilian and in the Américan population.
These differences suggest a proportional significance of
these polymorphisms in 2ach ethnic group. Finally, these
differences may in part explain the ethnic disparities in
cardiovascular risk and response to drugs.
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4- DISCUSSAO

No presente trabalho pudemos observar significativas diferencas nas
distribuicoes de freqiiéncia de polimorfismos genéticos clinicamente relevantes
do gene da eNOS (T-786C na regiao promotora, 4a/4b no intron 4 e Glu298Asp
no exon 7) entre individuos negros e brancos da populagao brasileira. Nossos
resultados também evidenciam diferengas interétnicas na freqiéncia
haplotipica estimada e na associagao entre os variantes genéticos estudados.
Essas diferencas interétnicas confirmam haver na populacdo brasileira
diferencas ja demonstradas previamente na populacdo americana (TANUS-
SANTOS et. al., 2001).

Os individuos negros analisados em nosso estudo tiveram maior
prevaléncia do variante 4a no intron 4 quando comparados aos brancos
brasileiros. Além disso tiveram uma alta freqiiéncia para o haplétipo que inclui
este variante. Diversos estudos tem mostrado uma associagcao entre o alelo 4a
no intron 4 e a ocorréncia de doencas renais e cardiovasculares em negros
americanos (HOOPER et. al., 1999); FREEDMAN et. al., 2000). Além disso, as
concentragdes séricas dos metabdlitos do NO demonstraram ser menores em
individuos com este variante (TSUKADA et. al., 1998). Esses dados sugerem
uma possivel importancia do variante 4a nesse grupo étnico.

Quase todos estudos com o polimorfismo no intron 4 do gene da eNOS nao
incluem variantes além do variante 4a, o que pode ser explicado devido a baixa
frequéncia de ocorréncia dos variantes 4c e 4y descritos em negros
americanos. NG6s encontramos dois brasileiros portadores do variante 4c, o que
também confirma a similaridade entre os dados obtidos por nés em brasileiros

e 0s dados prévios obtidos em americanos, pois o variante 4c somente foi
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encontrado em negros americanos (TANUS-SANTOS et al, 2001). Nao
existem informacdes na literatura que evidenciem uma relevancia clinica desse
variante. Entretanto, é possivel que o variante 4c possa ter alguma importancia
no risco cardiovascular. Em um estudo realizado com 1043 individuos, o alelo
4c ocorria em apenas cinco pessoas, porém trés desses individuos tinham
doenca arterial corondria severa, tendo sofrido multiplos infartos do miocardio,
enquanto os outros dois pacientes apresentavam hipertensdo, tendo um deles
comprometimento severo da funcdo ventricular esquerda. (SIGUSCH et. al.,
2000). Esses casos sugerem uma possivel relevancia clinica do variante 4c, o
qual nés documentamos em quatro dos 136 individuos negros que fizeram
parte do presente estudo.

Estudos prévios indicam haver implicacbes funcionais dos
polimorfismos da eNOS enfocados em nosso estudo. Particularmente quanto
ao polimorfismo da regido promotora (T-786C), embora nao ocorra
especificamente num local que seja um sitio de ligagdo transcripcional da
regiao promotora do gene da eNOS (WANG & WANG, 2000), ha fortes
evidéncias para associacdo entre este variante genético e uma reducdo na
expressdao do gene dessa enzima. Neste sentido, NAKAYAMA et. al., 2000,
demonstraram que o genoétipo C/C esta associado com 52% e 62% de
diminuicdo na atividade do promotor em condi¢cdes de normédxia ou de hipdxia,
respectivamente, comparado com a atividade do promotor contendo apenas o
alelo “wild-type” da regido promotora (alelo T). Estes pesquisadores também
encontraram uma forte associacao entre o alelo “C” e ocorréncia de espasmo
coronariano, sugerindo que um descréscimo na expressao de eNOS poderia

ter importantes implicacdes clinicas. Outro estudo in vivo demonstrou que o

-39 -



alelo C diminui os niveis de RNAm, bem como as concentracdes de nitritos e
nitratos séricos, os quais sao produtos da oxidacdo do NO (MIYAMOTO et. al.,
2000). Em resumo, parece haver evidéncia biologica satisfatéria associando a
ocorréncia do alelo “C” deste polimorfismo e um compromentimento da
producédo enddgena de NO pelo aparelho cardiovascular.

Ja com relagdo ao polimorfismo 4a/4b no intron 4, ndo ha dados na
literatura cientifica que evidenciem a importancia do intron 4 na expressao ou
a atividade da eNOS .

Especificamente com relagdo ao polimorfismo Glu298Asp no exon 7,
demonstrou-se que a proteina eNOS seria mais susceptivel a clivagem
proteolitica em portadores do variante Asp298 quando comparada com a eNOS
de portadores do variante Glu298 (TESAURO et. al., 2000). Assim, este estudo
sugere que a maior instabilidade da eNOS com tal variante se traduziria num
possivel comprometimento funcional deste sistema por conta do polimorfismo
Glu298Asp. Entretanto, um trabalho feito posteriormente revelou que tal
instabilidade era resultado de um artefato experimental (FAIRCHILD et. al.,
2001).

No presente estudo, individuos brancos tiveram uma alta prevaléncia do
variante C-786 quando comparados aos negros. Esses dados sugerem que o
polimorfismo T-786C na regidao promotora do gene da eNOS pode ser mais
relevante nesse grupo étnico .

E possivel que diferencas nos efeitos mediados pelo NO possam
resultar de uma distribuicao desproporcional desses variantes da eNOS entre
grupos étnicos (XIE et. al., 2001). Doencas cardiovasculares, a causa mais

comum de mortalidade no mundo todo, difere acentuadamente em sua
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prevaléncia e severidade entre diferentes grupos étnicos (MURRAY & LOPEZ,
1997). Nos Estados Unidos, a ocorréncia de doencas cardiovasculares,
especialmente a hipertensao arterial e os acidentes vasculares cerebrais,
ocorrem de maneira desproporcional entre brancos e negros americanos,
sendo que no segundo grupo étnico a prevaléncia de hipertensdo é em torno
de 50 a 75% mais elevada quando comparados aos brancos, estando entre as
mais elevadas do mundo (MARTINS et al, 2002). Além disso, as
complicagdes cardiovasculares sdo também mais freqlientes em negros
americanos quando comparados aos brancos americanos. Estudo feito por
KLAG et. al., 1997, mostrou que a freqliéncia de doengas renais aumenta de 3
a 4 vezes em americanos-africanos quando comparados a caucasianos, assim
como a mortalidade relacionada a doencas cardiacas, que aumenta entre 50 e
80% neste grupo étnico.

Além disso, diferencas étnicas observadas para a resposta a algumas
drogas podem ser devidas a discrepancias na distribuicdo de polimorfismos
entre esse grupos. Por exemplo, TURNER et. al, 2001, mostraram que
individuos hipertensos portadores do alelo T para o polimorfismo C825T da
sub-unidade beta-3 da proteina G respondem melhor a terapia diurética com
hidroclorotiazida quando comparados a portadores do alelo C. O alelo T
apresenta uma frequéncia bem maior em negros americanos do que em
caucasianos americanos (76% versus 28,9% respectivamente). Além disso,
polimorfismos de receptores incluindo receptores alfa e beta adrenérgicos,
receptores da angiotensina Il e da eNOS, os quais estao ligados a alteracdes
na resposta terapéutica (ANDERSON et. al., 1999; WAGONER et. al., 2000)

apresentam diferencas interétnicas em suas distribuicdes (XIE et. al., 2001), o
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que evidencia uma possivel importancia da etnia na distribuicao de
polimorfismos genéticos de interesse farmacolégico.

Em nosso estudo, optamos por fazer uma combinacdo haplotipica
entre os polimorfismos da eNOS baseados em dados prévios, do que fazer a
analise de um unico polimorfismo, o que poderia ser insuficiente para detectar
a influéncia de um determinado polimorfismo. Estudos de associagdo entre
polimorfismos genéticos e doengas cardiovasculares tém sido limitados em
detectar uma associacdo porque eles avaliam a contribuicdo de apenas um
unico polimorfismo (RISCH, 2000). Um gene pode conter diversos
polimorfismos que afetam a sua expressao (DRYSDALE et. al., 2000). Assim,
conhecer cada um dos polimorfismos, bem como suas relagdes com outros,
pode ser uma maneira mais eficaz de se predizer a resposta a uma droga. O
estudo de combinagbes haplotipicas (combinacdo de diversos polimorfismos)
proporciona melhor habilidade preditiva. Além disso, um variante pode estar em
desequilibrio de ligacdo com um gene préximo, o qual pode representar o
verdadeiro locus associado a variagdes de respostas farmacolégicas (JHASON
et. al., 2000).

A frequéncia com que encontramos os variantes Asp298 (exon 7) em
brasileiros brancos e negros (32.8% e 15.1%, respectivamente) sdo muito
similares aquelas encontradas previamente em caucasianos € negros
americanos (34.5% e 15.5%, respectivamente)(p<0.004). Além disso, a
ocorréncia do variante C (polimorfismo T-786C da regido promotora) em
brancos e negros brasileiros (41.9% e 19.5%, respectivamente)(p<0.0004) séo
também muito similares aquelas observadas em caucasianos e negros

americanos (42.0% e 17.5%, respectivamente). A ocorréncia do variante 4a
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(polimorfismo 4a/4b intron 4) em individuos brancos e negros brasileiros em
nosso estudo (17.9% e 32.0%, respectivamente)(p<0.003) reproduzem também
os dados previamente observados em brancos e negros da populacao
americana (16.0% e 26.5%, respectivamente) (TANUS-SANTOS et. al., 2001).
Esta similaridade entre as populacées americana e brasileira nos surpreendeu,
pois tem-se, em geral, a impressdo de que a populacdo brasileira é
caracterizada fundamentalmente por miscigenacao racial.

Confirmando estas similaridades nas frequéncias alélicas entre brancos
e negros das populagbes americana e brasileira, os individuos brancos
brasileiros tiveram uma associagao entre o variante do polimorfismo T-786C na
regiao promotora e o variante do polimorfismo 4a/4b do intron 4, o que havia
sido previamente demonstrado entre negros e brancos na populacao
americana (TANUS-SANTOS et. al., 2000). Além disso, negros da populagao
brasileira tiveram uma associacao (ligacdo) entre o variante no intron 4 e o
variante no exon 7, como demonstrado previamente em americanos-africanos
(TANUS-SANTOS et. al., 2000).

Finalmente, a analise de haplétipos mostrou que os haplétipos mais
comumente encontrados em nosso traballho para individuos negros e brancos
da populacédo brasileira sdo os mesmos haplétipos mais encontrados em
caucasianos e americanos africanos, respectivamente, em estudo realizado
previamente (TANUS-SANTOS et. al., 2000).

Analisados em conjunto, estes dados sugerem que existe uma
diferenca interetnica consistente na distribuicdo de variantes genéticos de
interesse clinico no gene da eNOS (T-786C, 4a/4b e Glu298Asp) em brancos

comparados aos negros. Estes resuldados permitem sugerir que as diferencas
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encontradas entre esses dois grupos éticos (brancos e negros) ndao sofrem
interferéncias com relagdo a origem geografica, pelo menos quando
comparamos as duas populacées da América do Norte e da América do Sul.

O termo raca ou etnicidade sao dificeis de serem definidos
precisamente (FELDMAN, 2003) e, na verdade, sao relatados de forma
bastante inconsistente na literatura (KRESSIN et. al., 2003). A raga sugere uma
base biolégica para uma categoria construida socialmente e implica
homogeneidade genética dentro de um grupo heterogéneo classificado de
modo geral (SCHWARTZ, 2001). Tracos fisicos, especialmente pigmentacao
da pele, cor e textura do cabelo e formato dos labios e nariz sdo critérios
comumente utilizados para a caracterizacao de uma raga (FOSTER & SHARP,
2001). A etnicidade considera um grupo de individuos, definidos por sua
cultura, origem, fatores genéticos e do meio, e tem a flexibilidade de incluir
multiplos parametros e caracteristicas da populacdo mais claramente (SENIOR
& BHOPAL, 1997). Entretanto, existem divergéncias na literatura quanto a
classificacdo mais adequada (KENNEDY & DEAPEN, 1991) e ambas
apresentam limitagdes (MOSCOU et. al., 2003).

Além disso, quando consideramos a populagédo brasileira avaliada em
nosso estudo, devemos levar em conta que esta populacdo apresenta grande
diversidade étnica, complexos fendtipos individuais, e resulta de misturas
interétnicas entre pessoas de diferentes continentes incluindo europeus,
africanos, asiaticos e indios americanos (PARRA et. al., 2001)

Tendo consciéncia destes problemas, no presente estudo, optamos por
usar o critério de auto-definicdo da raga para os voluntarios que participaram

de nosso estudo. Embora tal critério também apresente limitagdes (HAHN et.

_44 -



al., 1996;), a auto-definicao da raca é freqiientemente sugerida como o melhor
método para a coleta de dados referentes a raca e etnia (KAUFMAN et. al.,
1999).

De modo geral, os resultados do nosso estudo podem nos ajudar a
entender como a combinacdo de SNPs e haplétipos distintos poderiam
influenciar as disparidades interétnicas que existem na biodisponibilidade de
NO, no risco cardiovascular aumentado de alguns individuos, e na resposta a
drogas (LI et. al., 2004; STEIN et. al, 1997; HOUGHTON et. al, 1997;
KALINOWSKI et. al., 2004). Além disso, conhecer as diferencas que podem
ocorrer na distribuicdo de variantes genéticos entre as etnias pode contribuir

para um tratamento mais eficaz de doengas cardiovasculares (WOOD, 2000).
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5- CONCLUSOES

Podemos concluir que existe uma acentuada diferenca na distribuicdo
dos trés polimorfismos clinicamente relevantes da eNOS estudados (T-786C,
4a/4b e Glu298Asp) entre individuos negros comparados aos brancos, tanto na
populacao brasileira quanto na populacdo americana. Essas diferencas podem
ajudar a explicar, ao menos em parte, as disparidades étnicas observadas com

relacao a susceptibiliade a doencas cardiovasculares e resposta a drogas.
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