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Resumo 
 

 
O óxido nítrico (NO) é um gás solúvel com importantes papéis fisiológicos. 

Alterações na biodisponibilidade de NO contribuem para o desenvolvimento de 

vários estados fisiopatológicos, tais como hipertensão arterial, aterosclerose, 

doença coronariana e hipertensão pulmonar. A importância do NO no controle 

cardiovascular levou a estudos visando avaliar se polimorfismos do gene da 

eNOS estão associados com doenças cardiovasculares. Três polimorfismos de 

interesse clínico do gene da eNOS têm sido estudados: T –786C na região 

promotora, 4a/4b no íntron 4 e Glu298Asp no éxon 7. Diversos estudos têm 

apresentado resultados contraditórios sobre a associação desses 

polimorfismos com doenças cardiovasculares. Demonstrou-se que numa 

população dos EUA, estes variantes genéticos apresentam acentuada 

diferença étnica em sua distribuição. Não se sabe se na população brasileira 

ocorrem essas mesmas diferenças étnicas na distribuição de variantes da 

eNOS observadas na população americana. O objetivo desse trabalho foi 

avaliar a freqüência desses polimorfismos em voluntários diferentes 

etnicamente (136 negros e 154 brancos) na população brasileira. Também foi 

estimada  a frequência haplotípica e a associação entre os variantes genéticos. 

A amplificação do DNA genômico foi feita por Reação de Polimerase em 

Cadeia (PCR) e os genótipos 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). Já o variante 4a foi 

mais comum em negros (32%) que em brancos (17.9%)(P<0.003). O haplótipo 

mais comum em ambos grupos étnicos era aquele que combinava os variantes 
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comuns. O segundo haplótipo mais comum em negros incluía o variante 4a e 

os variantes não polimórficos para os outros dois polimorfismos. Nos indivíduos 

brancos, entretanto, o segundo haplótipo mais comum incluía os variantes 

Asp298 e C-786 e o variante comum para o polimorfismo do íntron. Essa 

acentuada diferença é similar àquela demonstrada na população americana. 

Esses achados sugerem haver uma consistente diferença interétnica na 

distribuição desses variantes genéticos da eNOS em negros e brancos da 

população brasileira. Essas diferenças podem estar associadas às 

disparidades étnicas observadas com relação às doenças 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-786 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-786 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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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- INTRODUÇÃO 
   

1.1- O sistema do óxido nítrico 

 

1.1.1- Síntese celular do óxido nítrico 

            O óxido nítrico (NO) é um gás solúvel utilizado em várias funções de 

sinalização celular e intracelular, incluindo regulação da pressão sanguínea, 

transmissão de sinal neuronal, citotoxidade contra patógenos e tumores e 

coordenação do ritmo cardíaco (MONCADA & HIGGS, 1993). 

           O NO é sintetizado pelas sintases do óxido nítrico (NOS), isoenzimas  

presentes em vários tipos de células. Há dois tipos de NOS identificados 

atualmente: duas formas constitutivas (cNOS) e uma forma induzida por 

citocinas e outras substâncias (iNOS). Há dois subtipos de cNOS: uma foi 

detectada inicialmente no endotélio vascular e é 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 síntese do NO ocorre em duas etapas e é dependente de vários co-fatores 

como tetrahidrobiopterina (BH4), NADPH e oxigênio. Na primeira etapa da 

reação ocorre a formação de L-OHArg pela oxigenação da L-Arginina e no 

segundo passo ocorre uma  clivagem da ligação C=N da L-OHArg levando  à 

formação  de citrulina e NO. (MONCADA et. al., 1991). 
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Desenho esquemático da síntese do NO 

 

                              NADPH             O2 

                                                        NADPH          citrulina         

 L-arginina                   L-OHarg 

                                          NOS                                                                                                    NO 

                                          *Co-fatores 

 

 

 

1.1.2- Sinalização intracelular do NO 

            O NO liberado ativa a guanilato ciclase solúvel em células musculares 

lisas, plaquetas, neurônios, e outras células, aumentando os níveis de um 

mensageiro cíclico intracelular (GMPc) (IGNARRO & KADOWITS, 1985). O 

receptor endógeno 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 redução de Ca2+ 

livre intracelular, como a inibição da entrada de Ca2+ através de canais de Ca2+ 

e ativação da proteína kinase, a qual  fosforila a quinase de cadeia leve-

miosina (MLCK) (IGNARRO, 1989).  

 

 

Desenho esquemático da sinalização do NO 

 

NO                SGC 

- 17 - 



                        

                     GTP            cGMP   

                                               (+) 

                                 cGMP-Kinase 

                                                MLCK          MLCK-P 

                    (-) Ca2+ (ROC)                        

                                         Ca 2+                 RELAXAMENTO 

                                     

                                                

1.1.3- Importância do óxido nítrico para o sistema cardiovascular 

 

1.1.3.1- Efeitos vasodilatadores do NO 

            A vasodilatação é a mais importante atividade conhecida do NO no 

sistema cardiovascular. Estudos recentes mostram que a produção endógena 

do NO está envolvida na regulação do tônus vasomotor local e da pressão 

sanguínea. A inibição da síntese do NO endógeno induz aumentos na pressão 

sanguínea (HUANG et. al., 1995). Pressão sanguínea (BP) elevada é um 

conhecido fator de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares 

como acidente vascular cerebral e infarto de miocárdio, enquanto uma redução 

na BP é efetiva na redução da mortalidade e morbidade em doenças 

cardiovasculares (KANNEL et. al., 2000). Assim, a manutenção 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 antiplaquetários do NO 

            As plaquetas desempenham um papel vital na homeostase vascular. No 

processo de aterosclerose freqüentemente ocorrre hiperatividade das 

plaquetas, o que pode levar a trombose, infarto de miocárdio e acidente 

vascular cerebral. (RADOMSKI & MONCADA, 1993). O NO parece inibir a 

agregação plaquetária por mecanismos similares aos da vasodilatação 

(TREPAKOVA  et. al., 1999). 

Estudos demonstram que o NO e doadores de NO estimulam a produção de 

cGMP em plaquetas humanas levando a ativação do PKG e inibição da 

agregação plaquetária (BENJAMIM et. al., 1991; MORO et. al., 1996).  

 

1.1.3.3- Efeitos antiadesivos do NO 

            O aumento da adesão dos leucócitos é uma importante etapa na 

patogênese da aterosclerose (ROSS, 1999). 

           A adesão leucocitária depende da expressão de várias moléculas de 

adesão na superfície celular das células endoteliais. É provável que essa 

expressão ocorra como consequência do aumento do estresse oxidativo 

vascular (KUNSH & MEDFORD, 1999). Os monócitos, os quais aderem às 

células vasculares, migram para dentro da parede vascular e aumentam o 

estresse oxidativo pela liberação de grandes quantidades de espécies reativas 

de oxigênio (ROSS, 1999). Assim, a redução da expressão de moléculas de 
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adesão ou inibição da função de moléculas de adesão são consideradas como 

estratégias vasoprotetoras que reduzem a progressão da injúria vascular.  

         O NO é um importante mediador endógeno que inibe a adesão 

leucocitária . Um estudo feito por KHAN et. al., 1996, mostrou que o NO inibe a 

expressão da molécula de adesão da célula vascular (VCAM-1), enquanto 

outro trabalho demonstrou que a inibição da síntese endógena de NO promove 

aumento da adesão leucocitária (NIU et. al., 1994). 

 

1.1.3.4- Efeitos antiproliferativos do NO 

            A proliferação das células musculares lisas desempenha um papel 

chave na lesão dos vasos sanguíneos. Nesse processo, as células musculares 

lisas da vasculatura mostram alterações em sua função como o 

desaparecimento da atividade contrátil. Essas alterações incluem perda das 

miofibrilas e geração de proteínas de matriz (ROSS, 1991).    

         O NO gerado pelo endotélio vascular tem mostrado inibir a proliferação 

da musculatura lisa (NAKAKI et. al., 1990), porém o mecanismo subjacente a 

esse efeito antiproliferativo não é totalmente compreendido. Tem sido sugerido 

que um mecanismo de ativação da proteína 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 doenças 

cardiovasculares. Entre as várias espécies oxigênio reativas formadas nessas 

condições, o superóxido é a mais importante (KODJA & HARRISON, 1999). O 

mais conhecido efeito antioxidativo do NO ocorre por redução da oxidação de 
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lipídeos. O NO pode potencialmente inibir a oxidação de ácidos graxos livres , 

fosfatidilcolina e partículas de lipoproteínas de baixa densidade. Considerando 

o efeito proaterogênico de lipídeos oxidantes, esta atividade antioxidativa do 

NO é de grande relevância (BONINI & AUGUSTO, 2001).  

       Outro efeito antioxidante do NO se dá pela indução da dismutase 

superóxido extracelular (ecSOD) (FUKAI et. al., 2000). Na parede da 

vasculatura, aproximadamente 40% da superóxido dismutase é um tipo de 

enzima extracelular e a regulação de sua expressão representa um mecanismo 

importante que previne a degradação do NO endotelial  mediada  por 

superóxidos . Do mesmo modo, a formação de peroxinitrito será reduzida, 

porque altos níveis de superóxido dismutase favorecem a dismutação de 

superóxido a peróxido de hidrogênio (KOPPENOL, 1999)  

           

1.2. - A sintetase endotelial do NO (eNOS) 

 

1.2.1- Estrutura e localização 

            A eNOS é um dímero que consiste de dois monômeros idênticos de 134 

kD O gene que codifica os monômeros da eNOs é localizado no cromossomo 7 

na posicão q35-36 e contém 26 exons e 21 kB de extensão (ÉSTER et. al., 

2003).  

         Os monômeros de eNOS têm dois diferentes domínios, um domínio 

oxigenase N-terminal (1 a 491 aminoácidos) que contém o sítio catalítico  e um 

domínio redutase C-terminal (492-1205 a.a.) (HEMMENS & MAYER, 1999). O 

domínio redutase tem sítios de ligação para NADPH, flavinas e calmodulina 

(CaM), e transfere elétrons via flavinas ao grupo heme ligado ao domínio 
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oxigenase. O domínio oxigenase, o qual tem sítios para ligação da L-arginina e 

BH4 pode ligar o O2 e catalisar a segunda etapa da síntese de NO (PALMER & 

MONCADA, 1988). 

          A eNOS se localiza, no mínimo, em três compartimentos celulares: o 

aparato de Golgi, a membrana plasmática e a cavéola (ANDREW & MAYER, 

1999). e embora seja uma enzima expressa de modo constitutivo, existem 

diversos fatores que podem afetar sua expressão basal e atividade (UEMATSU 

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

         

 

Estrutura da eNOS 
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1.2.2- O que são polimorfismos genéticos e sua importância para a 

farmacologia 

            Variações genéticas que ocorrem com freqüência mínima de 1% na 

população são denominadas polimorfismos. Embora inserções e deleções da 

seqüência de DNA não sejam freqüentes, substituições de um único 

nucleotídeo (denominado polimorfismo de nucleotídeo único ou SNPs) são o 

tipo mais comum de variação genética inter-individual.  SNPs são variantes da 

seqüência de DNA, provavelmente resultantes de erros de replicação, no qual 

um nucleotídeo é substituído por outro, tipicamente transições de purina para 

purina (ex, A em substituição de G), ou de piridimina para piridimina (C-T) 

(DORIS, 2001; WANG et. al., 1998). Os SNPs são muito comuns e aqueles de 

alta freqüência alélica podem ocorrer a cada 1000 pares de bases. 

Recentemente foi identificada a existência de mais de 1,42 milhões de SNPs 

(SACHIDANADAM et. al., 2001). Assim, particular interesse tem sido 

despertado com relação ao significado desses polimorfismos em genes de 

interesse clínico.  

       Um polimorfismo que ocorre na região codificadora do gene pode resultar 

em uma alteração qualitativa na estrutura da proteína (e na sua função) se o 

SNP codificador  levar a alteração de  um aminoácido específico. Esse tipo de 

SNP é denominado como SNP “nonsynonymous”. Tem sido estimado que no 

mínimo 20 a 30 % de SNPs “nonsynonymous” podem resultar em uma função 

alterada da proteína (SUNYAEV et al., 2001; NG & HEIKOFF, 2002). 

Entretanto, polimorfismos que ocorrem em regiões não codificadoras do DNA 

também podem ser importantes, como os SNPs presentes na região promotora 
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do gene, a qual tem um papel fundamental na regulação da expressão gênica 

(DRYSDALE et. al., 2000). Além disso, SNPs marcadores podem ocorrer em 

desequilíbrio de ligação com outros funcionais. Assim, alterações ainda não 

identificadas nos genes podem representar marcadores genéticos 

potencialmente úteis para estágios de doenças e resposta à 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 estão presentes na região promotora (SNPs nas posições 

-786, -924 e –1474) (NAKAYAMA et. al., 1999; POIRIER et. al., 1999), na 

região codificadora do DNA (C774T, G894T e Glu298Asp) (YOSHIMURA et. 

al., 1998) e 5 nos íntrons 2, 11 , 22 e 23 (POIRIER et. al., 1999). Existe 

também  um VNTR de 27 pares de bases no íntron 4 e uma repetição de CA no 

íntron 13 (MARSDEN et. al., 1993). 

            Entretanto, três polimorfismos genéticos do gene da  eNOS tem sido 

mais amplamente estudados: um polimorfismo de nucleotídeo único (SNP) na 

região promotora (T-786C), um SNP no éxon 7 e um número variável de  bases 

que se repetem (VNTR) no íntron 4 (NADAND et. al., 1994). O polimorfismo T-

786C que ocorre na região 5`(promotora) do gene da eNOS resulta da 

substituição de um nucleotídeo de timidina por um de citosina (T-786 →C) na 

posição –786 deste gene (NAKAYAMA et. al., 1999). Na seqüência dos 27 

pares de bases que se repetem no íntron 4, dois alelos, um alelo comum maior 

e um alelo menor tem sido mais comumente encontrados. O alelo maior (alelo 

eNOS 4b) designado “inserção b” tem cinco repetições dos pares de bases; já 
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no alelo menor (eNOS4a), a seqüência dos 27 pares de bases se repete quatro 

vezes no intron 4. O SNP G894T localizado no exon 7 leva a uma alteração de 

um aminoácido, ou seja, ocorre uma substituição do ácido glutâmico pelo ácido 

aspártico no resíduo aminoácido 298 (Glu298Asp) (YOON et. al., 2000).  

 

1.2.4 - Polimorfismos da eNOS e implicações 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 expressão e atividade 

dessa enzima. Há evidências na literatura mostrando que a redução na 

expressão e atividade da eNOs, e provavelmente uma redução na produção de 

NO sejam significantemente associados com a mutação C (-786C) do 

polimorfismo T-786C da região promotora da eNOs.  NAKAYAMA et. al., 1999, 

mostraram que o polimorfismo T-786C pode reduzir a atividade da região 

promotora do gene da eNOS em aproximadamente 50% ,o que evidencia um 

possível importante papel fisiológico desse polimorfismo. Não há estudos 

mostrando evidências que expliquem como o polimorfismo do intron 4  altera a 

expressão ou  a atividade da eNOS  e as  evidências são controversas a 

respeito do prejuízo da função enzimática como resultado do polimorfismo do 

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

 

1.2.5- A relação entre os polimorfismos da eNOs e doenças 

cardiovasculares 

            Embora evidências experimentais apontem para uma alteração 

funcional e possível relevância dos polimorfismos da eNOS em doenças 

cardiovasculares, estudos feitos em diferentes populações têm mostrado 
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associações controversas entre esses polimorfismos e doenças 

cardiovasculares. 

Por exemplo, o SNP T-786C da região promotora esteve associado com 

predisposição a infarto de miocárdio (NAKAYAMA et. al., 1998; YOSHIMURA 

et. al., 2000) na população japonesa, porém o mesmo dado não foi confirmado 

em outros estudos feitos com populações de caucasianos na França (POIRIER 

et. al., 1999) ou na Austrália (SIM et. al., 1998). Discrepâncias também têm 

sido encontradas em estudos envolvendo o polimorfismo Glu298Asp no exon 7 

e a incidência de infarto de miocárdio. A associação do variante Asp298 com 

espasmo coronário e infarto de miocárdio foi verificada em um estudo feito com 

japoneses (SHIMASAKI et. al., 1998; YOSHIMURA et. al., 1998) entretanto 

essa associação não foi confirmada em estudos com caucasianos na França 

(POIRIER et. al., 1999), Austrália (CAI et. al., 1999) ou Ásia (YOON et. al., 

2000). Resultados contraditórios também têm sido observados com relação ao 

polimorfismo 4a/4b no íntron 4 e a ocorrência de doenças cardiovasculares. 

Este VNTR foi associado com hipertensão em um estudo com a população 

japonesa (UWABO et. al., 1998), mas em outros trabalhos tal fato não foi 

confirmado (MYAMOTO et. al., 1999; WANG et. al., 1996).  

        Uma possível explicação para esses resultados contraditórios é que os 

estudos de associação geralmente avaliam a contribuição de um único 

polimorfismo para uma condição clínica específica e assim podem não ter o 

poder de detectar a influência real do polimorfismo (RISCH, 2000). Além disso, 

a mistura étnica em casos ou controles podem distorcer freqüências alélicas 

em muitas situações e, se o risco para determinada doença varia pela 

etnicidade, pode haver uma inconsistência nos resultados devido a 
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estratificação da população (CARDON & PALMER, 2003). Dessa maneira, 

considerar as diferenças interetnicas na distribuição dos variantes da eNOS 

pode contribuir para a melhoria dos estudos de associação.  

       A prevalência e incidência de doenças com base genética variam 

acentuadamente entre diferentes populações e recentes informações a respeito 

do genoma humano mostram que a freqüência de polimorfismos variam 

significantemente entre diferentes etnias (XIE et. al.,2001).  

  Além disso, trabalho realizado por Tanus-Santos et. al., 2001, revelou a 

existência de uma diferença interetnica na distribuição de 3 polimorfismos 

genéticos da eNOS, a saber: os polimorfismos T-786C na região promotora, 

4a/4b no íntron 4 e Glu298Asp no éxon 7 na população americana. Além disso, 

a frequência haplotípica estimada e a associação entre esses variantes 

mostrou significante diferença interetnica, especialmente quando comparados 

americanos-africanos com caucasianos. Essas diferenças podem explicar em 

parte as disparidades étnicas que existem em relação 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 diferenças interetnicas na distribuição de polimorfismos do 

gene da eNOS existem na população americana, não se sabe se tais 

diferenças interetnicas existem em outras populações.  Assim, a hipótese 

fundamental desse trabalho é de que os três polimorfismos clinicamente 

relevantes do gene da eNOS (T-786 C, Glu298Asp e 4a/4b) apresentdiferenças 

interetnicas em sua distribuição, considerando negros e brancos da população 

brasileira.  
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2- OBJETIVOS 

 

            Este trabalho teve como objetivo principal testar a hipótese de que 

exista uma diferença na distribuição de polimorfismos genéticos da eNOS (T-

786 C, 4a/4b e Glu298Asp) em indivíduos negros e brancos da população 

brasileira.  

Secundariamente, objetivamos estimar a frequência de haplótipos em ambos 

os grupos étnicos e compará-los. 
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4- DISCUSSÃO 

            No presente trabalho pudemos observar significativas diferenças nas 

distribuições de freqüência de polimorfismos genéticos clinicamente relevantes 

do gene da eNOS (T-786C na região promotora, 4a/4b no intron 4 e Glu298Asp 

no exon 7) entre indivíduos negros e brancos da população brasileira. Nossos 

resultados também evidenciam diferenças interétnicas na freqüência 

haplotípica estimada e na associação entre os variantes genéticos estudados. 

Essas diferenças interétnicas confirmam haver na população brasileira 

diferenças já demonstradas previamente na população americana (TANUS-

SANTOS et. al., 2001). 

            Os indivíduos negros analisados em nosso estudo tiveram maior 

prevalência do variante 4a no íntron 4 quando comparados aos brancos 

brasileiros. Além disso tiveram uma alta freqüência para o haplótipo que inclui 

este variante. Diversos estudos tem mostrado uma associação entre o alelo 4a 

no íntron 4 e a ocorrência de doenças renais e cardiovasculares em negros  

americanos (HOOPER et. al., 1999); FREEDMAN et. al., 2000). Além disso, as 

concentrações séricas dos metabólitos do NO demonstraram ser menores em 

indivíduos com este variante (TSUKADA et. al., 1998). Esses dados sugerem 

uma possível importância do variante 4a nesse grupo étnico. 

Quase todos estudos com o polimorfismo no intron 4 do gene da eNOS não 

incluem variantes além do variante 4a, o que pode ser explicado devido à baixa 

freqüência de ocorrência dos variantes 4c e 4y descritos em negros 

americanos. Nós encontramos dois brasileiros portadores do variante 4c, o que 

também confirma a similaridade entre os dados obtidos por nós em brasileiros 

e os dados prévios obtidos em americanos, pois o variante 4c somente foi 
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encontrado em negros americanos (TANUS-SANTOS et. al., 2001). Não 

existem informações na literatura que evidenciem uma relevância clínica desse 

variante. Entretanto, é possível que o variante 4c possa ter alguma importância 

no risco cardiovascular. Em um estudo realizado com 1043 indivíduos, o alelo 

4c ocorria em apenas cinco pessoas, porém três desses indivíduos tinham 

doença arterial coronária severa, tendo sofrido múltiplos infartos do miocárdio, 

enquanto os outros dois pacientes apresentavam hipertensão, tendo um deles 

comprometimento severo da função ventricular esquerda. (SIGUSCH et. al., 

2000). Esses casos sugerem uma possível relevância clínica do variante 4c, o 

qual nós documentamos em quatro dos 136 indivíduos negros que fizeram 

parte do presente estudo.  

            Estudos prévios indicam haver implicações funcionais dos 

polimorfismos da eNOS enfocados em nosso estudo. Particularmente quanto 

ao polimorfismo da região promotora (T-786C), embora não ocorra 

especificamente num local que seja um sítio de ligação transcripcional da 

região promotora do gene da eNOS (WANG & WANG, 2000), há fortes 

evidências para associação entre este variante genético e uma redução na 

expressão do gene dessa enzima. Neste sentido, NAKAYAMA et. al., 2000, 

demonstraram que o genótipo C/C está associado com 52% e 62% de 

diminuição na atividade do promotor em condições de normóxia ou de hipóxia, 

respectivamente, comparado com a atividade do promotor contendo apenas o 

alelo “wild-type” da região promotora (alelo T). Estes pesquisadores também 

encontraram uma forte associação entre o alelo “C” e ocorrência de espasmo 

coronariano, sugerindo que um descréscimo na expressão de eNOS poderia 

ter importantes implicações clínicas. Outro estudo in vivo demonstrou que o 
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alelo C diminui os níveis de RNAm, bem como as concentrações de nitritos e 

nitratos séricos, os quais são produtos da oxidação do NO (MIYAMOTO et. al., 

2000). Em resumo, parece haver evidência biológica satisfatória associando a 

ocorrência do alelo “C” deste polimorfismo e um compromentimento da 

produção endógena de NO pelo aparelho cardiovascular.  

Já com relação ao polimorfismo 4a/4b no intron 4, não há dados na 

literatura científica que evidenciem a importância  do intron 4  na  expressão ou  

a atividade da eNOS . 

Especificamente com relação ao polimorfismo Glu298Asp no exon 7, 

demonstrou-se que a proteína eNOS seria mais susceptível a clivagem 

proteolítica 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 

possível 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, indivíduos brancos tiveram uma alta prevalência do 

variante C-786 quando comparados aos negros. Esses dados sugerem que o 

polimorfismo T-786C na região promotora do gene da eNOS pode ser mais 

relevante nesse grupo étnico . 

            É possível que diferenças nos efeitos mediados pelo NO possam 

resultar de uma distribuição desproporcional desses variantes da eNOS entre 

grupos étnicos (XIE et. al., 2001). Doenças cardiovasculares, a causa mais 

comum de mortalidade no mundo todo, difere acentuadamente em sua 
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prevalência e severidade entre diferentes grupos étnicos (MURRAY & LOPEZ, 

1997). Nos Estados Unidos, a ocorrência de doenças cardiovasculares, 

especialmente a hipertensão arterial e os acidentes vasculares cerebrais, 

ocorrem de maneira desproporcional entre brancos e negros americanos, 

sendo que no segundo grupo étnico a prevalência de hipertensão 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 

complicações cardiovasculares são também mais freqüentes em negros 

americanos quando comparados aos brancos americanos. Estudo feito por 

KLAG et. al., 1997, mostrou que a freqüência de doenças renais aumenta de 3 

a 4 vezes em americanos-africanos quando comparados a caucasianos, assim 

como a mortalidade relacionada a doenças cardíacas, que aumenta entre 50 e  

80%  neste grupo étnico. 

            Além disso, diferenças étnicas observadas para a resposta a algumas 

drogas podem ser devidas a discrepâncias na distribuição de polimorfismos 

entre esse grupos. Por exemplo, TURNER et. al., 2001, mostraram que 

indivíduos hipertensos portadores do alelo T para o polimorfismo C825T da 

sub-unidade beta-3 da proteína G respondem melhor à terapia diurética com 

hidroclorotiazida quando comparados a portadores do alelo C. O alelo T 

apresenta uma frequência 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 II e da eNOS, os quais estão ligados a alterações 

na resposta terapêutica (ANDERSON et. al., 1999; WAGONER et. al., 2000) 

apresentam diferenças interétnicas em suas distribuições (XIE et. al., 2001), o 
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que evidencia uma possível importância da etnia na distribuição de 

polimorfismos genéticos de interesse farmacológico.  

             Em nosso estudo, optamos por fazer uma combinação haplotípica 

entre os polimorfismos da eNOS baseados em dados prévios, do que fazer a 

análise de um único polimorfismo, o que  poderia ser insuficiente para detectar 

a influência de um determinado polimorfismo. Estudos de associação entre 

polimorfismos genéticos e doenças cardiovasculares têm sido limitados em 

detectar uma associação porque eles avaliam a contribuição de apenas um 

único polimorfismo (RISCH, 2000). Um gene pode conter diversos 

polimorfismos que afetam a sua expressão (DRYSDALE et. al., 2000). Assim, 

conhecer cada um dos polimorfismos, bem como suas relações com outros, 

pode ser uma maneira mais eficaz de se predizer a resposta a uma droga. O 

estudo de combinações haplotípicas (combinação de diversos polimorfismos) 

proporciona melhor habilidade preditiva. Além disso, um variante pode estar em 

desequilíbrio de ligação com um gene próximo, o qual pode representar o 

verdadeiro locus associado a variações de respostas farmacológicas (JHASON 

et. al., 2000). 

            A frequência com que encontramos os variantes Asp298 (exon 7) em 

brasileiros brancos e negros (32.8% e 15.1%, respectivamente) são muito 

similares àquelas encontradas previamente em caucasianos e negros 

americanos (34.5% e 15.5%, respectivamente)(p<0.004). Além disso, a 

ocorrência do variante C (polimorfismo T-786C da região promotora) em 

brancos e negros brasileiros (41.9% e 19.5%, respectivamente)(p<0.0004) são 

também muito similares àquelas observadas em caucasianos e negros 

americanos (42.0% e 17.5%, respectivamente). A ocorrência do variante 4a 
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(polimorfismo 4a/4b íntron 4) em indivíduos 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 população 

americana (16.0% e 26.5%, respectivamente) (TANUS-SANTOS et. al., 2001). 

Esta similaridade entre as populações americana e brasileira nos surpreendeu, 

pois tem-se, em geral, a impressão de que a população brasileira é 

caracterizada fundamentalmente por miscigenação racial.  

            Confirmando estas similaridades nas frequências alélicas entre brancos 

e negros das populações americana e brasileira, os indivíduos brancos 

brasileiros tiveram uma associação entre o variante do polimorfismo T-786C na 

região promotora e o variante do polimorfismo 4a/4b do intron 4, o que havia 

sido previamente demonstrado entre negros e brancos na população 

americana (TANUS-SANTOS et. al., 2000). Além disso, negros da população 

brasileira tiveram uma associação (ligação) 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 análise de haplótipos mostrou que os haplótipos mais 

comumente encontrados em nosso traballho para indivíduos negros e brancos 

da população brasileira são os mesmos haplótipos 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 

diferença interetnica consistente na distribuição de variantes genéticos de 

interesse clínico no  gene da eNOS (T-786C, 4a/4b e Glu298Asp) em brancos 

comparados aos negros. Estes resuldados permitem sugerir que as diferenças 
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encontradas entre esses dois grupos éticos (brancos e negros) não sofrem 

interferências com relação à origem geográfica, pelo menos quando 

comparamos as duas populações da América do Norte e da América do Sul.  

            O termo raça ou etnicidade são difíceis de serem definidos 

precisamente (FELDMAN, 2003) e, na verdade, são relatados de forma 

bastante inconsistente na literatura (KRESSIN et. al., 2003). A raça sugere uma 

base biológica para uma categoria construída socialmente e implica 

homogeneidade genética dentro de um grupo heterogêneo classificado de 

modo geral (SCHWARTZ, 2001). Traços físicos, especialmente pigmentação 

da pele, cor e textura do cabelo e formato dos lábios e nariz são critérios 

comumente utilizados para a caracterização de uma raça (FOSTER & SHARP, 

2001). A etnicidade considera um grupo de indivíduos, definidos por sua  

cultura, origem, fatores genéticos e do meio, e tem a flexibilidade de incluir 

múltiplos parâmetros e características da população mais claramente (SENIOR  

& BHOPAL, 1997). Entretanto, existem divergências na literatura quanto a 

classificação mais adequada (KENNEDY & DEAPEN, 1991) e ambas 

apresentam limitações (MOSCOU et. al., 2003).  

            Além disso, quando consideramos a população brasileira avaliada em 

nosso estudo, devemos levar em conta que esta população apresenta grande 

diversidade étnica, complexos fenótipos individuais, e resulta de misturas 

interétnicas entre pessoas de diferentes continentes incluindo europeus, 

africanos, asiáticos e índios americanos (PARRA et. al., 2001) 

            Tendo consciência destes problemas, no presente estudo, optamos por 

usar o critério de auto-definição da raça para os voluntários que participaram 

de nosso estudo. Embora tal critério também apresente limitações (HAHN et. 
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al., 1996;), a auto-definição da raça é freqüentemente sugerida como o melhor 

método para a coleta de dados referentes a raça e etnia (KAUFMAN et. al., 

1999).  

            De modo geral, os resultados do nosso estudo podem nos ajudar a 

entender como a combinação de SNPs e haplótipos distintos poderiam  

influenciar as disparidades interétnicas que existem na biodisponibilidade de 

NO, no risco cardiovascular aumentado de alguns indivíduos, 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 diferenças que podem 

ocorrer na distribuição de variantes genéticos entre as etnias pode contribuir 

para um tratamento mais eficaz de doenças cardiovasculares (WOOD, 2000).  
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5- CONCLUSÕES 

 

            Podemos concluir que existe uma acentuada diferença na distribuição 

dos três polimorfismos clinicamente relevantes da eNOS estudados (T-786C, 

4a/4b e Glu298Asp) entre indivíduos negros comparados aos brancos, tanto na 

população brasileira quanto na população americana. Essas diferenças podem 

ajudar a explicar, ao menos em parte, as disparidades étnicas observadas com 

relação à susceptibiliade a  doenças cardiovasculares e resposta à drogas.  
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