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ARTICLE INFO  ABSTRACT 
 
 

Objetivou-se investigar se ocorre polimorfismo Glu298Asp do gene óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) em um grupo de pacientes com vitiligo e comparar as frequências dos 
genótipos com um grupo controle da região Centro Oeste do Brasil. O presente estudo incluiu 51 
pessoas adultas com vitiligo e 51 pessoas controles. As amostras de sangue total foram obtidas 
por coleta de sangue venoso periférico em tubo contendo o anticoagulante EDTA, em seguida, 
realizou-se a extração do DNA. A genotipagem do polimorfismo Glu298Asp foi realizada por 
análise de PCR-RFLP. Não houve diferença entre as frequências do polimorfismo entre os grupos 
de indivíduos portadores de vitiligo e controle (p > 0,05), sugerindo que as populações se 
encontram em equilíbrio de Hardy-Weinberg. A investigação sobre a associação do polimorfismo 
do gene eNOS Glu298Asp com vitiligo, não apresentou diferença significativa na distribuição dos 
genótipos (p > 0,05) e na distribuição das frequências alélicas (p = 0,138) entre os portadores de 
vitiligo e grupo controle. Sabe-se que vários fatores, tais como o perfil genético e etnia da 
população analisada, podem influenciar no complexo susceptibilidade à doença, portanto, mais 
estudos são necessários para elucidar o papel do polimorfismo do gene da eNOS na patogênese do 
vitiligo. 
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INTRODUCTION 
 
O vitiligo é uma doença crônica da pele, sistêmica adquirida, 
evidenciada por manchas despigmentadas (WHITTON ME, et al., 
2015). O aparecimento de manchas hipocrômicas na pele e mucosas, 
ocorre devido à perda progressiva de melanócitos funcionais na área 
afetada (DA LUZ LL, et al., 2014; KOVACS M e PODDA M 2019), 
sendo que as manchas (lesões) podem aparecer em diferentes formas 
e tamanhos, estando distribuídas em qualquer área do tegumento 
(TARLÉ RG, et al., 2014). Segundo Ezzedine K et al., (2012) as 
lesões podem ser classificadas como: vitiligo não segmentar (NSV), 
quando se manifesta nos dois lados do corpo, e vitiligo segmentar 
(SV), manifestando-se apenas em uma parte do corpo. No entanto, 
recentemente Kovacs M e Podda M (2019) relatam que o vitiligo 
pode ser classificado em uma terceira forma, quando os sintomas da 
doença são mistos.  

 
 
 
Cerca de 40 a 50 milhões de pessoas em todo mundo têm vitiligo e 
embora sua forma primária não seja uma ameaça à vida, os efeitos 
estéticos e psicológicos da doença demandam para uma terapia eficaz, 
que depende de um melhor entendimento da sua patogênese (RUIZ-
ARGÜELLES L, et al., 2007). A patogênese do vitiligo permanece 
indefinida, embora muitas teorias, como a hipótese auto-imune, a 
teoria autótoxica, a teoria genética,  a teoria neural, a teoria intrínseca 
e alterações bioquímicas, moleculares e celulares responsáveis por 
perda de melanócitos em funcionamento no vitiligo foram elaboradas 
para esclarecer vitiligo como patogenia e mostrou que é uma doença 
multifatorial que envolve muitas interações diferentes ( (ONGENAE 
et al 2005 ), podendo afetar pessoas de qualquer idade ou etnia 
(WHITTON ME et al. 2015). A óxido nítrico-sintase (NOS) é uma 
enzima responsável pela síntese do óxido nítrico. Sendo sintetizado a 
partir da conversão da arginina em citrulina pela NOS. O óxido 
nítrico possui importante papel em diversos processos fisiológicos, 
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tais como em mecanismos da inflamação e autoimunidade (FILHO F 
e ZILBERSTEIN B, 2000). São três isoformas conhecidas da 
sintetase (NOS) do óxido nítrico, sendo duas formas constitutivas 
(cNOS) e uma forma induzida (iNOS) (Alderton W K 
em que as isoformas constitutivas são a de óxido nítrico neuronal 
(nNOS) e a sintetase de óxido nítrico endotelial (eNOS). A eNOS é 
responsável pela conversão de L-arginina, um aminoácido semi
essencial, em óxido nítrico (NO) e (L-citrulina), (MARKUS 
1998). O óxido nítrico tem propriedades antioxidantes, que resultam 
na inibição da oxidação das lipoproteínas de baixa densidade (LDL); 
tem ações antiapoptóticas sobre as células endoteliais (SIASOS 
2006) e regula os níveis de homocisteína, cuja elevação é um 
importante fator de risco para a doença cardiovascular (BROWN 
al. 2003).   O gene da enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) 
está localizado no cromossomo 7 (Gen Bank D26607), mais 
especificamente no braço longo do cromossomo 7, na região 7q35
apresentando este, peso molecular de 4.4kb, compreendendo 25 
íntrons e 26 éxons, responsáveis pela síntese do RNA mensageiro 
(RNAm) de 4052 nucleotídeos (ABRAMSON 
codificação do gene da eNOS, leva a formação de uma enzima de 
cadeia polipeptídica contendo 1203 aminoácidos e um peso molecular 
de 135-kD (MARSDEN et al., 1993). Segundo Wheeler DS e Wong 
HR, (2001) o polimorfismo genético pode ser determinado como a 
ocorrência regular em uma população de dois ou mais alelos, 
localizado em um ponto específico do cromossomo, que apresenta em 
uma frequência maior que 1%, podendo gerar em deficiências 
proteicas, tais como:  proteína alterada, alteração no nível normal da 
proteína expressada ou nenhuma mudança na produção ou expressão 
proteica. Podendo ainda ser caracterizado por substituição, inserção 
ou deleção de únicos ou múltiplos nucleotídeos no DNA e podem 
ocorrer nas mais diversas regiões do genoma humano 
(BALASUBRAMANIAN SP et al., 2004). Um polimorf
nucleotídeo simples (SNP) denominado Glu 298Asp 
localizado no éxon 7, caracterizado pela presença de uma 
Guanina (G – mais comum) e uma timina (T 
nucleotídeo 894, a presença de G e T acarreta mudanças do 
aminoácido glutamato por aspartato na posição 298 
(Glu298Asp) da proteína eNOS (DE MARCO, 2010). Esse 
tipo de SNP, denominado estrutural, é geralmente, responsável 
por mudanças na estrutura proteica com perda ou redução da 
função original ou da capacidade de ligação da mesma 
(NUSSBAUM et al. 2002).  
 
Os efeitos biológicos do oxido nítrico (ON) são extremamente 
variáveis, de acordo com o local, produção e quantidade gerada em 
alvos no ambiente onde é liberado. Múltiplos fatores são importantes 
em determinar o papel duplo do ON, fisiológico e fisiopatológico 
(ABRAMSON, 2001).  Embora as mutações do gene da eNOS, tenha 
sido extensivamente estudada em doenças cardiovasculares (CVD), 
ainda são necessários mais estudos sobre o seu papel nas doenças 
inflamatórias (PETRI, 2002). Há uma relevância muito grande para a 
saúde pública a identificação dos loci que estiverem associados com o 
risco de desenvolvimento de vitiligo, pois estes genes podem 
proporcionar novos alvos terapêuticos e profiláticos para novas 
abordagens intervencionais para tratar e prevenir o vitiligo. A 
presente pesquisa teve como objetivo investigar a ocorrência o 
polimorfismo Glu298Asp do gene óxido nítrico sintase endotelial 
(eNOS) em um grupo de pacientes com vitiligo e comparar as 
frequências dos genótipos com um grupo controle da região centro 
oeste do Brasil. 
 

METODOLOGIA 
 
Estratégia de pesquisa e critérios de seleção: 
incluiu como critério de inclusão 51 pessoas adultas com vitiligo e 50 
pessoas controles (sem vitiligo). O presente trabalho foi su
pelo Comitê de ética em Pesquisa (CEP), sob o número 1.012.653. Os 
pacientes foram recrutados no ambulatório de um Hospital do Estado 
de Goiás, Brasil. Durante o período de fevereiro a julho de 2015, 
depois de tomar ciência e assinar o termo de con
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artato na posição 298 
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tipo de SNP, denominado estrutural, é geralmente, responsável 
por mudanças na estrutura proteica com perda ou redução da 
função original ou da capacidade de ligação da mesma 

Os efeitos biológicos do oxido nítrico (ON) são extremamente 
variáveis, de acordo com o local, produção e quantidade gerada em 
alvos no ambiente onde é liberado. Múltiplos fatores são importantes 

fisiológico e fisiopatológico 
(ABRAMSON, 2001).  Embora as mutações do gene da eNOS, tenha 
sido extensivamente estudada em doenças cardiovasculares (CVD), 
ainda são necessários mais estudos sobre o seu papel nas doenças 

relevância muito grande para a 
saúde pública a identificação dos loci que estiverem associados com o 
risco de desenvolvimento de vitiligo, pois estes genes podem 
proporcionar novos alvos terapêuticos e profiláticos para novas 

a tratar e prevenir o vitiligo. A 
presente pesquisa teve como objetivo investigar a ocorrência o 
polimorfismo Glu298Asp do gene óxido nítrico sintase endotelial 
(eNOS) em um grupo de pacientes com vitiligo e comparar as 

po controle da região centro 

: O presente estudo 
incluiu como critério de inclusão 51 pessoas adultas com vitiligo e 50 
pessoas controles (sem vitiligo). O presente trabalho foi submetido 
pelo Comitê de ética em Pesquisa (CEP), sob o número 1.012.653. Os 
pacientes foram recrutados no ambulatório de um Hospital do Estado 
de Goiás, Brasil. Durante o período de fevereiro a julho de 2015, 
depois de tomar ciência e assinar o termo de consentimento livre e 

esclarecido. O referido hospital possui um hemocentro, onde foi 
realizada uma triagem dos doadores que poderiam participar como 
voluntários na pesquisa (grupo controle), onde estes foram pareados 
com o grupo caso na idade e gênero, por t
controle. 
 
Amostragem e Extração do DNA
foram obtidas por coleta de sangue venoso periférico, em tubo 
contendo o anticoagulante EDTA, foram refrigeradas de 2 a 8º C e em 
seguida tiveram o DNA extraído, utilizando o protocolo estabelecido 
pelo Kit PurelinkTM (Invitrogen, USA). A genotipagem do 
Polimorfismo Glu298Asp, foi realizada por análise de PCR
como descrito por Hingorani et al 
o polimorfismo Glu298Asp foram adquiridos pela (Gibco, invitrogen 
- USA), nas sequências: 50-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC
(sense) e 50-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC
reação de PCR foi realizada em um volume final de 50 
seguinte composição: 50 ng de DNA genômico (até
mastermix, 2 L   primer e água destilada ultrapura (Gibco, 
Invitrogen, USA). A PCR foi realizada em termociclador (Techne 
Inc), nas seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial a 
95ºC durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desn
anelamento e extensão (95ºC por 1 min, 60ºC por 1 min, e 70ºC por 1 
min). A extensão final da reação ocorreu a 70ºC por 5 min. Após 
amplificação por PCR, o produto resultante de 206pb foram digeridos 
com a enzima de restrição Mbol (Promega
1,0 µL de enzima em um shaker (Vortemp 56, Labnet).  Produtos 
amplificados e digeridos contendo o alelo G (sem o sítio de restrição) 
geraram um fragmento de 206 pb, enquanto os produtos de PCR 
contendo o alelo T (com sítio de restrição) pr
fragmentos um 119 e outro com 87 pb.
analisados em gel de agarose a 3%, e visualizados após a coloração 
com brometo de etídio e visualizados em um transluminador.
 
Análise Estatística: Os dados foram analisados n
versão 22. Inicialmente, as distribuições dos genótipos foram 
apresentadas em frequências absolutas e relativas, o teste de qui
quadrado foi utilizado para: a) comparar as diferenças das 
distribuições dos genótipos observados e esperadas n
Hardy-Weinberg em cada grupo (avaliação intragrupo) e b) comparar 
as diferenças das distribuições genotípicas entre os grupos caso e 
controle (avaliação intergrupos). 
 

RESULTADOS  
 
O perfil de bandas obtidas após PCR
identificação do polimorfismo Glu298Asp. Linha 1 padrão de Peso 
molecular (PM), linhas 2,3,4,7 indivíduos heterozigotos G/T e linhas 
5,6,8 indivíduos homozigotos GG (Figura 1).   O alelo selvagem 
(GG) com 206 pb, enquanto a presença de fragmentos 119 e 87 
representam o alelo mutante. 
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Figura 1. Gel de agarose 3% para o polimorfismo Glu298Asp
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seguinte composição: 50 ng de DNA genômico (até 3 L), 45 L 
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Inc), nas seguintes condições de ciclagem: desnaturação inicial a 
95ºC durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturação, 
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1,0 µL de enzima em um shaker (Vortemp 56, Labnet).  Produtos 
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geraram um fragmento de 206 pb, enquanto os produtos de PCR 
contendo o alelo T (com sítio de restrição) produziram dois 
fragmentos um 119 e outro com 87 pb. Os produtos da digestão foram 
analisados em gel de agarose a 3%, e visualizados após a coloração 
com brometo de etídio e visualizados em um transluminador. 
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apresentadas em frequências absolutas e relativas, o teste de qui-
quadrado foi utilizado para: a) comparar as diferenças das 
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entre o polimorfismo glu298asp do gene da enzima óxido nítrico sintase endotelial e vitiligo 



A distribuição dos genótipos observados no estudo (Tabela 1), assim 
como os resultados esperados no teste de equilíbrio de Hardy-
Weinberg. Não se verificou diferença estatística na distribuição 
observada e esperada no grupo controle, sugerindo que as populações 
se encontram em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Não se verificou 
diferença estatística na distribuição dos genótipos entre os grupos 
caso e controle. Da mesma forma, não foi observado essa diferença 
nas frequências alélicas entre os grupos (p = 0,138) (Tabela 2). 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

DISCUSSÃO  
 
A distribuição do genótipo do polimorfismo Glu298Asp em pessoas 
com vitiligo e grupo controle apresentou estar em equilíbrio de 
Hardy-Weinberg. O grupo controle apresentou uma frequência maior 
do genótipo GT (56,0%), seguido do par GG (38,0%) e por último o 
par TT (3,0%), seguindo os padrões de distribuição genotípicas 
observados por Rossi et al., (2003) e Metzger et al., (2007) que 
realizaram estudos populacionais onde avaliaram a distribuição do 
polimorfismo para o gene da eNOS. Já o grupo caso de nosso estudo, 
apresentou inversão na frequência, com predominância do genótipo 
GG (56,9%) seguido por GT (37,3%) e por último TT (5,9%), 
portanto, não se verificou diferença estatística na distribuição dos 
genótipos para o polimorfismo eNOS entre os grupos caso e controle 
(p > 0,05). Polimorfismo localizado no exon 7, Glu298Asp, altera a 
estrutura primária da proteína, o que poderia levar a alterações 
funcionais na enzima. Alguns estudos tem relacionado esse 
polimorfismo à hipertensão, doença arterial coronariana (CAD) e 
espasmos coronários, enquanto outros não encontraram associação 
com (CAD) ou hipertensão (Janchymova et al. (2001), Albrecth et al. 
(2003)). O polimorfismo Glu 298Asp foi associado a uma produção 
basal de óxido nítrico (ON) reduzida, podendo levar implicações 
funcionais no desenvolvimento de aterosclerose e hipertensão 
(Veldman, 2001). Este é o primeiro estudo a investigar o 
polimorfismo do gene eNOS Glu298Asp em pessoas com vitiligo. 
Embora não tenhamos encontrado uma associação entre o 
polimorfismo e vitiligo, é possível que com uma população maior 
possa indicar um papel para este polimorfismo na patologia do 
vitiligo. Neste primeiro estudo relatado, apresenta resultados não 
significantes estatisticamente, entretanto, são potencialmente 
importantes e requerem mais uma confirmação em outras populações 
com grupos maiores. Certas limitações são inerentes a este estudo. A 
primeira é a amostra, provavelmente pequena para um estudo 

genético (n = 51). Além disso, estudos genéticos atuais não se 
baseiam na análise de apenas um gene, mas de um conjunto de 
haplótipos relacionados ou mesmo milhares de polimorfismos 
genéticos simultaneamente.  
 
Considerações finais: A investigação sobre a associação do 
polimorfismo do gene eNOS Glu298Asp com vitiligo, não apresentou 
diferença significativa na distribuição dos genótipos entre os 
portadores de vitiligo e grupo controle.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Da mesma forma, não observou diferença significativa nas 
frequências alélicas entre os portadores de vitiligo e não portadores. 
Sabe-se que vários fatores, tais como o fundo genético e etnia da 
população analisada, podem influenciar no complexo susceptibilidade 
à doença, portanto, mais estudos são necessários para elucidar o papel 
da eNOS polimorfismos na patogênese das manifestações clínicas do 
vitiligo. 
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