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INTRODUCTION Cerca de 40 a 50 milhdes de pessoas em todo mundo tém vitiligo e

embora sua forma primaria ndo seja uma ameaca a vida, os efeitos
estéticos e psicologicos da doenca demandam para uma terapia eficaz,
que depende de um melhor entendimento da sua patogénese (RUIZ-
2015). O aparecimento de manchas hipocrémicas na pele e mucosas, .Alé(}U%LLES é‘ > el al.? 2007). .A patogenesehq ° vitiligo permanece
ocorre devido a perda progressiva de melandcitos funcionais na area Indelinida, embora muitas tef) r1as, como a 1potese au.toilmlrlne, a
afetada (DA LUZ LL, ef al., 2014; KOVACS M e PODDA M 2019) teoria autotox@a, a tegrla genética, a teoria neural, a teoria 1ntr{nseca
sendo que as manchas (lesdes) podem aparecer em diferentes formas e alteragdes bioquimicas, moleculares e celulares responsaveis por
¢ tamanhos, estando distribuidas em qualquer area do tegumento perda de melanocitos em funcionamento no vitiligo foram elaboradas
(TARLE RE}, et al., 2014). Segundo Ezzedine K et al., (2012) as para.escla'recer vitiligo como .pato.genia e mos:trou que ¢ uma doenga
lesdes podem ser classificadas como: vitiligo ndo segmentar (NSV), multifatorial que envolve muitas interagdes dlferentes'( (ONGENAE
quando se manifesta nos dois lados do corpo, e vitiligo segmentar et al 2005 ), podendo afetar p 850as d‘? gualquer idade o etnia
(SV), manifestando-se apenas em uma parte do corpo. No entanto (WHITTON ME et al. 2015). A 6xido nitrico-sintase (NOS) é uma
recen’temente Kovacs M ¢ Podda M (2019) relatam que o Vitilig(; enzima responsavel pela sintese do 6xido nitrico. Sendo sintetizado a

. . . artir da conversdo da arginina em citrulina pela NOS. O 6xido
pode ser classificado em uma terceira forma, quando os sintomas da part .. & 1 di P fisiologi
doenga sio mistos. nitrico possui importante papel em diversos processos fisiologicos,

O vitiligo ¢ uma doenga cronica da pele, sistémica adquirida,
evidenciada por manchas despigmentadas (WHITTON ME, et al.,
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tais como em mecanismos da inflamagdo e autoimunidade (FILHO F
e ZILBERSTEIN B, 2000). Sdo trés isoformas conhecidas da
sintetase (NOS) do 6xido nitrico, sendo duas formas constitutivas
(cNOS) e uma forma induzida (iNOS) (Alderton W K ef al., 2001),
em que as isoformas constitutivas sdo a de 6xido nitrico neuronal
(nNOS) e a sintetase de 6xido nitrico endotelial (eNOS). A eNOS ¢é
responsavel pela conversio de L-arginina, um aminoacido semi-
essencial, em oxido nitrico (NO) e (L-citrulina), (MARKUS et al.
1998). O oxido nitrico tem propriedades antioxidantes, que resultam
na inibi¢do da oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL);
tem agdes antiapoptoticas sobre as células endoteliais (SIASOS et al.
2006) e regula os niveis de homocisteina, cuja elevacdo ¢ um
importante fator de risco para a doenga cardiovascular (BROWN et
al. 2003). O gene da enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
estd localizado no cromossomo 7 (Gen Bank D26607), mais
especificamente no brago longo do cromossomo 7, na regido 7q35-36,
apresentando este, peso molecular de 4.4kb, compreendendo 25
introns e 26 éxons, responsaveis pela sintese do RNA mensageiro
(RNAm) de 4052 nucleotideos (ABRAMSON et al., 2001). A
codificacdo do gene da eNOS, leva a formagdo de uma enzima de
cadeia polipeptidica contendo 1203 aminoacidos e um peso molecular
de 135-kD (MARSDEN et al., 1993). Segundo Wheeler DS ¢ Wong
HR, (2001) o polimorfismo genético pode ser determinado como a
ocorréncia regular em uma populagdio de dois ou mais alelos,
localizado em um ponto especifico do cromossomo, que apresenta em
uma frequéncia maior que 1%, podendo gerar em deficiéncias
proteicas, tais como: proteina alterada, alteragdo no nivel normal da
proteina expressada ou nenhuma mudanga na producgio ou expressdo
proteica. Podendo ainda ser caracterizado por substitui¢do, insergdo
ou dele¢do de unicos ou multiplos nucleotideos no DNA e podem
ocorrer nas mais diversas regides do genoma humano
(BALASUBRAMANIAN SP ef al., 2004). Um polimorfismo de
nucleotideo simples (SNP) denominado Glu 298Asp
localizado no éxon 7, caracterizado pela presenca de uma
Guanina (G — mais comum) e uma timina (T — mais raro) no
nucleotideo 894, a presenga de G ¢ T acarreta mudangas do
aminoacido glutamato por aspartato na posi¢do 298
(Glu298Asp) da proteina eNOS (DE MARCO, 2010). Esse
tipo de SNP, denominado estrutural, ¢ geralmente, responsavel
por mudangas na estrutura proteica com perda ou reducao da
fun¢do original ou da capacidade de ligagdo da mesma
(NUSSBAUM et al. 2002).

Os efeitos bioldgicos do oxido nitrico (ON) sdo extremamente
variaveis, de acordo com o local, producdo e quantidade gerada em
alvos no ambiente onde ¢ liberado. Multiplos fatores sdo importantes
em determinar o papel duplo do ON, fisiolégico e fisiopatologico
(ABRAMSON, 2001). Embora as muta¢des do gene da eNOS, tenha
sido extensivamente estudada em doengas cardiovasculares (CVD),
ainda sdo necessarios mais estudos sobre o seu papel nas doencas
inflamatérias (PETRI, 2002). Ha uma relevancia muito grande para a
saude publica a identificac@o dos loci que estiverem associados com o
risco de desenvolvimento de vitiligo, pois estes genes podem
proporcionar novos alvos terapéuticos e profilaticos para novas
abordagens intervencionais para tratar e prevenir o vitiligo. A
presente pesquisa teve como objetivo investigar a ocorréncia o
polimorfismo Glu298Asp do gene 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) em um grupo de pacientes com vitiligo e comparar as
frequéncias dos gendtipos com um grupo controle da regido centro
oeste do Brasil.

METODOLOGIA

Estratégia de pesquisa e critérios de selecio: O presente estudo
incluiu como critério de inclusdo 51 pessoas adultas com vitiligo e 50
pessoas controles (sem vitiligo). O presente trabalho foi submetido
pelo Comiteé de ética em Pesquisa (CEP), sob o nimero 1.012.653. Os
pacientes foram recrutados no ambulatério de um Hospital do Estado
de Goids, Brasil. Durante o periodo de fevereiro a julho de 2015,
depois de tomar ciéncia 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
voluntarios na pesquisa (grupo controle), onde estes foram pareados
com o grupo caso na idade e género, por tratar de uma pesquisa caso
controle.

Amostragem e Extracdo do DNA: As amostras de sangue total,
foram obtidas por coleta de sangue venoso periférico, em tubo
contendo o anticoagulante EDTA, foram refrigeradas de 2 a 8° C e em
seguida tiveram o DNA extraido, utilizando o protocolo estabelecido
pelo Kit PurelinkTM (Invitrogen, USA). A genotipagem do
Polimorfismo Glu298Asp, foi realizada por analise de PCR-RFLP, tal
como descrito por Hingorani et al (1999). Os iniciadores de PCR para
o polimorfismo Glu298Asp foram adquiridos pela (Gibco, invitrogen
- USA), nas sequéncias: 50-CATGAGGCTCAGCCCCAGAAC-30
(sense) e 50-AGTCAATCCCTTTGGTGCTCAC-30 (antisense). A
reagdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 [IL com a
seguinte composi¢do: 50 ng de DNA gendmico (at¢ 3 L), 45 [OL
mastermix, 2 [L primer e agua destilada ultrapura (Gibco,
Invitrogen, USA). A PCR foi realizada em termociclador (Techne
Inc), nas seguintes condi¢cdes de ciclagem: desnaturacdo inicial a
95°C durante 5 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturagio,
anelamento e extensao (95°C por 1 min, 60°C por 1 min, e 70°C por 1
min). A extensdo final da reagdo ocorreu a 70°C por 5 min. Apos
amplificag¢@o por PCR, o produto resultante de 206pb foram digeridos
com a enzima de restricdo Mbol (Promega-USA) a 37°C por 6h com
1,0 uL de enzima em um shaker (Vortemp 56, Labnet). Produtos
amplificados e digeridos contendo o alelo G (sem o sitio de restri¢do)
geraram um fragmento de 206 pb, enquanto os produtos de PCR
contendo o alelo T (com sitio de restricdo) produziram dois
fragmentos um 119 e outro com 87 pb. Os produtos da digestdo foram
analisados em gel de agarose a 3%, e visualizados apo6s a coloracédo
com brometo de etidio e visualizados em um transluminador.

Andlise Estatistica: Os dados foram analisados no programa SPSS,
versdo 22. Inicialmente, as distribuigdes dos genétipos foram
apresentadas em frequéncias absolutas e relativas, o teste de qui-
quadrado foi utilizado para: a) comparar as diferengas das
distribui¢cdes dos genotipos observados e esperadas no equilibrio de
Hardy-Weinberg em cada grupo (avaliacdo intragrupo) e b) comparar
as diferengas das distribui¢cdes genotipicas entre 0s grupos caso €
controle (avaliagdo intergrupos).

RESULTADOS

O perfil de bandas obtidas apoés PCR-RFLP do gene eNOS e
identificacdo do polimorfismo Glu298Asp. Linha 1 padrio de Peso
molecular (PM), linhas 2,3,4,7 individuos heterozigotos G/T e linhas
5,6,8 individuos homozigotos GG (Figura 1). O alelo selvagem
(GG) com 206 pb, enquanto a presenca de fragmentos 119 e 87 pb
representam o alelo mutante.

e
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7
Fonte: Lacerda K. A. P., Guillo, L. A.

Figura 1. Gel de agarose 3% para o polimorfismo Glu298Asp
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A distribui¢@o dos gendtipos observados no estudo (Tabela 1), assim
como os resultados esperados no teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nao se verificou diferenga estatistica na distribuicdo
observada e esperada no grupo controle, sugerindo que as populagdes
se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao se verificou
diferenca estatistica na distribui¢do dos gendtipos entre os grupos
caso e controle. Da mesma forma, ndo foi observado essa diferenca
nas frequéncias alélicas entre os grupos (p = 0,138) (Tabela 2).

genético (n = 51). Além disso, estudos genéticos atuais ndo se
baseiam na andlise de apenas um gene, mas de um conjunto de
haplotipos relacionados ou mesmo milhares de polimorfismos
genéticos simultaneamente.

Consideracdes finais: A investigagdo sobre a associagdo do
polimorfismo do gene eNOS Glu298Asp com vitiligo, ndo apresentou
diferenca significativa na distribuicdo dos gendtipos entre os
portadores de vitiligo e grupo controle.

Tabela 1. Distribuicio dos gendtipos (Gen) observados (Obse) e esperados (Esp) no equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos caso
(Gceaso) e grupo controle (Gcon)

Gen Geon (n=50) Gceaso (n=51) p*
Obse Esp® Obse Esp®
GG 19 (38,0) 21,8(43,5 0,079 29(56,9)  29,1(57,0)0 0,961
GT 28 (56,0) 22,4 (44,9) 19(37,3) 18,9(37,0)
TT 3 (6,0) 5,8 (11,6) 3(5,9) 3,0 (6,0)

a.Teste de qui-quadrado; b. esperado no equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 2. Distribuicio das frequéncias alélicas (F.) e genotipicas (G.), Modelo dominante (Mod d) e Modelo recessivo (Mode r) em
pacientes com vitiligo e grupo controle

Variaveis Controle Casos OR® (IC 95%)° p*
(n = 50) (n=51)

F. alélica

G 66 (66,0) | 77(75.5) 1,00

T 34 (34,0) 25(245) | 063 (034-1,21) | 0,138

Genotipos

GG 19(38,0) 29(569) | 2,24(0,99-5,11) | 0,053

GT 28 (56,0) 19 (37.3) 1,00

TT 3 (6,0) 3(5.8) 147 (026-8,09) | 0,655

Mod d

GG 19(38,0) | 29(569) | 2,15(0.97-4,76) | 0,059

GT+TT 31(62,0) 22 (43,1) 1,00 0,059

Mod. r

TT 3 (6,0) 3(5.9) 1,00

GG+GT 47 (94,0) 48 (94,1) 1,02 (0,19-531) | 0,980

a.Valores de p derivados da estatistica de Wald; b. Odds ratio; c. Intervalo de confianga de 95%.

DISCUSSAO

A distribui¢do do genotipo do polimorfismo Glu298Asp em pessoas
com vitiligo e grupo controle apresentou estar em equilibrio de
Hardy-Weinberg. O grupo controle apresentou uma frequéncia maior
do gendtipo GT (56,0%), seguido do par GG (38,0%) e por tltimo o
par TT (3,0%), seguindo os padrdes de distribuicdo genotipicas
observados por Rossi et al., (2003) e Metzger et al., (2007) que
realizaram estudos populacionais onde avaliaram a distribuicdo do
polimorfismo para o gene da eNOS. Ja o grupo caso de nosso estudo,
apresentou inversdo na frequéncia, com predominancia do gendtipo
GG (56,9%) seguido por GT (37,3%) e por ultimo TT (5,9%),
portanto, ndo se verificou diferenga estatistica na distribuicdo dos
gendtipos para o polimorfismo eNOS entre os grupos caso e controle
(p > 0,05). Polimorfismo localizado no exon 7, Glu298Asp, altera a
estrutura primaria da proteina, o que poderia levar a alteragdes
funcionais na enzima. Alguns estudos tem relacionado esse
polimorfismo a hipertensdo, doenca arterial coronariana (CAD) e
espasmos corondrios, enquanto outros nio encontraram associagao
com (CAD) ou hipertensdo (Janchymova et al. (2001), Albrecth et al.
(2003)). O polimorfismo Glu 298Asp foi associado a uma produgdo
basal de oxido nitrico (ON) reduzida, podendo levar implicacdes
funcionais no desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo
(Veldman, 2001). Este é o primeiro estudo a investigar o
polimorfismo do gene eNOS Glu298Asp em pessoas com vitiligo.
Embora ndo tenhamos encontrado uma associagdo entre o
polimorfismo e vitiligo, ¢ possivel que com uma populagdo maior
possa indicar um papel para este polimorfismo na patologia do
vitiligo. Neste primeiro estudo relatado, apresenta resultados ndo
significantes  estatisticamente, entretanto, sdo potencialmente
importantes e requerem mais uma confirmagdo em outras populagdes
com grupos maiores. Certas limitagdes sdo inerentes a este estudo. A
primeira ¢ a amostra, provavelmente pequena para um estudo

Da mesma forma, ndo observou diferenca significativa nas
frequéncias alélicas entre os portadores de vitiligo e ndo portadores.
Sabe-se que varios fatores, tais como o fundo genético e etnia da
populacdo analisada, podem influenciar no complexo susceptibilidade
a doenga, portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar o papel
da eNOS polimorfismos na patogénese das manifestagdes clinicas do
vitiligo.
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