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O polimorfismo intron 4 a/b do gene NOS3 está associado à 
DRET em pacientes com doença renal policística autossômica 
dominante
NOS3 gene intron 4 a/b polymorphism is associated with ESRD in 
autosomal dominant polycystic kidney disease patients
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Introdução: Genes da óxido nítrico sintase 
endotelial (eNOS) têm sido implicados 
na hemodinâmica renal como potentes 
reguladores do tônus vascular e pressão 
arterial. Tem sido vinculado a uma redução 
nos níveis plasmáticos de óxido nítrico. 
Realizou-se recentemente vários estudos 
para investigar o papel de polimorfismos 
do gene NOS3 e doença renal em estágio 
terminal (DRET). Entretanto, os resultados 
ainda não são claros e os mecanismos não 
estão totalmente definidos. Como resultado, 
realizamos meta-análise para examinar 
a relação entre polimorfismo do gene 
NOS3 e DRET em pacientes com doença 
renal policística autossômica dominante 
(DRPAD). Métodos: Para avaliar a relação 
entre polimorfismo do gene NOS3 e DRET, 
recuperou-se estudos relevantes publicados 
entre Setembro-2002 e Dezembro-2020 
dos bancos de dados PubMed (Medline), 
EMBASE, Google Scholar, Web of Science. 
Calculamos odds ratio (OR) e intervalo de 
confiança (IC) de 95% utilizando modelo de 
efeitos fixos. Para avaliar a heterogeneidade 
dos estudos, utilizamos teste Q de Cochrane 
e estatísticas I2 de Higgins e Thompson. 
Resultados: Nossa meta-análise de 13 
estudos mostrou que a presença dos dois 
polimorfismos do gene NOS3 aumentou 
significativamente o risco de DRET em 
pacientes com DRPAD com polimorfismo 
do gene 4a/b (aa+ab vs. bb: OR=1,95; IC 
95%=1,24-3,09; p=0,004). Ademais, não 
encontramos associação significativa entre 
polimorfismo 894G>T NOS3 (Glu298Asp) 
e risco de DRET em pacientes com DRPAD 
(GT+TT vs. GG: OR=1,21; IC 95%=0,93-
1,58; p=0,157). Não houve evidência de viés 
de publicação.  Conclusões: Achados da meta-
análise atual sugerem que o polimorfismo 
intron 4a/b do NOS3 desempenha papel 
vital no aumento do risco de DRET em 
pacientes com DRPAD.

Resumo

Introduction: Endothelial nitric oxide 
synthase (eNOS) genes have been implicated 
in renal hemodynamics as potent regulators 
of vascular tone and blood pressure. It has 
been linked to a reduction in plasma nitric 
oxide levels. Several studies have recently 
been conducted to investigate the role of 
NOS3 gene polymorphisms and end-stage 
renal disease (ESRD). However, the results 
are still unclear and the mechanisms are not 
fully defined. As a result, we conducted a 
meta-analysis to examine the relationship 
between NOS3 gene polymorphism and 
ESRD in autosomal polycystic kidney 
disease (ADPKD) patients. Methods: To 
assess the relationship between NOS3 
gene polymorphism and ESRD, relevant 
studies published between September 2002 
and December 2020 were retrieved from 
the PubMed (Medline), EMBASE, Google 
Scholar, and Web of Science databases. The 
pooled odds ratio (OR) and 95 % confidence 
interval (CI) were calculated using a fixed-
effect model. To assess the heterogeneity 
of studies, we used Cochrane’s Q test and 
the Higgins and Thompson I2 statistics. 
Results: Our meta-analysis of 13 studies 
showed that the presence of the two NOS3 
gene polymorphisms significantly increased 
ESRD risk in ADPKD patients with 
4a/b gene polymorphism (aa+ab vs. bb: 
OR=1.95, 95% CI=1.24-3.09, p=0.004). 
In addition, no significant association 
was found between the NOS3 894G>T 
(Glu298Asp) polymorphism and the risk of 
ESRD in ADPKD patients (GT+TT vs. GG: 
OR=1.21, 95% CI=0.93-1.58, p=0.157). 
There was no evidence of publication bias.  
Conclusions: The findings of the current 
meta-analysis suggest that NOS3 intron 
4a/b polymorphism plays a vital role in 
the increasing risk of ESRD in ADPKD 
patients.
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Introdução

Os cistos renais podem apresentar várias etiologias, 
amplamente classificadas em desordens genéticas 
e não genéticas. A causa genética mais comum 
e amplamente aceita de doença renal cística em 
humanos é a doença renal policística autossômica 
dominante (DRPAD), a doença renal policística 
autossômica recessiva (DRPAR) e a nefronoftise 
juvenil, para as quais foram identificados genes 
ou localizações cromossômicas1. Entre todas as 
doenças renais císticas, a DRPAD é geneticamente 
heterogênea e afeta todos os grupos raciais ao redor 
do mundo, associada a anormalidades hepáticas, 
cardiovasculares, gastrointestinais e genitais, com uma 
frequência estimada entre 1:400 e 1:1.0002. A DRPAD 
pode ser causada por mutações em um dos dois genes, 
a saber, a doença renal policística 1 (DRP1), mapeada 
para 16p13.3, e o gene da doença renal policística 
2 (DRP2) no cromossomo 4q213. A frequência de 
mutações do gene da DRP1 é muito maior, e o gene é 
responsável por 85% dos casos de DRPAD, enquanto 
15% é causado pelo gene da DRP2. Além disso, 
pacientes idosos apresentam mais casos de mutações 
da DRP2 do que de mutações da DRP1. A doença 
renal envolve hipertensão, infecções do trato urinário 
(ITU), hematúria, dor renal e insuficiência renal, e a 
doença renal em estágio terminal (DRET) ocorre em 
aproximadamente 50% dos pacientes com DRPAD 
com mais de quarenta anos de idade4.

A DRET é uma doença multifatorial e tem se 
mostrado mais significativa em muitos aspectos deste 
fator genético. Evidências anteriores comprovaram 
que a deficiência da óxido nítrico sintase 3 (NOS3) 
contribui para a disfunção endotelial vascular, e sugere-
se que as células endoteliais sanguíneas desempenhem 
um papel vital na patogênese da DRET5. A NOS3 
é uma molécula dimérica de sinalização celular 
com atividades regulatórias significativas, como a 
vasodilatação glomerular, essencial para o controle da 
taxa de filtração glomerular (TFG). Nesta perspectiva, 
a NOS3 na DRPAD foi considerada um possível 
gene candidato para a DRET6. O gene da NOS3 foi 
mapeado para um cromossomo de 7q36 composto por 
26 exons. Diversas variantes polimórficas têm sido 
associadas à síntese do NO modificada, incluindo o 
promotor -786 T > C, 894 G > T, e os polimorfismos 
de número variável de repetições in tandem no intron 
4 a/b (VNTR). Entre estes, o intron-4 (VNTR) de 27 
pares de bases (pb) do NOS3 é conhecido por alterar 

a expressão da eNOS e prejudicar a síntese de NO7. 
Os genótipos e haplótipos dos tagSNPs da NOS3 não 
foram associados à doença6.

Embora muitos pesquisadores tenham examinado 
a associação entre os polimorfismos do gene 
NOS3 e a DRET na DRPAD, os achados foram 
inconsistentes7-12. Em vista da heterogeneidade 
clínica da DRPAD, este estudo teve como objetivo 
resumir quantitativamente a associação entre os 
polimorfismos do NOS3 (polimorfismo 894G>T e 
VNTR intron 4 a/b) e o risco de DRET na DRPAD, 
realizando uma meta-análise abrangente de todos os 
estudos de caso-controle elegíveis.

MaterIaIs e Métodos

IdentIfIcação de estudos de elegIbIlIdade

Foram identificados artigos publicados sobre as 
associações do polimorfismo do gene NOS3 e a 
DRET entre Setembro de 2002 e Dezembro de 2020. 
Todos os estudos de caso-controle considerando a 
associação em pacientes com DRPAD publicados na 
língua inglesa foram selecionados e organizados de 
acordo com as diretrizes PRISMA13. 

Foi realizada uma pesquisa abrangente em bancos 
de dados eletrônicos, incluindo PubMed (Medline), 
EMBASE, Google Scholar e Web of Science com a 
combinação das seguintes palavras-chave e subtítulos: 
“óxido nítrico sintase endotelial”, “eNOS”, “NOS3”, 
“DRET”, “VNTR intron 4”, “meta-análise”, “caso-
controle”, “894G>T (Glu298Asp; rs1799983)”. A 
última pesquisa foi realizada em 30 de Fevereiro de 
2021.

crItérIos de Inclusão e exclusão

Para realizar uma meta-análise mais robusta, 
dois autores coletaram dados de todos os artigos 
relevantes de forma independente. Nossos critérios 
de seleção foram: (1) estudos de caso-controle sobre 
a associação entre os polimorfismos do NOS3 e o 
risco de DRET na DRPAD, (2) artigos com o texto 
integral disponíveis, (3) escritos na língua inglesa, e 
(4) dados originais e contagem completa de alelos do 
genótipo para ambos os grupos de caso e controle 
disponíveis. Estudos foram excluídos se (1) tivessem 
dados sobrepostos/duplicados, (2) não tivessem grupo 
controle, (3) não apresentassem dados genotípicos 
claros, e (4) fossem relatos de casos e artigos de 
revisão. Todas as informações sobre a seleção de 
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estudos em pacientes com DRPAD com ou sem DRET 
foram providenciadas. 

análIse estatístIca

Foram registrados os dados genotípicos dos grupos 
de caso e controle. O grupo de comparação já incluía 
uma seleção, mas os genótipos do NOS3 não foram 
testados para o equilíbrio de Hardy-Weinberg 
(EHW). A meta-análise foi realizada utilizando a 
ferramenta web MetaGenyo. Para cada estudo, a 
força de associação entre o risco de DRET na DRPAD 
e os polimorfismos do gene NOS3 (894G>T e VNTR 
intron 4) foi reportada com valores de odds ratio 
(OR) e intervalo de confiança de 95% (IC) no modelo 
dominante. Para avaliar a heterogeneidade entre 
estudos, utilizamos as estatísticas Q e I2 em todos os 
estudos. Para avaliar a robustez dos achados, a análise 
de sensibilidade foi realizada utilizando uma meta-
análise “leave-one-out”. O teste de Egger e o gráfico 
de funil de Begg foram usados para avaliar o viés 
de publicação. Todas as análises estatísticas foram 
feitas com o software Comprehensive Meta-analysis. 

Considerou-se como estatisticamente significativo um 
valor de P<0,05.

resultados

característIcas dos estudos

Com base na estratégia de busca acima mencionada, 
foram identificados 82 artigos. Destes, foram excluídos 
22 artigos duplicados e irrelevantes. Após a leitura 
dos resumos e títulos, 31 artigos que não avaliaram 
a associação entre os polimorfismos 894G>T e intron 
4a/b do NOS3 e o risco de DRET foram excluídos. 
Vinte e nove artigos foram completamente revisados, 
dos quais 9 trabalhos com 520 pacientes com DRPAD 
com DRET e 563 pacientes com DRPAD sem DRET 
para o polimorfismo 894G>T do NOS38,10-12,14-

18 e 5 artigos com 185 pacientes com DRPAD com 
DRET e 223 pacientes com DRPAD sem DRET para 
o polimorfismo intron 4a/b do NOS37,9,11,19,20 que 
apresentavam dados suficientes, foram incluídos na 
presente meta-análise. O processo de seleção de artigos 
está representado na Figura 1. As características de 
todos os estudos incluídos estão listadas na Tabela 1.

Figura 1. Diagrama de fluxo descrevendo o processo detalhado de pesquisa bibliográfica. 
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Meta-análIse de polIMorfIsMos do gene NOS3 e 
rIsco de dret na drpad

A associação entre as variantes de polimorfismo do 
NOS3 e o risco de DRET na DRPAD foi avaliada em 
um modelo dominante (Figura 2). No geral, as análises 
combinadas mostraram que o polimorfismo 4a/b da 
eNOS está significativamente associado ao aumento 
do risco de DRET no modelo de efeitos fixos (aa+ab vs. 
bb: OR=1,95; IC 95%=1,24-3,09; p=0,004) (Figura 
2B). Entretanto, não houve associação significativa 
entre o polimorfismo 894G>T do NOS3 e o risco de 
DRET em pacientes com DRPAD (GT+TT vs. GG: 
OR=1,21; IC 95%=0,93-1,58; p=0,157; modelo de 
efeitos fixos) (Figura 2A).

teste de heterogeneIdade, sensIbIlIdade e vIés de 
publIcação

O tamanho do efeito estimado para ambos os 
polimorfismos do gene NOS3 (894G>T: I2 = 11,3 
%; p-heterogeneidade =0,341; e polimorfismo intron 
4a/b: I2 = 15,6 %; p-heterogeneidade =0,315) demonstrou 
uma heterogeneidade significativa. As análises de 
sensibilidade foram realizadas através da exclusão 
de estudos, um de cada vez, e conduzidas após cada 
omissão. Não houve diferenças estatisticamente 
significativas nos dados de polimorfismo, indicando 

que a análise foi estatisticamente confiável e consistente 
(Figura 3A).

A análise do polimorfismo intron 4a/b em dois 
estudos19,20 demonstrou que os ORs agrupados 
aumentaram quando cada estudo foi omitido (Figura 
3B). Foram utilizados o gráfico de funil de Begg e o 
teste de Egger para avaliar o viés de publicação da 
literatura. A forma do gráfico de funil foi assimétrica 
tanto para o polimorfismo 894G>T quanto para o 
intron 4a/b. Como apoio a isto, o teste de Egger não 
revelou nenhuma evidência de viés de publicação 
significativo (Figuras 4A e 4B). Além disso, o teste de 
regressão linear de Egger também não revelou nenhum 
viés de publicação para estudos sobre os polimorfismos 
894G>T (P = 0,915) e intron 4 a/b (P = 0,159).

dIscussão

Incluímos nesta meta-análise 13 estudos publicados 
que revelaram que os polimorfismos 4a/b do NOS3 
foram significativamente associados a diversas 
complicações vasculares, as quais são uma causa 
de DRET em pacientes com DRPAD. Nosso estudo 
também demonstrou que não há heterogeneidade 
ou viés de publicação nos estudos incluídos. No 
entanto, os resultados da análise de sensibilidade em 
cada grupo de estudo indicaram que as estimativas 

Polimorfismo 894G>T (Glu298Asp)

Autor Etnia Genotipagem
DRET Sem DRET

GG GT TT GG GT TT

Lee et al. (2002)14 Asiática PCR-RFLP 20 8 0 65 19 0

Walker et al. (2003)15 Caucasiana PCR-RFLP 39 50 7 47 56 16

Reiterová et al. (2004)16 Caucasiana PCR-RFLP 37 29 7 61 22 8

Stefanakis et al. (2008)8 Caucasiana PCR-RFLP 39 32 9 9 6 5

Dasar et al. (2012)10 Caucasiana PCR-RFLP 28 14 0 33 8 1

Ramanathan et al. (2014)6 Caucasiana FRET 34 13 1 39 14 1

Pandita et al. (2017)12 Asiática ARMS-PCR 27 14 1 63 17 1

Kocyigit et al. (2018)17 Caucasiana PCR-RFLP 43 30 5 12 12 6

Malakoutian et al. (2020)18 Caucasiana PCR-RFLP 18 10 5 24 16 2

VNTR Intron 4 a/b

bb aa+ab bb aa+ab

Reiterová et al. (2002)20 Caucasiana PCR-RFLP 30 20 72 33

Merta et al. (2002)19 Caucasiana PCR- Eletroforese 21 9 22 8

Lamnissou et al. (2004)9 Caucasiana PCR- Eletroforese 10 11 21 7

Ramanathan et al. (2014)11 Asiática PCR- Eletroforese 31 17 45 9

Elumalai et al. (2014)7 Asiática PCR- Eletroforese 25 12 16 0

tabela 1 característIcas dos estudos sobre os polIMorfIsMos 894g>t e vntr Intron 4 a/b Incluídos na   
 Meta-análIse
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Figura 2. Forest plot da meta-análise para a associação entre polimorfismos do gene NOS3 e o risco de DRET em pacientes com DRPAD.

Figura 3. Análise de sensibilidade da associação entre os polimorfismos do gene NOS3 e o risco de DRET em pacientes com 
DRPAD.
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de NOS como nitro-L-arginina e NG-nitro-L-arginina 
metil éster (L-NAME) têm uma influência tônica, 
especialmente na circulação medular25. Apesar disso, 
a síntese renal de NO está envolvida na regulação 
aguda e crônica do equilíbrio sódico. 

A hipertensão é a complicação mais frequente 
em pacientes com DRPAD, ocorrendo em 
aproximadamente 60% deles. Miyamoto et al. 
(1998)26 descobriram que a variante missence 
894G>T (Glu298Asp) estava significativamente 
associada à hipertensão essencial, sugerindo uma 
suscetibilidade genética para a hipertensão essencial. 
Outro estudo constatou que a expressão da eNOS e a 
TFGe foram significativamente maiores em pacientes 
com DRPAD sem hipertensão do que naqueles com 
hipertensão. Isto demonstra que a expressão do gene 
eNOS é independentemente preditiva de hipertensão 
na população com DRPAD27. 

Na doença renal, a produção de NO é reduzida por 
uma diminuição no substrato enzimático (L-arginina) 
ou por um aumento na biodisponibilidade do inibidor 
enzimático dimetilarginina assimétrica (ADMA), o 
qual, por sua vez, reduz a síntese de NO por meio 
de um mecanismo de feedback28. Este mecanismo 
tem se mostrado capaz de acelerar a progressão 
de doença renal pré-existente. Vários estudos 
demonstraram que o NO regula negativamente o 
sistema renina-angiotensina inibindo a atividade da 
ECA e os receptores AT129. A liberação de NO por 
células endoteliais desempenha um papel importante 
na regulação da hemodinâmica local e da pressão 
arterial sistemática30. A diminuição da produção de 
NO desempenha um papel importante na progressão 
da doença renal28. Foi observada uma diminuição 
significativa em diferentes isoformas de NOS no 
epitélio cístico durante o crescimento de um cisto 
renal em ratos policísticos Han: Sprague-Dawley 
(SPRD)31. Diversas linhas de evidência sugerem que 
a DRPAD é caracterizada por disfunção endotelial 
causada por liberação deficiente de NO32,33. 

Modelos animais e ensaios clínicos demonstraram 
a importância da NOS na doença renal policística34. 
Pacientes com DRPAD com o alelo 4a progrediram 
para DRET mais lentamente na Bélgica e na França, 
enquanto os pacientes de Hellen da Grécia e Chipre 
progrediram mais rapidamente35,36. No entanto, alguns 
estudos sugeriram que este locus não estava associado 
à DRET de diferentes etiologias36,37. A substituição de 

Figura 4. Gráfico de funil de Egger do viés de publicação para os 
polimorfismos do gene NOS3 e o risco de DRET em pacientes com 
DRPAD.

agrupadas do OR não mudaram quantitativamente 
após cada omissão. Embora o estudo sugira que 
o óxido nítrico possa desempenhar um papel na 
fisiopatologia da DRPAD, o polimorfismo 894G>T 
do NOS3 falhou em demonstrar uma associação 
com a suscetibilidade à DRET em pacientes com 
DRPAD. Os achados são consistentes com uma meta-
análise anterior que constatou que o polimorfismo 
intron 4a/b do NOS3 aumentou o risco de DRET em 
pacientes com DRPAD21.

As NO sintases (NOS) são uma família de 
enzimas que catalisam a produção de óxido nítrico 
(NO) a partir da L-arginina em células endoteliais 
vasculares22. É bem sabido que o NO é altamente 
reativo devido a sua curta meia-vida e um potente 
regulador do tônus vascular e hemorreologia por 
meio da ativação da via dependente da guanosina 
monofosfato cíclica (cGMP)23. Além disso, tem 
envolvimento direto no endotélio vascular, em 
interações celulares complexas e na ativação global 
de células mediadas por inflamação24. Geralmente, o 
NO inibe a absorção de NaCl ao longo do néfron. 
Diversos estudos têm demonstrado que os inibidores 



Braz. J. Nephrol. (J. Bras. Nefrol.) 2022;44(2):224-231

Variante intron 4 do NOS3 e DRET na DRPAD

230

ácido aspártico por glutamato afeta o domínio da 
enzima oxidase que serve como sítio de ligação para 
o BH4 e o aminoácido L-arginina. A alteração causa 
uma variação enzimática, tornando-a mais suscetível 
à clivagem proteolítica na posição D238-P239. Além 
disso, produz uma forma mais curta da enzima, 
resultando em menor produção de NO38. No entanto, 
a relação entre o polimorfismo 894G>T e a idade de 
início da DRET em pacientes com DRPAD também 
produziu resultados inconsistentes15,16,37. Embora o 
polimorfismo -786T>C (rs2070744) tenha um efeito 
funcional, ele está ligado à proteína de replicação 
A1 (RPA1), que se liga ao promotor NOS3 com alta 
afinidade quando o alelo C está presente, resultando 
na transcrição reduzida de NOS339.

Não foram observados achados significativos em 
relação ao polimorfismo do promotor -786 T>C com 
progressão da DRET em pacientes com DRPAD tipo 
135,40. Nossos achados foram inconclusivos em termos 
de associações específicas de etnia entre polimorfismos 
do gene NOS3 e DRET em pacientes com DRPAD. Isto 
se deve possivelmente às diferenças nas frequências dos 
alelos do gene NOS3 entre as populações. Também foram 
realizados estudos individuais investigando a ligação entre 
os polimorfismos do NOS3 e as complicações da DRET. 
Ainda assim, estes estudos podem ter sido desequilibrados 
devido à incapacidade de componentes individuais de 
identificar o impacto desejado destes polimorfismos.

Certas limitações e vieses do estudo devem ser 
considerados e os resultados devem ser interpretados 
com cautela. Nossa meta-análise indicou que o 
polimorfismo intron 4a/b do NOS3, mas não o 
polimorfismo G894T, parece aumentar o risco de 
DRET em pacientes com DRPAD. São necessários 
mais estudos de alta qualidade para investigar as 
complexidades das associações entre os polimorfismos 
do gene NOS3 e as implicações terapêuticas da DRET 
em pacientes com DRPAD.
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