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RESUMO

Analisar a influéncia da associagao dos polimorfismos do gene da sintase do Oxi-
do nitrico endotelial (NOS3) para as posicoes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a e a aptidao
cardiorrespiratdria sobre as concentragdes de nitrito/nitrato, pressao arterial, perfil lipidico e
prevaléncia de doengas cardiometabdlicas em adultos. Noventa e duas
pessoas foram divididas de acordo com o gendtipo: ndo polimoérficas (NP) e polimorficas
(P). Posteriormente, foram subdivididas pela aptidao cardiorrespiratdria associada ao geno-
tipo: alta (ANP e AP) ou baixa (BNP e BP). Os individuos que apresentavam po-
limorfismo para as posicdes Glu298Asp+intron 4b/a e Glu298Asp+-786T>C e baixa aptidao
cardiorrespiratdria apresentaram maiores valores de colesterol total e maior prevaléncia de
dislipidemia. Nossos dados demonstram que os polimorfismos do gene da NOS3
para essas duas associagoes influenciam os niveis de colesterol plasmatico, e essa associacao
foi mais claramente observada quando os individuos apresentavam menor nivel de aptidao
cardiorrespiratdria. Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57(1):33-43
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ABSTRACT

To evaluate the influence of the interaction between endothelial nitric oxide synthase
gene (NOS3) polymorphisms at positions -786T>C, Glu298Asp and intron 4b/a, and cardiores-
piratory fitness on plasma nitrite/nitrate levels, blood pressure, lipid profile, and prevalence of
cardiometabolic disorders. Ninety-two volunteers were genotyped for
NOS3 polymorphisms at positions (-786T>C and Glu298Asp) and (intron 4b/a) and divided ac-
cording to the genotype: non-polymorphic (NP) and polymorphic (P). After that, they were sub-
divided according to the cardiorespiratory fitness associated with genotype: high (HNP and HP)
and low (LNP and LP). The subjects with polymorphism for the interactions at positions
Glu298Asp + intron 4b/a, and Glu298Asp+-786T>C showed the highest values in total choleste-
rol, as well as dyslipidemia. Our findings show that NOS3 gene polymorphisms at
positions -786T>C, Glu298Asp, and intron 4b/a exert negative effects on the lipid profile compa-
red with those who do not carry polymorphisms. Arq Bras Endocrinol Metab. 2013;57(1):33-43
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NOS3 polimorfismos e dislipidemia

INTRODUGAO
O oxido nitrico (NO) formado a partir da conver-

sdo da L-arginina pela agdo da enzima sintase do
6xido nitrico endotelial (eNOS) possui papel central
no controle do sistema cardiovascular. Além disso, o
NO desempenha importante fungdo na prevengio das
doengas cardiometabodlicas (1,2). Assim, diminuigdo
da produgio do NO pelas células endoteliais ¢ /ou sua
menor biodisponibilidade para os tecidos, fen6meno
caracterizado por disfun¢io endotelial, podem acarre-
tar importantes alteragdes metabdlicas bem como al-
teragoes no estado redox (aumento do estresse oxida-
tivo), contribuindo para a génese ¢ o desenvolvimento
de doengas como a dislipidemia e a aterosclerose (3).
Os mecanismos pelos quais ocorre menor produgdo de
NO ¢/ou sua biodisponibilidade tém sido associados a
altera¢oes de glicemia, perfil lipidico, dieta hipercal6ri-
ca e sedentarismo, entre outros (4). Mais recentemente,
altera¢oes genéticas (polimorfismo) no gene da enzima
eNOS (NOS3) foram associadas a disfun¢io endotelial,
mostrando que a presenca de polimorfismo no gene da
eNOS poderia ser um fator desencadeador de doengas
cardiometabdlicas (5).

Entre os polimorfismos do gene da eNOS, os mais
estudados e clinicamente relevantes sio os polimor-
fismo caracterizados pela substitui¢io de um tnico
nucleotideo (single nucleotide polymorphism — SNP),
SNPs da regiio promotora (-786T>C), o polimorfis-
mo do éxon 7 (Glu298Asp) e o VNTR localizado no
intron 4 com 27 pb repetidos (intron 4a/b) (6). De
fato, estudos prévios demonstraram que os polimor-
fismos do gene da NOS3 para as posi¢des -786T>C,
caracterizado pela substitui¢do da Timina (T) para
citosina (C) na regido promotora do gene; 894G>T
(Glu298Asp), caracterizado pela substitui¢io do ami-
nodcido glutamato (Glu) para aspartato (Asp) na en-
zima eNOS e intron 4b/a, caracterizado por quatro
repeti¢oes em tandem de 27pb, estio associados ao
desenvolvimento de doengas cardiovasculares como
hipertensdo arterial, doenga isquémica cardfaca e aci-
dente vascular encefilico, bem como doengas endo-
crinometabdlicas (7,8).

A pritica regular de exercicio fisico aerébio de mo-

¢ derada intensidade promove efeitos benéficos tanto na
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preven¢io quanto no tratamento das doengas cardio-
metabdlicas, e esses efeitos foram associados a maior
produg¢io de NO e/ou sua biodisponibilidade (4). As-
sim, sabe-se que o aumento do fluxo sanguineo desen-
cadeado pelo exercicio fisico ¢ um poderoso estimulo
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para a produgio de NO pelas células endoteliais ¢ /ou
aumento de sua biodisponibilidade pela maior atividade
de enzimas antioxidantes (9,10).

Estudos prévios avaliaram a rela¢do entre a presen-
¢a de polimorfismos do gene da NOS3 e a pritica de
atividade fisica (11), o nivel de aptidio cardiorrespi-
ratéria (12), bem como o efeito do treinamento fisi-
co (13-16). No entanto, apenas um trabalho avaliou
a influéncia do polimorfismo do gene da eNOS sobre
parametros metabolicos em individuos treinados (16).
Além disso, até o presente momento nenhum estudo
avaliou a interagdo entre os polimorfismos do gene da
NOS3 (-786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a) e o nivel
de aptidio cardiorrespiratéria. Portanto, o objetivo do
presente estudo foi verificar a influéncia da intera¢do
entre os polimorfismos do gene NOS3 para as posigdes
-786T>C, Glu298Asp ¢ intron 4b/a sobre os parime-
tros cardiovasculares e endocrinometabdélicos em adul-
tos de meia-idade. Avaliamos também a influéncia dos
gendtipos sobre a prevaléncia de doengas cardiometa-
bolicas e de que forma a aptiddo cardiorrespiratéria po-
deria influenciar os diferentes parametros bioquimicos,
como perfil lipidico, glicemia e concentragdo plasmatica
de nitrito /nitrato.

SUJEITOS E METODOS
Sujeitos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa com seres humanos do Instituto de Bio-
ciéncias da Universidade Estadual Paulista (Unesp/Rio
Claro; Protocolo 6603). Os critérios de inclusio foram:
idade > 40 anos, nio fumante, fun¢do renal normal
(creatinina < 1,4 mg/dL) e indice de massa corporal
< 34,9 kg/m?. Os critérios de exclusio foram: presenga
de doengas cardiovasculares (angina, doenga valvular e
AVE); consumo de alcool 2 3 drinks por dia; problemas
ortopédicos ou qualquer outra condigio médica que
influenciasse o desenvolvimento do estudo.

Antropometria, pressao arterial, perfil lipidico e
glicemia

A massa corporal ¢ a estatura foram medidas, e o indi-
ce de massa corporal (IMC) foi calculado pela divisio
da massa corporal pela altura ao quadrado. A circun-
feréncia abdominal foi medida com uma fita metalica
no ponto médio entre a crista ilfaca e a tltima costela.
A pressio arterial sistolica (PAS) e pressao arterial dias-
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télica (PAD) foram mensuradas com esfigmomand-
metro aneroide (Tycos, USA). Apds quinze minutos
de repouso na posigdo sentada, as mensuragoes foram
realizadas.

Apés jejum de 12 horas, as amostras de sangue fo-
ram obtidas da veia antecubital (6 ml). A lipoproteina
de baixa densidade — LDL-C (Wiener, Rosirio, Argen-
tina), lipoproteina de alta densidade - HDL-C, coleste-
rol total — CT, triglicerideos — TG, creatinina e glicemia
foram avaliados enzimaticamente por meio de kits co-
merciais (LaborLab, Sio Paulo, Brazil).

Concentracdes plasmaticas de nitrito/nitrato

Amostras de plasma foram utilizadas para determi-
nagio da produgiao endégena de NO por meio da
quantificagdio dos dnions nitrito (NO,) e nitrato
(NO,"), produtos terminais da oxida¢do do NO. As
amostras foram ultrafiltradas por meio de microfiltros
(Microcon Centrifugal Filter Units, 10 kDa; Millipo-
re, Bedford, MA, USA). ApoOs esse procedimento, as
concentragoes de nitrito/nitrato (NOX") foram deter-
minadas pelo kit comercial (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA) seguindo as instrugoes do fabri-
cante. As absorbincias foram determinadas em ELI-
SA com comprimento de onda (M) de 540-550 nm.
O coeficiente de variagio do método ¢ de 3,4% entre
as amostras, ¢ entre as duplicatas é de 2,7%. A sensibi-
lidade do método ¢ de 2,5 pM.

Aptidao cardiorrespiratoria

O consumo mdximo de oxigénio (VO,max) foi deter-
minado por meio do teste de uma milha de Rockport
(17), o qual foi utilizado para a estratificagao da aptidao
cardiorrespiratoria da populagio estudada. O nivel de
aptiddo cardiorrespiratoria foi determinado. Os partici-
pantes foram assim divididos apds o teste de uma milha:
AP — Moderada/Alta aptiddo cardiorrespiratoria; BNP
— Regular/Baixa aptidio cardiorrespiratoria.

Analises genotipicas

O DNA genomico foi extraido dos leucécitos pelo
método fenol-cloroférmio. A reagio em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada com 1 ciclo de 96°C
por 2 minutos, seguido por 35 ciclos repetidos de
desnaturagio a 96°C por 30 segundos, anelamento
a 60°C por 30 segundos ¢ extensdo a 72°C por 1
minuto, terminando com uma extensio a 72°C por
5 minutos para identificagio dos polimorfismos da
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regido promotora -786T>C, do éxon 7 Glu298Asp ¢
do intron 4b/a. Todas as avaliagdes genéticas foram
realizadas no Laboratério do Professor Dr. Fernan-
do Costa, Hemocentro da Universidade Estadual de
Campinas.

-786T>C

A regido promotora -786T>C do gene da eNOS foi
amplificada com a utiliza¢do de primers sense: 5’CACC-
CAGGCCCACCCCAACT 3% e antisense: 5° GCCG-
CAGGTCGACAGAGAGACT 3’. Apés a amplificagio,
os fragmentos foram digeridos por 5 minutos a 37°C
utilizando 2 ul. da enzima de restri¢io FastDigest®
Mspl seguida pela eletroforese de 3 horas em gel (2,5%)
de agarose. O alelo T gera um fragmento de 394 pb ¢
o alelo C gera fragmentos de 352 ¢ 42 pb.

Glu298asp

A amplificagdo do éxon 7 do gene da eNOS Glu298Asp
foi realizada por meio da utilizagdo de primers: sense:
5> AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 3’; e antisen-
se: 5 CCCAGTCAATCCCTTTGGTGCTCA 3’ (18).
Apbs a amplificagdo, os fragmentos foram digeridos
overnight a 37°C usando 2 ul da enzima de restrigio
Mbol seguida pela eletroforese de 3 horas em gel (2,5%)
de agarose. O alelo G gera um fragmento de 248 pb ¢
o alelo T gera fragmentos de 190 ¢ 58 pb.

intron 4 b/a

A amplifica¢io dos fragmentos de 27pb em tandem do
intron 4b/a foi realizada por meio da utilizagio de pri-
mers: sense, 5° -FAM-AGGCCCTATGGTAGTGCCT-
TG- 3% e antisense, 5> - TCTCTTAGTGCTGTGG-
TCACAG- 3’ (18), modificado. A genotipagem foi
realizada pelo sequenciador MegaBACE™ ¢ os resul-
tados foram analisados pelo software Fragment Profiler
version 1.2. O alelo 4a gera um fragmento de 393pb e o
alelo 4b, um fragmento de 420 pb. As anilises genotipi-
cas foram feitas de maneira duplo-cega. Os participantes
foram entdo classificados como: polimoérfico — presenca
de polimorfismos em um ou ambos os alelos para as

posi¢oes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a agrupa- :

das em pares; e ndo polimérfico — auséncia de polimor-
fismos em ambos os alelos para as posi¢oes -786T>C,
Glu298Asp e intron 4b/a agrupadas em pares.

Apbs as avaliagdes cardiorrespiratdria e genotipicas,
os grupos foram subdivididos conforme o esquema a
seguir:
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298 + -786 + 298 +
intron 4 intron 4 -786
.Na,o . Polimérfico .N39 ) Polimérfico .Na,o . Polimérfico
polimérfico polimérfico polimérfico
ANP BNP AP BP ANP BNP AP BP ANP BNP AP BP

ANP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratdria e auséncia de polimorfismos em ambos os alelos para as posigdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a
agrupadas em pares; AP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratoria e presenca de polimorfismos em um ou ambos os alelos para as posigoes -786T1>C,
Glu298Asp e intron 4b/a agrupadas em pares; BNP: regular/baixa aptiddo cardiorrespiratoria e auséncia de polimorfismos em ambos os alelos para as
posigoes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a agrupadas em pares; BP: regular/baixa aptiddo cardiorrespiratoria e presenga de polimorfismos em um ou
ambos os alelos para as posigdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a agrupadas em pares.

Analise estatistica

A andlise descritiva para as varidveis continuas foi deter-
minada por valores de tendéncia central ¢ indicadores
de dispersio. Para determinagio da normalidade amos-
tral, foi utilizado o teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
valores foram expressos como média + erro-padrio da
média (EPM), respectivamente. A distribui¢ao dos ge-
nétipos para cada polimorfismo (equilibrio de Hardy-
Weinbery) e patologias como hipertensdo arterial, dia-
betes e dislipidemia foram avaliadas utilizando o teste
de Qui-quadrado (x?). O teste #de Student nio pareado
foi utilizado para comparar todas as varidveis entre os
grupos nio polimérficos e polimorficos. A andlise de va-
riancia (ANOVA) one way seguida pelo post-hoc de Tukey
foi utilizada para comparagio entre os grupos ANP, AP,
BNP ¢ BP. P < 0,05 foi aceito como estatisticamente
significativo.

RESULTADOS

Caracteristicas gerais dos participantes

Noventa e dois voluntirios (sessenta ¢ nove mulheres
e vinte ¢ trés homens) com idade média de 55,2 anos
participaram do estudo. Em relagio aos parimetros
antropométricos, a populagio estudada foi classificada
com sobrepeso, apresentando valores de circunferéncia
abdominal dentro dos limites recomendados (19). Do
mesmo modo, os valores de pressio arterial, da glice-
mia e o perfil lipidico apresentaram valores de acordo
com os limites recomendados (19) em todos os volun-
tarios. Do total dos 92 participantes, 32 participantes
apresentavam hipertensao arterial, 74 apresentavam
dislipidemia e 8 sujeitos, diabetes melito. A tabela 1 su-
mariza esses dados.
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Tabela 1. Caracteristicas gerais dos voluntarios do estudo

Parametros (n=92)

|dade (anos) 55,2+09
IMC (kg/m?) 25,9+ 0,3
CA (cm) 88,6+1,0
PAS (mmHg) 1155+1,5
PAD (mmHg) 749+1,0
VO, max (ml/kg/min) 28609
Glicemia (mg/dL) 94,0x27
CT (mg/dL) 200,5+ 4,5
LDL-C (mg/dL) 126,1 = 4,4
HDL-C (mg/dL) 495+16
TG (mg/dL) 131777
NOX- (umol/L) 224415
Creatinina (mg/dL) 0,99 + 0,02

IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; PAS: pressao arterial sistolica;
PAD: pressdo arterial diastolica; VO,max: consumo maximo de oxigénio; CT: colesterol total;
LDL-C: lipoproteina de baixa densidade; HDL-C: lipoproteina de alta densidade; TG:
triglicerideos; NOX: concentragdo plasmatica de nitrito/nitrato. Os dados estéo expressos em
média + EPM.

Avaliacao genotipica do gene da eNOS (N0OS3)

A distribui¢io dos genotipos para os polimorfismos do
gene da eNOS seguiu o equilibrio de Hardy-Weinberg,
apresentando frequéncia alélica de: -786 (T: 0,40 ¢ C:
0,13), intron 4 (b: 0,76 ¢ a: 0,01) e 298 (G: 0,54 ¢
T: 0,06). Nao foram observadas diferengas significati-
vas em relagdo a idade para as associagoes Glu298Asp
+ intron 4b/a; -786T>C + intron 4b/a; Glu298Asp +
-786T>C (Tabela 2).

Quanto aos parimetros antropométricos, também
nio foram observadas diferencas significativas en-
tre os grupos nio polimérficos ¢ polimérficos para o
IMC e circunferéncia abdominal para as associagdes
Glu298Asp + intron 4b/a, -786T>C + intron 4b/a;
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Tabela 2. Parametros antropométricos, bioquimicos e prevaléncia de doengas cardiometabdlicas para as posigdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a
do gene da NOS3 em adultos

Parametros Glu298Asp e intron 4b/a -786T<C e intron 4b/a Glu298Asp e -786T<C
NP (n = 35) P (n=57) NP (n = 58) P(n=34) NP (n = 28) P (n = 64)

|dade (anos) 531x15 56,5 + 1,1 543 +1,7 55711 528 +1,8 56,3 +1,1
IMC (kg/m?) 25,6 0,6 26,104 26,0+ 0,6 259+04 258 +0,6 26,0+ 0,4
CA (cm) 86,6 1,7 89,9+1,2 88,019 89,0 1,1 87,019 89,3 +1,1
Glicemia (mg/dL) 90,5+3,8 96,2 + 3,6 91,3+42 95,7 +3,5 92,1 +£4,6 949+ 3,3
TG (mg/dL) 117876 140,3+ 11,5 1238 +7,2 136,4 £ 11,6 1209 +75 136,5 + 10,6
HDL-C (mg/dL) 531+28 47,3+1,8 52,7 +2,7 476+19 53,1+ 3,1 479+18
VO, max (ml/kg/min) 31,2+17 27,0+0,9 31,2+17 27,0+0,9 31,017 276+1,0
Patologias (%)

Hipertensdo arterial 22,9 40,4 32,4 34,5 32,1 34,4

Diabetes 1,4 8,8 11,8 8,6 10,7 9,4

Dislipidemia 68,6 87,7* 76,5 82,8 714 84,4

0Os dados estdo expressos em média + EPM. Todos os dados foram analisados pelo teste ¢ de Student ndo pareado; *: p < 0,05.

Glu298Asp + -786T>C. Do mesmo modo, em relagio  ficativas entre os grupos nio polimoérficos e polimor-
aos parametros bioquimicos, nio foram observadas di-  ficos independentemente das associa¢oes analisadas
ferencas significativas para os triglicerideos, HDL-co-  (Figura 2).

lesterol e glicemia para as associagdes Glu298Asp +
intron 4b/a, -786T>C + intron 4b/a ¢ Glu298Asp
+ -786T>C. A aptidio cardiorrespiratoria, valores de
VO,max, nio foi diferente entre os grupos avaliados

Glu298Asp e intron 4b/a

segundo o gendtipo. Os dados estio sumarizados na A150 A100
tabela 2. 32)125 = T 2(())

Quanto a prevaléncia de doengas cardiometabdlicas, i 100 5 ol [
ndo foram observadas associagdes significativas entre = < 60
hipertensdo arterial /diabetes melito tipo II ¢ a presenga 0 —— T - ——
de polimorfismos para as associagdes -786T>C + intron _786T>C e intron 4b/a
4b/a e Glu298Asp + -786T>C. No entanto, uma asso- 150 100
ciagdo significativa foi observada entre a prevaléncia de 1251  __ =
dislipidemia nos participantes com polimorfismo para £ 1o R -
o gene da eNOS para a associagdo Glu298Asp + intron £ ¢ g ;g
4b/a (87,7%) em comparagio aqueles sem polimorfis- - 50
mo para essa associa¢io (68,6%) (Tabela 2). -

Os valores de pressio arterial sistolica e diastélica GIu298Asp € - 786T>C
também ndo diferiram entre os genotipos analisados Egsﬁmpgmm Eggﬁrﬁgmgmco
para o gene da eNOS (Figura 1). Por outro lado, os 150 100
valores de colesterol total (A: 12,4%; A: 13,5%) e LDL- 5125 5 %
colesterol (A: 17,2%; A: 17,9%) foram significativamen- € 100 [ EBT
te maiores nos participantes com polimorfismo para o £ 75 2 ;8 g
gene da eNOS para as associagdoes Glu298Asp + intron 50 50 §
4b/a e Glu298Asp + -786T>C. Nenhuma diferenga foi - - Tz

encontrada na associagio -786T>C + intron 4b/a para
A . [ . Figura 1. Valores de presséo arterial sistélica e diastdlica de voluntarios
esses parametros bioquimicos (Figura 2). O C o o
p A roquim ~< g ) L. adultos de meia-idade subdivididos pelos polimorfismos do gene NOS3
Em relagao as concentragoes plasmiticas de nitrito,/  ara a5 posigdes -786T>C, GIu298Asp e intron 4b/a. Os dados estio
nitrato (NOX"), ndo foram observadas diferengas signi-  expressos em média = EPM.
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Glu298Asp e intron 4b/a

2 g =

> =2 =
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T 200 S 125 =25
=150 2100 £20
2100 S 75 515
3 50 2 50 =10

-786T>C e intron 4b/a

= = —
=] = -
2250 2150 S 30
= 200 5 125 =25
2150 Z 100 20
£100 875 £15
8 50 = 50 £ 10
(&) — =

Glu298Asp e - 786T>C

[ Nao polimérfico
[ Polimérfico

[ Néo polimorfico
[l Polimérfico

[ N&o polimrfico
[l Polimérfico

= =) =

2250 . E150 £ 30
200 £125 =25
2150 %100 B
2100 375 S 15
1] N =

£ 50 g 50 =10

Figura 2. Niveis de colesterol total, LDL-colesterol e de nitrito/nitrato em
voluntérios adultos de meia-idade subdivididos pelos polimorfismos do
gene NOS3 para as posigdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a. Os
dados estdo expressos em média + EPM; * p < 0,05.

Associacao entre genotipo Glu298Asp + intron 4b/a
e aptidao cardiorrespiratoria

A tabela 3 mostra a associagio entre o gendtipo
Glu298Asp + intron 4b/a e a aptiddo cardiorrespiratoria
sobre os parimetros antropométricos (IMC e CA), bio-

quimicos (glicemia, triglicerideos ¢ HDL-colesterol) e
prevaléncia de doengas cardiometabolicas. Foram obser-
vadas diferengas significativas em relagio a idade entre os
grupos com moderada/alta (ANP) e baixa/regular (BP)
aptidio cardiorrespiratéria para o grupo polimoérfico da
associagio Glu298Asp + intron 4b/a. Em relac¢io aos
parametros antropométricos, os participantes com baixa
aptiddo cardiorrespiratdria apresentaram maiores valores
de IMC ¢ CA quando comparados aqueles com maior
aptiddo cardiorrespiratéria independente da presenga de
polimorfismo para o gene da eNOS para as associagdes
Glu298Asp + intron 4b/a (Tabela 3). Os valores de gli-
cemia, triglicerideos e HDL-colesterol ndo apresentaram
qualquer diferenca entre os grupos (Tabela 3).

Quanto a prevaléncia de patologias, observaram-se
valores de associagio significativa apenas para os partici-
pantes com baixa aptiddo cardiorrespiratéria e com po-
limorfismo para as posi¢oes Glu298Asp + intron 4 b/a
(grupo BP) em relacio a hipertensio arterial (43,8%)
¢ dislipidemia (93,8%) quando comparados aos demais
grupos. Os dados estdo sumarizados na tabela 3.

Com relagdo a terapia farmacoldgica, nio observa-
mos diferenga entre o uso de anti-hipertensivos entre
0s grupos para a associagio Glu298Asp + intron 4 b/a
(AND: 22,5; AP: 32; BND: 36,4; BP: 31,3%). Todavia,
os participantes com baixa aptiddo cardiorrespiratoria e
presenca de polimorfismo para o gene da eNOS para a
associagdo Glu298Asp + intron 4 b/a (grupo BP) apre-
sentaram maior porcentagem de uso de medicamentos
hipolipemiantes (21,9%) quando comparados aos de-
mais grupos (ANP: 4,2; AP: 8; BNP: 0%).

Tabela 3. Associacdo entre aptiddo cardiorrespiratoria e a interagdo das posigdes Glu298Asp e intron 4b/a do gene da NOS3 sobre 0s pardmetros
antropomeétricos, bioquimicos e prevaléncia de doencas cardiometabdlicas em adultos

Glu298Asp e intron 4b/a

ANP (n = 24) AP (n = 25) BNP (n = 11) BP (n=32)

Idade (anos) 51116 5013 57,329 57,7 1,70
IMC (kg/m?) 239+0,5 25,2 0,7 29,3 + 0,6® 26,8 + 0,5°
CA (cm) 835+19 88,3+19 93,9 +2,0? 91,0+1,4°
Glicemia (mg/dL) 90,8 4,3 982+58 90,0 8,3 947 £ 47
TG (mg/dL) 1140 + 9,5 129,7 + 16,5 126,2 + 12,8 148,6 + 16,0
HDL-C (mg/dL) 53,5+3,3 47128 52,1+£53 47425
Patologias (%)

Hipertenséo arterial 16,7 36 36,4 43,8*

Diabetes 8,3 8,0 18,2 94

Dislipidemia 70,8 80 63,6 93,8*

ANP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratdria e auséncia de polimorfismos; AP: moderada/alta aptidéo cardiorrespiratoria e presenca de polimorfismo; BNP: regular/baixa aptido cardiorrespiratoria
e auséncia de polimorfismos; BP: regular/baixa aptiddo cardiorrespiratria e presenca de polimorfismos para as posicées do gene da eNOS analisadas. Os dados estdo expressos em média + EPM;
ANOVA one way seguida pelo post-hoc de Tukey; o teste de x? foi utilizado para a associagdo entre as patologias e os medicamentos e 0s grupos ANP, AP, BNP e BP; *: p < 0,05; a: p < 0,05 em

relacdo ao grupo ANP; b = p < 0,05 em relagdo ao grupo AP.
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Associacao entre genotipo -786T>C + intron 4b/a e
aptidao cardiorrespiratoria

A tabela 4 mostra a associagdo entre a presenga ou nao
de polimorfismo para o gene da eNOS nas posigdes
-786T>C + intron 4b/a e a aptidio cardiorrespiratoria
sobres os parimetros antropométricos, bioquimicos ¢
prevaléncia de doengas cardiometabdlicas.

Podemos observar que os participantes com baixa
aptidao cardiorrespiratéria (grupo BND e BP) apresen-
tam maiores valores de IMC e CA quando compara-
dos aos grupos com melhor aptidio cardiorrespiratoria
(grupos ANP ¢ AP), independente da presenga de poli-
morfismo para as posi¢oes -786T>C + intron 4b/a do
gene da eNOS (Tabela 4).

Quando avaliada a prevaléncia de patologias cardio-
metabolicas, observamos que, para as posi¢oes -786T>C
+ intron 4b/a do gene da NOS3, a prevaléncia de hiper-
tensdo arterial, diabetes melito tipo 1I e dislipidemia ndo
difere entre os grupos analisados (Tabela 4). No entan-
to, os participantes com baixa aptiddo cardiorrespiraté-
ria e presenga de polimorfismo (BP) apresentam maior
porcentagem de uso de medicamentos hipolipemiantes
(25%, P < 0,05) em relagio aos demais grupos (AND:
5,3; AP: 6,7; BNP: 0%). Nio houve diferenga entre os
grupos para os valores de glicemia, triglicerideos, HDL-
colesterol e uso de medicagdo anti-hipertensiva.

Associacao entre genotipo Glu298Asp +-786T>C e
aptidao cardiorrespiratoria

A tabela 5 mostra a associagio entre a presenga ou nio
de polimorfismo para o gene da NOS3 nas posi¢des
Glu298Asp + -786T>C e a aptiddo cardiorrespiratoria

NOS3 polimorfismos e dislipidemia

sobre os parimetros antropométricos, bioquimicos e
prevaléncia de doengas cardiometabdlicas. Podemos ob-
servar que, de modo similar as avaliagoes feitas anterior-
mente, os participantes com baixa aptiddo cardiorrespi-
ratéria (grupos BNP ¢ BP) apresentam valores de IMC
e circunferéncia abdominal (CA) maiores quando com-
parados aqueles com moderada/alta aptidao cardiorres-
piratoria (grupos ANP e AP), independente da presenga
de polimorfismo ou n3o. Nesta associa¢io em particular,
nenhuma diferenca foi encontrada para os valores de gli-
cemia, triglicerideos, HDL-colesterol ¢ prevaléncia de
doengas cardiometabdlicas entre os grupos estudados
(Tabela 5). O uso de medicamentos anti-hipertensivos
(ANP: 22,5; AP: 22,6; BND: 40; BP: 30,3%) ¢ hipolipe-
miantes (AND: 5,6; AP: 6,5; BNP: 10; BP: 18%) tam-
bém ndo foi diferente entre os grupos estudados.

A figura 3 ilustra a influéncia do polimorfismo do
gene NOS3 associado a aptiddo cardiorrespiratoria so-
bre os valores de pressio arterial sistolica e diastdlica
nas trés associagdes analisadas. Podemos observar que
os participantes que possufam baixa aptiddo cardior-
respiratoria apresentavam maiores valores de pressio
arterial sistolica e diastélica independente do genétipo.
Por outro lado, as concentragdes plasmaticas de co-
lesterol total foram maiores nos participantes que
possufam polimorfismo para o gene da NOS3 nas as-
sociagoes Glu298Asp + intron4b/a ¢ Glu298Asp +
-786T>C e baixa aptidao cardiorrespiratoria (BP, A% =
15,1 ¢ 17,3, respectivamente) quando comparados aos
outros grupos. Os niveis de LDL-colesterol ¢ nitrito/
nitrato nio foram diferentes entre os grupos analisados
(Figura 4).

Tabela 4. Associagdo entre a aptiddo cardiorrespiratdria e a interagéo das posices -786T>C e intron 4b/a do gene da NOS3 sobre os parametros
antropométricos, bioguimicos e prevaléncia de doengas cardiometabdlicas em adultos

-786T>C e intron 4b/a

ANP (n =19) AP (n = 30) BNP (n = 15) BP (n = 28)
|dade (anos) 52,2 + 2,1 53,6 1,1 56,9 + 2,7 579+18
IMC (kg/m?) 23,8+0,6 25,0+0,6 28,7 +0,5¢ 26,8 + 0,6
CA (cm) 832+23 87,7+16 94,4 + 2,0 90,3 +1,4°
Glicemia (mg/dL) 90,8 +5,0 96,9 +5,0 918+72 944 +49
TG (mg/dL) 118,9 £ 10,6 1239+ 14,3 130,0 £ 9,3 149,7 + 18,3
HDL-C (mg/dL) 54,2 +3,7 477 £2,7 50,8 +3,9 474+£28
Patologias (%)

Hipertenséo arterial 211 30 46,7 39,3
Diabetes 583 10 20 71
Dislipidemia 73,7 76,7 80 89,3

ANP: moderada/alta aptidao cardiorrespiratoria e auséncia de polimorfismos para as posigdes do gene da eNOS analisadas; AP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratoria e presenca de polimorfismos
para as posicOes do gene da eNOS analisadas; BNP: regular/baixa aptiddo cardiorrespiratoria e auséncia de polimorfismos para as posicdes do gene da NOS3 analisadas; BP: regular/baixa aptidao
cardiorrespiratéria e presenca de polimorfismos para as posi¢des do gene da eNOS analisadas. Os dados estéo expressos em média + EPM; ANOVA one way seguida pelo post hoc de Tukey; o teste
de x? foi utilizado para a associagdo entre as patologias e medicamentos e 0s grupos ANP, AP, BNP e BP; *: p < 0,05; a: p < 0,05 em relagao ao grupo ANP; b: p < 0,05 em relagdo ao grupo AP.
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Tabela 5. Associagéo entre a aptiddo cardiorrespiratoria e a interagdo das posicoes - Glu298Asp +-786T>C do gene da NOS3 sobre os pardmetros
antropométricos, bioquimicos e prevaléncia de doencas cardiometabdlicas em adultos

Glu298Asp e -786T>C

ANP (n = 31) AP (n =18) BNP (n = 10) BP (n = 33)
|dade (anos) 52,6 £1,4 539+15 56,3 + 3,1 57917
IMC (kg/m?) 241 +0,6 24,8 +0,6 28,8 +0,5¢ 27,0 £0,5%
CA (cm) 83,3+23 875+17 94,2 + 2,12 91,0 +1,4°
Glicemia (mg/dL) 92,5+5,3 95,8 +4,9 91,4+9,0 941 +4,6
TG (mg/dL) 117,2+10,2 124,7 £ 14,1 127,4+11,0 1476 £ 15,7
HDL-C (mg/dL) 54,9 + 3,8 476 +2,6 50,0 £5,7 482 +25
Patologias (%)

Hipertenséo arterial 27,8 25,8 40 43,8
Diabetes 5,6 20 91
Dislipidemia 72,2 77,4 70 90,9

ANP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratéria e auséncia de polimorfismos para as posicbes do gene da eNOS analisadas; AP: moderada/alta aptiddo cardiorrespiratoria e presenca de
polimorfismos para as posigdes do gene da eNOS analisadas; BNP: regular/baixa aptiddo cardiorrespiratdria e auséncia de polimorfismos para as posi¢des do gene da eNOS analisadas; BP: regular/
baixa aptiddo cardiorrespiratéria e presenca de polimorfismos para as posigdes do gene da eNOS analisadas. Os dados estdo expressos em média + EPM; a andlise de variancia ANOVA one way
seguida pelo post hoc de Tukey; o teste de x? foi utilizado para a associagdo entre as patologias e medicamentos e os grupos ANP, AP, BNP e BP; a: p < 0,05 em relagéo ao grupo ANP; b: p < 0,05

em relacdo ao grupo AP.
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Figura 3. Valores de pressdo arterial sistdlica e diastolica de voluntarios

adultos de meia-idade divididos pelos polimorfismos do gene da eNOS

para as posicdes -786T>C, GIu298Asp e intron 4b/a, e subdivididos
_ conforme avaliagdo da aptiddo cardiorrespiratéria (ANP: moderada/alta
c aptiddo + auséncia de polimorfismos para as posigbes -786T>C,
¢ Glu298Asp e intron 4b/a; AP: moderada/alta aptiddo + presenca de
< polimorfismos para as posicdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a; BNP:
> regular/baixa aptiddo + auséncia de polimorfismos para as posicdes
-786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a; BP: regular/baixa aptiddo + presenca
2 de polimorfismos para as posicdes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a).
Os dados estdo expressos em média = EPM; a: p < 0,05 em relagdo ao
& grupo ANP; b: p < 0,05 em relagdo ao grupo AP.
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Figura 4. Niveis de colesterol total, LDL-colesterol e de nitrito/nitrato em
voluntdrios adultos de meia-idade divididos pelos polimorfismos do gene
NOS3 para as posicoes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a, e subdivididos
conforme avaliagdo da aptiddo cardiorrespiratdria (ANP: moderada/alta
aptiddo + auséncia de polimorfismos para as posi¢des -786T>C, Glu298Asp
e intron 4b/a; AP: moderada/alta aptidao + presenca de polimorfismos para
as posicoes -786T>C, GIu298Asp e intron 4h/a; BNP: regular/baixa aptiddo
+ auséncia de polimorfismos para as posicdes -786T7>C, Glu298Asp e
intron 4b/a; BP: regular/baixa aptiddo + presenca de polimorfismos para as
posicoes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a). Os dados estao expressos em
média + EPM; a: p < 0,05 em relagdo ao grupo ANP.
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DISCUSSAO

Entre as isoformas constitutivas da enzima NO sintase
(nNOS e eNOS), 2 eNOS (NOS3) ¢ considerada a mais
importante devido ao seu papel no controle da pressio
arterial e seus efeitos antitromboticos, por meio da sua
agdo enzimidtica sobre a L-arginina levando a forma-
¢do do NO. Assim, a redu¢do em sua expressio ¢/ou
em sua atividade pode resultar em disfun¢io endote-
lial. Diversos fatores podem afetar a expressio e¢/ou a
atividade de NOS3, entre eles, deficiéncia de cofatores
para sua atividade enzimitica, bem como a presenga de
polimorfismos no gene NOS3 (5). De fato, trabalhos
prévios demonstraram que a presenga de polimorfismo
nas posi¢oes -786T>C, Glu298Asp e intron 4 b/a estd
associada a redugdo na expressio e atividade da enzi-
ma NOS3 (20,21), menor produgdo de nitrito/nitrato
(que reflete indiretamente a produ¢io de NO), bem
como menor resposta relaxante dependente do endoté-
lio (22). No entanto, a maioria desses trabalhos avaliou
essas trés posi¢oes, que sio consideradas clinicamente
relevantes, de maneira isolada, ou seja, a presen¢a ou
ndo do polimorfismo do gene da NOS3 em cada posi-
¢do e sua influéneia nos diferentes pardmetros cardio-
vasculares e endocrinometabodlicos. Assim, o presente
trabalho buscou avaliar a interagio entre a presen¢a do
polimorfismo do gene da NOS3 com parimetros an-
tropométricos, cardiovasculares e bioquimicos. Nossos
dados demonstram que a presenca dos polimorfismos
do gene da NOS3 analisados para as posi¢oes -786T>C,
Glu298Asp e intron b/a nio influencia os parimetros
antropométricos. Como esperado, os menores valores
de IMC e circunferéncia abdominal foram encontrados
nos participantes com maior aptidio cardiorrespirato-
ria, independentemente da presenga ou auséncia desses
polimorfismos.

Diferentemente de trabalhos prévios que obser-
varam menores concentra¢oes plasmaticas de nitrito/
nitrato em pacientes com polimorfismo para o gene
da eNOS (23,24), no presente estudo nio foram ob-
servadas diferencas em relagio as concentragoes de
nitrito/nitrato independente das associagdes entre os
polimorfismos ou nivel de aptiddo cardiorrespiratéria.
De fato, estudo anterior realizado em nosso laboraté-
rio demonstrou que as concentragdes basais de nitrito,/
nitrato ndo diferem entre individuos com polimorfis-
mo ¢ sem polimorfismo para a posigio -786T>C do
gene da eNOS em mulheres na pés-menopausa (15).
Entretanto, quando essas mulheres foram submetidas a
24 semanas de treinamento fisico aerébio, observamos
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maiores incrementos nas concentra¢oes de nitrito,/ni-
trato e maior reducio de pressio arterial para o grupo
ndo polimérfico em comparagio aos individuos com
polimorfismo (15). Assim, confirmando resultados pré-
vios de nosso laboratério, no qual se analisou apenas
uma posi¢io para o polimorfismo do gene da NOS3, o
presente trabalho mostra que, em condigdes basais, a
presenca de polimorfismo para o gene da NOS3, com-
binado dois a dois, ndo interfere com as concentragoes
plasmaticas basais de nitrito/nitrato, que indiretamente
refletem a produ¢io de NO, em adultos de meia-ida-
de. De maneira similar, observamos que os valores de
pressio arterial nio foram associados a presenga de po-
limorfismo para as posi¢oes estudadas e suas interagoes.
No entanto, participantes com baixa aptidao cardior-
respiratéria apresentaram maiores valores de pressio
arterial quando comparados aqueles com maior aptiddo
cardiorrespiratoria, independente do genétipo, refor-
¢ando a importincia da pratica de atividade fisica para a
manuten¢io da satde cardiovascular. De fato, estudos
prévios demonstraram, de maneira sistemdtica, que a
aptidio cardiorrespiratoria é inversamente relaciona-
da com a pressio arterial e perfil lipidico (25), sendo
esse um importante ¢ independente preditor de risco
cardiovascular (26). Além disso, um estudo mostrou
que um decréscimo de 5% no VO, max resulta em 56%
de incremento no risco cardiovascular (27). Por outro
lado, cada 1 ml/kg/min de incremento no VO, max
resulta em uma diminui¢do de aproximadamente 15%
no risco de morte por todas as causas (28). Portanto,
nossos dados reforgam os efeitos benéficos da pratica de
atividade fisica sobre o sistema cardiovascular em indi-
viduos adultos de meia-idade.

Com relagio ao perfil lipidico e glicemia, nosso es-
tudo mostrou que os niveis de colesterol total e LDL-
colesterol foram significativamente superiores para
os grupos polimérficos em comparagio aqueles que
ndo apresentavam polimorfismo para as associagdes
Glu298Asp + intron 4b/a ¢ Glu298Asp + 786T>C
(maiores detalhes, veja Figura 2). Quando associamos
os gendtipos € o nivel de aptidio cardiorrespiratoria,
nossos dados mostram mais claramente que indivi-

duos que apresentavam polimorfismo para o gene da -

NOS3 para as posi¢oes Glu298Asp + intron 4b/a e

Glu298Asp + 786T>C e tinham baixos niveis de apti- -
dao cardiorrespiratéria apresentam maiores valores de -
colesterol total, bem como maior prevaléncia de dislipi- =

demias, cerca de 93,8% (veja maiores detalhes na Figu-

ra 4 ¢ Tabela 3). De fato, trabalhos prévios mostraram
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associa¢do entre os polimorfismos do gene da eNOS
para as posi¢coes -786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a e
a prevaléncia de dislipidemia (29,30). Além disso, um
estudo mostrou aumento nas concentragdes plasma-
ticas de LDL-colesterol, LDL-colesterol modificado
por malondialdeido (MDA-LDL-C) e niveis de insuli-
na em jejum em individuos polimoérficos para a posigio
Glu298Asp do gene da NOS3. Esses autores verifica-
ram também redugdo das concentragoes de HDL-C,
apoliproteina I, e consequente redug¢io na vasodilata-
¢do dependente de endotélio (31). Assim, parece-nos
que o elo comum entre dislipidemia ¢ polimorfismo
no gene da NOS3 esteja na posi¢io Glu298Asp, onde
o glutamato ¢ substituido pelo aspartato na enzima
eNOS, modificando sua atividade enzimdtica ¢ /ou me-
nor ativagio por estimulos fisicos, como o shear stress.
De fato, um estudo observou que a presenga do poli-
morfismo localizado no éxon 7 (Glu298Asp) resultava
em alterada localizagio da enzima eNOS no espago ca-
veolar, acarretando menor resposta ao shear stress (32).
Além disso, esses autores observaram que essa variagao
polimorfica estd relacionada a uma reduzida disso-
ciagdo da enzima eNOS (35%) do complexo eNOS/
Caveolina-1, levando essa condi¢do a uma reducdo da
atividade enzimadtica e forma¢do de nitro/nitrato. Es-
tudo recente realizado no nosso laboratério demons-
trou menor magnitude de redugio do colesterol total
e LDL-colesterol em resposta a oito semanas de treina-
mento fisico aerobio em mulheres com polimorfismo
para as posi¢oes -786T>C ¢ Glu298Asp do gene da
eNOS em comparagio aquelas que nio apresentavam
polimorfismo para essas posi¢des, que foram estuda-
das de maneira isolada (16). Os possiveis mecanismos
pelos quais a presenga de polimorfismo para o gene da
NOS3 estaria relacionada a maior prevaléncia de disli-
pidemia poderiam ser devido ao papel do NO sobre o
metabolismo do colesterol. Evidéncias mostram que
o NO possui efeitos hipocolesterolémicos em modelos
animais, nos quais se observou que a administra¢io de
doadores de NO promove significativa redugio dos ni-
veis plasmdticos de LDL-colesterol em coelhos (2). No
entanto, em nosso estudo os niveis plasmaticos de ni-
trito /nitrato nio apresentaram diferenca estatistica en-

. tre os grupos estudados. Diferentemente, estudos em
- nosso laboratério mostram que os niveis teciduais de
. nitrito/nitrato estio aumentados em musculo esquelé-

tico de ratos treinados, sem qualquer altera¢io desses
metabolitos no plasma (33). Além disso, sabe-se que o
musculo esquelético é um dos tecidos que mais utili-
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za a gordura como substrato energético, por meio da
oxidagdo de dcidos graxos (34). Assim, nossos dados
mostram claramente que a presenga de polimorfismo
para o gene da NOS3 (interagio Glu298Asp + intron
4b/a e Glu298Asp + 786T>C) associado a menor ap-
tiddo cardiorrespiratéria determina maior prevaléncia
de dislipidemia em adulto de meia-idade.

Em conclusio, nossos dados demonstram que
os polimorfismos do gene da NOS3 para as posigdes
-786T>C, Glu298Asp e intron 4b/a influenciam os ni-
veis de colesterol plasmatico quando comparados aos
seus congéneres nio polimoérficos, e essa associagdo foi
mais claramente observada quando os individuos apre-
sentavam menor nivel de aptiddo cardiorrespiratéria.
Considerando a importincia das doengas cardiometa-
bélicas (dislipidemia/aterosclerose) para o sistema de
satde, nossos resultados poderiam ser utilizados para
criar estratégias para a preven¢do dessas patologias,
bem como para evitar as complicagdes advindas destas,
como a doenga arterial coronariana e acidente vascular
encefilico, entre outras.

A principal limita¢do do presente estudo foi o redu-
zido nimero de voluntirios constituindo cada grupo
analisado. Por outro lado, seria interessante que os dife-
rentes grupos de pesquisa existentes no pais buscassem
estratégias para formar bancos de dados com o objetivo
de estudar grandes grupos populacionais e assim obter
resultados com maior poder estatistico das andlises ge-
néticas da populagdo brasileira, que possui caracteristi-
cas singulares no que se refere a etnia.
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