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RESUMO

TESE DE DOUTORADO

Silvia Regina Sampaio Freitas
A hipertensao arterial (HA) ¢ uma doenga multifatorial cuja presenca de fatores genéticos e
ambientais contribuem para a sua expressdo. Estudos epidemioldgicos sugerem que
variantes genéticas, principalmente as descritas nos genes do angiotensinogénio (AGT),
enzima conversora de angiotensina (ECA), receptor tipo 1 de angiotensina I (AGTR)),
aldosterona sintetase (CYP11B2) e do receptor de mineralocorticoide (RM), podem
contribuir para o desenvolvimento da HA. Entretanto, estudos de associacdo de
polimorfismos genéticos e a HA tém apresentado resultados conflitantes em diferentes
populagdes. Este cendrio pode se um reflexo da modulacdo variavel do fenotipo, causado
pela interacao entre o perfil genético do individuo e fatores ambientais. Neste trabalho,
estabelecemos como objetivos avaliar a associagdo entre os polimorfismos AGT*M235T,
ECA*4lul/D, AGTR;*A1166C, CYP11B2*C344T, RM*G3514C ¢ RM*A4582C; e
fatores clinicos/antropométricos (género, idade, etnia, indice de massa corporal [IMC],
fumo e consumo de bebidas alcoodlicas), para o desenvolvimento do quadro hipertensivo
em duas populagdes brasileiras. Para este estudo foram avaliados 221 individuos (106
hipertensos e 115 normotensos) provenientes do municipio do Rio de Janeiro/RJ e 160
individuos (82 hipertensos e 78 normotensos) do municipio de Santa Isabel do Rio
Negro/AM. A caracterizagao genotipica foi conduzida com auxilio da técnica de reagcdo em
cadeia da polimerase, enquanto que a caracterizacdo clinica foi realizada através de
entrevista ¢ exame clinico. A contribuicdo dos polimorfismos genéticos e dos fatores
clinico-antropométricos na variacdo da pressdo arterial foi avaliada pelo célculo de ODDS
Ratio e por regressao linear — stepwise. Os resultados obtidos no Rio de Janeiro indicaram
que os gendtipos AGT*235T/235T, AGTR;*1166A/1166A, AGTR;*1166A/1166A,
CYP11B2*344T/344T e RM*4582C/4582C apresentam maior suscetibilidade para a
hipertensao (p < 0,05). Além disso, combinagdes haplotipicas entre estes polimorfismos
contribuem para um aumento gradual no risco de desenvolver HA (p < 0,05). Nesta
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populacdo, os fatores idade, IMC e etnia também foram relacionados com elevados niveis
pressoricos (p < 0,05). As andlises clinicas e genéticas realizadas na amostra de Santa
Isabel do Rio Negro/Amazonas mostraram que a elevacao da pressao arterial foi favorecida
pelos gendtipos ECA*A4luD/AluD, RM*4582C/4582C, e pela idade e o consumo de
bebidas alcodlicas (p < 0,05). Com base nestes resultados concluimos que o perfil genético
associado a fatores antropométricos contribui para o desenvolvimento da HA, entretanto o

peso individual destes fatores varia entre diferentes populagdes.
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TESE DE DOUTORADO

Silvia Regina Sampaio Freitas
Essential hypertension (EH) is a multifactorial disease triggered by several genetic and
multiple environmental factors. Epidemiological studies have suggested that genetic
variants, including those of the genes for angiotensinogen (AGT), angiotensin-converting
enzyme (ACE), angiotensin II receptor type 1 (AGTR;), aldosterone synthase (CYP11B2)
and mineralocorticoid receptor (MR), can increase the risk for EH. However, associative
studies among polymorphic forms of these genes and EH have showed conflicting results
in different populations. This scenario may be reflecting the variable impact of the genetic
background of populations and the interaction of environmental factors, which can be
modulating this molecular background. In this work, we aimed to investigate the
association among AGT*M235T, ACE*Alul/D, AGTR;*A1166C, CYP11B2*C344T,
MR*G3514C and MR*A4582C genetic markers and clinical/anthropometrical factors
(gender, age, ethnical profile, body mass index [BMI], smoking and alcohol consumption),
with essential hypertension in two Brazilian population. In this study, 221 individuals from
Rio de Janeiro/RJ (106 hypertensives and 115 normotensives), and 160 from Santa Isabel
do Rio Negro/AM (82 hypertensives and 78 normotensives) were evaluated. Genetic
determination was conduced by polymerase chain reaction, while clinical/anthropometrical
characterization was realized through clinical examination. The influence of genetic
polymorphisms on blood pressure variation was assessed by analysis of ODDS Ratio and
stepwise linear regression. Results from Rio de Janeiro sample indicated an increase in risk
for hypertension associated with  AGT*235T/235T, AGTR;*1166A/1166A,
AGTR*1166A/1166C, CYP11B2*344T/344T, MR*4582C/4582C genotypes (p < 0.05).
Moreover, genotype combinations contribute to an increased EH risk (p < 0.05). In RJ
sample, clinical/anthropometrical factors as age, BMI and ethnical profile were associated
to raise blood pressure (p < 0.05). The clinical-genetics analysis in Santa Isabel do Rio
Negro/Amazon sample indicates that increase of blood pressure was favoured by
ACE*4[uD/AluD and MR*4582C/4582C genotypes, and advanced age and alcohol



consumption (p < 0.05). Our findings suggest that unfavorable genetic patterns combined
with clinical/anthropometrical factors contribute to EH development, however, the single
influence impact of each factor vary among populations.
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INTRODUCAO

1.1. DEFININDO HIPERTENSAO

A pressao arterial (PA), ou simplesmente pressao sanguinea, ¢ a medicao referente
a tensdo exercida pelo fluxo sanguineo contra as paredes das artérias e vasos.
Clinicamente, a pressao sanguinea arterial ¢ uma medida que reflete o estado do sistema
cardiovascular. Durante a ejecdo sanguinea cardiaca, o coracdo transfere a energia para o
sistema arterial, gerando um pulso de pressdo. A pressao maxima atingida no sistema
arterial durante a eje¢do cardiaca ¢ denominada de PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS).
Durante a fase de diastole do ciclo cardiaco, a pressdo arterial decai progressivamente. A
pressdo minima alcangada durante este periodo é a PRESSAO ARTERIAL DIASTOLICA (PAD)

(Figura 1.1) (FRIEDMAN, 1979).

Pressao
Sistolica

Pressao
Arterial
(mmHg)

Pressiao
Diastolica

T,

Tempo

Figura 1.1: Esquema ilustrativo das pressdes diastolica e sistolica. A pressdo arterial média
representa a area sob a curva de pressdo arterial (area sombreada) dividida pela duracdo do

ciclo cardiaco (t, — t;).

A pressdo arterial ¢ um trago quantitativo altamente variavel. Em estudos
populacionais, a distribuicdo da pressdo arterial se assemelha a uma distribui¢do normal.
Ainda existe uma correlacao positiva entre os niveis de pressao arterial de um individuo e a
incidéncia de doencas cardiovasculares, renais e mortalidade, mesmo que esse individuo
tenha sua pressdo arterial na faixa dita de normalidade. Uma vez que ndo existe um nivel

definido a partir do qual os valores de pressdo arterial passam a aumentar o risco
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cardiovascular, a caracterizagao de hipertensao arterial (HA) ¢ arbitraria, determinada

operacionalmente por razdes praticas para avaliacao de risco e tratamento de um individuo.

Dessa maneira, a Sociedade Brasileira de Cardiologia, através da IV Diretrizes
Brasileiras de Hipertensdao Arterial, (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2002) define e classifica hipertensdo em adultos com base na média entre 2 medidas de
PAS e PAD, em pelo menos 3 visitas ao médico (Tabela 1.1). Com a utilizacdo deste
procedimento, estima-se que aproximadamente 20% da populagdo mundial seja

classificada como hipertensa (Figura 1.2).

Tabela 1.1: Classificacdo da pressdo arterial em adultos (> 18 anos).

Classificaciio da PA Pres(s:;ll(:n Sl_ilsgt)()lica Press(E::: nll)li_ilgs)t()lica
Hipotensao <100 <60

Otima 100 - 120 60 - 80
Normal <130 <85
Limitrofe 130 - 139 85-89
Hipertensao

Estagio 1 (leve) 140 - 159 90 -99
Estagio 2 (moderado) 160 - 179 100 - 109
Estagio 3 (grave) > 180 >110

O valor mais elevado de sistdlica ou diastdlica estabelece o estdgio do quadro hipertensivo. Quando as
pressdes sistolicas e diastolicas situam-se em categorias diferentes, a maior deve ser utilizada para

classificacdo do estagio (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2002).

Apesar da prevaléncia de hipertensdo arterial ser aproximadamente constante nas
mais diferentes populacdes humanas, a freqiiéncia dessa condi¢do varia dependendo de
uma série de fatores como idade, etnia, tabagismo, consumo excessivo de bebidas
alcodlicas, género ou status socioecondmico; indicando que individuos hipertensos de uma
populacdo podem ndo possuir um mesmo conjunto de alteragdes que hipertensos de outra
populacdo, ainda que a média pressorica de ambos os grupos seja exatamente igual. Dessa
maneira, a hipertensao arterial pode ser considerada uma doenca complexa, multifatorial,
na qual diferentes pacientes podem apresentar diferentes fatores causais para o traco,

podendo estes ser tanto ambientais quanto genéticos.

29



INTRODUCAO

LEGEHDA:
1 -15%
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Sem dados

I) L Rifip TR igin

Figura 1.2: Prevaléncia da hipertensdo arterial primaria (WOLF-MAIER et al, 2003; KEARNEY et al,
2005; HAJJAR et al., 2006).

1.2. ETIOLOGIA DA HIPERTENSAO ARTERIAL

Em aproximadamente 10% dos casos de hipertensdo, a pressdo sanguinea elevada ¢
um sinal clinico de uma disfun¢do renal, endocrina ou cardiovascular. Esta minoria de
pacientes hipertensos, cuja elevagdo da pressdo arterial apresenta uma causa especifica, ¢
classificada como HIPERTENSOS SECUNDARIOS. Entretanto, aproximadamente 90% dos
casos ndo existem etiologia conhecida ou cura, sendo o controle da pressdo arterial obtido
por meio de mudangas no estilo de vida e/ou tratamento farmacologico.
Conseqiientemente, pacientes com hipertensao arterial sem causa definida sdo admitidos
como portadores de HIPERTENSAO PRIMARIA OU SISTEMICA (FRIEDMAN, 1979). Do ponto
de vista fisiopatologico, a HA primaria ¢ um fendtipo complexo, influenciado pelo meio
ambiente e por multiplos sistemas regulatorios, que participam da manutencao “momento a
momento” da PA (mecanismos neuro-humorais) e a longo prazo (rins e sistema renina-
angiotensina-aldosterona) (ANDREOLLI et al., 1993). Portanto, potencialmente, multiplos
genes devem influenciar a equacdo débito cardiaco x resisténcia periférica ¢ o equilibrio
entre os fatores vasodilatadores e vasoconstritores. A identificacdo de tais genes tem
propiciado um melhor entendimento sobre as bases genéticas da hipertensdo arterial
primaria, mediante a investigacdo dos mecanismos moleculares que atuam na génese desta

doenga.
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1.3. O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA NA GENESE DA

HIPERTENSAO ARTERIAL

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) corresponde a um complexo
sistema hormonal e paracrino cujo principal componente, a angiotensina Il (Ang II) — um
potente vasoconstritor, desempenha papel importante na manutencdo da homeostase

hidroeletrolitica do organismo e no controle da pressao arterial.

A ativagdo do SRAA estd condicionada a redu¢do da pressdo arterial renal,
detectada por células justaglomerulares localizadas nas paredes das artérias aferentes, que
estimula a secrecdo de renina pelos rins. Na circulagdo sanguinea a renina converte o
angiotensinogénio circulante em angiotensina I (Ang I). Posteriormente, a Ang I ¢
convertida em angiotensina Il (Ang II) pela a¢do da enzima conversora de angiotensina I
(ECA) presente, principalmente, nas membranas das células endoteliais da circulagdo
pulmonar. A Ang II tem uma série de efeitos sistémicos e renais, além estimular a secre¢ao
de aldosterona pelo cortex adrenal, resultando em aumento da reabsor¢do de sddio pelos
tubulos renais (AIRES, 1999). A Ang II pode ainda ser convertida em angiotensina III
(Ang III), por intermédio da enzima aminopeptidase A (AmP A), cujas fungdes fisiologicas
sao similares as executadas pela Ang Il nos sistemas nervoso e cardiovascular, que incluem
resposta pressorica, liberacdo de vasopressina e consumo de agua (ARDAILLOU &
CHANSEL, 1997). A clivagem da Ang III pela aminopeptidase N (AmP N) gera a
angiotensina IV (Ang IV), cujo efeito vasodilatador, mediado pelo receptor AT4, produz
aumento do fluxo sanguineo renal cortical (COLEMAN et al, 1998), natriurese

(HAMILTON et al., 2001) e relaxamento da artéria pulmonar (CHEN et al., 2000).

Recentemente, foi identificada uma enzima similar a ECA, denominada enzima
conversora tipo 2 de angiotensina (ECAZ2), responsavel pela via de degradagdo das
angiotensinas. A ECA2 atua na clivagem de um residuo de aminoacido da angiotensina I,
convertendo-a em angiotensina 1-9 (Ang 1-9), cuja funcdo ainda ¢ desconhecida
(DONOGHUE et al., 2000), e na conversdo da angiotensina II em angiotensina 1-7 (Ang
1-7). Sendo assim, a ECA2 regula negativamente o sistema-renina-angiotensina devido a
geracdo da proteina inativa Ang 1-9 e do peptideo Ang 1-7 de acdo vasodilatadora
(ERIKSSON et al, 2002), antiproliferativa (FERRARIO et al, 1997) e diurética
(FERRARIO et al.,, 1998). A competi¢ao entre a ECA e a ECA2 pelo mesmo substrato, a

angiotensina I, contribui para contrabalangar a fungdo do SRAA (Figura 1.3).
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Figura 1.3: Ilustragdo do mecanismo de agdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, no controle da pressdo arterial.
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1.3.1. Angiotensinogénio

Esta substiancia corresponde a uma o, globulina que circula em quantidades
abundantes no plasma. O angiotensinogénio humano contém 452 aminoacidos e ¢
sintetizado basicamente no figado, embora o RNA mensageiro que codifica a proteina
também seja abundante no tecido gorduroso, em determinadas regides do sistema nervoso
central (SNC) e nos rins. A sintese do angiotensinogénio ¢ estimulada por varios
horménios, incluindo glicocorticoides, hormoénio tireoideano e pela propria Ang II. O
angiotensinogénio ¢ um peptideo biologicamente inativo sobre o qual ir4 atuar a renina,
gerando a angiotensina I. O aumento na concentragdo do angiotensinogénio eleva a
producdo de angiotensina I e conseqiientemente de angiotensina II, proporcionando a
elevagdo nos niveis pressoricos. Sabendo-se da sua contribuicdo na génese da hipertensdo
arterial, o angiotensinogénio tem sido exaustivamente analisado com o propodsito de

desvendar a origem genética da variagdo sérica desta proteina.

O gene do angiotensinogénio (AGT), situado na regido q42-q43 do cromossomo 1,
¢ composto por 5 exons e 4 introns distribuidos por uma regido de 12kb de comprimento
(GAILLARD-SANCHEZ et al., 1990; ISA et al., 1990). Inimeros polimorfismos ja foram
identificados neste gene, dentre os quais destaca-se uma mutacdo denominada de M235T,
que corresponde a uma substitui¢do do aminoacido metionina por uma treonina na posicao
235 da proteina madura (Figura 1.4) (JEUNEIMATRE et al., 1992a). Este polimorfismo
apresenta uma estreita relagdo com os niveis plasmaticos de angiotensinogénio. Individuos
portadores do gendtipo homozigoto AGT*235M/235M apresentam médias menores de
nivel de angiotensinogénio, os heterozigotos AGT*235M/235T té€m niveis intermediarios e
os homozigotos AGT*235T/235T possuem as médias maiores (WINKELMANN et al.,
1999). Apesar da correlacdo positiva entre o polimorfismo M235T e a concentragdo
plasmatica de angiotensinogénio ter sido observada em diferentes populagdes (INOE et al.,
1997; METTIMANO et al., 2001; AGACHAN et al., 2003; GUI-YAN et al., 2006), ndo se
conhecia 0 mecanismo genético que proporcionava a variagao sérica da proteina. Esta
questdo foi solucionada quando se observou que o alelo AGT*235T encontrava-se em
desequilibrio de ligagdo com uma variante molecular [A(-6) G] no promotor do gene do
angiotensinogénio (INOUE et al, 1997). Esta variante, responsavel pela substitui¢ao de
uma adenina por guanina (A—G) no nucleotideo seis, afeta interagdes de pelo menos um
fator de transcrigdo com o promotor do angiotensinogénio, influenciando assim a

velocidade basal de transcri¢ao do gene (INOUE et al., 1997). Especula-se que o aumento
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na expressao do gene do AGT pode desencadear uma elevagdo da producdo de
angiotensina II, tanto pelo SRAA circulante quanto pelo SRAA tecidual, resultando assim
na expansao do volume sanguineo. O aumento do volume sanguineo pode, por sua vez,
favorecer o aumento da pressdo arterial. Estudos conduzidos em humanos mostraram que a
infusdo de angiotensina II em individuos homozigotos para o alelo AGT*235T proporciona
um pequeno aumento na circulagdo sanguinea renal, quando comparado com individuos
portadores dos outros gendtipos (INOUE et al., 1997). Este achado muito provavelmente
explica porque os homozigotos para o alelo AGT*235T possuem niveis plasmaticos de
angiotensinogénio 10% a 20% maior que os homozigotos AGT*235M (WINKELMANN et
al., 1999).

exons 1 2 3 4 5
5 3
; T-EA.-'G
53200 T174M
A18CT V245C VIZEMm

-3s6Gal |-218G/a Froop] | M235T L3590

Figura 1.4: Organizacdo esquematica do gene do angiotensinogénio (adaptado de JEUNEMAITRE et al.,

1992a). As setas mostram alguns dos polimorfismos descritos neste gene.

1.3.2. Renina

O principal determinante da taxa de producao de Ang II ¢ a quantidade de renina
liberada pelos rins. A renina ¢ sintetizada, armazenada e secretada na circulagdo renal pelas
células justaglomerulares granulares situadas nas paredes das arteriolas aferentes. Vale a
pena salientar que outros 6rgaos como cérebro, coracio e utero podem produzir renina. A
forma ativa da renina € uma glicoproteina que contém 340 aminoacidos. A secrecao de
renina pelas células justaglomerulares ¢ controlada por trés mecanismos, dois que agem
predominantemente no rim, e o terceiro, que age através do sistema nervoso central e ¢
mediado pela liberacdo de noradrenalina pelos nervos noradrenérgicos renais. O primeiro
mecanismo intra-renal que controla a liberacao de renina ¢ denominado mecanismos da
macula densa. Aumentos do fluxo de cloreto de s6dio (NaCl) através da macula densa

inibem a liberacgdo de renina, e reducgdes do fluxo, a estimulam (JACKSON et al., 1982). O
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segundo mecanismo intra-renal que controla a liberagdo de renina ¢ denominado
mecanismo barorreceptor intra-renal. Aumentos e redugdes da pressdao sanguinea nos vasos
pré-glomerulares inibem e estimulam a liberagdo de renina, respectivamente. Acredita-se
que o estimulo imediato para a secre¢do seja uma reducdo da tensdo da parede da arteriola
aferente o que, talvez, controle em parte o mecanismo barorreceptor intra-renal (DATA et
al., 1978; LINAS, 1984). O terceiro mecanismo envolve o receptor B-adrenérgico. Este
mecanismo ¢ mediado pela liberagdo de noradrenalina das terminacdes dos nervos
simpaticos poés-ganglionares. Ativagdo dos receptores [1-adrenérgicos por esta
catecolamina (noradrenalina), nas células justaglomerulares, aumenta a secrecdo de renina
(JACKSON & GARRISON, 1995). Os receptores a-adrenérgicos renais podem também
mediar a secrecao de renina. Alguns autores afirmam que, in vitro, a estimulagdo desses
receptores inibe a liberagdo de renina, outros, porém, afirmam que in vivo esses receptores
podem ativar a liberacdo de renina (AIRES, 1999). Os trés mecanismos que regulam a
secrecdo de renina estdo interligados constituindo uma rede fisiologica. Elevacoes da
secrecdo de renina aumentam a formacdo de Ang Il que, interagindo com seus receptores
renais, inibe a liberacdo de renina nas células justaglomerulares. Este sistema foi
denominado mecanismo de “feedback negativo de al¢a curta” (JACKSON & GARRISON,
1995). Além disso, aumentos da pressdao sanguinea inibem a liberagdo de renina por trés
outros processos: (1) a ativacdo dos barorreceptores carotideos e aorticos, portanto
reduzindo o tonus simpatico renal; (2) aumentando a pressdo nos vasos pré-glomerulares; e
(3) reduzindo a reabsor¢do de NaCl no tibulo proximal (natriurese pressorica), o que
aumenta a liberagao nos tibulos de NaCl para a macula densa. A inibi¢ao da liberacao de
renina devida a aumentos da pressdo sanguinea induzidos pela Ang II foi denominada de

mecanismo de “feedback negativo de alga longa” (JACKSON & GARRISON, 1995).

Cerca de 30% dos pacientes hipertensos apresentam niveis plasmaticos elevados de
renina, e esta variagdo pode ser um dos fatores que estaria contribuindo para alteragdes na
pressao sanguinea observada em tais pacientes (BRUNNER et al., 1972; CORVOL et al.,
1997). Na tentativa de investigar o(s) mecanismo(s) genético(s) envolvido(s) com este
fenotipo, foram descritas e estudadas mutagdes no gene da renina (REN), localizado numa
regido de 12.5kb de comprimento na por¢do q32 do cromossomo 1 (Figura 1.5)
(MIYAZAKI et al., 1984; SHINE et al., 1984). Dos polimorfismos descritos, destaca-se a

transi¢do de uma guanina para adenina no nucleotideo 1051 do exon 9 do gene, que
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acarreta a substituicdo de uma Valina por uma Isoleucina na posicao 351 da proteina. A
analise desta mutagdo em hipertensos mostrou que a freqiiéncia do genotipo
REN*1051G/1051G era significativamente elevada entre pacientes com altos indices de
renina plasmatica, quando comparados com os pacientes portadores dos genotipos
REN*1051A/1051A e REN*1051G/1051A. A constatacdo desta correlagdo fendtipo-
gendtipo indica uma possivel interferéncia da variante REN*1051G na atividade desta
enzima, que conseqlientemente favorece o desenvolvimento da hipertensdo arterial

(HASIMU et al., 2003).

SHONS 1 2 3 4 5 G T 3 b 10

T[ﬂ {5 1] TG&HBIA TG1 #514

TC/AG
G/A

Figura 1.5: Organizacdo esquematica do gene da renina. As setas indicam a posicdo de alguns

polimorfismos ja descritos neste gene.

1.3.3. Enzima Conversora Tipo 1 de Angiotensina I

A enzima conversora de angiotensina ¢ uma glicoproteina dipeptidil-
carboxipeptidase inespecifica, que catalisa a hidrolise de dipeptideos carboxi-terminais
com diferentes seqiiéncias de aminoacidos. Varias substincias podem ser hidrolisadas pela

ECA, tais como encefalinas, neurotensina ¢ substancia P.

O locus da enzima conversora de angiotensina, situado na regido 17q22-q24
(JEUNEMAITRE et al., 1992b), ocupa um espago de 21kb de comprimento no qual 26
exons e 25 introns encontram-se distribuidos (Figura 1.6) (SOUBRIER et al, 1988). O
gene ECA codifica duas isoformas; uma delas somatica, de distribuicdo sistémica,
encontrada em grandes concentracdes na superficie luminal das células endoteliais
vasculares, que ¢ composta de uma cadeia polipeptidica simples e longa. A isoforma
somatica da ECA (ECAs) é um importante componente do sistema renina-angiotensina-

aldosterona. Sua agdo cléssica neste sistema compreende a conversdo do peptideo inativo
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angiotensina I no potente vasoconstritor angiotensina II, que por sua vez estimula a
liberacao do hormdnio esterdide aldosterona do cortex da glandula adrenal, ocasionando a
retencdo de sodio e desempenhando papel fundamental na manutencdo da pressao
sanguinea e na homeostase hidroeletrolitica. A segunda isoforma € a testicular que,
influenciada por hormdnios androgenos, estimula a expressdo do gene em células
germinativas de testiculos (ECAf). As isoformas sdo resultantes da expressao de dois
promotores distintos. Na isoforma somaética, o gene ECAs ¢ transcrito a partir do promotor
que precede o primeiro exon, produzindo uma proteina de 170kDa; enquanto que a
isoforma testicular é expressa a partir de um promotor intragé€nico situado no intron 12, e o
seu produto de transcricdo possui 100kDa (EL-DORRY et al., 1982; HOWARD et al,
1990).

A clonagem do gene da ECA permitiu a detec¢do de muitos polimorfismos, sendo
um desses caracterizado pela presenca (insercao - alelo I) ou auséncia (delecao - alelo D)
de um segmento A/u no intron 16 (Figura 1.6) (RIGAT et al., 1990). A analise dos
genotipos relativos a este polimorfismo mostrou uma associacdo direta com os niveis de
ECA no plasma circulante. Assim, individuos que apresentam o genotipo ECA*AluD/AluD
(que nao possui a inser¢do) exibem aproximadamente o dobro da concentragdo de ECA
circulante em relacdo aqueles com genotipo ECA*Alul/Alul (que possui a inser¢ao Alu),
enquanto o genotipo ECA*Alul/AluD apresenta niveis intermedidrios de ECA (RIGAT et
al., 1990). Entretanto ndo foram observadas alteragdes na cinética da enzima, nem nos
niveis de angiotensina II ou aldosterona, em decorréncia da variagdo plasmatica da ECA
(RIGAT et al., 1990; HARRAP et al., 1993). Investigando a associagdo entre este
polimorfismo e a variagdo da pressdo arterial, JEUNEMAITRE e colaboradores (1992b)
ndo observaram evidéncias que pudessem corroboram a hipdtese de associagdo entre o
polimorfismo Inser¢cdo/Delecdo e a hipertensdo arterial primaria. Similarmente, SCHMIDT
e colaboradores (1993) ndo encontraram correlacao entre a inser¢ao/delecdo da seqiiéncia
Alu em individuos com pressdo arterial elevada ou baixa. Esta auséncia de associagdo foi
repetidamente observada em outros trabalhos (IWAI et al., 1994; SCHUNKERT et al.,
1994; TIRET et al., 1998; VASKU et al., 1998; CASTELLANO et al., 2003). Entretanto,
outros estudos reportaram associagcdo positiva entre o alelo D e a pressao arterial elevada
(KARIO et al., 1999; GINER et al., 2000; AGACHAN et al., 2003). Um estudo por meta-
analise, que incluiu 28 grupos caso-controle com um total de 6.923 individuos, indicou um

risco 10 vezes maior de desenvolver hipertensdo arterial em portadores do genoétipo DD
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quando comparados com os portadores do genotipo II. Apesar desta correlagdo positiva, os
resultados ndo foram estatisticamente significativos devido ao intervalo de confianca (Odd
ratio = 1,0 [95% Intervalo de confianca: 0,95, 1,27]) (STAESSEN et al., 1997). Uma outra
meta-andlise, publicada por AGERHOLM-LARSEN e colaboradores (2000), cujos
critérios de selegdo resultaram em uma cole¢do de 19 estudos, mostrou que a pressdo de
sangue também nao foi influenciada pelo gendtipo ECA*AluD/AluD (diferenca da média
ponderada = 0,5mmHg [Intervalo de Confianca de 95%: -0,5 - 1,8]). Em 2005, uma
revisdo sobre as bases genéticas da hipertensdo arterial humana, publicada por
AGARWAL e colaboradores (2005) listou 26 estudos da associacdo, nos quais 12

publicaram resultados positivos enquanto que 14 apresentaram resultados negativos.

Esse cenario talvez seja um reflexo de um impacto genético, discreto e variavel,
que o polimorfismo Inser¢ao/Delecdo do segmento A/u, no gene da ECA, tenha sobre a

fisiopatologia da pressdo arterial.

exons 1 5 8 15 17 1 26
TA-MJT
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Figura 1.6: Organizagdo esquematica do gene enzima da conversora tipo 1 de angiotensina I. A disposi¢ao

dos polimorfismos descritos neste gene estd indicada pelas setas (SAYED-TABATABAEI et al., 2006).

1.3.4. Enzima Conversora tipo 2 de Angiotensina

Andlise da seqiiéncia gendmica da Enzima Conversora tipo 2 de Angiotensina,
situada na regido Xq22, mostrou que o gene possui 18 exons (DONOGHUE et al., 2000,
TIPNIS et al., 2000). A expressdao do gene da ECA2 foi observada em diferentes tecidos,
tais como: células do endotélio vascular, coragao, rins (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS
et al., 2000), trato gastrointestinal, cérebro e figado (HARMER et al., 2002).

Esta carboxipeptidase, formada por 805 aminoécidos, possui dois dominios: um

hidrofébico, proximo a regido C-terminal que provavelmente atua na ancoragem desta
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proteina na membrana plasmadtica; e o outro, de acdo catalitica, localizado préximo a
regido N-terminal (BURRELL et al.,, 2004). Inicialmente, a tunica func¢do catalitica
associada a ECA2 foi a conversdo de Ang I em um peptideo de fun¢do desconhecida,
denominado Ang 1-9 (DONOGHUE et al., 2000). Atualmente, sabe-se que o sitio ativo
desta proteina também atua na remoc¢do de um residuo de fenilalanina, na posi¢do C-
terminal, da Ang II, convertendo-a em um peptidio, de agdo vasodilatadora, denominado
Ang 1-7. Estudos in vitro mostraram que a ECA2 possui maior afinidade pela Ang II,
quando comparada com a Ang I, evidenciando que a sua principal fun¢do ¢ a producao de
Ang 1-7. Com base nestes fatos, sugere-se que a ECA2 atue como um limitador da acao
vasoconstritora da Ang II, ou através da sua inativacao, ou pela acdo agonista da Ang 1-7

(BURRELL et al.,2004).

A elucidagdo da agdo fisiologica exercida pela ECA2 no SRAA, e a recente
identificagdo de seu gene, estimularam a realiza¢do de estudos para averiguar a influéncia
de variantes polimorficas no gene ECA2 e diferentes patologias cardiovasculares. Desde
entdo, mais de 100 polimorfismos j4 foram descritos, sendo a maioria em regides
intronicas (Figura 1.7). Estudos recentes indicaram associacdo entre as variantes
ECA2*1075G, ECA2*8790G com o infarto do miocardio e doengas coronarianas (YANG
et al., 2006) e com a hipertrofia ventricular esquerda (LIEB et al., 2006). Entretanto,
resultados conflitantes tém sido descritos para a hipertensdo arterial (BENJAFIELD et al.,
2004; LIU et al., 2005; LIEB et al., 2006). Até o momento, ainda ¢ desconhecido a funcao

exercida pelos polimorfismos avaliados neste gene.

exons 1 2 34 5 6 T 8 9 10 11121314 1516 17 18
51- 3!
AMOTSG TGMWA Tﬁﬂfﬁ?ﬂ?ﬁ
C1848T TA'E!ET']G : 2 =5 T
16354C C233130G CI6024G GIT138A

Figura 1.7: Organizagdo esquematica do gene da enzima conversora tipo 2 de angiotensina. As localiza¢des de

alguns polimorfismos estdo indicadas pelas setas. (adaptado de BENJAFIELD et al., 2004 e CHIU et al., 2004).
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1.3.5. Receptores de Angiotensina II

Os receptores de angiotensina II atuam como mediadores das fungdes de
vasoconstricdo/vasodilatacdo e do transporte de sodio (nos rins), e por este motivo seus
genes sao importantes candidatos no controle da pressdo arterial. Até o0 momento j& foram
identificados dois subtipos de receptores para a Ang II: o receptor tipo 1 de angiotensina II

(AT)) e o receptor tipo 2 de angiotensina Il (AT,) (CLAUSER et al., 1996).

O gene do receptor tipo 1 de angiotensina II (AGTR;), localizado na regido q23 do
cromossomo 3, (DORIA et al., 1994), é composto por 5 exons, distribuidos por uma regiao
de 55 kb de comprimento (Figura 1.8). Um grande niimero de polimorfismos foi descrito
neste gene. BONNARDEAUX e colaboradores (1994) realizaram um estudo caso-controle
e examinaram a associa¢do entre polimorfismos no gene do AGTR; (T573C, A1062G,
A1166C, G1517T e A1878G) e a hipertensdo arterial primdria. Dos polimorfismos
analisados, somente a substitui¢do de uma adenina por uma citosina, na posi¢do 1166 na
regido 3'-ndo traduzida do gene, foi observada com freqii€ncia significativamente elevada
entre pacientes hipertensos. Esta associacdo também foi observada em individuos com
hipertensdo severa (BONNARDEAUX et al, 1994; KAINULAINEN et al, 1999),
hipertensdo de inicio precoce (BONNARDEAUX et al., 1994) e hipertensdo na gestagdo
(NALOGOWSKA-GLOSNICKA et al., 2000). Esta associacdo foi confirmada por um
estudo subseqiiente no qual observou-se que a combinag¢ao do alelo AGTR;*1166C com a
idade e o alelo ECA*A4/uD contribuem para o aumento da pressdo arterial sistolica e
diastolica (HENSKEN et al., 2003). Entretanto, alguns estudos realizados em outras
populagdes nao detectaram a mesma associacdo entre o polimorfismo A1166C e a
hipertensdo arterial (SCHMIDT et al., 1997), ou com a hipertensdo em gestantes (TIRET
et al., 1998). Este polimorfismo também tem sido investigado em pacientes com doengas
renais e cardiovasculares, como o infarto do miocardio, hipertrofia ventricular esquerda,
alteragdes coronarianas. Sendo estes resultados também conflitantes (BOURTHIER et al.,
1985; LONDON et al., 1990; FARRAR et al., 1991; OIKE et al., 1995; BENETOS et al.,
1996; AMANT et al., 1997).

Apesar de inimeros trabalhos demonstrarem a associacdo da variante 1166C com a
hipertensao primaria e outras doencas cardiovasculares, at¢ o0 momento ndo se conhece o
mecanismo fisiologico desta mutagio. E possivel que esta A''%->C esteja em desequilibrio

de ligagdo com alguma variante funcional, ainda ndo identificada. Alternativamente, este
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polimorfismo pode estar associado com genes proximos responsaveis por essas associacoes

com os fendtipos patologicos.

Promotor exons 1
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Figura 1.8: Organizagdo esquematica do gene do receptor tipo 1 de angiotensina II. A disposi¢do de alguns

dos polimorfismos ja identificados neste gene estio indicados por setas.

O gene do receptor tipo 2 de angiotensina Il (AGTR,) ¢ expresso durante o periodo
fetal e decai apds o nascimento (SECHI et al., 1992; SHANMUGAN et al., 1995). Em
adultos a expressao deste gene ¢ restrita a poucos tecidos, sendo o seu RNA mensageiro
detectado no coragdo, cérebro e na glandula adrenal (SHANMUGAN et al, 1995;
SHANMUGAN et al., 1996). Durante anos, estudos indicavam que o AT, era responsavel
por agdes como natriurese e vasodilatacdo, entretanto achados recentes mostraram que este
receptor atua de forma contraria ao AT, regulando a sua atividade (SIRAGY & CAREY,
1999; CAREY et al., 2000; CAREY et al, 2001). Recentemente, estudos em modelo
animal indicaram a importancia do AT, na regulacdo da pressao arterial (GIGANTE et al.,

1998; TSUTSUMI et al., 1999).

O gene AGTR;, localizado no cromossomo X (KOIKE et al.,, 1994), apresenta um
comprimento de 5 kb que incluem 3 exons, elementos regulatorios no primeiro intron e a
regido promotora (MARTIN & ELTON, 1995; WARNECKE et al, 1999). Inumeras
variantes polimorficas foram descritas neste gene, sendo que as mais estudadas foram
aquelas que revelaram correlagdo com doencas cardiovasculares (Figura 1.9). A
substituicdo da adenina pela citosina, no nucleotideo 3123 do gene, apresentou
significativa associacdo com a hipertrofia cardiaca em mulheres com cardiomiopatias
(DEINUM et al., 2001). Recentemente, ZHANG e colaboradores (2003) descreveram uma
série de SNPs em diferentes regides do gene AGTR,, € mostraram que a mudanca da timina

pela citosina, na posicao 13347 da regido promotora, resulta na perda do sitio de ligagdo a
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fatores de transcri¢do. Este achado foi associado positivamente com presenca da
hipertensao arterial em homens chineses (ZANG et al., 2003) e no Reino Unido

(ALFAKIH et al., 2004).

Promotor exons 1 2 3
5 I 3
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Figura 1.9: Organizacdo esquematica do gene do receptor tipo 2 de angiotensina II. As setas indicam a

posicdo de algumas variantes polimorficas descritas para este gene.

1.3.6. Aldosterona e Aldosterona Sintetase

A aldosterona ¢ um hormonio esteroide, sintetizado na zona glomerulosa do cortex
da glandula supra-renal, cujo papel no rim ¢ estimular a reabsorcdo de sodio e a secre¢ao
de potassio e hidrogénio, agindo principalmente no tubo coletor. Os efeitos da aldosterona
sobre a reabsor¢do de sodio causam: (1) hipernatremia, aumento da osmolaridade
plasmatica, com conseqiiente estimulagdo da secrecdao; (2) liberagdo do hormodnio
natriurético e (3) maior absorcdo de 4gua nos tubulos contornados distais e ductos
coletores. Paralelamente, a elevagdo da osmolaridade plasmatica produz maior ingestdo
hidrica. Secundariamente a esses efeitos, verifica-se aumento do volume do liquido
extracelular, do volume sanguineo, do débito cardiaco e da pressao arterial. A extirpacao
cirirgica, experimental ou por qualquer processo patoldgico, do cortex adrenal determina
os efeitos opostos: diminui¢do da reabsorcao de sodio (hiponatremia) e queda na secre¢ao
de potassio (hipercalemia), com conseqiiente queda do volume do liquido extracelular e

hipotensao arterial (MIGLIORINI, 1999).

A producdo da aldosterona ¢ regulada por multiplos fatores, entre os mais
importantes destacam-se: (1) o sistema renina-angiotensina, cuja ativagdo resulta na
liberacdo da angiotensina II que estimula a sintese da aldosterona; e (2) por ions de

potassio, cujo aumento no sangue também estimula a sintese do esteroide alvo. A
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biossintese da aldosterona envolve varias etapas catalisadas por enzimas especificas, dentre
as quais destaca-se a aldosterona sintetase (CYP11B2), uma isozima responsavel pelos
ultimos estagios de conversdo de corticosterdide para aldosterona (Figura 1.10) (ARAI et

al., 2002).

CYP11A

| {colesterol desmolase)
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Fregnolona Ib-hidroxiesterdide
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‘*’ . . {21-hydroxilase) )
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Corticosterdide {inl.'_lH
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Figura 1.10: Via metabdlica da biossintese de aldosterona. As enzimas envolvidas nesse processo estao

indicadas no lado direito da figura (ARAI et al., 2002).

43



INTRODUCAO

O gene da aldosterona sintetase foi mapeado no brago longo do cromossomo 8
(regido 8q21-q22) (CHUA et al, 1987) e apresenta 9 exons dispersos por uma regido de
aproximadamente 8 kb (Figura 1.11) (MORNET et al., 1989). Entre os polimorfismos
descritos para este gene, destacam-se as variantes denominadas C344T, A2713G e
T4986C, associadas com a hipertensdo arterial primaria em diferentes populagdes
(FARDELLA et al., 1996; BRAND et al., 1998; LIM et al., 2002) e com niveis alterados
de aldosterona (DAVIES & KENYON, 2003; NICOD et al., 2003). O polimorfismo
C344T, situado na regido promotora do gene CYP11B2, interrompe o sitio de ligacdo do
fator de transcri¢ao chamado Fator Esteréide tipo 1 (SF-1) (WHITE & SLUTSKER, 1995).
Trabalhos prévios mostraram um incremento de 4 vezes na ligagdo do SF-1 com o alelo
CYP11B2*344C, que pode resultar numa taxa de transcri¢do alterada. O polimorfismo
CYP11B2*A2713G, presente no exon 3, acarreta numa mudancga de lisina para arginina na
posicdo 173 da proteina (BRAND et al, 1998). Esta variagdo foi relacionada com a
hipertensao, por diminuir a concentracdo de renina, em pacientes chilenos e japoneses
(FARDELLA et al., 1996; KOMIYA et al., 2000). Entretanto, a transi¢cao 4986 T — C no
exon 7, causando uma mudanca de valina por alanina na posicdo 386 da proteina, ainda
ndo foi relacionada com nenhuma patologia cardiovascular (POJOGA et al, 1998;

KUMAR et al., 2003).
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Figura 1.11: Organizacdo esquematica do gene da aldosterona sintetase. As setas indicam a posicdo de

algumas variantes polimorficas descritas para o gene CYP11B2.

1.3.7. Receptor de Mineralocorticoide

O receptor de mineralocorticoide (RM) ¢ um fator de transcricdo ligante-
dependentente, que se torna ativo quando associado a hormoénios esterdides,
principalmente a aldosterona (ARRIZA et al., 1987, RODDERSON & FULLER, 2000).
Uma vez formado o complexo receptor-esteroide, este migra para o nucleo onde interage

com sitios de ligacdo especificos do DNA, regulando a transcricdo de RNA mensageiro e
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proporcionando um aumento na producdo de proteinas indutoras. Essas proteinas t€ém dois
efeitos fisiologicos primarios: (1) estimulam a secrecdo ativa primaria de H' pela
membrana luminal e (2) estimulam diretamente a permeabilidade ao s6dio da membrana
luminal (por aumento da sintese e ou da incorporag@o de canais de sodio na membrana e
por aumento do suprimento de energia pela mitocondria). O aumento da permeabilidade ao
sodio da membrana luminal resulta em uma elevacao da concentragao celular de sédio
(Na"). O aumento desta estimula a atividade da Na'/K™ -ATPase da membrana basolateral,
aumentando a reabsorcdo de sodio e a concentragdo intracelular de potassio. A estimulagao
do transporte de sodio torna a carga da luz tubular mais negativa. O aumento da
concentragdo intracelular de potassio e a negatividade luminal determinam uma elevacao
da secrecdo de potdssio. Através deste mecanismo, a aldosterona, juntamente com o
receptor de mineralocorticoide, contribuem para a manutengdo do volume e osmolaridade

do liquido extracelular (AIRES, 1999).

O descompasso no complexo RM-Aldosterona acarreta inimeras patologias, tais
como resisténcia a mineralocorticoide (ZENNARO, 2004), distirbios no sistema nervoso
(DE KLOET et al., 1998), hipertensao (LIFTON et al., 2001) e deficiéncia cardiaca (PITT,
2004). Por este motivo o gene do receptor de mineralocorticoide se tornou um alvo em
potencial para rastrear as possiveis variantes genéticas que possam contribuir para o
desenvolvimento de distirbios cardiovasculares. O gene do receptor de mineralocorticoide
(Figura 1.12), localizado na regido 4q31.1 (MORRISON et al., 1990), apresenta 10 exons e
ocupa uma regido de 450kb (ZENNARO et al, 1995). O RM possui duas regides
promotoras que proporcionam a transcricdo alternativa de sua regido codificante, dando
origens a isoformas de mRNA conhecidas como hRMa e hRM. Os dois promotores estao
situados entre os exons la e 1B, que ndo sdo traduzidos e cujas fungdes estdo relacionadas
com o controle transcricional (ZENNARO et al., 1997). Desde a clonagem do gene RM,
inimeras variantes moleculares ja foram descritas para este gene, sendo algumas
relacionadas com diferentes fendtipos de hipertensdo, que seguem o padrdo de doencgas
monogénicas, tais como a hipertensdo exacerbada pela gravidez (GELLER et al., 2000),
Sindrome do Pseudoaldosteronismo (LUFT, 2004), e Sindrome de Liddle (LUFT, 2004).
Apesar de mutagdes descritas no gene RM serem responsaveis por distirbios hipertensivos
monogénicos, nenhuma apresentou relagdo com a hipertensdo arterial primaria nas

populacdes avaliadas (POCH et al., 2001).
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Figura 1.12: Organizagdo esquematica do gene do receptor de mineralocorticdide. As setas indicam a
localizagdo de alguns polimorfismos. Boxes cinza = regides promotoras, boxes azuis = dominio de ligacéo ao

DNA, boxes marrons = dominio de ligagdo do esteréide (TALLEC & LOMBES, 2005).

1.4. FATORES AMBIENTAIS E ANTROPOMETRICOS QUE INFLUENCIAM A VARIAGAO

DA PRESSAO ARTERIAL

Virios fatores implicados no aumento da pressdo arterial ja foram claramente
identificados. S3o exemplos destes: obesidade, consumo exagerado de alcool, consumo
aumentado de sal, idade, sedentarismo, entre outros. O reconhecimento desses fatores de
risco pode levar a um diagndstico precoce e a instalagdo de medidas de prevencdo nao-

farmacolodgicas.

1.4.1. Atividade Fisica

O risco de desenvolvimento da hipertensao arterial em individuos sedentarios ¢ em
torno de 20 a 50% (NEGRAO et al., 2001; FANG et al, 2005). Analises recentes
evidenciaram que a atividade fisica regular promove uma redu¢do média de 3,38mmHg da
pressdo arterial sistdlica, e de aproximadamente 2,72mmHg na diastolica, em individuos

normotensos € hipertensos, independente da reducao de peso (WHELTON et al., 2002).

Os mecanismos envolvidos na queda da pressdo arterial em individuos hipertensos
parecem estar relacionados com fatores hemodindmicos, neurais ¢ humorais. Humanos
hipertensos treinados apresentam redugdo da pressdo arterial de repouso associada a
diminui¢do da atividade simpdtica periférica e/ou do débito cardiaco (JENNINGS et al.,
1986; HAGBERG et al, 1989; VERAS-SILVA et al, 1997). Nesse aspecto, a
normalizacdo do tonus simpdatico cardiaco exacerbado estaria associada a bradicardia de

repouso e, conseqiientemente, a reducao do débito cardiaco (GAVA et al., 1995; VERAS-
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SILVA et al., 1997). Além disso, o treinamento fisico melhora o prejuizo da sensibilidade
dos pressorreceptores, observado em humanos e animais hipertensos (BRUM et al., 2000;
O’SULLIVAN & BELL, 2000). Alguns estudos em humanos vém demonstrando
alteracdes de fatores humorais associadas a reducdo da pressdo arterial, entre eles a
produgdo de substincias vasoativas, como peptideo natriurético atrial (KINOSHITA et al.,
1991). A reducao da noradrenalina plasmatica em hipertensos treinados sugere ainda uma
diminuicdo da atividade nervosa simpdtica nesses individuos (KOMIYAMAY et al,

1997).

Todavia, é importante enfatizar que a redugdo dos niveis pressoricos de individuos
hipertensos nao ¢ um achado universal (FUCHS et al, 2001a), sugerindo que existem

populagdes mais ou menos responsivas ao exercicio fisico.

1.4.2. Climatério

Os efeitos decorrentes do climatério na pressdo arterial sdo dificeis de serem
avaliados, ja que sofrem influéncia de diversos fatores, tais como envelhecimento, indice
de massa corporal, e tabagismo (IRIGOYE et al., 2003). No entanto, observa-se que a
pressdo arterial ¢ mais elevada em homens do que em mulheres até a faixa de 45 anos
(STAMLER et al., 1976; AUGUST & OPARIL, 1999). Apos essa fase, a pressao arterial
(particularmente a sistélica) aumenta nas mulheres e a hipertensdo torna-se mais prevalente
(STAMLER et al., 1976) ou, pelo menos, igualmente prevalente em homens e mulheres,
sugerindo que os hormonios ovarianos podem ser responsaveis pela pressdo arterial mais
baixa em mulheres pré-climatério e também pelo aumento da pressao arterial em mulheres

na menopausa (STAESSEN et al., 1997).

1.4.3. Consumo de Bebidas Alcodlicas

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado associagdo entre hipertensao arterial e
consumo de alcool, sendo considerada uma causa comum de elevagdo reversivel da
pressao arterial. A contribuicdo do alcool sobre a prevaléncia de hipertensdo arterial na
populacdo varia de acordo com a quantidade ingerida e da populagdo em estudo. O
consumo de doses superiores a 30g de etanol (40z de vinho = 10,8¢g etanol; 120z de cerveja

= 13,2g etanol; 1,50z de cachaga = 15,2g de etanol) por dia esta relacionado a aumento da
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pressao arterial (CUSHMAN, 2001; FUCHS et al., 2001b); a abstinéncia, ao contrario,
diminui os niveis pressoricos. Diversos mecanismos vém sendo aventados para explicar a
plausibilidade biologica da associagdo entre hipertensdo e alcoolismo. Além do estresse,
tem sido proposta a elevacdo das catecolaminas como explicagdo (KAYSEN & NOTH,
1984). Sabe-se, entretanto, que o alcool interfere na ativagdo do sistema nervoso central e
autonomo (simpatico) e do sistema renina-angiotensina-aldosterona (CLARK, 1984); e,
além disso, a baixa absor¢do de so6dio observada nos consumidores ativos de alcool pode

ser um mecanismo adicional para o desenvolvimento da hipertensdo arterial (LIMA et

al,, 1999).

1.4.4. Etnia

A hipertensdo arterial ¢ uma doenga de expressiva prevaléncia em populagdes de
origem africana, quando comparada com outras populacdes étnicas (BURT et al.,, 1998;
LANDMAN & CRUICKSHANK, 2001). Por este motivo considera-se a etnia negroide
um importante fator de risco para esta doenca. Porém, apesar de relatos epidemiologicos
indicarem uma estreita associag¢do entre a etnia negroide e a prevaléncia da HA, observa-se
também que populagdes africanas da regido do sub-Sahara apresentam baixas taxas de
hipertensio (KAUFMAN & BARKLEY, 1993). A constatagdo destes dados
epidemioldgicos discrepantes propiciou a elaboracdo de duas teorias que associam a
origem da correlacdo entre a etnia negroide e a prevaléncia da HA a fatores genéticos de
sensibilidade ao so6dio e ao estresse de viver em uma sociedade sob pressdes socio -

econdmicas (GRIM et al., 1995).

A teoria de evolucdo dos gendtipos sal-sensivel especula que durante o periodo de
escravidao inimeros africanos, retirados de seu habitat e enviados para as Américas e
Europa, sofreram com as situagdes adversas, tais como: ma alimentacao, falta de higiene,
umidade e calor excessivo. Além desses fatores, o desenvolvimento de doencas, como
diarréia e doencas febris, também proporcionavam a perda de liquidos, sais minerais e
conseqiientemente, o Obito. Portanto, esta situacdo adversa vivida pelos escravos imp0s a
necessidade fisioldgica de absorver/conservar maiores quantidades de sodio. Como
conseqiiéncia desta pressao seletiva houve o favorecimento daqueles que eram capazes de
reservar s6dio, 0 que proporcionou uma maior prevaléncia dos genotipos que conferem

sensibilidade ao sal (sal-sensiveis). Esta sensibilidade ao sal esta relacionada com o
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incremento da captacdo de sddio e/ou no seu transporte renal, que desencadeia um maior
influxo de sodio contra-regulado pelo litio, em eritrocitos, baixa atividade da renina
plasmatica e maior conservacdo da sobrecarga de sodio (BARRETO et al, 1993). As
geragdes atuais (afro-descendentes), oriundas dos escravos sobreviventes, podem ter
herdado este carater. A sensibilidade ao sédio associada a uma dieta rica em sal favorece a
elevagdo da pressdo arterial, e conseqiientemente a elevacao da prevaléncia da HA entre

afro-descendentes (GRIM et al., 1995).

A teoria do estresse social sugere que padrdes neuroendocrinos induzidos pelo
estresse psicosocial experimentado pelos afro-descendentes, bem como seus antepassados
escravos, contribuiram também para o aumento da pressdo arterial devido a inducao do
sistema nervoso simpatico, ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona e

mudangas estruturais vasculares (GRIM et al., 1995).

1.4.5. Ingesta de Sdodio

Diversos autores tém apontando para o papel preponderante da ingesta de sal na
determinag¢do da elevacdo da pressdo arterial (DE WARDENER & MAC GREGOR,
2002). Entretanto, comparagdes entre diferentes populagdes sob varios graus de ingesta de
sodio na dieta torna-se um pouco confusa, em decorréncia dos inumeros fatores
potencialmente relacionados aos niveis de pressdo arterial e ao s6dio, como a propria

heterogeneidade populacional (GROBEE, 1994).

O desenvolvimento da hipertensao determinado pelo consumo de sal é favorecido,
inicialmente, a retencdo de sddio e ao conseqiiente aumento de volemia. Este processo
contribui de forma significativa para elevagdes no débito cardiaco e da pressdo arterial

(COLEMAN & GUYTON, 1969).

1.4.6. Obesidade

Estudos transversais e prospectivos evidenciaram que a obesidade ¢ associada a
niveis pressoricos mais elevados, e que o ganho de peso que acompanha o envelhecimento
¢ um importante fator de predicao para o desenvolvimento de hipertensao (HUBERT et al.,
1983; STEVENS et al., 1998; MIKHAIL et al., 1999). De fato, trabalhos demonstram que

a redugdo de peso corporal esta freqiientemente associada a reducdo dos niveis pressoricos
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(MACMAHON & MACDONALD, 1987; GORDON et al., 1997), confirmando o papel da
obesidade na fisiopatologia da hipertensdo. Além disso, a obesidade ¢ a alteracao
fisiolégica mais comum na sindrome metabodlica, que inclui também hipertensao arterial,
dislipidemia, e alteragdes no metabolismo da glicose, sendo a hiperinsulinemia secundaria
a resisténcia a insulina um possivel mecanismo fisiopatologico para explicar a presenga de
hipertensao nessa situacdo (REAVEN et al., 1996). Em uma revisao recente, por meio da
analise de varios estudos experimentais e clinicos, ROCCHINI (2002) conclui que a
hipertensdo em obesos estd associada a retencdo de fluidos. Entre os fatores que podem
alterar as curvas de funcdo renal em individuos obesos estdo: resisténcia a insulina,
alteracOes estruturais renais, alteragdes na estrutura e fungao vascular, ativacao do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, ativacdo do sistema nervoso simpatico e alteracdes no
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal. A resisténcia a insulina pode resultar em retengdo
cronica de sodio, ja que a insulina promove reabsor¢ao de sédio no tibulo renal, estimula o
sistema nervoso simpatico e facilita a responsividade adrenal a angiotensina Il na secre¢ao
da aldosterona (ROCCHINI et al, 1990). Além disso, a insulina, em individuos normais,
promove vasodilatacdo; todavia, em individuos com resisténcia a insulina, a resposta
endotelial de vasodilatacio mediada pela insulina apresenta-se atenuada (BARON et al.,
1995). As alteragdes estruturais renais em obesos consistem de acimulo de gordura nos
rins, o que acaba por induzir compressao e aumento da pressdao hidrostatica nesse tecido,

levando ao aumento da fragdo de reabsorcao tubular (HALL et al., 1998).

E importante salientar que o aumento do tecido adiposo per se pode contribuir para
o desenvolvimento de hipertensao, ja que os adipocitos sdo capazes de produzir
angiotensinogénio (FREDERICH et al., 1992), catepsinas D e G — envolvidas na sintese de
angiotensina II (KARLSSON et al., 1998), inibidor do ativador do plasminogénio 1 — fator
pro-trombotico (LUNDGREN et al., 1996), fator de necrose tumoral — marcador de risco
cardiovascular elevado (SAMAD et al., 1999) e leptina — estimulador do sistema nervoso
simpatico (FLIER, 1998). Além disso, estudos recentes vém demonstrando a associagdo do
polimorfismo do gene da enzima conversora da angiotensina I (DENGEL et al., 2002, LEE
& TSAI, 2002), da eNOS (CHEN et al., 2001), da leptina (SHINTANI et al., 2002), do
receptor beta(3)-adrenérgico (STRAZZULLO et al., 2001) entre outros, com fatores

determinantes da sindrome metabolica.
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1.4.7. Tabagismo

O ato de fumar um cigarro causa elevacao transitoria da pressao arterial, sendo a
duracdo do efeito na elevacdo dos niveis pressoricos influenciada pelo nimero de cigarros
consumidos por dia. Estudos experimentais em humanos e animais tém demonstrado que o
mecanismo pelo qual o tabagismo promove essas alteragdes esta associado ao efeito da
nicotina sobre a liberacdo de catecolaminas neuronais e das suprarenais, os quais
aumentam a freqliéncia cardiaca, o volume sistdlico e a contratilidade miocardica,
promovendo vasoconstricdo sistémica e aumento de fluxo para a musculatura esquelética.
A nicotina atua sobre o eixo hipotalamo-hipofise, estimulando a secrecdo do fator liberador
de corticotrofina e aumentando os niveis de endorfina, hormoénio adrenocorticotrofico,
vasopressina e corticosteroides proprocionalmente a concentragdo plasmadtica alcancada
(BENOWITZ et al., 1984; BANG et al., 2000). Outro importante efeito da nicotina sobre o
sistema cardiovascular esta relacionado a altera¢do da fun¢ao endotelial, demonstrada em
estudos de complacéncia venosa de veia dorsal da mdo em tabagistas. Também a
administracdo de nicotina transdérmica (adesivos) em ndo-tabagistas ou tabagistas de grau
leve pode causar disfun¢do endotelial (SABHA et al., 2000; TANUS-SANTOS et al.,
2001). Dessa forma, o tabagismo esta associado a elevagao persistente da PA e ao aumento

da variabilidade pressorica (BENOWITZ et al., 2002; HALIMI et al., 2002).

1.5. APLICACAO DA EPIDEMIOLOGIA GENETICA NO ESTUDO DE DOENGAS
COMPLEXAS

A epidemiologia genética progrediu de sua abordagem inicial, analisando doengas
mendelianas raras, para um estudo de patologias de caracteristicas complexas. Esta
vertente da Genética tem permitido o reconhecimento, ou at¢ mesmo a elucidacdo, dos
fatores envolvidos na expressao fenotipica de varias doencas genéticas complexas. Este € o
caso de alguns disturbios hipertensivos inicialmente considerados como complexos, mas
que atualmente podem ser facilmente identificados através de marcadores moleculares
(Tabela 1.2). Este grande passo so6 foi possivel apds uma intensa investigacao
multidisciplinar que permitiu a identificacdo e caracterizagdo de polimorfismos genéticos

envolvidos com alteragdes fisiologicas especificas.
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Tabela 1.2: Doencas genéticas diagnosticadas com o auxilio de marcadores moleculares (KRIEGER et al., 2004)

Doenca Caracteristicas gerais Locus Gene Polimorfismo
Disturbio caracterizado pelo desenvolvimento precoce da HA,
hipocalemia variavel, supressdo da atividade plasmatica de renina e altos
niveis dos esterdides 18-hidroxicortisol e 18-oxocortisol;
Caracterizada bioquimicamente pelo controle aberrante da aldosterona e
dos esterodides pelo hormdnio adrenocorticotrofico;

Aldost i imivel CYP11B2

osteronismo suprimivel por Formagdo do gene hibrido pelo crossing over desigual entre o gene da 9q21-q22 Gene quimérico

glicocorticoide

Hipertensao exacerbada pela gravidez

aldosterona sintase e 11-B-hidroxilase (11-OHase), que possui a regiao
regulatoria do gene da 11-OHase e a por¢do codante proveniente do gene
da aldosterona.

O gene quimérico tem padrdo de expressdo semelhante ao gene da 11-
OHase e conseqiientemente pode ser controlado sob o estimulo dos niveis
de hormodnio adrenocorticotréfico, que resultard em alteragdes na
atividade enzimatica da aldosterona sintase.

11-B-hidroxilase

Mutagao missense no dominio ligante do RM, que favorece a sua ativagao
por componentes que normalmente ndo o ativam, como ¢é o caso da
progesterona,

Durante o periodo gestacional, mulheres portadores do RM mutante
desenvolvem a hipertensdo, devido o aumento na concentragao plasmatica
de progesterona.

4q31.1 RM S810L
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Tabela 1.2: Doencas genéticas diagnosticadas com o auxilio de marcadores moleculares - continuacao (KRIEGER et al., 2004)

Doenga Caracteristicas gerais Locus Gene Polimorfismo
Doenca de expressdo variavel, com hipertensdo de inicio precoce Arg 208Cis
acompanhada por supressdo da atividade da renina plasmatica e auséncia
virtual de aldosterona circulante; Arg208His
Pacientes com esta sindrome tém um defeito na conversao de cortisol para Arg213Cis
cortisona devido a auséncia da enzima 11B-hidroxiesteroide

hi ; .
dehidrogenase; Arg278His

“In vivo”, sabe-se que o cortisol apresenta concentragdo 100X maior que 116-hidroxilase

Sindrome do excesso aparente de a aldosterona, contudo quase toda a ativagdo do RM estd mediada pela . ) Pro227Leu
. I ticoid aldosterona. 16922 17a-hidroxilase
mineralocorticoide Arg337Cis
Esta observacdo sugere que a especificidade do RM pela aldosterona ¢ )
mediada indiretamente, com a 11b-hidroxiesteroide dehidrogenase Tir 299Del
protegendo o RM do cortisol, metabolizando-o para cortisona, o qual ndo
ativa o receptor; Arg337His
Na sindrome do excesso aparente de mineralocorticoide, a auséncia desta Tir338Del

enzima permite ao cortisol ativar o RM, resultando em hipertensdo
mediada pelo aumento da atividade dos canais epiteliais de sddio.

A presenca de mutagdes missense promove a perda do segmento
citosolico do canal epitelial de sodio, resultando num aumento de sua

Sind de Liddl atividade; 16p13-p12 B-subunidade Tre594Met
indrome de Liddle ’

A excessiva reabsor¢do de sodio pelo canal de sodio favorece o 16p13-p12 y-subunidade GI104T, C649G

desenvolvimento precoce da hipertensdo arterial.
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Contudo, para a maioria das doengas complexas, como a hipertensdo arterial
primaria, distarbios cardiovasculares, doengas infecciosas e certas neoplasias, ¢ dificil
estabelecer quais fatores estdo contribuindo para o seu surgimento e evolucdo. Diante
disso, a aquisi¢cao de informacdes precisas sobre a seqiiéncia de genes ao longo do genoma
humano e de outros organismos, tornou-se primordial no interesse da epidemiologia
genética para desvendar a natureza dos fatores que influenciam essas caracteristicas.
Entretanto, esses pardmetros tém-se mostrado muito mais desafiadores e as esperancas de
grandes avangos foram frustradas, principalmente devido ao pequeno efeito de cada uma
de suas multiplas causas, e pelo fato de que os métodos planejados para detectar genes com
efeitos significativos terem se mostrado insuficiente. Porém, apesar de os efeitos
individuais dos genes serem relativamente pequenos, as interacdes entre esses genes €
outros genes e o meio ambiente podem contribuir significativamente para o

desvendamento dessas caracteristicas.

Quanto a hipertensao arterial primaria, observa-se um grande nimero de trabalhos
guiados por marcadores moleculares, descritos em genes de sistemas fisiologicos
envolvidos no controle da pressdo arterial. O SRAA ¢ um dos mecanismos que atua na
homeostase pressorica, e conseqiientemente, seus genes sdo considerados importantes
candidatos na investigacdo da suscetibilidade genética a hipertensdo arterial. Dentre os
polimorfismos descritos nos genes do SRAA destacam-se 0 AGT*M235T, ECA*Alul/D, e
CYP11B2*C344T, por estarem envolvidos com disfun¢des fisiologicas especificas.
Entretanto, observamos que os resultados provenientes dos estudos de epidemiologia
genética tém sido conflitantes, em diferentes populagdes (SCHMIDT et al., 1993;
KASSILIKIOTI et al, 1996, METTIMANO et al., 2001; AGACHAN et al., 2003;
CASTELLANO et al., 2003). As justificativas para este cenario contrastante sdo multiplas:
(1) a analise de um unico locus, ao invés da investigacdo de varios loci; (2) a contribuigdo
variavel dos polimorfismos para a expressao da doenca; (3) a interagdo gene-gene; € (4) a

influéncia de fatores ambientais.

Certamente, a investigagdo simultanea de diferentes genétipos desfavoraveis,
combinada com a andlise de fatores ndo-genéticos (ambientais) de risco, ¢ a abordagem
mais apropriada para o estudo de doencas multifatoriais, pois pode auxiliar na investigagao
dos principais parametros que estdo contribuindo para o desenvolvimento desta doenca, em

uma certa populagao.
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OBIJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GERAIS

Uma vez estabelecida a existéncia e a importancia de fatores de risco ambientais e
genéticos para o desenvolvimento da hipertensdo arterial primaria, surge a necessidade de
que esses tais fatores sejam corretamente identificados e validados para as populagdes

brasileiras.

Para tanto estabelecemos como objetivos gerais avaliar: (1) a potencialidade de
multiplos fatores antropométricos, tais como género, idade, etnia, indice de massa corporal,
consumo de fumo e de bebidas alcodlicas, ¢ (2) os polimorfismos especificos descritos
para os genes do angiotensinogénio (AG7T*M235T), da enzima conversora de angiotensina
I (ECA*AIul/D), do receptor tipo 1 de angiotensina Il (AGTR,*A1166C), da aldosterona
sintetase (CYPI1B2*C344T) e do receptor de mineralocorticoide (RM*G3514C e
RM*A4582C) para o desenvolvimento do quadro hipertensivo.

2.2. OBJETIVOS ESPECiFICOS

» Identificar as principais variaveis antropométricas relacionadas com a hipertensdo arterial

nas populagdes do Rio de Janeiro/RJ e de Santa Isabel do Rio Negro/AM;

» (Caracterizar o perfil genético, para os polimorfismos AGT*M235T, ECA*Alul/D,
AGTR *A1166C, CYPI11B2*C344T, RM*G3514C e RM*A4582C, dos pacientes
hipertensos e de individuos normotensos dos municipios do Rio de Janeiro e de Santa

Isabel do Rio Negro/AM;

= Verificar dentre os polimorfismos genéticos estudados, quais estdo associados com a
hipertensdo arterial nas populagdes do Rio de Janeiro/RJ e de Santa Isabel do Rio

Negro/AM,;

= Verificar se o perfil genético e os fatores antropométricos associados contribuem para o

desenvolvimento da hipertensao arterial;

= Verificar se a presenga cumulativa de fatores genéticos de risco estd relacionada com o

aumento da gravidade do quadro hipertensivo.
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MATERIAL E METODOS

3.1. AVALIAGCAO DO PROJETO DE PESQUISA PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Primeiramente, o projeto de pesquisa foi encaminhado a analise do Comité de Etica
e Pesquisa (CEP) do Instituto Nacional de Cardiologia Laranjeiras (INCL). Apods a sua
aprovacdo (Anexo 1), o projeto foi enviado para avaliagdo da Comissdo Nacional de Etica

em Pesquisa (CONEP), que também emitiu parecer favoravel (Anexo 2).

Com a aprovagao do projeto de pesquisa, a equipe multidisciplinar do Setor de
Hipertensao Arterial-INCL contactou os pacientes hipertensos cadastrados para uma
revisdo clinica. Nesse momento, os pacientes foram informados do estudo e os que se
mostraram interessados assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
autorizando a investigacdo genética (Anexo 3). A mesma conduta foi adotada com os
normotensos, que neste caso, eram funcionarios do INCL. Estes voluntérios, ao tomarem
conhecimento do trabalho que seria realizado e da necessidade de se formar um grupo

controle, consentiram em participar do estudo que se iniciava.

Em paralelo, uma equipe multidisciplinar do Departamento de Medicina Tropical —
Funda¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) coletou dados clinicos (Anexo 4) ¢ amostras
biologicas (sangue) dos moradores do municipio de Santa Isabel do Rio Negro/Amazonas,
que concordaram em participar do estudo. Todos os participantes assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, autorizando a realiza¢do da investigagdo genética

(Anexo 3).

3.2. CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE ESTUDO

Neste estudo, analisamos o perfil genético de polimorfismos presentes nos genes do
sistema renina—angiotensina—aldosterona, e as caracteristicas antropométricas de
individuos normotensos e hipertensos, provenientes do municipio do Rio de Janeiro

(Grupo I) e de Santa Isabel do Rio Negro (Grupo II).

GRuUPO I: Formado por 106 pacientes com hipertensdo primaria resistente a medicamentos,
e 115 individuos normotensos. Os pacientes hipertensos severos foram selecionados no
ambulatorio de Hipertensdo Arterial do Instituto Nacional de Cardiologia Laranjeiras/Rio

de Janeiro, onde fazem acompanhamento clinico (Figura 3.1). A amostra de normotensos
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foi formada por profissionais do INCL, que voluntariamente participaram desse estudo.
Todos os participantes do Grupo [ passaram por avaliagdes clinico-laboratoriais, que
possibilitaram a exclusdo de casos de hipertensdo secundéria na amostra de pacientes, e de

qualquer tipo de hipertensdo na amostra controle.
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Figura 3.1: Mapa geografico do Brasil. Os municipios de Santa Isabel do Rio Negro e do Rio de Janeiro

estdo indicados por pontos.

GRUPO II: Os individuos deste grupo, formado por 160 pessoas provenientes do
municipio de Santa Isabel do Rio Negro (Figura 3.1), foram selecionados pela Técnica de
Amostragem Sistematica por Conglomerado. Nesta abordagem, os domicilios foram
considerados como unidade amostral, sendo que a cada cinco domicilios, um era o
escolhido para ser visitado. Em cada casa, o primeiro morador que preenchesse os critérios
para hipertensdo era convidado a participar. Na proxima casa selecionada da amostra era
convidado a participar o primeiro morador examinado normotenso, que preenchesse os
demais critérios de estudos. Todos os participantes do estudo foram examinados pelo

médico-chefe da equipe multidisciplinar do  Departamento de  Medicina
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TropicalFIOCRUZ, para afastar a possibilidade de casos de hipertensdo arterial
secundaria. Aqueles participantes em que nao se podia afastar esta possibilidade eram
excluidos da investigacdo. A avaliacdo clinica detectou 82 individuos hipertensos
primarios e 78 normotensos. Os individuos hipertensos ndo faziam uso de medicamentos

para o controle da pressdo arterial, até 0 momento da nossa avaliagao.

3.3. AVALIACAO CLINICA E ANTROPOMETRICA

Os integrantes dos grupos I e II foram clinicamente avaliados por médicos
cardiologistas do INCL (Anexo 5) e do Departamento de Medicina Tropical/FIOCRUZ,

respectivamente, seguindo um check-list apropriado (Anexos 4).

3.3.1. Critérios de Inclusao/Exclusao

Tabela 3.1: Critérios de inclusdo/exclusdo adotados no presente estudo.

Parametros Normotenso Hipertensao estagio 1 Hipertensao estagio 2
Idade > 30 anos > 30 anos > 30 anos
Histérico  familiar  para

. ausente presente presente
doengas coronarianas
Niveis pressoricos <139/89mmHg 140/90-159/99mmHg 160/100 — 179/109mmHg

trés drogas antihipertensivas

Terapia antihipertensiva ausente resente . ; A
P P P (incluindo um diurético)

Hipertensdo secundaria ausente ausente ausente

3.3.2. Determinacao dos Niveis Pressoricos

A medida da pressdo arterial obedeceu algumas regras a fim de evitar erros na
avaliacdo, seja para mais ou para menos. Por esse motivo, a determinacdo do nivel
pressorico foi realizada por um inico médico, obedecendo algumas regras bésicas: repouso
de 5 minutos antes de medir a pressao; medigdo em local confortavel, sentado e/ou deitado,
com brago apoiado, no mesmo nivel do coracao; uso de aparelho adequadamente calibrado.

Além disso, o avaliador certificou-se que o paciente nao estava com a bexiga cheia, ndo
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praticou exercicios fisicos, ndo ingeriu bebidas alcoolicas, café, alimentos, ou fumou até 30
minutos antes da medida. Apds dois minutos, realizou-se uma segunda aferi¢ao. A pressao
arterial de cada individuo foi determinada pela média das duas aferi¢des realizadas na
mesma consulta. De acordo com o valor médio da pressdo arterial, os individuos foram
classificados como sendo portadores ou nao da hipertensao arterial (Tabela 3.1). Para tanto
se utilizou o critério da Sociedade Brasileiro de Cardiologia, que considera hipertensao
valores pressoricos iguais ou superiores a 140 x 90mmHg (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2002).

Os equipamentos utilizados para afericio da pressdo arterial foram o
esfigmomandmetro zero-randomico Hawksley, com manguito padrao para adulto (23 por

12mm) devidamente calibrado e estetoscopio Littmann Cardiology.

3.3.3. Classificacio Etnica

Todos os participantes foram etnicamente classificados como sendo Caucasiano,
Negroide, Caboclo (mestico de branco com indio), Pardo ou Indio-Descendente. A
determinagdo da etnia foi feita de acordo com a presenca das caracteristicas fenotipicas,
tais como: cor da pele (branco, negro ou pardo), cor de cabelo (loiro, marrom claro,
marrom médio, marron escuro e preto), textura do cabelo (liso, ondulado, crespo), cor das
linhas e da palma das maos (palma rosa e linhas sem cor, palma rosa com linhas
vermelhas, palma branca com linhas escuras), formato do nariz e labios (FUCHS et al,,

2002).

3.3.4. Padroniza¢ao do Consumo de Bebidas Alcoolicas e Fumo

O consumo exagerado de alcool foi considerado para individuos que ingerem de
30-40g, ou mais, de bebida alcodlica por dia (4o0z de vinho = 10,8g etanol; 120z de cerveja
= 13,2g etanol; 1,50z de cachaca = 15,2g de etanol). Aqueles que so relataram o consumo

de alcool em “ocasides sociais” foram classificados como ndo-consumidores de alcool.

Os participantes que consumiram mais de cinco cigarros por dia, por um periodo
superior a um ano, foram classificados como fumantes. O consumo inferior a cinco

cigarros, ou o ndo consumo, foi associado aos casos de ndo-fumantes.
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3.3.5. Deteminacio do indice de Massa Corporal

O peso foi aferido em gramas através de balanca portatil digital calibrada, e a
altura, em centimetros, através de fita métrica invertida e posicionada a 50cm do piso, em

parede plana. O Indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado pela formula:

IMC - pesogkg)2
altura®\m

Os critérios de classificacdo do IMC foram os preconizados pela Organizagao

Mundial da Satide - OMS (WOLD HEALTH ORGANIZATION, 1995) (Tabela 3.2).

Tabela 3.2: Classificagdo do indice de Massa Corporal

Peso Valores de IMC

Baixo peso IMC < 17,0
Adequado 18,5 <IMC < 25,0
Sobrepeso 1 25,0 <IMC < 30,0
Sobrepeso 11 30,0 < IMC < 40,0
Sobrepeso 111 IMC > 40,0

3.3.6. Avaliacdo Laboratorial do Perfil Lipidico

Para a caracterizacdo do perfil lipidico foram avaliados os niveis de colesterol total,
triglicerideos, HDL-colesterol (colesterol contido nas lipoproteinas de alta densidade) e
calculo do LDL-colesterol (colesterol contido nas lipoproteinas de baixa densidade). Os
niveis de colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos foram determinados diretamente
por quimica seca (VITROS 250), enquanto que o LDL-colesterol foi calculado pela
formula de FRIEDEWALD (1972). Os valores de referéncia adotados no presente estudo
foram os recomendados pela III Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de
Preven¢ao da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade Brasileira de

Cardiologia (Tabela 3.3; SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001).

O estudo do perfil lipidico foi realizado no Laboratorio Central do INCL. Esta
analise ndo foi realizada nas amostras de Santa Isabel do Rio Negro devido a caréncia de

infra-estrutura no local de coleta.
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Tabela 3.3: Critérios de classifica¢do de niveis lipémicos.

Tipo Classificacio Valores
Desejavel Até 200mg/dl

Colesterol total Limitrofe De 200mg/dl até 240mg/dl
Elevado Acima de 240mg/dl

HDL-colesterol Desejvel Mulheres > 50 anos e homens: acima de 35mg/dl

Mulheres: acima de 45mg/dl

Desejavel Até 130mg/dl

LDL-colesterol Limitrofe De 130mg/dl até 160mg/dl
Elevado Acima de 160mg/dl
Desejavel Até 200mg/dl

Trigliceridios Limitrofe De 200mg/dl até 499mg/dl
Elevado Acima de 499mg/dl

3.4. AVALIACAO GENETICO-MOLECULAR

3.4.1. Extracao do DNA Genémico

A obtengdo do DNA gendmico, proveniente de células nucleadas do sangue
periférico, foi feita pelo método salino (para amostras recém coletadas) ou por fenol-
cloroféormio (para amostras antigas e congeladas). As amostras de sangue do Grupo I foram
processadas pelo método salino, enquanto que as do Grupo II foram processadas pelo

método de fenol-cloroférmio.

3.4.1.2. Extracdo do DNA Genémico pelo Método Salino

O DNA foi extraido a partir da camada de leucocitos, seguindo o protocolo salino

descrito por MILLER e colaboradores (1998).

Para um volume de SmL de sangue total, eram adicionados 10mL do tampao de lise
de hemadacias (NH4Cl 155mM; KHCO; 10mM; EDTA ImM, pH 7.4). Apds a
homogeneiza¢do por inversdo, os tubos foram centrifugados a 1.000 rpm, durante 4
minutos, em centrifuga clinica (Excelsa 2, Modelo 205 — N [FANEM]). Ao término deste
periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se SmL de tampao de lise de hemacias

ao precipitado (células nucleadas). O material foi homogeneizado suavemente e
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centrifugado por mais 4 minutos, a mesma velocidade. Esta etapa foi repetida por uma ou
duas vezes, até que ocorresse a lise total das hemadcias (precipitado claro). As células
brancas purificadas foram ressuspensas em 1mL de tampado de lise de nucleo (Tris-HCI
10mM; NaCl 400mM; EDTA 2mM; pH 8.2). Em seguida foram adicionados 50uL de
dodecil sulfato de sodio 10% e 34uL de proteinase K (20mg/mL). Apds a
homogeneizagdo, essa solu¢do foi incubada por 20 horas em banho de aquecimento, a
37°C (Banho-maria, B.M. 60 [TempTherm]). Apds a digestdo das proteinas, a cada
amostra foi adicionado 400uL de NaCl saturado (5,6M) e o homogeneizado por 30
segundos e centrifugado por 10 minutos, a 5.000rpm (Excelsa 2, Modelo 205 — N
[FANEM]). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, onde foram acrescentados
dois volumes de etanol absoluto gelado, para precipitagdo das fibras de DNA. Apos a
precipitagdo da molécula de DNA, esta foi transferida para um microtubo e centrifugado
por 4 minutos a 14.000rpm (Microcentrifuga 5414C [Eppendorf]). O sobrenadante foi
descartado e ao DNA foi adicionado cerca de ImL de etanol 75% gelado. Centrifugou-se
DNA por igual periodo. Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o DNA foi

ressuspenso em 500uL de TE 1X (Tris-HCI 10mM; EDTA 1mM; pH 7.4).

As amostras ressuspensas foram mantidas em banho de aquecimento (Banho-maria
com circulacdo, NT-248 [Nova Técnica]) a 65°C, por 30 minutos, para a solubilizacdo do
DNA. Apos essa etapa, as amostras de DNA foram armazenadas a uma temperatura de

4°C.

3.4.1.2. Extracao do DNA Gendomico pelo Método Organico

O DNA foi extraido a partir da camada de leucocitos, seguindo o protocolo

organico descrito por SAMBOOK & RUSSELL (2001).

A cada 100uL de sangue periférico total foram adicionados 3 volumes de tampao
de lise de hemacias (item 3.4.1.2) e os microtubos contendo o homogeneizado foram
centrifugados a 1000 rpm por 10 minutos (Excelsa 2, Modelo 205 — N [FANEM]). Ao
témino desta fase, o sobrenadante foi descartado e novamente adicionou-se as células
300uL de tampado de lise de hemacias. O material foi homogeneizado suavemente e
centrifugado por mais 10 minutos a mesma velocidade. Esta etapa foi repetida até que a

lise total das células anucleadas. Ao final das lavagens, adicionou-se 300uL de tampao de
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proteinase K (10mM Tris, 10mM EDTA, 10mM SDS 10%) ao precipitado. Essa mistura
foi homogeneizada em vortex (Maxi Mix II, Type 37600 Mixer [Thernolyne]), e em
seguida adicionou-se 33uL de proteinase K (20mg/mL). As amostras foram incubadas por
20 horas em banho de aquecimento, a 37°C (Banho-Maria, B.M. 60 [TempTherm]). Apo6s
a digestdo, a cada amostra foi adicionado igual volume de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico na razdo de 25:24:1 (INVITROGEN). As misturas foram homogeneizadas em
vortex (Maxi Mix II, Type 37600 Mixer [Thernolyne]), por 15 minutos, e posteriormente
centrifugadas por mais 2 minutos a 14.000rpm (Microcentrifuga 5414C [Eppendorf]). A
fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 30uL de acetato de
sodio 3M. Apos a homogeneizagdo por inversdo, foram acrescentados 3 volumes de etanol
absoluto gelado para precipitagdo das fibras de DNA. O DNA foi centrifugado por 4
minutos a 14.000rpm. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e ao DNA foi adicionado
cerca de ImL de etanol 75% gelado. Centrifugou-se DNA por igual periodo e sob as
mesmas condi¢des da etapa anterior. Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e o DNA

foi ressuspenso em 300uL TE 1X.

Para solubilizar o DNA foi necessario manté-lo em banho de aquecimento (Banho-
maria com circulagdo, NT-248 [Nova Técnica]) a 65°C, por 30 minutos. Ao final deste

periodo, as amostras de DNA foram armazenadas a uma temperatura de 4°C.

3.4.2. Estimativa da Concentracao de DNA

Para avaliar a quantidade do material extraido e estimar a concentra¢do das
amostras de DNA, estas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8% (GIBCO
BRL) diluida em tampao TBE 1X (Tris 89mM [AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH],
acido borico 89mM [ISOFAR], EDTA 2mM [GIBCO BRL]). No preparo das amostras,
1ul da aliquota de DNA foi adicionado a 1ul de corante de corrida (azul de bromofenol
0,025% [SIGMA], xileno-cianol 0,025% [MERK], glicerol 30% [MERK]) e 8ul de dgua
Milli-Q. A eletroforese foi realizada a 60V, por uma hora, em cuba horizontal (Horizon 58
— GIBCO BRL), usando-se como tampao de corrida TBE 1X. O gel foi corado em solucao
de brometo de etideo 0,5ug/mL (SIGMA), por 10 minutos, e visualizado em um
transiluminador de luz ultravioleta (ImagenMaster® VDS — PHARMACIA BIOTECH).
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A quantidade de DNA foi estimada através da comparagdo de sua intensidade com
a de um marcador de peso molecular A-DNA (GIBCO BRL), cuja concentragdo foi

previamente estabelecida em 100ng e 200ng.

3.4.3. Analise dos Polimorfismos Genéticos
3.4.3.1. Analise Molecular do Polimorfismo M235T

O Polimorfismo de Fragmentos de DNA, obtidos por Enzimas de Restricao
(RFLP), foi detectado em fragmento amplificado pelo método de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Desta forma, foi possivel observar a transicdo Timina—Citosina (T —
C), na posi¢cao 704, do exon 2, no gene do angiotensinogénio (Figura 3.2). Para a analise

deste polimorfismo foram utilizados os oligonucleotideos descritos por RUSS e

colaboradores (1993):

AGTgenso 5'- CAG GGG TGC TGT CCA CAC TGG ACCCC -3
AGT ntisenso - CCG TTT GTG CAG GGC CTG GCT CTC T -3’

As reagdes de PCR incluiram 100ng de DNA genomico, tampao de reagdo 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCI [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (1mM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dGTP ¢ 1mM de dCTP [INVITROGEN)),
1uM de cada um dos oligonucleotideos e 0,3U de Tag DNA polimerase (BIOTOOLS) em
um volume final de 10uL. As amostras foram processadas no termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller (Peltier-Effeci Cycling; Mj Research, Inc.). As
condig¢des de ciclagem foram estabelecidas incluiram uma desnaturacao inicial a 90°C, por
trés minutos, seguida de 10 ciclos com trés etapas: desnaturagdo a 94°C, por um minuto,
pareamento dos oligonucleotideos a 68°C, por um minuto, e extensdo a 72°C, por 1
minuto. Posteriormente, foram realizados mais 30 ciclos com trés etapas: desnaturacdo a
90°C, por trinta segundos, pareamento dos oligonucleotideos a 68°C, por um minuto, ¢
extensdo a 72°C, por trinta segundos. A extensdo final foi conduzida a 72°C, por 10
minutos. Cinco microlitros do produto amplificado foram misturados com 1uL de corante
de corrida e aplicados em gel de agarose 1,5%. A eletroforese transcorreu em cuba
horizontal (Horizon 58 — GIBCO BRL), usando-se como tampao de corrida TBE 1X, a

temperatura ambiente, com voltagem constante de 90V, por 50 minutos. Apos o término da
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eletroforese, gel foi corado em solugdo de brometo de etideo (item 3.4.2), por 10 minutos,
e os fragmentos de 165pb foram visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta

(ImagenMaster® VDS).

Apo6s a amplificacdo da regido alvo, as amostras foram preparadas utilizando-se
uma aliquota de 4uL de produto da PCR, ao qual se adicionou 2U da enzima Tth 1111
(GACNINNNGTC [NEW ENGLAND-BIOLABS]), tampdo de reagdo 1X (10mM Bis
Tris Propano-HCI, 10mM MgCl,, ImM DTT). O volume final da reagdo foi de 10uL. A
digestao enzimatica do produto amplificado ocorreu em banho-maria a 65°C, por 12 horas.
Dez microlitros do produto da digestdo foram adicionados a 2,5uL de corante de corrida e
a preparacao foi aplicada no gel de poliacrilamida 10% nao desnaturante, composto de
10% de poliacrliamida (acrilamida:bis acrilamida [29:1]), 1X TBE, 1% de Persulfato de
Ambnio e 0,1% de TEMED®. A eletroforese foi realizada em cuba vertical (SIGMA-
ALDRICH), contendo TBE 1X, a uma voltagem constante de 250V por aproximadamente
duas horas. Ao término da corrida eletroforética, o gel foi retirado das placas e imerso em
solucdo de brometo de etideo (item 3.4.2), por aproximadamente 5 minutos. Apods a
coloracdo, os fragmentos foram visualizados sob luz ultravioleta e a sua imagem foi

fotografada pelo sistema ImagenMaster® VDS.

O padrao obtido a partir da digestdo do produto amplificado, que contém o
polimorfismo M235T no gene do angiotensinogénio, pela enzima Tth 1111 esta
demonstrado esquematicamente na figura 3.2. A presenca da variante alélica T cria um
sitio de clivagem da enzima de restricdo Tth 1111, sendo assim, nos individuos
homozigotos AGT*235T/235T o fragmento de 165pb gerado pela PCR ¢ clivado em dois
fragmentos, um com 141pb e outro com 24pb (ndo observado no gel). Os individuos
heterozigotos AGT*235M/235T apresentam, além destes dois fragmentos, um terceiro
fragmento de 165pb resultante do alelo M nao clivado pela enzima de restricdo. Os
individuos homozigotos AGT*235M/235M, o fragmento amplificado ndo ¢ clivado e,

nestes, s6 observamos um fragmento de 165pb.
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Figura 3.2: Ilustracdo do mecanismo de analise do polimorfismo AGT*M235T. (a) Localizagdo cromossomica do gene do AGT e seu RNA mensageiro. (b) As regides reconhecida

pelos iniciadores AGTeus € AGT niisenso-€5ta0 destacadas em vermelho. (¢) Representacdo esquematica dos padrdes de bandas obtidos em gel de poliacrilamida, apds a digestdo com a

enzima Tth 1111 do fragmento de 165pb (linha 2) que contém o polimorfismo M235T. Linha 1 — marcador de peso molecular de 50pb, linha 2 — produto de PCR néo digerido, linha 3 -
padrao de digestdo obtido para um individuos homozigoto AGT*235M/235M (165pb), na linha 4 - padrdo obtido para um individuo heterozigoto AGT*235M/235T (165,141 e 24pb),

e na linha 5 o padrao para individuos homozigotos AGT*235T/235T(141 e 24pb). O fragmento de 24pb ndo ¢ observado no gel.
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3.4.3.2.Analise Molecular do Polimorfismo A/u I/D:

A identificacdo a presenca (alelo I) ou auséncia (alelo D) de um fragmento de 287
pares de base, presente no intron 16 do gene da enzima conversora de angiotensina I, foi
realizada pela técnica de PCR (Figura 3.3). Para a andlise deste polimorfismo foram

utilizados os oligonucleotideos descritos por RIGAT e colaboradores (1990), sendo estes:

ECAgenso 5'- CTG GAG ACC ACT CCCATC CTT TCT - 3°
ECAantisenso 5 - GAT GTG GCC ATC ACATCC GTCAGAT-3".

As reacdes de PCR incluiram 100ng de DNA gendmico, tampdo de reagdo 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCI [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (1mM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dGTP ¢ 1mM de dCTP [INVITROGEN]),
0,5uM de cada um dos oligonucleotideos e 0,3U de 7ag DNA polimerase (BIOTOOLS)
em um volume final de 10ulL. As amostras foram processadas no termociclador
PCRExpress Hybaid. As condi¢des de ciclagem foram estabelecidas incluiram uma
desnaturacdo inicial a 94°C, por cinco minutos, seguida de 30 ciclos com trés etapas:
desnaturacdo a 94°C, por um minuto, pareamento dos oligonucleotideos a 58°C, por um
minuto, e extensao a 72°C, por 1 minuto. A extensdo final foi conduzida a 72°C, por 10
minutos. Dez microlitros dos produtos da PCR foram misturados com 2ul. de corante de
corrida e posteriormente submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%. A eletroforese
ocorreu em cuba horizontal, usando-se como tampao de corrida TBE 1X. As condigdes
eletroforéticas utilizadas foram: voltagem constante de 100V com durag@o de 70 minutos a
temperatura ambiente. Ao término da corrida eletroforética, o gel foi retirado da cuba e
imerso em solucdao de brometo de etideo (item 3.4.2), por 5 minutos. Apos a coloracao, o
gel foi colocado sob um transiluminador, que permitiu a visualizagdo dos fragmentos

obtidos pela PCR. Os géis foram fotografados pelo sistema ImagenMaster® VDS.

A figura 3.2 apresenta o esquema do gel de agarose com o padrdo de amplificagdo
dos fragmentos de PCR. Este contém o polimorfismo Inser¢ao/Delecdo da seqiliéncia Alu,
presente no gene da enzima conversora de angiotensina I. A presenca do alelo ECA*A4/ul ¢
indicada pelo fragmento de 490pb, enquanto que o alelo ECA*A4/uD ¢ identificado pelo
fragmento de 190pb. Os fragmentos observados seguem o padrdo mendeliano de

codominancia.
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Figura 3.3: Ilustragdo do mecanismo de andlise do polimorfismo ECA*A4/ul/D. (a) Localizagdo cromossdomica do gene do ECA e seus RNAs mensageiros. (b) Sequencias em
vermelho destacam os locais de pareamento dos iniciadores ECAgeyso € ECAntisenso- (€) Figura esquematica dos fragmentos de PCR visualizados em gel de agarose 2%. Linha

1- marcador de peso molecular 50pb, linha2 — genotipo A/ul/Alul (490pb), linha 3 — gendtipo ECA*AIul/AluD (490/190pb), linhas 4 ¢ 5 — gendtipo ECA*A/uD/AluD (190p).
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3.4.3.3. Analise Molecular do Polimorfismo A1166C

O gene do AGTR, abriga uma variante caracterizada pela transversao Adenina —
Citosina (A—C) na posicao 1166 do gene (Figura 3.4) que foi detectada pela técnica de
PCR-RFLP. Para a analise deste polimorfismo foram utilizados os oligonucleotideos

descritos por NALOSGOWSKA-GLOSNICKA e colaboradores (2000):

Plgenso 5'-CGA CTA CTG CTT AGC ATA -3
P2ntisenso 3 -GCA CCA TGT TTT GAG GTT - 3’

As reagdes de PCR incluiram 100ng de DNA gendomico, tampao de reacao 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCIl [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (ImM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dGTP ¢ ImM de dCTP [INVITROGEN)]),
1uM de cada oligonucleotideo e 0,3U de 7ag DNA polimerase (BIOTOOLS) em um
volume final de 10uL. As amostras foram processadas no termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller. As condi¢des de ciclagem foram estabelecidas
incluiram uma desnaturagdo inicial a 95°C, por cinco minutos, seguida de 30 ciclos com
trés etapas: desnaturagdo a 94°C, por um minuto, pareamento dos oligonucleotideos a
55°C, por um minuto, e extensdo a 72°C, por 1 minuto. A extensdo final foi conduzida a
72°C, por 10 minutos. Cinco microlitros do produto da PCR foram adicionados a 1pL de
corante de corrida, e posteriormente submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
com voltagem constante de 90V. Os géis foram corados com brometo de etideo (item

3.4.2) e os produtos visualizados sobre luz ultravioleta ImagenMaster® VDS.

Apods a amplificacdo da regido alvo, as amostras foram preparadas utilizando-se
uma aliquota de 4ul. de produto da PCR, ao qual se adicionou 2U da enzima Dde I
(CYTNAG [NEW ENGLAND-BIOLABS]) ¢ tampdo de reagio 1X (50mM Tris-HCL,
10mM MgCl,, ImM DTT). O volume final da reagdo foi de 10uL. A digestdo enzimatica
do produto amplificado ocorreu em banho-maria a 37°C por 1 hora. Apds este periodo, a
enzima de restricdo foi inativada através da incubagdo em banho-maria 65°C, por 20
minutos. Dez microlitros do produto da digestao foram adicionados a 2,5uL de corante e a
preparacdo foi aplicada no gel de poliacrilamida 10% ndo desnaturante. A eletroforese foi
realizada em cuba vertical a uma voltagem constante de 250V, por aproximadamente duas

horas. Ao término da corrida eletroforética, o gel foi retirado das placas e imerso em
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solucdo de brometo de etideo (item 3.4.2). Apds a coloracdo, os fragmentos foram
visualizados sob luz ultravioleta e a sua imagem foi fotografada pelo sistema

ImagenMaster® VDS.

A figura 3.4 apresenta o esquema do gel de poliacrilamida com o padrdo de
digestao do fragmento de 546pb com Dde I, contendo o polimorfismo A1166C do gene do
receptor tipo 1 de angiotensina 1. No fragmento de estudo do gene AGTR;, o alelo mutante
apresenta o sitio de reconhecimento da enzima Dde I, por substituicdo de A por C. O alelo
selvagem AGTR;*1166A possui um comprimento de 546 pares de base, enquanto que e o
alelo AGTR;*1166C, mutante, possui um sitio que produz dois fragmentos de 435 e

111pb.
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Figura 3.4: Ilustragdo do mecanismo de analise do polimorfismo AGTR,;*1166C. (a) Localizacdo cromossomica do gene do AGTR; e seu RNA mensageiro. (b) Sequéncias em
vermelho destacam os locais de pareamento dos iniadores P1 e P2. (¢) Figura esquematica dos fragmentos de PCR digeridos pela enzima Ddel e visualizados em gel de
PAGE 10%. Linha 1 — Marcador de peso molecular de 50pb, linha 2 — produto amplificado de 546pb ndo submetido a digestdo enzimatica, linha 3 - genoétipos
AGTR*1166A/1166A (546pb), linha 4 — gendtipos AGTR,*1166A/1166C (546, 435, 111pb), linha 5 - genotipo e AGTR;*1166C/1166C (111pb).
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3.4.3.4. Analise Molecular do Polimorfismo C344T

O gene da aldosterona sintetase (Figuras 3.5) possui uma transi¢cao Citosina —>
Timina (C—T), situada na posicao 344 da sua regido promotora (DAVIES et al., 1999).
Esta variacdo foi detectada pela técnica de PCR-RFLP, utilizando o protocolo descrito

por DAVIES e colaboradores (1999). Para tanto se utilizou os iniciadores:

SFlsenso 3" — GTG TCA GGG CAG GGG GTA -3
SF1antisenso 5" — AGG CGT GGG GTC TGG ACT - 37

As reagdes de PCR incluiram 100ng de DNA genomico, tampao de reagao 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCI [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (ImM de dATP, 1mM de dTTP, ImM de dGTP ¢ 1ImM de dCTP
[INVITROGEN]), 3uM de cada um dos oligonucleotideos ¢ 0,3U de 7ag DNA
polimerase (BIOTOOLS) em um volume final de 10pL. As amostras foram processadas
no termociclador PTC-100 Programmable Thermal Controller. As condi¢des de
ciclagem foram estabelecidas incluiram uma desnaturag¢do inicial a 94°C, por trés
minutos, seguida de 30 ciclos com trés etapas: desnaturagdo a 93°C, por um minuto,
pareamento dos oligonucleotideos a 68°C, por um minuto, e extensdo a 72°C, por 1
minuto. A extensdo final foi conduzida a 72°C, por 10 minutos. Cinco microlitros do
produto amplificado foram misturados com 1pL de corante de corrida, e posteriormente
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5%, com voltagem constante de 90V. Os
géis foram corados com brometo de etideo (item 3.4.2), por cinco minutos, € 0s

produtos visualizados em transiluminador de luz ultravioleta ImagenMaster® VDS.

Quatro microlitros do produto amplificado foram submetidos a digestao
enzimdtica, com duas unidades da enzima Hae III, por duas horas a 37°C, de acordo
com as instru¢cdes do fabricante (INVITROGEN). Esta enzima reconhece o sitio
GG CC. Apos a obtengido dos fragmentos de estudo, o produto digerido foi aplicado em
gel de poliacrilamida 10%. A eletroforese transcorreu em temperatura ambiente por 70
minutos. Apds a eletroforese, os géis foram corados com brometo de etideo (item 3.4.2)
e os perfis de digestdo foram visualizados sob luz ultravioleta. As imagens dos géis

foram fotografadas pelo sistema ImagenMaster® VDS.
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A figura 3.5 apresenta o esquema do gel de poliacrilamida com o padrao de
digestdo do fragmento de 228pb com a enzima Hae III, contendo o polimorfismo
C344T no gene da aldosterona sintetase. A presenca da variante alélica C cria um sitio
extra de clivagem da Hae III, o que permite diferenciar os genotipos através do tamanho
dos produtos amplificados. Nos individuos homozigotos CYP11B2*344T/344T, a
clivagem do produto da PCR, com a enzima de restricdo, gera um fragmento de 175pb.
Nos individuos heterozigotos CYP11B2%344T/344C, visualizamos além deste
fragmento, duas outras bandas de 104pb e 7l1pb. Nos individuos homozigotos
CYP11B2*344C/344C, visualizamos somente os fragmentos de 104pb ¢ 71pb. Todos
0s genotipos apresentam ainda um fragmento de 53pb, que nao foi utilizado neste

estudo.
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Figura 3.5: Ilustragdo do mecanismo de andlise do polimorfismo CYP11B2*C344T. (a) Localizagdo cromossdmica do gene do CYP11B2 e seu RNA mensageiro. (b)
Sequéncias génicas em vermelho destacam os locais de reconhecimento dos iniciadores SF-1.ns, € SF-1,n4senso- (€) Figura esquematica dos perfis genotipicos visualizados
em gel de poliacrilamida 10%, apos a clivagem enzimatica do produto de PCR de 228pb pela da endonuclease Hae I11. Linha 1 — marcador de peso molecular 50pb, linha
2 — produto de PCR néo digerido (226pb), linha 3 — genotipo CYP11B2*344T/344T (175), linha 4 — genotipo CYP11B2*344T/344C (175pb, 104pb, 71pb), linha 5 —
genotipo CYP11B2%344C/344C (104pb, 71pb).
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3.4.3.5.Genotipagem dos Polimorfismos G3514C e A4582C

O gene do receptor renal de mineralocorticéide apresenta inimeras variantes
genéticas, dentre os quais destacam-se: Guanina—Citosina (G—C), na posi¢ao 3514, do
intron 4 (Figura 3.6); ¢ Adenina—Citosina (A—C), na posi¢ao 4582, da regido 3’ nao

traduzida (Figura 3.7). Estas variagdes foram detectadas pelo método PCR-RFLP.

Para a amplificagdo da regido que contém o polimorfismo G3514C foram utilizados
os iniciadores descritos por LUDWIG e colaboradores (1998), sendo estes:
RMGigenso 5'- CTT TAT CAT TGC GGA CGC TC-3’
RMGantisenso 5'- CAG TAG CAG AGT AAG GAT G-3".

As reagdes de PCR incluiram 100ng de DNA gendmico, tampdo de reagdo 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCI [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (1mM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dGTP ¢ 1mM de dCTP [INVITROGEN]),
1uM de cada um dos oligonucleotideos e 0,3U de 7ag DNA polimerase (BIOTOOLS) em
um volume final de 10uL. As amostras foram processadas no termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller. As condigdes de ciclagem foram estabelecidas
incluiram uma desnaturacdo inicial a 95°C, por cinco minutos, seguida de 30 ciclos com
trés etapas: desnaturacdo a 96°C, por trinta segundos, pareamento dos oligonucleotideos a
58°C, por trinta segundos, ¢ extensdo a 72°C, por trinta segundos. A extensao final foi
conduzida a 72°C, por sete minutos. Cinco microlitros do produto amplificado foram
misturados com 1uL de corante de corrida, e posteriormente submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5%, com voltagem constante de 90V. Os géis foram corados com brometo
de etideo (item 3.4.2), por cinco minutos, € os produtos visualizados em transiluminador de

luz ultravioleta ImagenMaster® VDS.

Quatro microlitros do produto amplificado foram submetidos a digestao enzimatica,
com duas unidades da enzima Ban II, por duas horas a 37°C, de acordo com as instrugdes
do fabricante (INVITROGEN). Esta enzima reconhece o sitio GRGCYVC. Apds a
obtencdo dos fragmentos de estudo, este foi aplicado em gel de poliacrilamida 10%. A
eletroforese transcorreu em temperatura ambiente, por 70 minutos. Apos a eletroforese, os
géis foram corados com brometo de etideo (item 3.4.2) e os perfis de digestdo foram
visualizados sob luz ultravioleta. As imagens dos géis foram fotografadas pelo sistema

ImagenMaster® VDS.
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A figura 3.6 apresenta o esquema do gel de poliacrilamida com o padrio de
digestdao do fragmento de 242pb com enzima Ban II, contendo o polimorfismo G3514C no
gene do receptor renal de mineralocorticoide. A presenca da variante alélica RM*3514C
cria um sitio de reconhecimento da enzima Ban II, sendo assim, nos individuos
homozigotos RM*3514C/3514C, o fragmento de 242pb ¢ clivado em dois fragmentos de
142pb e 100pb. Os individuos heterozigotos RM*3514G/3514C visualizamos, além destes
fragmentos, uma banda de 242pb resultante do alelo G ndo clivado pela enzima. Os
individuos homozigotos RM*3514G/3514G, o fragmento amplificado ndo ¢ clivado e,

nestes, s6 observamos um fragmento de 242pb.

O polimorfismo A4582C foi analisado utilizando-se os iniciadores descritos por

POCH e colaboradores (2001), sendo estes:

RMAgenso 5" — TTG GGA AAG CCT GCC TCG TT -3
RMA jniisenso 5" — TCC TGC CAT GAT CTG TGC GT- 37

As reacdes de PCR incluiram 100ng de DNA gendmico, tampdo de reagdo 1X
(10mM Tris-HCL, 50mM KCIl [BIOTOOLS]), 1,5mM MgCl, (BIOTOOLS), 0,2mM de
dNTP (ImM de dATP, ImM de dTTP, ImM de dGTP e ImM de dCTP [INVITROGEN)]),
1uM de cada um dos oligonucleotideos e 0,3U de Tag DNA polimerase (BIOTOOLS) em
um volume final de 10uL. As amostras foram processadas no termociclador PTC-100
Programmable Thermal Controller. As condi¢des de ciclagem foram estabelecidas
incluiram uma desnaturac¢do inicial a 96°C, por cinco minutos, seguida de 30 ciclos com
trés etapas: desnaturacdo a 94°C, por trinta segundos, pareamento dos oligonucleotideos a
68°C, por trinta segundos e extensao a 72°C, por trinta segundos. A extensao final foi
conduzida a 72°C, por cinco minutos. Cinco microlitros do produto amplificado foram
misturados com 1uL de corante de corrida, e posteriormente submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5%, com voltagem constante de 90V. Os géis foram corados com brometo
de etideo (item 3.4.2), por 5 minutos, e os produtos visualizados em transiluminador de luz

ultravioleta ImagenMaster® VDS.

Quatro microlitros do produto amplificado foram submetidos a digestao enzimatica,
com duas unidades da enzima MspAl I, por duas horas a 37°C, de acordo com as
instrugdes do fabricante (INVITROGEN). Esta enzima reconhece o sitio CMGVCKG.

Apos a obtencdo dos fragmentos de estudo, este foi aplicado em gel de poliacrilamida
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10%. A eletroforese transcorreu em temperatura ambiente por 70 minutos. Apos a
eletroforese, os géis foram corados com brometo de etideo e os perfis de digestdo foram
visualizados sob luz ultravioleta. As imagens dos géis foram fotografadas pelo sistema

ImagenMaster® VDS.

A figura 3.7 apresenta o esquema do gel de poliacrilamida com o padrdo de
digestao do fragmento de 246pb com enzima MspA1 I, contendo o polimorfismo A4582C.
A presenca da variante alélica RM*4582C cria um sitio de reconhecimento para a
endonuclease. Sendo assim, nos individuo homozigotos RM*4582C/4582C, o fragmento
de 246pb ¢ clivado em dois fragmentos de 171pb e 75pb. Nos individuos heterozigotos
RM*4582G/4582C visualizamos, além destes fragmentos, uma banda de 246pb, resultante
do alelo 4 nao clivado pela enzima. Os individuos homozigotos RM*4582A/4582A, o

fragmento amplificado ndo ¢ clivado e, nestes, s6 observamos um fragmento de 246pb.

79



Produtoe amplificado, de 242ph, submetido a digestio enzimatica pela Ban Il

34zl
3481
3541
26801

MRGsenso

cogyatgang
agttttaact
ctaacgaacy
cattaatatt

aaatactaac
a-qocgtogta
tbttaaagot
cbtttgbtat

goctgogagc
gtttotgota
taccottggt
taasaaaaca

tobgatthbtyg
toggtb oot
Lo gCcac ataa
Caaaaaaata

atattttcac
gttttaaaa
aacgtatagt
ataasaaaat

MATERIAL E METODOS

agatgyaaga
gottcaagga
caat at oo
at

366l

atocctt
tyqgyCcaqca achcthct

ib) |

actctgoctac tgataacaga actogbogooo qotgoctoto

MRGantisenso

3 UTR

5iph H-Dig FM mRHA

GG
(c}

GiC

(a)

m Cromossomo 4

CITHIKENTEE B

L]
b
Ly ]
T

23

8351.3

L)
=)
Al

o

FlEd
plE.1
p15. 353
pl5. 52
F15.G1
FlT.2
1.1
F1t

[ ki
12
91z
g1%.1
qlF.2
qLF. G
q21.21
22,1
92&.1
931.21
FE2.1
93E. 5
5,1
It e d
938.1
g935.2

= L
LS |
[

qz
Q27
951

Figura 3.6: Ilustragdo do mecanismo de andlise do polimorfismo RM*G3514C. (a) Localizagdo cromossdmica do gene do RM e seu RNA mensageiro. (b) Sequéncias génicas em
vermelho destacam os locais de reconhecimento dos iniciadores RMGyenso € RMGipisenso. (€) Figura esquematica dos perfis genotipicos visualizados em gel de poliacrilamida
10%, apos a clivagem enzimatica do produto de PCR de 242pb pela da endonuclease Ban II. Linha 1 — marcador de peso molecular 50pb, linha 2 — produto amplificado nao

digerido (242pb), linha 3 - gendtipo RM*3514G/3514G (242pb), linha 4 — genétipo RM*3514G/3514C (242, 142, 100pb) e linha 5 — gendtipo RM*3514C/3514C (142,
100pb).
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Figura 3.7: Ilustragdo do mecanismo de anélise do polimorfismo RM*A4582C. (a) Localizagdo cromossdmica do gene do RM e seu RNA mensageiro. (b) Sequéncias génicas em
vermelho destacam as regides reconhecidas pelos iniciadores RM Ay € RMA uisenso. (€) Representacdo esquematica dos padrdes de bandas obtidos no gel de poliacrilamida,
apos a digestdo do produto de PCR (246pb) pela enzima MspAl. Linha 1 — marcador de peso molecular de 50pb, linha 2 — fragmento de PCR néo digerido, linha 3 — banda
observada em individuos com o genétipo RM*4582A/4582A (246pb), linha 4 — padrdo de bandas observados em individuos heterozigotos RM*4582A/4582C (246, 171,
75pb), linha 5 — padréo de bandas de individuos com gendtipo RM*4582C/4582C (171, 75pb).
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3.5. ANALISE ESTATISTICA:

Para a execucdo das andlises estatisticas foram utilizados diferentes programas,
cada um com aplicagdes especificas. Os pacotes estatisticos usados foram: (1) SPSS
(versao 12.0) — empregado na execucao dos testes t-Student e regressao linear; (2) Stat-
Xact (versdo 3.0) — usado nos testes de qui-quadrado; (3) GENIOC (CABELLO &
KRIEGER, 1977) — aplicado na averiguacao do equilibrio de Hardy-Weinberg (HW); e (4)
Epilnfo (versdo 3.3.2) — utilizado para a determinagdo das ODDS ratio (OR).

A inferéncia dos resultados foi avaliada ao nivel de significancia de 0.05.

3.5.1. Analise das Caracteristicas Clinicas e Antropométricas

Os parametros clinicos e antropométricos foram comparados com o proposito de

averiguar diferengas e similaridades entre os controles e pacientes.

Os valores das variaveis continuas, como idade, pressdo arterial sistolica, pressao
arterial diastdlica, perfil lipidico e indice de massa corporal foram expressos como média +
desvio-padrao, e as diferencas entre as a mostras de controles e pacientes foram
comparadas pelo teste de t-Student. As varidveis qualitativas (género, etnia, tabagismo e

consumo de bebida alcoolica) foram comparadas pelo teste de qui-quadrado.

3.5.2. Correlaciio entre Variaveis Clinicas/Antropométricas e a Pressdo Arterial

A influéncia de multiplas variaveis clinicas e antropométricas na variagao da
pressdo arterial foi medida pelo teste de regressdo linear-stepwise. Nesta andlise, as
variaveis dependentes foram a pressdo arterial sistolica e a pressdo arterial diastolica. As
varidveis independentes foram: idade, indice de massa corporal, género (0 = feminino, 1 =
masculino), fumante (0 = nao fumante, 1 = fumante), consumo de bebida alcodlica (0 =
ndo consome, 1 = consome bebida alcodlica). As etnias foram normalizadas seguindo o
seguinte padrdo: etnia_1 (caucasoide), etnia_2 (negroéide), etnia 3 (pardo), etnia 4 (indio
descendente), etnia_5 (caboclo). Para a presenca da etnia foi atribuido o valor 1, e a sua

auséncia foi conferido o valor 0.
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3.5.3. Estimativa das Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas

Os loci do SRAA apresentam alelos codominantes, o que permite inferir os
genotipos a partir dos respectivos fendtipos. As freqiiéncias alélicas (x;) e genotipicas (Xj;)
de cada loco, em cada comunidade, foram estimadas por contagem direta, segundo a
equacao:

2m, + 3
X, =—""=
2n
Em que:
x; € a freqiiéncia do alelo “1”;
Xi: € a freqiiéncia do genotipo “ii”;
n;; € n; correspondem ao numero de homozigotos e heterozigotos observados para o alelo 1,

respectivamente;

n corresponde ao niimero de individuos analisados.

3.5.4. Aderéncia das Freqiiéncias Genotipicas ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

Segundo o teorema de Hardy-Weinberg, as freqiiéncias genotipicas esperadas no

equilibrio podem ser estimadas a partir da expansdo do seguinte bindmio:

2 2 2
(xl. + xj) =x; +2xx; +2x;
Em que:

x’ é a freqiiéncia esperada dos homozigotos do alelo i;

2x,x, ¢ a freqiiéncia esperada do homozigoto ij;

2 A . .
2x; ¢ afrequiéncia esperada dos homozigotos para o alelo ;.

3.5.5. Diferenciacao Genética entre as Amostras de Hipertensos e Normotensos

Para a execucdo dos testes exatos para diferenciagdo das amostras de pacientes e
controles utilizou-se tabelas de contingéncia RxC geradas automaticamente para cada
locus, onde R ¢ o nimero de populagdes e C ¢ o nimero de alelos no loco. Este

procedimento compara cada loco para pares de populagdes, para determinar se existem
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diferencgas nas freqliéncias alélicas observadas, onde a hipdtese nula testada ¢ a de que a

distribuicao alélica ¢ idéntica entre as populacdes (RAYMOND & ROUSSET, 1995).

A diferenciacdo genotipica foi realizada pelo teste exato G (GOUDET et al., 1996),
que tem o mesmo principio e testa a hipdtese nula na qual a distribuicdo genotipica ¢

idéntica entre as populagdes.

3.5.6. Analise da “ODDS Ratio”

A existéncia de associagdo entre os polimorfismos nos genes do SRAA e a
hipertensdo arterial foi investigada pelas estimativas da ODDS ratio, com 0s respectivos

intervalos de 95% de confianca (IC 95%)).

Posteriormente, os genotipos que apresentaram associacdo com a hipertensdao
arterial foram selecionados e analisados em conjunto, com o propdsito de identificar

efeitos aditivos de multiplos polimorfismos para o desenvolvimento da hipertensao arterial.

3.5.7. Associacao das Variaveis Genéticas com a Pressdo Arterial

Como propdsito de investigar a influéncia dos polimorfismos genéticos na variagao
da pressdo arterial, realizamos andlises de regressdo multipla. Para tanto, as variaveis
dependentes foram PAS e PAD, enquanto que as variaveis independentes foram os
polimorfismos. Os gendtipos foram normatizados de acordo com a presenga/auséncia de
alelos de risco, sendo assim: O foi atribuido aos gendtipos sem alelos de risco, 1 para

genotipos com um alelo de risco, e 2 para gendtipos com 2 alelos de risco.

3.5.8. Associacdo das Variaveis Clinicas/Antropométricas e Genéticas com a Pressao

Arterial

A influéncia de multiplas variaveis clinicas/antropométricas e dos polimorfismos
genéticos na variagao da PA foi medida pela analise de regressao multipla. Nesta analise,
as variaveis dependentes foram PAS e PAD. As varidveis independentes foram: idade,
etnia, indice de massa corporal, género, fumante, consumo de bebida alcodlica,
AGT*M235T, ECA*Al/D, AGTR;*A1166C, CYP11B2*C344T, RM*G3514C ¢
RM*A4582C. A normatizacdo dos genotipos foi igual ao descrito no item anterior.
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4.1. RESULTADOS DA AVALIACAO AMBULATORIAL E DA CARACTERIZAGAO
GENETICA REALIZADA NAS AMOSTRAS DO RIO DE JANEIRO

4.1.1. Avaliacio Clinica e Antropométrica

Os resultados provenientes das avaliacdes ambulatoriais, realizados nas amostras de

normotensos ¢ hipertensos, estdo sumarizados na tabela 4.1.

As medi¢des pressoricas mostraram que todos os individuos incluidos na amostra
controle apresentavam niveis tensionais inferiores a 140/90mmHg. Quanto aos pacientes,
constatamos que dos 106 individuos estudados, 93% possuiam médias tensionais
superiores a 160/100mmHg; somente 7% apresentaram a pressdo sistolica ou diastolica
superior a 160mmHg ou 100mmHg, respectivamente. Para o controle da PA, todos os
pacientes deste grupo fazem uso de trés medicamentos anti-hipertensivos, sendo um deles
o diurético. Com base nestas informagdes, este grupo de pacientes foi classificado como

sendo hipertensos de estagio 2.

A averigua¢ao do IMC, realizada em ambas as amostras, constatou que 91% dos
normotensos apresentavam valores adequados de IMC (18,5 < IMC < 25,0). Entretanto,
esta porcentagem foi de 11% entre os pacientes. Além disso, observou-se que 97,5% dos
avaliados apresentaram sobrepeso de nivel 1(25,0 < IMC < 30,0), e 1,5% possuiam

sobrepeso de nivel 2 (30,0 < IMC < 40,0).

Os testes de y* e t-Student, utilizados para detectar possiveis diferengas entre os
perfis biométricos dos controles e dos pacientes, mostraram uma predominancia da etnia
negroide entre os pacientes (;(2 =61,30; p = 0,000), e da etnia caucasoide entre os controles
()(2 = 42,29; p = 0,000). Os valores de IMC foram estatisticamente diferentes entre as
amostras avaliadas (t= 14,023; p = 0,000). Este resultado refletiu o aumento nos valores de
IMC entre os hipertensos. Grande parte dos pacientes avaliados apresentavam obesidade de
nivel 1 ou obesidade de nivel 2. Com relagdo ao perfil lipidico, observou-se que os
pacientes apresentaram valores elevados de triglicerideos, quando comparados com os
controles (t = 3,411; p = 0,004). Apesar desta diferenga significativa, os valores de
trigliceridios dos pacientes encontravam-se dentro do padrao de normalidade. A analise
comparativa dos valores de LDL-colesterol mostrou diferenca significativa entre as duas
amostras (t = 4,781; p = 0,003). Neste caso, verificou-se que os controles apresentaram

niveis normais de LDL, enquanto que os pacientes exibiram niveis elevados. Em relagdo
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ao género, observou-se uma maior freqiiéncia do feminino (3* = 5,849; p = 0,0156);

observa-se ainda, uma idade média maior entre os pacientes (t= 5,841; p = 0,000).

Os demais parametros avaliados, HDL, tabagismo, consumo de bebidas alcoolicas,

colesterol total, ndo apresentaram diferencas significativas, entre as amostras.

Tabela 4.1: Caracterizagao clinica e antropométrica dos normotensos ¢ hipertensos.

Parametros

Valores de

Normotensos

Hipertensos

Género

Idade (ano)
Etnia (%)

PAS (mmHg)"
PAD (mmHg)'
IMC (kg/m?)*
Perfil lipidico®

Fumo (%)

Bebida (%)

Feminino/Masculino

Caucasoide
Negroide
Pardo

Indigena
descendente

Triglicerideos
(mg/dl)

Colesterol total
(mg/dl)

HDL-colesterol
(mg/dl)

LDL-colesterol
(mg/dl)

referéncia

até 139,9
até 89,9
até 24,9

até 200

até 200

>45

> 50°

até 130°

(n=115)
57/58
57,16 + 10,96
73

0,00

27

0,00

120,08 £ 7,02
77,11 £ 6,28
24,92 + 5,21

121,63 + 92,69

204,60 + 46,79

48,00 = 13,09

52,00 = 13,09

105,55 + 34,16

10,2

12,5

(n=106)
69/36
58,85 £ 8,54
31

42

27

0,00

174,03 £ 25,03
115,92 £ 15,96
29,71 £ 4,70

141,59 = 80,60

209,32 + 56,54

49,87+ 12,96

48,87+ 12,96

128,32 £ 23,98

11,8

18,9

<0,05
<0,05
<0,05

<0,05

Nao
significativo
Nao
significativo
<0,05
<0,05

<0,05
<0,05
Nao
significativo

Nio
significativo
Nao
significativo

<0,05
Nao
significativo
Nio

significativo

1 — Padrdes de referéncia nacionais recomendados pela IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2002).

2 — Padrdes de referéncia internacionais recomendados pela WORLD HEALTH ORGANIZATION (1995).
3 — Padrdes de referéncia recomendados pela Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001).
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Para avaliar a contribuicdo concomitante dos parametros clinicos e
antropométricos, na variagao da pressdo arterial, foi utilizada analise de regressao linear
multipla. Este procedimento mostrou que o indice de massa corporal, etnia, LDL-
colesterol, género e idade apresentam efeitos significativos sobre a variagdo da pressdo
arterial sistolica (F = 12,450; p = 0,000). Neste caso, os resultados indicaram que a média
da pressao sistolica ¢ aumentada em 2,8mmHg no grupo negrdide em relacdo aos
caucasodides (p = 0,036); o sobrepeso contribui para uma elevacdo de 9,1lmmHg (p =
0,000); e idade proporciona um incremento de 0,426mmHg (p = 0,000). Em contraste,
LDL-colesterol (p = 0,009) e o género masculino (p = 0,017) mostraram ser os parametros
que estao contribuindo para a diminui¢ao da PAS. Estes fatores de “prote¢ao” favorecem

uma diminui¢do de 0,046mmHg e de 8,3mmHg na PAS, respectivamente.

A andlise de regressao linear também foi aplicada na investigagdo e identificagdo
dos fatores que pudessem estar contribuindo para o aumento da pressao arterial diastdlica.
Esta analise mostrou que dentre as variaveis analisadas, somente o IMC e a etnia
contribuiram para a elevagdo da pressdo arterial diastolica (F = 20,597; p = 0,000). Os
resultados da regressdo linear indicaram que o sobrepeso induz um aumento de 6,4mmHg
na PAD (p = 0,000), enquanto que a etnia negroide foi associada a uma contribui¢do de

1,78mmHg (p = 0,030).

4.1.2. Avaliacao Genética
4.1.2.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos Marcadores Genéticos Polimorficos

O teste de y* mostrou que, dos seis loci estudados, somente as freqiiéncias
genotipicas do polimorfismo RM*G3514C ndo estavam em concordidncia com os
pressupostos de Hardy-Weinberg. Neste polimorfismo observou-se, que em ambas as
amostras analisadas, a discrepancia entre os valores observados e esperados para os trés
genotipos foi determinada pela caréncia de heterozigotos e excesso de homozigotos
MR*3514G/3514G e MR*3514C/3514C. Este polimorfismo foi excluido das andlises

subseqiientes.

Os valores de 7 e p dos loci estudados estdo sumarizados na tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg nos /oci estudados.

Polimorfismos (valor de p)

M235T Alul/D A1166C C344T A4582C G3514C
0,004 0,360 0,537 0,829 0,413 62,160
Normotenso
(0,998) (0,982) (0,764) (0,,365) (0,813) (0,000)
3,700 0,422 1,266 0,074 0,069 27,207
Hipertenso
(0.054) (0,516) (0,260) (0,785) (0,793) (0,000)

4.1.2.2. Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas

As freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos AGT*M235T, ECA*1/D,
AGTR*A1166C, CYPI11B2*C344T, RM*G3514C e RM*A4582C estdo apresentadas na
tabela 4.3.

Para detectar possiveis diferencas entre os perfis genotipicos e alélicos, de
normotensos ¢ hipertensos realizou-se uma andlise comparativa das freqiiéncias
observadas. Este procedimento estatistico mostrou que as freqiiéncias genotipicas dos
polimorfismos AGT*M235T, AGTR*A1166C, CYPIIB2*C344T e RM*A4582C
diferiram significativamente entre as amostras de normotensos e hipertensos [p < 0.05
(Tabela 4.3)]. Para cada polimorfismo, identificou-se um ou dois genotipos que
contribuiram para esta diferenga. Tal procedimento mostrou que estas diferengas foram
devidas a freqiiéncia aumentada dos gendtipos TT (AGT*M235T), AC e AA
(AGTR *A1166C), TT (CYPI11B2*C344T) e CC (RM*A4582C) na amostra de pacientes.
Por tal razdo, esses genotipos foram adotados como marcadores de suscetibilidade nas

analises subseqiientes.

A analise comparativa das freqiiéncias alélicas revelou que a distribui¢ao dos alelos
dos polimorfismos AGT*M235T, AGTR,*A1166C, CYPI11B2*C344T e RM*A4582C
foram estatisticamente diferentes entre as amostras (Tabela 4.3). Estas diferencas foram
devidas a freqiiéncia aumentada dos alelos AGT*235T, AGTR,*1166A, CYP11B2*344T e
RM*4582C entre os hipertensos.

O polimorfismo ECA*Alul/D foi excluido das analises subseqiientes, uma vez que

nao foram detectadas diferengas no perfis genotipicos e alélicos, entre as amostras.
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Tabela 4.3: Freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos génicos no sistema renina-

Polimorfismos

angiotensina-aldosterona, em normotensos e hipertensos.

AGT*M235T

ECA*Alul/D

AGTR,;*A1166C

CYP11B2*C344T

RM*G3514C

RM*A4582C

Gendtipos e alelos Normotensos Hipertensos
235M/235M 64 (56%) 27 (26%)

Gendtipos 235M/235T 43 (37%) 42 (40%) 0,000
235T/235T 7 (7%) 36 (34%)
235M 171 (75%) 96 (46%)

Alelos 0,000
235T 57 (25%) 114 (54%)
Alul/Alul 12 (11%) 16 (15%)

Gendtipos Alul/AluD 52 (45%) 54 (52%) 0,208
AluD/AluD 51 (44%) 35 (33%)
Alul 76 (33%) 86 (41%)

Alelos 0,085
AluD 154 (67%) 124 (59%)
1166A/1166A 58 (50%) 68 (64%)

Genotipos 1166A/1166C 45 (30%) 36 (34%) 0,000
1166C/1166C 12 (11%) 2 (2%)
1166A 161 (70%) 171 (81%)

Alelos 0,005
1166C 69 (30%) 39 (19%)
344C/344C 31 (27%) 15 (14%)

Gendtipos 344T/344C 62 (54%) 48 (45%) 0,000
344T/344T 22 (19%) 43 (41%)
344C 106 (46%) 78 (37%)

Alelos 0,047
344T 124 (54%) 134 (63%)
3514G/3514G 57 (50%) 36 (34%)

Gendtipos 3514G/3514C 15 (13%) 26 (25%) 0,006
3514C/3514C 43 (37%) 44 (41%)
3514G 129 (56%) 98 (46%)

Alelos 0,004
3514C 101 (44%) 114 (54%)
4582A/4582A 63 (55%) 43 (41%)

Genotipos 4582A/4582C 48 (42%) 50 (47%) 0,038
4582C/4582C 04 (3%) 13 (12%)
4582A 174 (76%) 136 (64%)

Alelos 0,008
4582C 56 (24%) 76 (36%)
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4.1.2.3. Analise de “ODDS ratio”

A investigacdo da suscetibilidade genética para o desenvolvimento da hipertensao,
feita através da andlise de “odds ratio”, foi realizada individualmente para cada
polimorfismo. Aqueles que apresentaram resultados positivos foram posteriormente

analisados aos pares, trios ou grupos.

Os primeiros resultados das analises de OR mostraram um risco significativo para a
hipertensdo arterial associado aos genotipos 77 do AGT*M235T; AC/AA, do
AGTR *A1166C; TT do CYP11B2*C344; ¢ CC do RM*A4582C. Os valores de OR
observados para estes gendtipos variaram de 2,846 até 6,527 (Grafico 4.1). Logo,
portadores destes gendtipos sdo geneticamente suscetiveis para esta doenca, quando

comparados com os individuos que ndo os possuem.

Em seguida, os genotipos considerados de “risco” para a hipertensdo foram
analisados aos pares (Grafico 4.1). Os resultados destas analises mostraram que a presenca
concomitante de dois genétipos de risco provoca um incremento substancial no risco da
doenga. O estudo dos haplotipos de risco evidenciou que os valores da OR, cuja variagdo

foi de 7,502 a 12,941, eram maiores que os detectados para um Unico gendtipo.

Posteriormente, os gendtipos de risco foram agrupados em trios e analisados
(Grafico 4.1). Os resultados mostraram que todas as combinagdes genotipicas
apresentaram um risco aumentado para a hipertensdo, quando comparados com os
resultados da analise anterior. A presenga de haplotipos formados a partir da combinagao

de trés genotipos de risco fez com que os valores de OR subissem de 14,170 a 17,676.

Por fim, o haplotipo formado pela combinacdo dos gendtipos de risco dos
polimorfismos AGT*M235T + AGTR,;*A1166C + CYPI1IB2*C344T + RM*A4582C

apresentou um incremento na OR, associado com um risco de 27,857 (Gréafico 4.1).
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vertical), obtidos nos polimorfismos do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Os valores das odd ratio sdo

apresentados no grafico.
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4.1.2.4. Analise de Regressao Linear Multipla dos Fatores Genéticos

A avaliacdo do impacto das variantes polimorficas sobre a pressdo arterial foi
mensurada através de uma andlise de regressdo linear multipla. A qual apontou que a
presenca dos genodtipos AGT*235T/235T, AGTR;*1166A/1166A e/ou
AGTR *1166A/1166C, CYPI11B2*344T/344T e RM*4582C/4582C contribuem para
aumentos na PAS de 6,3mmHg (p = 0,002) , 4,3mmHg (p = 0,001), 3,4mmHg (0,021) e
2,1lmmHg (p = 0,000), respectivamente.

Também foi averiguada a influéncia destes polimorfismos na variagdo da PAD. Os
resultados desta analise mostraram que a presenga dos genotipos de risco presentes nos
genes do AGT, AGTR, e da aldosterona sintetase conferem aumentos de 2,8mmHg (p =
0,003), 2,ImmHg (0,003) e 2,6mmHg (0,002), respectivamente. Nao foi detectada
interferéncia do genodtipo RM*4582C/4582C na variagao da PAD.

4.1.3. Analise Conjunta dos Fatores Clinicos/Antropométricos e Genéticos

Para investigar quais sao os polimorfismos genéticos e/ou variantes clinicos que
estdo associados com a alteracdo da PA, e mensurar os seus impactos na pressao arterial,
analisamos simultaneamente o perfil genético e clinico de individuos normotensos e
hipertensos. Esta analise mostrou que o IMC, etnia, género, idade e os polimorfismos
AGT*M235T, AGTR,*A1166C, CYPI11B2*C344T e RM*A4582C contribuem para o
aumento da PAS (F = 18,450; p = 0,000). Os resultados desta analise mostraram que
valores de IMC superiores a 25 favorecem um aumento de 2,42mmHg na PAS (p = 0,003).
A presenga da etnia negréide foi relacionada com um incremento de 2,5mmHg (p = 0,003).
Enquanto que o género feminino, bem como a idade avangada foram associados com
aumentos de 3,4mmHg (p = 0,023) e 0,326mmHg (p = 0,013), respectivamente. Quanto
aos polimorfismos genéticos, foi verificado que o impacto das variantes moleculares, na
pressdo arterial sistolica, ¢ diferente. Sendo assim, portadores do gendtipo
AGT*235T/235T podem apresentar aumentos de até 5.4mmHg (p = 0,003) na PAS,
enquanto que esta elevacdo pode ser de 3,4mmHg (p = 0,004) para portadores dos
gendtipos AGTR;*1166A/1166A ou 1166A/1166C. Para os individuos que possuem o
genétipo CYP11B2*344T/344T, o aumento na PA pode ser de até¢ 2,4mmHg (p = 0,002), e
de até 1,7mmHg para os portadores do gendtipo RM*4582C/4582C (p = 0,003).
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Observou-se também que a variacdo elevada da pressdo arterial diastdlica esta
relacionada tanto com fatores antropométricos, como o IMC (categorizada em normais e
sobrepeso) e a etnia, quanto com os polimorfismos genéticos, AGT*M235T,
AGTR *A1166C e CYPI11B2*C344T (F = 15,311; p = 0,003). Os resultados da regressao
multipla (escalonada) indicaram que a etnia negrdide ¢ o fator de maior contribui¢do para o
aumento da PAD - 3,4mmHg (p = 0,021). O segundo efeito importante foi o sobrepeso
(IMC superior a 25) que provoca um aumento de 1,53mmHg na PAD (p = 0,032). Com
relacdo aos polimorfismos genéticos, observou-se que portadores dos alelos AGT*235T,
AGTR *1166A e CYPI1B2*344T possuem valores aumentados da pressdo arterial
diastdlica, quando comparados com os que ndo o possuem. Isto porque, a presenga dos
alelos 235T do AGT, 1166A do AGTR, e 344T do CYP11B2 contribuem para a elevagdo de
1,83mmHg (p = 0,002); 1,50mmHg (p = 0,001) e 1,22mmHg (p = 0,021), respectivamente.

4.2. RESULTADOS DA AVALIACAO AMBULATORIAL E DA CARACTERIZACAO
GENETICA REALIZADA NAS AMOSTRAS DE SANTA ISABEL DO RIO NEGRO

4.2.1. Avaliacao Clinica e Antropométrica

Os resultados provenientes das avaliagdes ambulatoriais, realizada nas amostras de

individuos normotensos e hipertensos, estdo sumarizados na tabela 4.4.

As medigdes pressoricas mostraram que todos os individuos incluidos na amostra
controle apresentavam niveis tensionais inferiores a 140/90mmHg. Quanto aos pacientes,
constatamos que todos os individuos estudados apresentaram médias tensionais entre
140/90mmHg e 159/99mmHg. Portanto, estes individuos foram classificados como sendo
hipertensos de estagio 1. Os hipertensos que faziam uso de terapias anti-hipertensivas, e

conseqlientemente apresentavam niveis pressoricos normais, foram descartados do estudo.

A avaliagdo do IMC constatou baixa prevaléncia da obesidade nesta populagdo. Na
amostra controle, cerca de 93% dos individuos avaliados apresentaram valores de IMC
adequados (18,5 < IMC < 25,0), enquanto que 7% apresentaram sobrepeso de nivel 1 (25,0
< IMC < 30,0). Entre os paciente, constatou-se que 15% dos avaliados possuiam IMC
adequado, ao passo que 85% apresentaram sobrepeso de nivel 1. Nestas amostras ndo foi

verificado individuos com IMC superior a 30.
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A analise realizada para detectar possiveis diferencas entre os perfis biométricos
dos controles ¢ dos pacientes mostrou que o consumo de alcool (* = 10,93; p = 0,000),
idade (t = 0,243; p = 0,001) e tabagismo (7* = 8,969; p = 0,002) foram as unicas variaveis
com expressiva prevaléncia entre os individuos hipertensos. Quanto aos valores de IMC,
verificou-se um discreto aumento entre os hipertensos, entretanto a diferenca observada
ndo foi estatisticamente significativa (t = 2,451; p = 0,183). O perfil étnico, outro
importante fator de risco para a hipertensdo, foi similar entre as duas amostras analisadas.
Este dado mostrou que a populacdo estudada possui uma homogeneidade étnica,
caracterizada pela elevada freqiiéncia de caboclos e indigenas descendentes das tribos
Tukano, Piratapuia, Desano, Aruak, Baré e Tariano. Os demais pardmetros avaliados nao

apresentaram diferencas estatisticamente significativas, entre as amostras.

Tabela 4.4: Caracterizacdo clinica e antropométrica dos normotensos e hipertensos.

Parimetros Padrdes Normotensos Hipertensos
Normais (n=178) (n=282)
Género Feminino/Masculino - 4731 49/33 . Nao
significativo
Idade (ano) ---- 36,27+ 12,46 49,27+ 18,58 <0,05
: o ~
Etnia (%) Caucasbide 5,1 9,0 Signﬁi‘; .
. - Nao
Negroide 1.3 0.0 significativo
Caboclo -——- 61,5 50,4 . Nao .
significativo
Indigena Nio
descendente T 32,1 40,9 significativo
PAS (mmHg) ' até 139,9 111,73 + 12,05 149,37+ 11,81 <0,05
PAD (mmHg)' até 89,9 70,76 + 8,64 92,31 + 4,38 <0,05
IMC (kg/m?)* até 24,9 24,62+ 3,69 26,07+ 3,43 Nio
significativo
Fumo (%) 26,9 50,0 <0,05
Bebida (%) 333 455 <0,05

1 — Padrdes de referéncia nacionais recomendados pela IV Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo Arterial
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOOGIA, 2002).

2 — Padrdes de referéncia internacionais recomendados pela WORD HEALTH ORGANIZATION (1995).
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Para avaliar a contribuigdo concomitante dos pardmetros biométricos, na variagao
da pressdo arterial, foi utilizado o teste de regressao linear multipla (escalonada). Esta
analise revelou que a idade e o indice de massa corporal contribuiram para a variagdo da
PAS nesta populacdo (F = 8,383; p = 0,000). Os resultados indicaram que a idade
proporciona um aumento de 0,413mmHg (p = 0,002) na pressao arterial sistolica, enquanto

que o IMC contribui para um aumento de 7,3mmHg (p = 0,048).

A elevagdo da pressdo arterial diastolica, na populagdo ribeirinha de Santa Isabel
do Rio Negro, foi favorecida pelo indice de massa corporal, consumo de bebidas alcodlicas
e idade (F = 12,957; p = 0,001). Os resultados da regressdo linear indicaram que o
consumo de alcool (mais de 30 g de etanol por dia) contribui para um aumento de 4,8
mmHg na PAD (p = 0,000), enquanto que a idade e o indice de massa corporal
proporcionam um aumento de 0,14mmHg (p = 0,000) e de 7,7mmHg na PAD (p = 0,001),

respectivamente.

4.2.2. Avalia¢ao Genética
4.2.2.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg dos Marcadores Genéticos Polimorficos

O teste de z* mostrou que, dos seis loci estudados, somente o polimorfismo
AGT*M235T estava desviado do Equilibrio de HW (p < 0.05) (Tabela 4.5). Neste
polimorfismo observou-se, que em ambas as amostras analisadas, a discrepancia entre os
valores observados e esperados para os trés genotipos foi determinada principalmente pelo

excesso de heterozigotos. Este polimorfismom foi excluido das analises subseqiientes.

Tabela 4.5: Teste do Equilibrio de Hardy-Weinberg nos /oci estudados.

Polimorfismos (valor de p)

M235T Alul/D A1166C C344T A4582C G3514C

15,407 2,83 0,462 0,166 3,0 1,846
Normotenso

(0,000) (0,092) (0,500) (0,683) (0,081) (0,179)
Hipertenso 6,486 1,819 0,130 2911 1,93 0,402

(0,014) (0,071) (0,718) (0,157) (0,061) (0,687)
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4.2.2.2. Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas

As freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos AGT*M235T,
ECA*Alul/D, AGTR,*A1166C, CYPI1I1B2*C344T, RM*G3514C e RM*A4582C estao

descritas na tabela 4.6.

Para detectar possiveis diferencas entre os perfis genotipicos e alélicos, de
normotensos ¢ hipertensos realizou-se analise comparativa das freqii€ncias observadas.
Este procedimento estatistico mostrou que as freqliéncias genotipicas dos polimorfismos
ECA*Alul/D e RM*A4582C diferiram significativamente entre as amostras controle e
paciente (p < 0.05). Essas diferengas foram proporcionadas, principalmente, pela
prevaléncia elevada do genotipo A/uD/AluD da ECA e do gendtipo 4582C/4582C do RM,
no grupo de pacientes. O gendtipo de “prote¢ao” para ECA (ECA*Alul/Alul) foi observado
em cerca de 76% dos individuos normotensos e 57% dos hipertensos. Assim como o
observado na populacdo carioca, o genotipo RM*4582C/4582C teve maior prevaléncia
entre os hipertensos (30%) quando comparados com os normotensos (17%). A andlise
comparativa das freqiiéncias genotipicas dos polimorfismos AGTR;*A1166C,
CYP11B2*C344T e RM*G3514C nao apresentaram diferengas significativas entre as

amostras avaliadas (p > 0,05).

A comparagdo dos perfis alélicos, observados entre as amostras de normotensos e
hipertensos, revelou que os alelos ECA*4/uD e RM*4582C foram mais expressivos entre
os hipertensos, quando comparados com os observados nos controles (Tabela 4.6). A
analise realizada nos demais polimorfismos ndo indicou diferengas significativas entre as

amostras (p > 0.05).

Os polimorfismos que ndo apresentaram diferengas nos perfis genotipicos e alélicos,

entre amostras de hipertensos e normotensos foram excluidos das analises subseqiientes.
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Tabela 4.6: Freqiiéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos génicos no sistema renina-

angiotensina-aldosterona, em normotensos e hipertensos.

Polimorfismo

AGT*M235T

ECA*Alu 1/D

AGTR,*A1166C

CYP11B2*C344T

RM*G3514C

RM*A4582C

Genotipos e alelos Normotensos Hipertensos p
235M/235M 08 (10%) 07 (8%)
Genétipos 235M/235T 56 (73%) 50 (61%) 0,154
235T/235T 14 (17%) 25 (31%)
235M 72 (46%) 64 (39%)
Alelos 0,197
235T 84 (54%) 100 (61%)
Alul/Alul 59 (76%) 47 (57%)
Genotipos  Alul/AluD 16 (21%) 27 (33%) 0,022
AluD/AluD 2 (3%) 08 (10%)
Alul 134 (87%) 121 (74%)

Alelos 0,003
AluD 20 (13%) 43 (26%)
1166A/1166A 55 (70%) 46 (56%)

Genotipos 1166A/1166C 20 (26%) 30 (37%) 0,157
1166C/1166C 3 (4%) 06 (7%)
1166A 130 (83%) 122 (74%)

Alelos 0,050

1166C 26 (17%) 42 (26%)

Genotipos 344C/344C 14 (18%) 12 (15%)
344T/344C 36 (46%) 48 (58%) 0,881
344T/344T 28 (36%) 22 (27%)

Alelos 344C 64 (41%) 72 (44%) 0.602
344T 92 (59%) 92 (56%) ’
3514G/3514G 32 (41%) 37 (45%)

Genotipos 3514G/3514C 40 (51%) 38 (46%) 0,390
3514C/3514C 6 (8%) 07 (9%)
3514G 104 (67%) 112 (68%) 0,756

Alelos
3514C 52 (33%) 52 (32%)
4582A/4582A 24 (50%) 15 (22%)

Genétipos  4582A/4582C 16 (33%) 28 (40%) 0,003
4582C/4582C 08 (17%) 26 (38%)
4582A 64 (67%) 58 (42%)

Alelos 0,000

4582C 32 (33%) 80 (58%)
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4.2.2.3. Analise de “ODDS ratio”

A investigacdo da suscetibilidade genética para o desenvolvimento da hipertensao,
conduzida pela andlise de ORs, foi realizada individualmente para cada polimorfismo.
Aqueles que apresentaram resultados positivos foram posteriormente analisados aos pares

e trios.

Esta investigagdo indicou que portadores dos gendtipos ECA*AluD/AluD
apresentam um risco de 2,35 (IC: 1,32 — 4,17) de desenvolver a hipertensdo arterial,
enquanto que, os portadores do genotipo RM*4582C/4582C possuem um risco de 2,73
(IC: 1,60 — 4,67). Posteriormente, realizou-se a analise parecada dos genotipos de “risco”.
Os resultados obtidos indicaram um aumento significativo no valor da OR relacionado aos

haplétipos ECA*Alul/D + RM*A4582C (DD + CC: OR = 9,023 [2,98 — 27,00]).

4.2.2.4. Analise de Regressao Linear Miiltipla dos Fatores Genéticos

Para avaliar o impacto dos polimorfismos ECA*Alul/D e RM*A4582C na variagdo
da pressdo arterial utilizamos a analise de regressdo linear. Esta ultima mostrou que a
presenca dos genotipos ECA*AIluD/AluD e RM*4582C/4582C provocam aumentos de 6,2
mmHg (p = 0,000) e 4,6mmHg (p = 0,002) na PAS, respectivamente. Na variacao da PAD,
verificou-se que a presenca dos referidos genotipos favorecem o incremento de 1,ImmHg

(p=10,030) e 1,0mmHg (p = 0,018), respectivamente.

4.2.3. Analise Conjunta dos Fatores Clinicos/Antropométricos e Genéticos

Para investigar quais sdo os polimorfismos genéticos, e/ou variantes clinicas, que
estdo associados com a alteragdo da PA, analisamos simultaneamente o perfil genético e
clinico de individuos normotensos e hipertensos. A andlise de regressao multipla revelou
que a idade e os polimorfismos Alul/D da ECA (alelo D) e A4582C (alelo C) do RM
contribuiram para a variagdo da PAS (F= 12,958; p = 0,000). Os alelos ECA*4luD e
RM*4582C estao associados a aumentos de 7,8mmHg (p = 0,006) e 4,3mmHg na PAS (p =
0,004), respectivamente, enquanto que a idade avancada contribui para um aumento de
0,47mmHg (p = 0,000) na PAS por ano de vida. Tendo em vista estes resultados,

acreditamos que essa grande variagdo da PAS pode ser, em parte, determinada por
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predisposicao genética (alelos ECA*A4luD e RM*4582C) e idade. Portanto, um gendtipo
desfavordvel associado a um fator de risco idade pode levar ao desenvolvimento de

hipertensao.

Observamos também que a variacdo na PAD est4 associada ao consumo de alcool e
a idade avancada (F = 4,305; p = 0,016). A analise estatistica indicou que o consumo de
bebidas alcoolicas pode contribuir para um aumento de 4,3mmHg na PAD (p = 0,003).
Idade avangada também estd associada a um aumento de 0,21mmHg (p = 0,001) da PAD

por ano de vida.
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A hipertensao arterial ¢ decorrente da interagdo pouco conhecida entre
caracteristicas genéticas individuais e inimeros fatores ambientais. A contribuicdo destes
fatores ¢ responsavel pelo amplo espectro de expressao fenotipica. Em alguns poucos casos
o componente genético desta equagdo ¢ tdo importante que a modulagdo dos fatores
ambientais ¢ praticamente inexistente, na maior parte das vezes o envolvimento de
multiplas alteracdes genéticas associadas a um ou mais fatores ambientais predispdem o
individuo a doenga. Exemplos do primeiro caso incluem as formas monogénicas de
hipertensdo, como a Sindrome de Liddle; enquanto que entre as formas mais prevalentes de
hipertensdo arterial, a despeito da existéncia de fatores genéticos multiplos, existem
situagdes onde a simples diminui¢do da ingesta de sal ¢ eficaz na reducdo, ou

normalizacdo, dos niveis pressoricos.

Como identificar estas diversas situagdes? Qual é o risco de um determinado
individuo vir a desenvolver hipertensao arterial ¢ quando? Se a patologia se desenvolver,
qual sera a sua intensidade? Quais 6rgaos-alvo serdo preferencialmente acometidos? Qual
o medicamento mais eficaz e com menores efeitos colaterais para aquele individuo?
Respostas a estas questdes exigem conhecimentos detalhados a respeito das complexas

interagdes entre fatores genéticos e ambientais que estamos comecando a entender.

5.1. ESTUDO MULTIFATORIAL REALIZADO NAS AMOSTRAS DE NORMOTENSOS E
HIPERTENSOS DO RIO DE JANEIRO

O numero exato de individuos hipertensos na Cidade ou Estado do Rio de Janeiro ¢
dificil de ser estimado, sobretudo devido ao alto grau de subnotifica¢do. Entretanto, a
freqiiéncia elevada de doencas cardiovasculares desencadeadas pela HA sugere uma
prevaléncia expressiva da hipertensdo (BRANDAO et al., 2003). De fato, um dos poucos
estudos populacionais existentes verificou que a freqiiéncia da hipertensdo arterial ¢ 38%
em individuos com idade entre 18 a 80 anos (BRANDAO et al., 2003). Sabendo-se da
importancia da HA como fator de risco para doengas coronarianas, € mais, a sua
prevaléncia elevada na populagdo do Rio de Janeiro, tornou-se interessante investigar a
existéncia de mecanismos genéticos que poderiam estar contribuindo para o

desenvolvimento desta doenca. Baseados nestas observagdes, analisamos a contribuigdo de
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variantes genéticas, clinicas e antropométricas para o desenvolvimento da HA, bem como a

interacdo entre estas para a gravidade da doenga.

5.1.1. Avaliaciao Clinica e Antropométrica

Os resultados da avaliacdo clinica/antropométrica detectaram indices alterados de
IMC e LDL-colesterol entre os hipertensos. Além disso, também foi observada a presenca
expressiva da etnia negroide, do género feminino e da idade aumentada neste grupo. A
importancia destas caracteristicas para a variagdo da pressdo arterial ¢ amplamente
conhecida, entretanto o impacto que estas apresentam sobre a PA pode ser varidvel entre as
populagdes (GRIM et al., 1995; MIKHAIL et al., 1999; IRIGOYE et al., 2003). Desta
forma, mesmo sabendo a importancia destes parametros para a variabilidade fenotipica da
pressdo arterial, fez-se necessario a sua validacdo para a populacdao em estudo. Por este
motivo, mensuramos o impacto destas variaveis na pressao arterial e verificamos que o
sobrepeso e a etnia negréide favorecem a elevagao tanto da PAS quanto da PAD, enquanto
que a idade contribui apenas para o aumento da PAS. Resultados de estudos similares ao
nosso ja evidenciaram que o aumento no IMC propicia uma elevagdo média de 7,4mmHg,
na PAS, e de 6,0mmHg, na PAD (IRYOGEN et al, 2003). Infelizmente, devido a caréncia
de informacgdes a respeito do impacto da etnia e idade sobre a variacdo da PA, nao foi
possivel realizar comparagdes com os nossos resultados. Grande parte das publicagdes
fazem mencao a associacdo destes fatores com a PA, mas esses mesmos trabalhos nao
apresentam os dados correspondentes (GRIM et al., 1995; LANDMAN &
CRUICKSHANK, 2001).

Com base nos resultados obtidos nesta analise sugerimos que a presenca do IMC
alterado, etnia, género e idade estejam contribuindo para modula¢des hemodinamicas que

atuam no desenvolvimento da HA.

5.1.2. Avalia¢ao Genética

Os resultados das analises comparativas dos perfis genotipicos e alélicos, entre
normotensos € hipertensos mostraram a freqiiéncia elevada do genotipo 235T/235T e do
alelo 235T do gene AGT entre os pacientes, corroborando relatos de outras populagdes

(AGACHAN et al., 2003; CASTELLANO et al., 2003; TSAI et al., 2003). Posteriormente,
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avaliamos o efeito quantitativo do genotipo 235T/235T na variagao da PA, e constatamos
que a presenga deste genotipo favorece aumentos de até 6,3mmHg na PAS e de até
2,8mmHg na PAD. A andlise da OR indicou que portadores deste gendtipo de “risco”
possuem uma suscetibilidade 6,5 vezes maior de desenvolver a hipertensdo, quando
comparados com os portadores dos demais genotipos. Como ja é sabido, a presenga do
gendtipo mutante AGT*235T/235T apresenta uma estreita relagdo com aumentos nos
niveis plasmaticos de angiotensinogénio (WINKELMANN et al, 1999). Como
conseqliéncia, observa-se reagdes em cascata que se iniciam com o aumento na produgao
de angiotensina II e culminam com o aumento da pressdo arterial (INOUE et al., 1997).
Agregando os resultados de nossas analises a este conjunto de informacgdes, ¢ possivel
sugerir que a presenca do genotipo homozigoto mutante do polimorfismo 4AGT*M235T

pode ser considerada como um marcador molecular para a hipertensao.

O estudo das freqiiéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo ECAAIul/D,
realizado em nossas amostras, apresentaram resultados similares aos descritos em outras
populacdes (DZIDA et al., 2001; AGACHAN et al., 2003). Apesar da variante polimorfica
(delecdo do segmento Alu) estar relacionada com o aumento da concentragdo plasmatica da
enzima conversora de angiotensina, os resultados dos estudos de genética epidemioldgica
tém sido conflitantes (IWAI et al., 1994; SCHUNKERT et al., 1994; TIRET et al., 1998,;
VASKU et al., 1998; KARIO et al., 1999; GINER et al., 2000; AGACHAN et al., 2003;
CASTELLANO et al., 2003;). Em nossa amostra, ndo foi possivel detectar diferencas

significativas entre as populagdes de normotensos e hipertensos.

O gene do receptor tipo 1 de angiotensina II possui varios polimorfismos descritos,
entretanto o mais estudado tem sido o A1166C. Desde a sua descoberta, este polimorfismo
tem sido avaliado em diferentes populagdes, muitas das quais a presenca da variante
polimérfica (1166C) tem sido relacionada com a HA (DZIDA et al., 2001; POCH et al.,
2001; AGACHAN et al, 2003; HENDERSON et al, 2004). No presente estudo
verificamos que as freqliéncias genotipicas e alélicas diferiram significativamente das
freqiiéncias relatadas em outras populagdes. As nossas analises mostraram que 81% dos
hipertensos avaliados apresentavam o alelo selvagem (1166A). Deste total, 64% eram
homozigotos (1166A/1166A) e 34% heterozigotos (1166A/1166C). Por outro lado, a
freqliéncia do homozigoto mutante (1166C/1166C) s6 foi observada em cerca de 2% dos

pacientes, contrastando com os 11% observados entre os normotensos. O impacto dos
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genotipos 1166A/1166A e 1166A/1166C na pressao arterial, quantificado pela regressao
linear, mostrou que estes podem contribuir para o aumento em até¢ 4,3 mmHg na PAS e de
até 2,1lmmHg na PAD. Verificamos ainda que o risco de desenvolver a hipertensdo € cinco
vezes maior para os portadores dos genotipos 1166A/1166A e 1166A/1166C. Relatos
semelhantes foram observados em populagdes italianas (CASTELLANO et al., 1996;
SIANI et al., 2001; CASTELLANO et al., 2003). Apesar dos nossos resultados estarem em
concordancia com os achados nas populagdes italianas, faz-se necessario a elucida¢do do
distarbio fisioldgico causado por este polimorfismo para que os nossos resultados sejam

confirmados.

Em relacdo ao gene da aldosterona sintetase, as freqiiéncias genotipicas e alélicas
do polimorfismo C344T foram similares as observadas em outras populagdes
(FARDELLA et al, 1996; BRAND et al, 1998; LIM et al, 2002). Resultados
provenientes das analises comparativas das freqiiéncias dos alelos e gendtipos, entre as
amostras de pacientes e controles, mostraram diferengas significativas. Sendo esta causada
pelo incremento da freqiiéncia da variante mutante entre os pacientes. Com o auxilio do
teste de regressdo linear foi possivel determinar o efeito do homozigoto 344T/344T na
pressdo arterial. A partir de tal analise foi possivel verificar que este genotipo provoca um
aumento de 3,4mmHg na PAS e de 2,6mmHg na PAD. Verificamos ainda que os
portadores deste genétipo duplo-mutante possuem um risco 2,8 vezes maior de

desenvolver a hipertensdo, quando comparado com 0s que possuem 0s outros genotipos.

O gene responsavel pelo receptor de mineralocorticoide vem sendo exaustivamente
estudado, com a finalidade de rastrear variacdes que possam contribuir para o
desenvolvimento de formas monogénicas de hipertensao. Apesar do destaque que este gene
possui, pouco se sabe sobre polimorfismos relacionados com a hipertensdo arterial
primaria. POCH e colaboradores (2001) foram os primeiros a descrever polimorfismos no
gene do RM e tentaram relaciona-los com a hipertensao arterial. Entretanto, os resultados
obtidos foram negativos, e poucos relatos podem ser encontrados na literatura sobre este
aspecto. Como conseqiiéncia, o conhecimento sobre mecanismos genéticos e fisiologicos
relacionados com este polimorfismo € restrito. Diante deste cenario e com a necessidade de
avaliar variantes genéticas em diferentes genes do SRAA, escolhemos dois polimorfismos,
0 RM*G3514C e o RM*A4582C para serem estudados em nossas amostras. Os resultados

de nossas andlises mostraram que 54% dos pacientes apresentaram o alelo mutante

105



DISCUSSAO

RM*3514C, enquanto que 44% dos normotensos o possuiam. Para o alelo selvagem, os
resultados foram praticamente o inverso. A principio, estes dados apontavam para uma
possivel associagdo entre a presenga da variante mutante MR*3514C e a hipertensdo
arterial. Entretanto, as analises de desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg mostraram um
decrescimo significantemente pronunciado tanto na amostra de pacientes como no grupo
controle; portanto esses resultados devem ser vistos com muita cautela e precisam de uma
analise muito mais apurada, incluindo o aumento do tamanho amostral e a genotipagem
através de sequenciamento direto para certificar-nos da inexisténcia de erro de

identificagdo. Assim, este polimorfismo foi excluido das analises subsequentes.

Quanto ao polimorfismo RM*A4582C observamos que 36% dos pacientes eram
portadores do alelo 4582C contra 24% dos normotensos. A mensuragdo do efeito desta
variante na pressao arterial, estimada através da andlise de regressdo linear, mostrou que o
gendtipo RM*4582C/4582C produz um incremento de 2,1mmHg na PAS. Esta analise ndo
apontou interferéncia deste polimorfismo na PAD. Em seguida, avaliou-se a presenca dos
gendtipos de maior freqiiéncia entre os pacientes e o risco de desenvolver a hipertensdo. Os
resultados da OR mostraram claramente que portadores do gendtipo RM*4582C/4582C
possuem um risco trés vezes maior de desenvolver a hipertensdo, quando comparados com
os que nao o possuem. Com base nestes resultados, verificamos que a presenca de
variantes mutantes no gene do RM pode contribuir para o aumento da pressdo arterial e
conseqiientemente a instalacdo da hipertensdo arterial. Entretanto para maior robustez de
nossos resultados faz-se necessario a investigagdo dos disturbios fisioldgicos relacionados

a tais polimorfismos, bem como a sua reprodu¢ao em outras populagoes.

A andlise de ORs mostrou que a presenga dos genotipos de risco dos genes do AGT,
AGTR,, CYPI11B2 e RM atuam individualmente na homeostase pressorica. Além disso, a
combinagdo destes aumenta gradativamente a suscetibilidade para o desenvolvimento da
hipertensao arterial. Este fato indica que quanto maior o numero de gendtipos de risco que
individuo possui, maior serd a chance de desenvolver a hipertensdo arterial. Como a
amostra estudada foi formada por pacientes com hipertensdo refrataria, especulamos que a
presenga de multiplos fatores genéticos, bem como a presenca de variaveis
antropométricas, nao s6 estdo favorecendo o aumento da suscetibilidade a doenga, como

também contribuem para gravidade da HA.
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5.1.3. Avalia¢ao Multifatorial

As andlises prévias mostraram associagdes de fatores antropométricos e genéticos
com a hipertensdo arterial. Entretanto, sabe-se que tais fatores estdo atuando
simultaneamente na modulacdo da pressdo arterial, e por isso ¢ fundamental mensurar a
contribuicdo destes para a variacdo da PA. Este procedimento apresentou resultados
similares aos das analises anteriormente, mesmo sendo verificado uma discreta diminuigao
no efeito das varidveis IMC, etnia, género, idade, AGT*M235T, AGTR,*A1166C,
CYP11B2*C344T e RM*A4582C na PAS. Este decréscimo pode ser justificado pela

dilui¢do dos efeitos devido ao incremento de varidveis.

Os resultados da analise multifatorial constataram que a presenga de fatores
genéticos, bem como pardmetros antropométricos estdo contribuindo para a varia¢do da
pressdo arterial, podendo assim favorecer o desenvolvimento da hipertensio arterial. E
valido ressaltar que grande parte dos trabalhos publicados abordam apenas o impacto que
os fatores ambientais (BARRETO et al, 1993; IRIGOYEN et al., 2003) ou fatores
genéticos (DZIDA et al., 2001; AGACHAN et al., 2003) podem trazer para a pressao
arterial. Entretanto, a pressdo arterial ¢ um fenotipo composto pelo conjunto de fatores
ambientais/antropométricos e genéticos. Portanto, a abordagem metodologica empregada

em nosso estudo ¢ mais abrangente, podendo ser considerada de melhor acuracia.

5.2. ESTUDO MULTIFATORIAL REALIZADA NAS AMOSTRAS DE NORMOTENSOS E

HIPERTENSOS DE SANTA ISABEL DO R10 NEGRO

A freqiiéncia da hipertensdo arterial no Estado do Amazonas ¢ desconhecida.
Entretanto, relatos dos profissionais do laboratério de Doencas Parasitrias
(IOC/FIOCRUZ), que trabalham na regido, apontam para uma baixa freqiiéncia da HA nao
s6 na populacdo de Santa Isabel, mas em todas as comunidades ribeirinhas. Este fato
refletiu-se na dificuldade que a equipe teve em encontrar individuos hipertensos. Além da
escassez de casos, nao foram encontrados individuos com hipertensao de nivel moderado
ou grave. Para melhor entender a epidemiologia da hipertensdo arterial nesta populagao,
investigamos a contribui¢do de marcadores genéticos e de fatores antropométricos para o

desenvolvimento desta doenga.
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5.2.1. Avaliacio Clinica e Antropométrica

A analise comparativa do perfil antropométrico entre as amostras mostrou que o
consumo de bebidas alcodlicas, idade avancada e tabagismo foram mais freqiientes em
hipertensos do que em normotensos. Esses resultados sdo corroborados por estudos
anteriores, que demonstraram que o consumo de alcool contribui para o desenvolvimento
de hipertensao arterial ao estimular o sistema nervoso simpatico e aumentar a producao de
hormdnios adrenocorticoides (PERRY, 1994), enquanto idade avancada e tabagismo atuam
como co-fatores que, em associacdo com sensibilidade ao sal ou obesidade, colaboram para
o surgimento dessa doenca (KORNITZER & DRAMAIX, 1999). A obesidade também ¢
um importante fator de risco clinico para hipertensdo, mas sua freqliéncia ndo diferiu
significantemente entre os grupos. Além disso, o perfil de etnia observado na populagao
amazonica (onde um grande nimero de individuos de ambos os grupos sdo indio-
descendentes ou mesti¢os € poucos sdo negroides ou caucasoides) foi bastante semelhante
entre normotensos e hipertensos. As andlises de regressao linear revelaram que estas
variaveis apresentam um importante efeito na variagdo da pressdo arterial. Assim, o
aumento da PAS ¢ influenciado pelo incremento do IMC e a idade, enquanto que a
elevagdao da PAD ¢ condicionado ndo sé por estes fatores como também pelo consumo de

bebidas alcodlicas.

5.2.2. Avaliacao Genética

O estudo comparativo das freqiiéncias genotipicas e alélicas, entre normotensos e
hipertensos, detectou diferengas significativas nos perfis dos polimorfismos ECA*Alul/D e
RM*A4582C. Estas diferencas, ocasionadas pela freqiiéncia aumentada dos genotipos
ECA*AluD/AluD e 4582C/4582C, indicam que a presenga de tais genotipos possam estar
relacionados com a HA. Este achado foi confirmado pelos resultados das analises
subseqiientes, nas quais verificou-se que a presenca destes gendtipos de “risco” contribuem
para elevacoes da PAS e PAD, aumentando a chance de desenvolver a hipertensao arterial.
Desta forma, os resultados observados sugerem que a presenga concomitante dos genotipos
de risco dos polimorfismos ECA*Alul/D e RM*A4582C atuam de maneira aditiva, ou

sinergistica, elevando a suscetibilidade para HA.
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Atualmente, debate-se o papel do polimorfismo ECA*Alul/D para a suscetibilidade
a hipertensdao arterial. O motivo primordial dessa discussdo ¢ devida ao fato deste
polimorfismo apresentar resultados conflitantes entre as populagdes. Apesar disso, a
analise de um grande niimero de trabalhos mostra a existéncia de estudos que tentam tragar
correlacdes entre a HA e apenas este polimorfismo. Conseqiientemente, esta visao
monogénica pode tanto apresentar resultados positivos (FERNANDEZ-LLAMA et al.,
1998; YUKIKO et al., 1998), quanto resultados negativos (CHIANG et al., 1997,
TABATABAEI et al., 2006). Por conta deste cenario, e sabendo que a HA ¢ um carater
complexo, julgamos que a abordagem de andlise multigénica possa melhor indicar os

polimorfismos que estdo contribuindo para esta doenga em uma dada populagao.

Com relagdo ao polimorfismo A4582C no gene RM, verificou-se uma expressiva
prevaléncia do genotipo 4582C/4582C entre os pacientes. Estes resultados foram similares
aos observados nas amostras do Rio de Janeiro. Apesar destes achados, torna-se necessario
a sua validacdo em outras populagdes, bem como o reconhecimento de sua atuacao
fisiologica. Com estas informagdes adicionais poderemos compreender melhor os

mecanismos genéticos envolvidos na fisiopatologia da HA.

5.2.3. Avaliacdo Multifatorial

Nas analises anteriores foram detectadas associagdes de fatores antropométricos e
genéticos com a hipertensdo arterial. Como estes fatores estdo atuando simultaneamente na
modulagdo da pressao arterial, ¢ importante mensurar a contribuicao destes para a variacao
da PA. Este procedimento apresentou resultados similares aos das andlises anteriormente,
mesmo sendo verificado uma discreta diminuicdo nos efeitos das variaveis idade,
ECA*Alul/D e RM*4582C na PAS. Apesar disso, os resultados obtidos por nossas analises
somam-se com os de outros estudos, que observaram que a idade, bem como o consumo
excessivo de bebidas alcodlicas, tabagismo e IMC alterado, quando associada ao genétipo
ECA*AIuD/AluD contribuem aditivamente a elevacdo da PAS (METTIMANO et al., 2001;
REF88). Em vistas de nossos achados, sugerimos que a presenca dos genotipos
ECA*AluD/AluD e RM*4582C/4582C e a idade devem contribuir, em parte, para a
elevacdo da PAS.
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Observamos também que a variagdo na PAD esta associada ao consumo de alcool e
a idade avangada. Neste caso, a andlise de regressao mostrou que o consumo de bebidas
alcodlicas produz um aumento médio de 4,3mmHg na PAD, enquanto que a idade provoca
um aumento na PAD de 0,2IlmmHg por ano. Nossas observa¢des somam-se aos relatos
publicados anteriormente de que consumidores freqiientes de bebida alcodlica tém menor
absorcao de calcio, o que poderia levar ao desenvolvimento de HA (KEAVNEY et al.,
1998). Além disso, a presenca de alcool no organismo perturba o funcionamento do
sistema renina-angiotensina, estimula o sistema nervoso simpatico (possivelmente devido a
flutuacao dos niveis alcoolicos na corrente sanguinea) ¢ aumenta a produgao de horménios
adrenocorticdides (CLARK, 1984). Segundo KEAVNEY et al, (1998), o consumo de cerca
de 30g de etanol por dia aumenta a PA e, conseqiientemente, dobra a hipertensdo (PAS >

160mmHg ou PAD > 95mmHg).

5.3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos em ambas as populagdes analisadas enfatizam a necessidade
de ampliar o nimero de genes envolvidos em sistemas fisioldgicos de controle da PA, bem
como fatores antropométricos, para a obten¢do de resultados mais acurados. Assim, a
realizacdo de estudos de epidemiologia genética mais abrangente permitira o
aprimoramento do conhecimento relacionado com o0s mecanismos patogenéticos
associados a HA. Estes conhecimentos possibilitardo utilizar marcadores genéticos no
estudo da hipertensdo para avaliar a potencialidade de um individuo desenvolver esta

doenga e inferir quanto a sua morbidade.
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CONCLUSOES

6.1. CONCLUSOES DAS ANALISES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DO RIO DE

JANEIRO:
Baseados nos resultados obtidos, concluimos que:

% Fatores clinicos/antropométricos como IMC, etnia, género e idade
contribuem para a elevagdo da pressdo arterial. Conseqilientemente, a

presenga de tais parametros pode contribuir para o desenvolvimento da HA;

¢ A presenca dos genotipos de risco presentes nos genes AGT
(AGT*235T/235T), AGTR, (AGTR;*1166A/1166A), CYPI1IB2
(CYP11B2*344T/344T) e RM (RM*4582C/4582C) aumentam as chances

de desenvolver hipertensao arterial;

* A gravidade da doenga pode estar relacionada a presenga de multiplos

fatores clinicos/antropométricos e de gendtipos de risco.

6.2. CONCLUSOES DAS ANALISES REALIZADAS NAS AMOSTRAS DE SANTA ISABEL
DO RIO NEGRO:

Em vistas dos resultados obtidos, concluimos que:

7

* O consumo de bebidas alcodlicas e a idade avancada foram os tUnicos

parametros antropologicos associados com a elevacdo da PA;

» A analise do perfil genético indicou que a presenca dos gendtipos

ECA*AluD/AluD e RM*4582C/4582C contribuem para do risco de

L)

desenvolver a HA;

X/
X4

% A identificagdo de poucos fatores clinicos/antropométricos e genéticos de
risco sugere que a baixa freqiiéncia da hipertensdo arterial primaria
observada nesta populacdo, seja um reflexo do nimero reduzido de fatores

de risco.
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ANEXO 1: PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO INSTITUTO NACIONAL
DE CARDIOLOGIA LARANGEIRAS.

S
N g

L L G

—

MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ASSISTENCIA A SAUDE
INSTITUTO HNACIONAL DE CARDIOLOGIA LARANJEIRAS
COMITEDE ETICA EM PESQUISA

CARTA DE APROY ACAQ

Presados Senhores:

O Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) do Instituio Nacional
de Cardiologia Laranjeicas, reuniu-se em 30 de Outubro de 2003 e aprovow
por unanimidade o Projeto "lnfluéncia de Mutagies no Sistema Reninu-
Angiotensina e no Receptor de Mineralocorticoide, na Hipertensio
Arterial®, assim como seu Termo de Consentimenio Livie ¢ Esclarecida,
ambos com versio de 2 de Outubro de 2003 sob a responsabilidade da
Investigadora  Principal  DraSilvia  Regina  Sampaio  Freitas, sendo
registrado neste CEP sob o 0 G0T6/14. 10.03.

Rio de Janeirs, 30 de ﬂutﬁhm de 2HI3,

j 4/ Af;ﬁsf/{’ r@/éfa{?f% / 3

Y A
Jr r. José Geraldo de Castro Amino
A L Vice-Coordenador do CEP
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ANEXO 2: PARECER DA COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA.

MIMISTERIO DA SAUDE
Conseing Nacsonal de Saude
Comissan Nacional de Efica ém Pesguisa - DONER

PARECER M.°319:2004

Registro CONEP: 9454 (Este o” deve nar Ciaos nes coimisnonsencas seferenios 5 #ile projeto §

Registro CEP: 001614.70.03 Processo n® 25000.139861/2003-69
Projeto de Pesquisa: “influénca e Mutacdes no Sisfema Renina-Angiofensina e
ro Raceplor Renal de Mingraiocoriiesida, na Hiparienado Arenal’

Pesquisador Responsdvel: Dr*. Silvia Regina Sampalo Freias

Instituigao: Institito Nacionzl de Cardiclogiz Laranjeiras — Rio de Jangiro.

Area Tematica Especial: Genebta Humana

Mediante a analiss das resoosias as pendéncias axplicitades no Pareecer CONEP
n.* 2043/2003, cabem as seguintes considoragdes:

1. A pesqussadora garante gue o8 individuos incluidos na populagio “aleabina”
do Rio de Janairo sdo provenienias de um Banco de DMA e esles assinaram
uma “Declaracan op Anusncia’ para "Eventuais Posquisas’.

2, Refere que fara andlise ndividual de varios pardmatros, enfre elés o einda,

3. Alandeu & complementachs o TCLE

4. A Folha de Rosto fon preenchida nos camoos apantasos

Diante do exposta, 8 Comissao Naclonal de Etiea em Pesguisa - CONEP, de
=ordo com as alribuicoes detfinidas na Resolugho CNS 196/968, manifesta-se

srowacao do projelo de pesguisa proposto.

Situagao: Frojeto apiovado
Gragilia, 13 de favarcire de 2004

i /é:_..'-.r"’r af £1¢~

AWILLIAM SAAD HOSSNE
Coordenador da CONEP/CHNSMS
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ANEXO 3: DECLARAGAO DE LIVRE ESCLARECIDO.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , concordo em

participar do teste genético para , utilizando tecnologias

baseadas na molécula de DNA. Eu entendo que a amostra de sangue a ser coletada de mim, é um
procedimento necessario para a realizacdo do teste genético e ndo acarreta riscos. Eu compreendo
que as amostras de sangue serdo utilizadas para determinar se eu e/ou membros de minha familia
somos portadores de um gene modificado, ou de um polimorfismo genético, que determine que
somos afetados ou possuimos um risco aumentado de ser afetado por esta doenga genética. Eu
autorizo a coleta de sangue de mim, ¢ que a amostra de sangue possa ser utilizada para testes

genéticos para a doenga acima relacionada.

Eu compreendo que:

1. O teste pelo DNA, neste caso especifico, detecta diretamente uma anormalidade no gene, chamada
de mutacdo, ou um polimorfismo genético, responsavel pela doenga em questao.

2. Estes testes sdo relativamente novos e tem sido melhorados e aperfei¢oados continuamente. Sdo os
melhores e mais novos testes laboratoriais complementares que podem ser oferecidos.

3. Meu material genético recebera um cédigo e qualquer atividade de pesquisa somente terd acesso ao
codigo.

4. Devido a complexidade dos testes de DNA e a importancia dos resultados, estes serdo relatados
somente a mim por meu médico particular. Os resultados sdo confidencias e somente poderdo ser

liberados para outro profissional médico ou para outras partes envolvidas com meu consentimento.

Local: Data:

Assinatura:

Declaraciao do profissional: Eu expliquei o teste pelo DNA a esta pessoa e respondi a todas as suas

perguntas.
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ANEXO 4: FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO- SANTA ISABEL DO R10 NEGRO/AM.

PROJETO DE PESQUISA: INFLUENCIA DE MUTACOES NO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
E NO RECEPTOR RENAL DE MINERALOCORTICOIDE, NA
HIPERTENSAO ARTERIAL.

A - DADOS DE IDENTIFICACAO PESSOAL:

Al - Nome Completo

A2 —N° de Ordem

R [N

A3 - Endereco Completo

A4 - Data de Nascimento AS - Idade em Anos Completos
A6 - Sexo
1 — Feminino 2 — Masculino

B - DADOS ANTROPOMETRICOS/SOCIOCULTURAIS:

B1 - Peso em Quilos B2 - Altura em Centimetros B3 - IMC
k |g ¢ |m
B4 - PA Sistolica BS5 - PA Diastélica

B6 - Tabagismo

1 —Sim 2 —Nao Frequéncia

B7 - Consumo de Bebidas Alcodlicas

1 — Sim 2 —Nao Frequéncia

B8 - Pratica de Exercicios

1 —Sim 2 —Nio
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ANEXOS

B9 - Etnia

1 — Branco 2 — Negro 3-Pardo

C - HISTORIA FAMILIAR

C1 - Doencas na Familia

1 —Sim 2 —Nao 9- Sem Dados

C2 - Caso Sim, Qual?

1- Diabetes

2- Hipertensdo Arterial

3- Cariopatias sem Defini¢ao
4- HVE ou Cariomegalia

5- Angina

6- Infarto

7- Insuficiéncia Cardiaca

8- Aneurisma de Aorta

9- Insuficiéncia Vascular Periférica
10- AVC

11- Insuficiéncia Renal

12- Dislipidemia

D — HISTORIA REPRODUTIVA (SO PARA MULHERES)

D1 - Uso de Contraceptivo

1 — Faz uso 2 —Ja fez uso 3 — Nunca usou

D2 — Complicacdes na Gravidez:

1 — Sim 2 —Nao 9- Sem Dados

E - MEDICAMENTOS

F1 - Medicamentos Anti-Hipertensinvos Utilizados Atualmente

Nome do Medicamento Dose Diaria

F1.1

F1.2

F1.3

F1.4

RESPONSAVEL: DATA:
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ANEXO 5: FICHA DE ATENDIMENTO CLINICO - RIO DE JANEIRO/RJ.

PROJETO DE PESQUISA: INFLUENCIA DE MUTACOES NO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA
E NO RECEPTOR RENAL DE MINERALOCORTICOIDE, NA
HIPERTENSAO ARTERIAL.

A - DADOS DE IDENTIFICACAO PESSOAL:

Al - Nome Completo

A2 - Prontuario HCL

A4 - Endereco Completo

A3 -N°de Ordem

G H A

A5 - Telefone

A6 - Data de Nascimento

A8 - Sexo

1 — Feminino 2 — Masculino

B - DADOS ANTROPOMETRICOS/SOCIOCULTURAIS:

B1 - Peso em Quilos

k g
B4 - PA Sistélica
B6 - Tabagismo
1 —Sim 2 —Nao

B7 - Consumo de Bebidas Alcoolicas
1 —Sim 2 —Nao

AT - Idade em Anos Completos

B2 - Altura em Centimetros

BS -

C

m

PA

Diastolica

Frequéncia

Frequéncia

B3 -IMC
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B8 - Pratica de Exercicios

1 — Sim 2 —Nao
B9 - Etnia
1 — Branco 2 — Negro 3-caboclo 4- Indigena-descendente

C - HISTORIA FAMILIAR

C1 - Doencas na Familia
1 —Sim 2 —Nao 9- Sem Dados

C2 - Caso Sim, Qual?

13- Diabetes

14- Hipertensdo Arterial

15- Cariopatias sem Defini¢do
16- HVE ou Cariomegalia

17- Angina

18- Infarto

19- Insuficiéncia Cardiaca

20- Anecurisma de Aorta

21- Insuficiéncia Vascular Periférica
22- AVC

23- Insuficiéncia Renal

24- Dislipidemia

D — HISTORIA REPRODUTIVA (SO PARA MULHERES)

D1 - Uso de Contraceptivo
1 — Faz uso 2 —Ja fez uso 3 — Nunca usou

D2 — Complicacdes na Gravidez:
1 —Sim 2 —Nao 9- Sem Dados

E - EXAMES COMPLEMENTARES

Data Valor

ANEXOS

E1 - Glicemia *

E2 — Creatinina*®

E3 — Colesterol Total*

E4 — Colesterol HDL

ES — Colesterol LDL

E6 — Ureia

E7 — Triglicerideos

e Valores em miligrama
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F - MEDICAMENTOS

F1 — Medicamentos Anti-Hipertensinvos Utilizados Atualmente

Nome do Medicamento Dose Diaria

F1.1

F1.2

F1.3

F1.4

F1.5

G - OUTRAS INFORMACOES

RESPONSAVEL: DATA:

146



ANEXOS

ANEXO 6: TRABALHOS ACEITOS PARA PUBLICAGCAO

6.1. Manuscrito 1: Combined Analysis of Genetic and Environmental Factors on

Essential Hypertension in a Brazilian Rural Population in the Amazon region.
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ORIGINAL ARTICLE: COMBINED ANALYSIS OF GENETIC AND ENVIRONMENTAL
FACTORS ON ESSENTIAL HYPERTENSION IN A BRAZILIAN RURAL POPULATION
IN THE AMAZON REGION.
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ABSTRACT

Background: Essential hypertension (EH) is a multifactorial disease triggered by several genetic

and multiple environmental factors in conjunct. In the present study, we evaluated the contribution
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of six genetic polymorphisms of the Renin-Angiotensis-Aldosterone system (RAAS) and clinical
risk factors in the development of essential hypertension in a Brazilian rural population in the
Amazon region. Methods: Eighty-two hypertensive patients and seventy-eight normotensive
individuals were evaluated. Genotyping for renin (REN G1051A), angiotensinogen (AGT) M235T,
insertion/deletion of angiotensin-converting enzyme (ACE 1/D), angiotensin II type 1 receptor
(AGTR1) A1166C and aldosterone synthase (CYP11B2) C344T polymorphisms were performed
using polymerase chain reaction, with further restriction analysis when required. The influence of
genetic polymorphisms and clinical risk factors on blood pressure variation was assessed by
stepwise linear regression. Results: We report the co-occurrence of clinical risk factors and
angiotensin-converting enzyme (ACE) gene polymorphism in a Brazilian rural population in the
Amazon region. Our results indicate that increase of systolic blood pressure (SBP) is favored by
ACE I/D- D allele and advanced age, while alcohol consumption and aging are associated with
high diastolic blood pressure (DBP). Conclusion: These findings suggest that in the Santa Isabel
do Rio Negro population, the residents that carry ACE-D allele or have an alcohol consumption

habit present higher values of SBP and DBP, respectively, with the passing of years.

INTRODUCTION:

Essential hypertension (EH) is a multifactorial disease triggered by several genetic and
multiple environmental factors in conjunct. Epidemiological studies have suggested that genetic
variants, including those of the genes for angiotensinogen (AGT) (1), renin (REN) (2), angiotensin-
converting enzyme (ACE) (3), angiotensin II receptor type 1 (AGTR1) (4, 5), and aldosterone
synthase (CYP11B2) (6) increase the risk for EH. However, the influence of polymorphic forms of
these genes has shown conflicting results in different populations (7, 8). This scenario might be
reflecting the variable impact of the genetic background of populations and the interaction of
environmental factors, which, in turn, might be modulating this molecular background. Recent
literature data have shown that unfavorable genotype/allele alone might indicate a minor or
nonsignificant association with EH. However, the co-occurrence of different unfavorable genotypes
and clinical risk factors can increase the risk of hypertension. Data indicate that the most important
environmental risk factors are advanced age, alcohol intake, smoking and body size. The
relationship of those factors with unfavorable genotype such as ACE-DD and
Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) 677-TT can greatly increase the EH risk, when

compared with patients who do not present the clinical risks (9).

In this work, we aimed at investigating the association among AGT-M235T, REN-
G1051A, ACE-I/D, AGTRI1-A1166C, CYP11B2-C344T genetic markers and common
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anthropometrical factors with essential hypertension, in an isolated community in the Amazon

region in Brazil.

MATERIAL AND METHODS:

The municipality of Santa Isabel do Rio Negro lies in the northwest of Amazonas State (0°
28’ S and 65° 32> W), in the region of the Alto Rio Negro. Santa Isabel do Rio Negro occupies an
area of 62, 846 Km2 (IBGE, 2003), 90% of which is covered by the Amazonian Rain Forest. The
majority of the population of 10, 561 inhabitants is of indigenous ancestry; 4220 of them reside in
the municipality’s seat and 6341 in riverine communities in the municipality’s territory, including

the Yanomami Indigenous Territory (10).

Subjects chosen for this study were obtained using the Conglomerate Systematic Sampling
Technique, in which each residence was considered a unit sample. One hundred and fifteen
residences were visited, and one adult from each residence was chosen. A total of eighty-two
individuals were classified as hypertensive according to the following criteria: 1) blood pressure
(BP) > 140/90 mmHg (derived from repeated measurements performed in accordance with
international guidelines) (11; 2) absence of antihypertensive, and 3) exclusion of secondary forms
of hypertension. The normotensive controls consisted of 78 individuals, characterized by no family

history of EH or other cardiovascular disorder and BP < 140/90 mmHg.

All participants were submitted to a complete physical and routine biochemical analyses

and provided written informed consent.

Participants were classified as Caucasian, Negroid, Indigenous or racially mixed (Mestizo)
according to a set of phenotypic characteristics (12). Individuals who had ever smoked more than
five cigarettes per day for at least a year were classified as smokers and the ones who drank 30-40
ml of alcohol or more per day were considered drinkers.

Genotyping ACE I/D (3), AGT M235T (13), REN G1051A (2), AGTR1 A1166C (4), and
C344T (6) were assessed by the PCR-restriction fragment length polymorphisms method. Quality
control for these assays was assessed by randomly selecting samples from hypertensive and
normotensive groups to be genotyped again.

Anthropometrical and clinical data were compared by the t-Student for quantitative data,
and by y’ test for qualitative data. The genotypic frequencies were computed using the SPSS
statistical program (version 10.0), and allelic frequencies were calculated by direct gene counting.
The Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) for distribution of the genotypes was tested by % test,
using the GENIOC program (14). We also performed a stepwise linear regression (SPSS program,

version 12.0) to explore the effects of genotypes and anthropometrical factors on hypertension. In
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this analysis, the dependent variables were systolic blood pressure (SBP) and diastolic blood
pressure (DBP), while independent variables included age, body mass index (BMI), gender (0 =
female, 1 = male), smoking status (0 = non-smoker, 1 = smoker), alcohol consumption (0 = non-
drinker, 1 = drinker), Diabetes mellitus (0 if glucose <100mg/dl, 1 to else), ethnicity (ethny 1
[African descendant], ethny 2 [Caucasian], ethny 3 [Indigenous]; ethny 4 [Mestizo]). Values 0

and 1 were attributed if ethnicity was absent or present, respectively.

RESULTS AND DISCUSSION:

Age, alcohol consumption, and smoking weighed more frequently among hypertensives
than in normotensives (Table 1). These results are supported by previous studies that demonstrated
that alcohol consumption contributes to EH development by stimulation of the sympathetic nervous
system and increased production of adrenocorticoid hormones (15), while age and smoking act as
co-factors that, in association with salt sensitivity, alcohol consumption or obesity, collaborate to
the development of this disease (16). Diabetes mellitus and obesity are also important clinical risk
factors for hypertension, but their frequencies were not significantly different between the groups,
even among patients that exhibit a slightly high BMI. Moreover, the ethnicity profile observed in
this Amazon population (where a great number of individuals from both groups are Indigenous
descendents or Mestizo, and a lesser number are Negroid or Caucasoid) was quite similar between

normotensives and hypertensives.

Genotypic distribution of each polymorphism was in agreement with HWE expectations (p
>0.05) in both groups. Allelic frequencies of all polymorphisms did not show any difference
between normotensives and hypertensives (Table 2). However, the genotypic distributions of ACE
I/D differed between the groups: 9.76% hypertensives versus 5.1% normotensives had ACE-DD
genotype; and 57.32% hypertensive versus 78.2% normotensives had ACE-II genotypes. It was
observed that postulated “worse” ACE (DD) genotype was slightly more frequent in hypertensives
than in normotensives. These unfavorable alleles/genotypes are associated with physiological
changes that can lead to hypertension development. Yet, worldwide results have been controversial
and, consequently, the frequencies of ACE genotypes vary widely (7, 17, 18). Genotypic
frequencies of M235T, G1051A, A1166C and C344T failed to show any difference in either group
(p>0.05).

To investigate which genetic polymorphism and/or clinical variant is associated with high
BP variation, we analyzed the genetic and clinical profile of normotensives and hypertensives
simultaneously. Stepwise linear regression showed that ACE I/D polymorphism (D allele) and age
contributed to SBP variation (F = 12.958, p = 0.000). The D allele supports an increase of 7.8
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mmHg in SBP (b = 7.829, p = 0.006), while advanced age contributes to a 0.471 mmHg increase in
SBP, with each additional year (b = 0.471, p = 0.000). This polymorphism is responsible for half
the variance in plasma ACE levels, which results in a large / in wide inter-individual variability
(19). It was observed that homozygotes for the D allele display serum ACE levels were almost
twice as high as [ allele homozygotes. However, specific haplotypes constituted by I/D and single
nucleotide polymorphisms within the ACE gene were more accurate in determining ACE plasma
levels. According to Keavney et al. (19), the use of ACE haplotype analysis was able to determine
36% of the phenotype variance of ACE levels. Despite the physiological damage caused by ACE
I/D polymorphism, recent studies have demonstrated that clinical risk factors can raise ACE gene
susceptibility. Several studies have shown that advanced age, drinking, smoking and body size are
important clinical risk factors for EH, especially when they occur simultaneously with the ACE-
DD genotype (7). In accordance with literature reports, our findings also suggest that ACE I/D
polymorphism and a specific clinical risk factor collaborate to EH. Stepwise linear regression
indicated that individuals who carry D allele have an increase of 7.8 mmHg in SBP when compared
with those who have only [ allele. In addition to I/D polymorphism, aging also contributes to the
unfavorable effects of D allele, causing a progressive increase of SBP. In light of our findings, we
believe that high variation of SBP may be, in part, determined by a genetic (ACE-D allele)
predisposition and advanced age. Therefore, an unfavorable genotype associated with a clinical risk
factor might be acting in hypertension development. We also observed that DBP variation is
dependent on alcohol consumption and advanced age (F = 4.305, p = 0.016). Statistical analysis
suggested that consumption of alcohol (more than 3 drinks per day) could contribute to an increase
of 4781 mmHg in DBP. Advanced age also supports DBP increase by 0.140 mmHg per year. Our
observation corroborates previous reports whose authors showed that heavy drinkers have a
reduction in calcium absorption that could lead to the development of EH (19). Moreover, presence
of alcohol in an organism disturbs the renin-angiotensin system function, stimulates the
sympathetic nervous system (possibly due to fluctuating blood alcohol levels), and increases
production of adrenocorticoid hormones (20). Literature reports also relate that consumption of
about 40 ml of alcohol, per day, results in BP increase and, consequently, in a doubling of
hypertension (SBP > 160mm Hg or DBP > 95mmHg) (19). In this Amazon population, continuous
alcohol consumption down the years contributed to the increase of DBP and, consequently, raised

the number of hypertension cases.
CONCLUSIONS:

Multifactorial analysis of genetic polymorphisms and clinical-antropometrical factors

suggested that combinations of ACE D allele with advanced age and alcohol consumption, along
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with aging contributes to SBP and DBP high variation, respectively, in the Santa Isabel do Rio

Negro population.
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Table 1: Anthropometrical and Clinical Characteristics.

ANEXOS

Normotensives Hypertensives
%
(n=178) (n=282) !

Gender Female/Male 47/31 49/33 Nonsignificant
Age (year) 36.27 £ 12.46 49.27+18.58  <0.05
Ethnicity (%)

Negroid 1.3 0.0

Caucasoid 5.1 9.1 Nonsignificant

Indigenous 32.1 40.9

Mestizo 61.5 50.0
Smoking (%) 26.9 50.0 <0.05
Alcohol Consumption (%) 333 45.5 <0.05
Diabetes mellitus (%) 9.0 9.1 Nonsignificant
BMI (kg/m?) 24.62 £3.69 26.07 £3.43 Nonsignificant
SBP (mmHg) 111.73 £12.05 149.37+11.81 <0.05
DBP (mmHg) 70.76 £ 8.64 92.31 £4.38 <0.05
Data presented as mean =+ standard error of the mean. * = T-test.
Table 2: Genotypic and allelic frequencies.
RAAS polymorphisms Normotensives Hypertensives p*
AGT M235T genotypes
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MM

MT

TT

AGT alleles

M

T

REN G1051A genotypes
AA

GA

GG

REN alleles

A

G

ACE I/D genotypes

II

ID

DD

ACE alleles
I

D

AGTRI1 A1166C genotypes

AA

AC

CC

AGTRI alleles
A

C

CYP11B2 C344T genotypes

CC
TC
TT

CYP11B2 alleles
C

T

08 (10%)
56 (72.5%)
14 (17.5%)

72 (46%)
84 (54%)

40 (51.3%)
22 (28.2%)
16 (20.5%)

51 (65%)
27 (35%)

59 (77%)
16 (21%)
2 (3%)
134 (87%)
134 (87%)
20 (13%)

55 (70%)
20 (26%)
3 (4%)

130 (83%)
26 (17%)

14 (17%)
36 (46%)
28 (35%)

64 (41%)
94 (59%)

07 (8.54%)
50 (60.97%)
25 (30.49%)

64 (39%)
100 (61%)

44 (53.66%)
30 (36.59%)
08 (9.76%)

59 (71.95%)
23 (23.05%)

47 (57%)
27 (33%)
08 (10%)
121 (74%)
121 (74%)
43 (26%)

46 (56%)
30 (37%)
06 (7%)

122 (74%)
42 (26%)

12 (14%)
48 (60%)
22 (26%)

72 (44%)
92 (56%)

ANEXOS

0.154

0.0197

0.136

0.370

0.022

0.003

0.157

0.050

0.881

0.602

* P value from y” test for genotype and allele distribution comparison.
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6.2. Manuscrito 2: Personalized diagnosis by cached solutions with hypertension as a

study model
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ABSTRACT

Introduction: Statistical modeling of links between genetic profiles with environmental
and clinical data to aid in medical diagnosis is a challenge. Here, we present a computational
approach for rapidly selecting important clinical data to assist in medical decisions based on
personalized genetic profiles. What could take hours or days of computing is available on-the-fly,

making this strategy feasible to implement as a routine without demanding great computing power.

Methods: The key to rapidly obtaining an optimal / nearly optimal mathematical function
that can evaluate the “disease stage” by combining information of genetic profiles with personal
clinical data is done by querying a precomputed solution database. The database is previously
generated by a new hybrid feature selection method that makes use of support vector machines,
recursive feature elimination and random sub space search. Here, to evaluate the method, data from
polymorphisms in the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) genes together with clinical
data was obtained from patients with hypertension and control subjects. The disease “risk” was
determined by classifying the patients’ data with a support vector machine model based on the

optimized feature; then measuring the Euclidian distance to the hyperplane decision function.

Results and discussion: Our results showed the association of RAAS gene haplotypes
with hypertension. The association of polymorphism patterns with different ethnic groups was also
tracked by the feature selection process. A demonstration of this method is also available online on

the project’s web site.

1. INTRODUCTION

Understanding links between genetic profiles with environmental / clinical data in
pathogenesis, follow-up or diagnosis is a challenge. Population heterogeneity and genetic and
innumerous external factors all hold information with potential aid for medical decisions. A
computational approach able to select important medical features for an individual genetic profile

is a path for personalized diagnosis and treatment.

The search for these combination patterns can quickly become computationally unfeasible
depending on the number of parameters to inquire. Classical feature selection approaches can
rapidly find a good solution, but it is not guaranteed to be the best, nor possess a good

generalization performance.

Here we present a method for rapidly obtaining an optimal / nearly optimal mathematical

function that can evaluate the “disease stage” by combining information about genetic profiles with
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personal clinical data. The former queries a database of pre-computed optimal feature sets that best
apply to a specific genetic profile. The database is previously generated by a new hybrid feature
selection method that makes use of support vector machines, recursive feature elimination and
random sub space search. Thus, this approach could assist doctors during medical routine without
needing great computing power, offering immediate access to optimized cached solutions. What
could take hours or days of computing time, thanks to this approach, is made available on-the-fly.
Here, we exemplify this methodology by using hypertension as a study model. We search for
diagnosis patterns linking polymorphisms in renin-angiotensin-aldosterone (RAAS) genes with
clinical data. A demonstration program for personalized diagnosis is available online (“Diagnostic
SVM”) taking advantage of the constructed database to promptly execute personalized diagnosis.

Such a program is also an efficient tool to show trends in the dataset.

1.1 Hypertension and the RAAS system

In the last decade, the renin-angiotensin-aldosterone system has received increasing
attention in the field of cardiovascular diseases because of its relation to blood pressure
maintenance and salt homeostasis. Polymorphisms in RAAS genes have already been associated
with angiotensinogen concentration in plasma (Inoue et al., 1997;Ishigami et al., 1997;Jeunemaitre
et al., 1997), cardiovascular diseases (Alvarez et al., 2001;Lindpaintner et al., 1995;Pontremoli et
al., 2000), blood pressure regulation (Baudin, 2002), vascular stiffness, and increased risk of
pregnancy-induced hypertension development (Benetos et al, 1995), amongst others. Having
genetic predisposition to a certain disease does not mean that one will eventually have it; its
pathogenesis is believed to be the result of a number of complex factors, including ethnic

background and, external and clinical factors combined with genetic predisposition.

In the present work, information on six RAAS polymorphic genes are studied together
with patient clinical data to further verify the combinatory effect of RAAS polymorphisms in
essential hypertension (EH). This is primarily achieved by generating a database of feature subsets
having optimal solutions for a given classifier and training set. The feature subsets are
characterized by a new hybrid machine learning method that combines support vector machines
(SVM) / recursive feature elimination (RFE) and random sub space search (RSS). RAAS

polymorphic genes are listed below:

1. M235T, polymorphism characterized by substitution of a methionine (M) for a threonine

(T) at codon 235 of the angiotensinogen (AGT) gene (Jeunemaitre et al., 1992);

2. 1/D, a polymorphism characterized by an insertion/deletion (I/D) of an Alu fragment in
intron 16 of the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene; (Baudin, 2000),
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3. A1166C, corresponding to an A to C substitution, at nucleotide position 1166 of the
angiotensin II type 1 receptor (AGTR1) mRNA sequence (Bonnardeaux et al., 1994);

4. C344T, polymorphism caused by the substitution of T for C at the locus —344 in the
promoter region of the aldosterone synthase gene (CYP11B2) (Stella et al., 2004);

5. A4582C, an A to C transversion, and G3514C, a G to C transition; both being
polymorphisms in the mineralocorticoid receptor gene (MR) (Poch et al., 2001).

1.2 Support Vector Machines

SVM is a supervised learning method based on statistical learning theory and the principle
of structural risk minimization, developed by Vapnik (Vapnik, 1995). This method has been
successfully used in a number of applications ranging from particle and face identification, text
categorization, data base marketing, and extensively in bioinformatics. An SVM model is
evaluated using the most informative patterns in the data (the support vectors) and is capable of
separating classes by finding an optimal hyperplane of maximum margin between both datasets.
For cases when data is not linearly separable, the use of a kernel-induced feature space can be
applied so data can be mapped to a higher dimension space and then classified by a hyperplane or a

linear discriminate function (Boser et al., 1992).

1.3 Feature Selection

A feature selection is executed on a dataset to choose reduced subsets that best perform
under a determined classification system and also reduce the pattern recognition cost. Various
feature selection methods are described in the literature; among them are the genetic algorithms
with decision trees (Shan S C. and Kusiak A, 2004), beam search, branch-and-bound, Pearson
correlation coefficients, Fisher criterion scores, floating search, and recently recursive feature
elimination with SVM. According to Cover and Van Campenhout, no non-exhaustive sequential
feature selection procedure is guaranteed to produce the optimal subset, nor does any ordering of
the error probabilities (T.M.Cover and J.M.Van Campenhout, 1977). Since the number of subset
possibilities grows exponentially with the amount of features, exhaustive searching quickly
becomes unfeasible, even for a moderate number of features. Bearing this in mind, a hybrid sub-
optimal feature selection method was applied to the hypertension dataset and its performance

compared to SVM RFE and random sub space searching.
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2. METHODS
2.1 Hypertension evaluation of the study population and RAAS genotyping

A total of 91 hypertensive patients from the Hypertension Division of the National Institute of
Cardiology Laranjeiras (Rio de Janeiro - Brazil) and 32 normotensive control subjects were
genetically investigated for RAAS gene polymorphisms at the Fiocruz Genetics Department. Blood
pressure was determined using a conventional mercury sphygmomanometer on the left arm in the
sitting position on three different occasions, by the same observer. Hypertension was defined as
subjects with a systolic blood pressure (SBP) > 140mm Hg or diastolic blood pressure (DBP) >
90mm Hg. The possibility of secondary hypertension was excluded after complete clinical,
laboratorial and radiological investigation. The normotensive group was characterized by the
absence of family history of hypertension, renal insufficiency, hepatic disease, or apparent
coronary artery disease and a blood pressure < 140 / 90mmHg. All participants were submitted to

complete physical and routine biochemical analyses.

Genomic DNA from patients and controls was extracted by a standard salting out method.
Polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism were used to detect AGT
M235T, ACE I/D (Nalogowska-Glosnicka et al, 2000b), AGTR1 A1166C (Nalogowska-
Glosnicka et al., 2000a), CYP11B2 C344T (Stella et al., 2004), MR A4582C and MR G3514C

polymorphisms according to published procedures.

Assay quality control was performed by randomly selecting samples to be genotyped again.
This study was approved by the Institutional Ethics Review Board from Fiocruz, and the

participants provided written consent.

2.2 Input vector construction for SVM modeling

The input vector can have a total of 33 dimensions. The input vectors were constructed
having each vector representing a subject. Dimensions 1 — 18 are AGT0, AGT1 AGT2, ECAO,
ECAl, ECA2, AGTR0O, AGTR1, AGTR2, CYB11B2 0, CYB11B2 1, CYB11B2 2, MRAO,
MRA1, MRA2, MRG0, MRG1 and MRG2. The number ending each variable indicates whether 0,
1 or 2 risk alleles are present in the gene. Their values were “1” if present in the genome,

otherwise “0”. The remaining dimensions are indicated in Table 1.

2.3 Support vector machine analysis

The SVM approach is described as follows. Given a linearly separable training sample: S =

((x1, ¥1), ... (xn y»)) that produces the equation of a linear classifier: w'x+ b, where w is the normal
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vector, and b the bias of the hyperplane of maximum margin separating both classes, an unknown
sample or input vector x is classified as +1 if: <w,x> + b >0, and classified as -1 if : <wx> + b

< 0 as seen in Figure 1.

The primal formulation (Boser et al., 1992) consists in minimizing the Euclidian norm of

the vector w subject to the classification constraints:
S S
Minimize: > <w ew> (1)

Subject to: y, (< wex, >+b) =1 (2)

The algorithm searches the space of w’s and b’s to find the widest margin to place a
hyperplane. A straight forward approach is reducing it to a convex optimization problem by
minimizing a quadratic function under linear inequality constraints. SVM has become a standard in
statistical modeling, and further details are thus beyond the scope of this manuscript and can be

easily found in the literature (Vapnik V., 1995),

SVM analysis was carried out using the SVMlight (Joachims T., 1998) libaries
programmed in C, interfacing with scripts programmed in Per/ 5.8 using the linear kernel and a
cost parameter of 100 to ensure numerical stability. To compensate for having more hypertensive
than normotensive subjects in the dataset, two methods were considered: the first by applying a
cost factor where training errors on the positive samples (normotensive) outweigh errors on the
negative samples (Joachims T., 2002); the second by using flexible margins with different control

parameters.

2.4 Model evaluation

The Leave-One-Out (LOO) approach, also known as jackknife, is performed by excluding
one feature vector from the subjects pool, and using the remaining as a training set. The algorithm
builds a support vector model based on the training set and then tries to properly classify the
excluded feature vector by establishing what side of the hyperplane it is to be placed. The process
is repeated until all feature vectors from the pool have gone through this process (Joachims T.,

2000).

2.5 Feature selection and ranking:

2.5.1 SVM - recursive feature elimination
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Given the training sample S, a SVM model is built and the weight vector w of dimension
length d is calculated as described above. The feature k£ having the smallest ranking criteria where
k = Arg min; {(w;)’} has the least influence in the hyperplane solution and is eliminated. The
remaining set of top ranked features should be taken into account as a group, so that a new SVM
model is built in a dimension space d-1. This process is repeated until a desired dimension is
obtained. Since features are removed one at the time, an importance ranking can also be

established (Guyon et al., 2002).

2.5.2 Random sub space search (RSS).

A script written in Perl 5.8.6 that later interfaced with SVMlight generated 230,000
random feature combinations originating from the initial set of 33 features. For each combination
in the list, SVM LOO error, number of support vectors contained in the model, and the tested

combination were stored in a MySQL database.

2.5.3 Computing RSS scores

One of the methods used to rank the features by order of importance was by querying the
RSS database to retrieve results having LOO error < 2% ordered by LOO error and then by
number of support vectors and grouped according to these variables. A quadratic group ranking
function having the ordinate value decrease from 1 to 0.1 while its abscissa value ranges from 1 to
the number of groups retrieved was used to score the features. An example of this ranking method

is shown in Table 2.

2.5.3 Hybrid RFE-RSFS

RFE is initially applied to reduce the feature numbers from 33 to 20. Then RSS performed
a semi-exhaustive search generating 230,000 feature set combinations. This method is referred to

as hybrid.

2.5.4 Online demonstration of the method and script / data availability

An online version of the software «called ‘“Diagnostic SVM” is available at
http://www.dbbm.fiocruz.br/labwim/bioinfoteam/ by clicking on the software tab. The hybrid
recursive feature elimination - Random Subspace Feature scripts and data used for this study are

available upon request.
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Given a genetic profile, Diagnostic SVM queries the MySQL feature solution database to
obtain the optimal feature set to the given profile. The optimal feature set is considered to be the
one having a best match with the individual’s genetic profile, a low LOO error, and a reduced
number of support vectors. Clinical data is then entered and a new SVM training is performed to
predict whether the input data belongs to a hypertensive or normotensive subject. By no means
should “Diagnostic SVM” substitute for normal diagnostic procedures; it is currently a simplified

model to further study SVM and combinatory effects of RAAS with clinical data in hypertension.

Note: All analyses were carried out on a Pentium IV with 256MB of RAM and a 2.0 GHz

clock frequency.

3. RESULTS
Results 3.1 — feature selection and ranking

Genetic and clinical data of 91 hypertensive patients and 31 control subjects were analyzed
in order to find correlations with diagnostic value. An initial SVM analysis was able to classify
with a 13.11% LOO error among subjects when using the complete (33) feature set, making it

evident that further refinements in the methodology are needed.

The RSS was able to identify subsets having 1 perfect solution, 4 solutions with a 0.82 %
LOO error, 153 solutions with a 1.64% LOO error and 703 solutions with a 2.46% LOO error. The
majority of solutions (17436) had a 9.02% LOO error.

The hybrid search narrowed the number of features to 20 using RFE and then searched for
solutions using the RSS. The hybrid approach identified subsets having 1 perfect solution, 22
subsets with a 0.82% LOO error, 598 solutions with a 1.64% LOO error and 1855 solutions with a
2.46% LOO error. The majority of solutions (21895) contained a 6.65% LOO error. A more
detailed distribution of error occurrence vs. LOO error for both the RSS and hybrid methods can be

seen in Figure 2. All solutions were stored in a MySQL database.

When comparing only the top ten ranked features selected by the three methods, SBP,
Ethny 0, Ethny 1, CYP11B2 1 are shared among all. The hybrid also shared LDL and Ethny 2
with RFE and BNP with RSS. ECA_0 and ECA 1 were also shared between RFE and RSS. The
predominant presence of ethnicity among solutions can easily be explained because hypertension is
not a monogenetic disorder, but a polygenic trait (Dominiczak et al., 2004) meaning that a gene

may be responsible for the disorder in one population, but not necessarily in another.
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3.2 — “Diagnostic SVM” analysis

“Diagnostic. SVM” is an efficient tool to search for trends in data. After entering the
genetic profile and clinical data in “Diagnostic SVM,” it predicts whether a subject is hypertensive
and returns the dot product of <w.x> summed with the bias b. By varying entry values, it is easy
to see whether the change favores normotensive classification or not, by the dot product result.
When compensating for normotensive in the unbalanced dataset, better results seemed to be
obtained when using flexible margins than when applying a cost factor where training errors on the

positive samples outweigh errors on the negative samples.

In general, the results show that AGT0, ECAO, AS1, MRAO, MRG0, MRG1, Glucose,
Ethny 0, and Ethny 1 favor normotensive classification while ECA1, MRA1, MRA2, LDL, Trig,
Urea, and BNP favor hypertensive classification. As expected, wild type genes favor SVM
classification for normotensive. Some unexpected results were also obtained such as high LDL
favoring normotensive in a profile having Ethny 1 and AGTO. Glucose favoring normotensive
classification could be a consequence of the relatively young age in normotensive subjects (average
= 48 yr); the high glucose index could act as a diuretic, making the body eliminate fluids
consequently lowering its pressure. In the long-run, glucose attacks the kidney and favors the

development of hypertension.

4. DISCUSSION AND CONCLUSIONS

Hypertension is one of the most important risk factors for cardiovascular diseases.
Although its pathogenesis is not well elucidated, it is known that high blood pressure is influenced
by a complex interaction between environmental and genetic factors. In the current study,
hypertension is used as a model for the methods employed which, in accordance with other works,
yield strong evidence of a genetic association between the polymorphic RAAS genes and essential
hypertension (Benetos et al., 1996; Isa et al., 1990). Our aim was not to demonstrate a new method
for diagnosing hypertension, but to use it as a study model since it can be easily diagnosed. The
same strategy presented here could be used for other hypertension cases such as predicting

medication for a combined genetic / clinical profile, or even be applied to other pathologies.

The feature ranking strategy was based on RFE and/or grouping results obtained from RSS
and sorting them by LOO error followed by number of support vectors. The number of support
vectors is related to the capability of generalization of a model: a model with less support vectors
is expected to generalize best. It was also observed that, in general, the expected LOO error is
proportional to the number of support vectors. We did not use a higher order k-fold cross

validation technique due to the limited and unbalanced dataset. For more complex models, other
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parameters could also be used to efficiently estimate the SVM generalization performance such as
the geometrical margin between classes or even the Ea-estimators (Joachims T., 2000). When
dealing with an extremely large number of features, after using RFE, the random sub space search

could also be substituted by other methods.

The complex combination of a genetic profile with environmental / clinical data in
pathogenesis, follow-up or diagnosis is a challenge. Population heterogeneity and innumerous
external factors greatly influence a classifier decision; knowing which ones to choose is a key for
improved diagnosis. Poorly chosen features may add noise and degrade classifier performance.
Increasing the number of features can quickly make exhaustive feature search impossible. Classical
feature selection approaches can rapidly find a good solution, but it is not guaranteed to be the best,

nor possess a good generalization performance for a desired genetic profile.

Obtaining optimal pre-computed feature selected subsets to inquire for important clinical
data, followed by SVM analysis, is a solution that can assist doctors in personalized medical
diagnosis and that can also reveal trends in the dataset. The hybrid method outperformed RFE and
RSS when used in their isolated forms, e.g., finding good solutions faster. The construction of such
databases can be very time-consuming: the database for this work took up to 5 days. “Diagnostic
SVM?” justifies the importance of such databases because it can instantly retrieve a set of clinical
features that, combined with the genetic profile, performs best, followed by SVM classification.
What could take hours or days of computing is available on-the-fly making this strategy feasible to
implement as a routine without the demand of great computing power. The functional value of the
classification process (<w,x> + b) can also be an indicator to measure the “degree of risk or

disease stage” of hypertension, or of other pathologies in future studies.

The optimal and near optimal solutions generated here are of great importance, especially
when used for the design of systems based on heuristics and rules in a knowledge-specific domain
that can advice or make recommendations, much like a human expert would. These approaches
applied to expert systems, can result in a great performance, especially where a good deal of

training and specialized knowledge is required to assist doctors in future personalized diagnosis.

Acknowledgements: We thank Instituto Oswaldo Cruz (I0C), CNPq, FAPERIJ and Fiocruz PDTIS
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<W.X>+b=-1

Figure 1: The hyperplane of maximum margin that separates the two classes is orthogonal to the
shortest line connecting the convex hulls of both classes, and intersects it in its midpoint. The
margin is obtained by calculating the difference of points x;, X, and projecting them on the
hyperplane normal vector w. Once the hyperplane is built, classification determines what side of

the hyperplane a sample is to be placed.

170



ANEXOS

Table 1: The columns represent the dimension number, variable name and value for the input vector

construction respectively.

Dim  Variable Value
19 Gender 1 = male; 0 = female
20 Age Normalized from 1 to 0
21 SBP Normalized from 1 to 0
22 DBP Normalized from 1 to 0
23 Glucose 0if<100; else 1
24 Total Cholesterol 0if <200 mg/dl; else 1
25 HDL-Cholesterol If (male)
{0 if > 40 mg/dl; else 1}
If (female)
{0 if >50 mg/dl; else 1 }
26 LDL-Cholesterol 0if > 130 mg/dl; else 1
27 Triglycerides 0 if > 150 mg/dl; else 1
28 Urea 1 if > 41mg/dl; else 0
29 Body Mass Index 0.00=18,5-249
(BMI) 0.25=25.0-29.9
0.50=30.0-34.9
0.75=35.0-39.9
1.00 =240
30 Brain Natriuretic 1 if > 100pg/ml; else 0
Peptide (BNP)
31 Ethny 0 1 if Caucasian; else 0
32 Ethny 1 1 if African descendant; else 0
33 Ethny 2 1 if Mestizo; else 0
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Table 2: Example of feature ranking. The features (F) are first grouped by decreasing LOO error
coupled with number of support vectors (SV). Each group of features used in the solution is
represented by a vector of 0’s and 1’s where 0 indicates that the respective feature was not used for
the given solution. The score (S) is calculated by summing the product of the feature column with
the ranking function applied to the group rank. In the above example the features listed by order of
importance are F1, F2, F3.

LOO Error No. SV F SF1 F2 SF2 F3 SF3

1
0.2% 17 1 1 1 1 0 0
0.2% 17 1 1 0 0 1 1
1.8% 18 1 06 1 0.6 1 0.6
1.8% 19 0 0.1 1 0.1 0 0
Total 2.7 1.7 1.6

Score
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ABSTRACT

Essential hypertension (EH) is disease triggered multifactorially by genetic and environmental
factors. Herein, we evaluate the contribution of genetic polymorphisms of the renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) and clinical risk factors regarding the development of resistant
hypertension in patients living in Southwestern Brazil. Ninety resistant hypertensive patients and
115 normotensive individuals were evaluated. Genotyping for insertion/deletion of angiotensin-
converting enzyme (ACE /D), angiotensinogen (AGT) M235T, angiotensin II type 1 receptor
(AT1R) A1166C, aldosterone synthase (CYP11B2) C344T and mineralocorticoid receptor (MR)
A4582C polymorphisms was performed using polymerase chain reaction, with further restriction
analysis when required. The influence of genetic polymorphisms on blood pressure variation was
assessed by analysis of Odds Ratio, while clinical risk factors were evaluated by logistic regression.
Our analysis indicated that individuals who carry alleles 235-T, 1166-A, 344-T or 4582-C had a
significant risk for resistant hypertension (p < 0.05). Surprisingly, when we tested individuals who
carried the presumed risk genotypes A1166C, C344T and A4582C they were not associated with
resistant hypertension. However a gradual increase in risk for resistant hypertension was detected
when 235-MT and TT genotypes were combined with one, two or three of the supposed more
vulnerable genotypes - A1166C (AC/AA), C344T (TC/TT) and A4582C (AC/CC). Analysis of
clinical parameters indicated that age, body mass index and gender contribute to blood pressure
increase (p < 0.05). In conclusion, our findings suggest that unfavourable genetic patterns of RAAS
and clinical variables at risk may contribute to increased risk for the development of resistant

hypertension, in a sample of Brazilian population.

1. INTRODUCTION:

Essential hypertension (EH), a complex syndrome determined by both genetic and
environmental factors, affects approximately 25% of the world's population and consequently is
considered one of the most common conditions for which individuals seek health care. According
to “National Health Nutrition Education Survey” (1) most of hipertensive patients are considered
resistant because the blood pressure (BP) cannot be reduced to <140/90 mmHg with an appropriate
triple-drug regimen, including an oral diuretic with all agents administered at or near maximal
dosages. Moreover, careful elimination of patient- and physician-related reasons of inadequate
blood pressure control should lead to the diagnosis of truly resistant hypertension. Causes for
refractory hypertension are multifactorial, so a better understanding of physiological systems that
contributes to this uncontrolled blood pressure and drugs metabolism may help in identifying the

causative factors.
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In the past several years, genetic polymorphisms in candidate genes from physiological
systems involved in blood pressure control have been extensively tested. The renin-angiotensin-
aldosterone system (RAAS) is one of the mechanisms that play key roles in the regulation of blood
pressure. Consequently, genes that encode components of the RAAS are in turn thought to play a
role in determining genetic susceptibility to essential hypertension and have been intensively
scrutinized. Some of the polymorphisms that have been associated with hypertension forms are: the
methionine (M) — threonine (T) variation at the amino acid positions 235 of angiotensinogen gene
(AGT) (2), an insertion/deletion of A/u fragment in the 16" intron of the a angiotensin-converting
enzyme (ACE) (3), an A to C transversion at the nucleotide position 1166 of the angiotensinogen 11
receptor type 1 (AGTRI1) (4) and the T — C substitution at the —344 locus in the promoter region
of the aldosterone synthase (CYP11B2) (5). Most of these polymorphisms are involved with
specific physiological imbalance (6-8). However, contradictory findings have been observed
among different populations (9-14). The inconsistencies presented in RAAS gene-association
studies exemplify the challenges of distinguishing among complex multifactorial traits, such as
hypertension, by single-locus analysis. These inconsistencies might arise from population structure,
varying effects of several disease-predisposition variants or gene-environment interactions. Each of
these factors can hinder the detection of a modest contribution of an individual locus to a trait such
as hypertension. Subsequently, the screening of innumerable molecular variations combined with
environmental-clinical factors may help to elucidate what the most important parameters that
contribute to disease development in a particular population are.

Assuming that hypertension is a result of a complex summation of external and clinical
factors combined with genetic predisposition, we investigated whether or not multiple
polymorphisms in the RAAS pathway genes, as well as environmental-clinical risk factors,

contributed to the development of resistant hypertension in a sample of Brazilian patients.

2. METHODS:
2.1. Study Subjects:

Two hundred and five Brazilians (90 hypertensives and 115 normotensives) from Rio de Janeiro
city with similar anthropometrical backgrounds were selected from the Hypertension Division of
Laranjeiras National Institute of Cardiology. Hypertensive patients recruited had a diagnosis of
uncontrolled hypertension on the basis of conventional BP measurements (SBP > 140 mm Hg or
DBP > 90 mm Hg) (15-17) and under treatment for > 3 months with a stable scheme consisting of
> 3 antihypertensive drugs (including a diuretic), with the adequate combination and dose (15). In
patients with type 2 diabetes (15 individuals) the hypertension definition was BP > 130/80 mmHg.
Hypertension secondary form cases were excluded. Normotensive controls were defined as those

without family history of hypertension or other cardiovascular disorders and BP < 140/90mmHg.
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Blood pressure was measured using a conventional mercury sphygmomanometer on the left arm, in
the sitting position, at three different occasions, by the same observer (15).
This study was approved by to Committee for Research on Human Subjects of the Laranjeiras

National Institute of Cardiology, and all participants signed written consent forms.

2.2. Genotyping protocols:
Genomic DNA was extracted by a standard salting out method (18). Genotyping was performed by
means of the polymerase chain reaction (PCR) technique, complemented with further restriction
enzyme analysis when required. The ACE gene I/D polymorphism was detected by PCR as
described elsewhere (19) and the expected I and D alleles were separated on a 2.5% agarose gel
and visualized by ethidium bromide staining. The polymorphisms AGT M235T (20), AGTR1
A1166C (21), CYP11B2 C344T (22) and mineralocorticoid receptor (MR) A4582C (23) were
detected by PCR-restriction fragment length polymorphisms (RFLP) method, as previously
reported. The fragments appeared after electrophoresis on 3.0% agarose gel and ethidium bromide
staining.

Quality control for these assays was assessed by randomly selecting samples from the

hypertensive and normotensive groups for regenotyping.

2.3. Statistical Analysis:

Clinical data were compared by the Student unpaired t-test, for quantitative data, and by »*
test, for qualitative data. The genotype frequencies among study participants were calculated by the
SPSS statistical program (version 10.0), and allele frequencies were calculated based on the

observed genotypes. The estimation of acceptable minor allelic frequency for RAAS

|
polymorphisms was calculated by the following function: Pmin =1-— [l — (1 — a)% }/2;1 , where o

= 5% confidence interval; C = numbers of alleles; n = number of individuals (24). The Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) for the distribution of the genotypes was estimated using 7 test, by
the GENIOC program (25). Allele and genotype frequencies were compared using 4* test, by
GENIOC. The influence of each RAAS polymorphism on blood pressure variation was assessed by
analysis of Odds Ratio (OR) (Epilnfo statistical program, version 3.2.2). Later, we selected the
genotypes whose association with arterial hypertension had already been established in previous
studies were selected, searching for the presence of additive effects of different RAAS
polymorphisms by OR analysis. Logistic regression analysis that allowed for gender, age, glucose,
body mass index (BMI), triglyceride, total cholesterol, HDL-cholesterol and LDL-cholesterol
investigated the association between the anthropometrical profile and hypertension risk. Regression

analyses were calculated by the SPSS statistical program.
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3. RESULTS:

Clinical parameters from normotensive and hypertensive groups are summarized in Table
1. These data are expressed as means £ standard deviation (SD). A statistically significant
difference was observed with respect to age, blood pressure level and lipid profile between the two
groups (p < 0.05).

The minimal allelic frequencies calculated for the hypertensive group and the normotensive
group were 0.020 and 0.042, respectively. All allelic frequencies in both samples were higher than
the predetermined minimum.

Genotypic and allelic frequency data from hypertensive and normotensive groups are
summarized in Table 2. Tests for HWE were carried out for all loci among the hypertensives and
normotensives separately. All polymorphisms analyzed were in Hardy-Weinberg equilibrium not
only patients (M235T: 4> = 0.730, p = 0.392; I/D: 4> = 0.378, p = 0.586; A1166C: * = 0.130, p =
0.716; C-344T: z* = 0.001, p = 0.975; A4582C: 4> = 0.858, p = 0.354) but in normotensives
(M235T: %/ = 0.004, p = 0.998; I/D: > = 0.360, p = 0.982; A1166C: 3* = 0.537, p = 0.7645; C-
344T: / =0.829, p = 0.365; A4582C: y* =0.413, p = 0.813) as well.

Allelic frequencies of M235T (* = 15.24, p = 0.000) and C-344T (* = 11.12, p = 0.003)
were statistically different between normotensive and hypertensive groups. In both cases, we found
that 235-T and 344-T alleles (considered to be at increased risk for hypertension in this population)
are expressively high in hypertensive patients (235-T allele = 51.6%; 344-T allele = 61.5%) when
compared with controls (235-T allele = 25.2%; 344-T allele = 38%). Comparative analyses of
allelic frequencies from I/D, A1166C and A4582C failed to display variation between the samples
(p > 0.05). Although, a significant difference in allele frequency was not detected, the 4582-C
allele exhibited a discrete increased frequency in patients (38.5%) as compared to normotensive
individuals (26.9%).

Genotypic frequencies for M235T (4 = 28.25, p = 0.000), A1166C (* = 9.899, p = 0.007),
C344T (1* = 11.12, p=0.003) and A4582C (* = 6.024, p = 0.0492) differed significantly between
the groups. These differences were caused by low frequency of at risk alleles from the
polymorphisms M235T (235-MM genotype), A1166C (1166-CC genotype), C344T (344-CC
genotype) and A4582C (4582-AA genotype) in normotensives. The frequency of I/D
polymorphisms did not demonstrate any difference between the groups (p > 0.05).

To investigate the genetic susceptibility for resistant hypertension development, we
performed the odds ratio analysis for RAAS Joci (Table 3). The results suggested an increased
hypertension risk or genetic susceptibility for this disease associated with the 235-MT/TT (OR =
3.20), 1166-AC/AA (OR = 5.13), 344-TC/TT (OR = 2.21) and 4582-AC/CC (OR = 1.92).
Intriguingly, when we join the A1166C, C344T and A4582C genotypes of a postulated worse
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genotype (Table 3), we verified that combinations among them did not have an influence on risk of
resistant hypertension. But, haplotypes with 235-TT/MT (M235T-A1166C [MT/TT + AC/AA; OR
= 8.67], M235T-C344T [MT/TT; OR = 8.90], M235T-A4582C [MT/TT + AC/CC; OR = 8.10])
display a substantial, statistical risk for hypertension (p < 0.05). The triplet combinations of
M235T-A1166C-C344T, M235T-A1166C-A4582C and M235T-C344T-A4582C resulted in an
increased odd ratio (OR = 10.93, 10.10 and 10.52, respectively). And finally, the M235T-A1166C-
C344T-A4582C genotypic combination raises the OR concerning the chance of resistant
hypertension to 12.49. These results not only show that specific hypertension risk alleles
contributed for resistant hypertension development but also, and even more important, the presence
of 235-MT/TT genotypes associated with other unfavorable patterns of RAAS genes potentially
increase the chance of developing this morbid disease.

To identify the clinical-anthropometrical parameters (age, gender, glucose, BMI and lipidic
profile) that contribute for BP phenotypes, logistic regression was applied. This method did not
reveal significant effects on BP with reference to glucose (SBP: p=0.734; DBP: p=0.448), total
cholesterol (SBP: p=0.859; DBP: p=0.798), HDL cholesterol (SBP: p=0.999; DBP: p=0.997), LDL
cholesterol (SBP: p=0.150; DBP: p=0.172) and triglycerides (SBP: p=0.285; DBP: p=0.335). The
variables which had significant effects on BP were age (SBP: b=0.077, p=0.000, OR=1.08; DBP:
b=0.057, p=0.001, OR=1.06), BMI (SBP: b=0.212, p=0.000, OR=1.24; DBP: b=0.195, p=0.000,
OR=1.22) and gender (SBP: b=-1.033, p=0.008, OR=2.81; DBP: b=-0.730, p=0.051, OR=2.08).
The predominant influences of age, BMI and sex (female) are in accordance with previous

epidemiological studies stating that these parameters are important risk factors for hypertension.

4. DISCUSSION:

Arterial hypertension involves interactions among genetic, environmental, demographic,
vascular and neuroendocrine factors. Essential hypertension is the most frequent diagnosis in this
syndrome, indicating that the etiology has not been identified. However, a number of risk factors
underlying EH have also been identified, including age, sex and genetics. In some cases, the
control of environmental risk factors associated with an appropriate drug/dose can normalize BP.
However, patients with resistant hypertension probably have a genetic background that interferes
with BP maintenance or in pharmacokinetic/pharmacodynamic drug response. Previous studies
have already demonstrated that polymorphisms in RAAS genes are related to several physiological
changes (21-23, 26, 27). So, the combined action of multiple genes and environmental factors may
contribute to disease severity. With the purpose of verifying this hypothesis, we investigate the
genetic and anthropometrical profile of resistant hypertensive patients and normotensive

individuals.
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The comparative analysis of allelic and genotypic frequencies established that A1166C
polymorphism is differently expressed in normotensive and hypertensive groups. The 1166—A
allele, considered to be protective against hypertension according to Benetos et al. (28) and
Nalogowska-Glosnicka et al. (21), was associated with resistant hypertension in our sample
population. Almost 85% of patients have the 1166-A allele. Our results are not in agreement with
these studies that suggest the 1166-C allele is related to aortic stiffness (28) and increased risk of
pregnancy-induced hypertension (21). However, data obtained in this study reinforce the report of
Siani et al. (27), where the 1166-A allele was associated with a significant alteration in proximal
renal sodium handling, thus with hypertension risk. These controversial results may be a sign of the
relationship between 1166-A and C alleles describing a different origin of hypertension. For this
correlation to be confirmed, the physiological damage caused by this nucleotide alteration must be
elucidated. The comparative analysis also showed an increased frequency of 235-T and 344-T
alleles as well as 235-TT and 344-TT genotypes in hypertensive individuals, as encountered in
gene-disease comparative analysis (2, 8) or population studies (11-14). The A4582C polymorphism
has failed to reveal any correlation with hypertension in previous studies (23). In contrast with
general previous belief, we detected a positive correlation between 4582-CC genotype and
hypertension in Brazilian samples. However, the physiological damage caused by this genetic
variant must be elucidated in order to validate our results.

Odds ratio analysis suggested that M235T, A1166C, C344T and A4582C, tested
individually, increased the risk for resistant hypertension. Intriguingly, combinations between
A1166C, C344T and A4582C were not associated with high blood pressure phenotypes. However,
it is very interesting to point out a gradual risk increase towards resistant hypertension when AGT-
MT and TT genotypes are combined with A1166C, C344T and A4582C genotypes in the following
sequence: M235T-A1166C (MT/TT + AC/AA), M235T-C344T (MT/TT + TC/TT), M235T-
A4582C (MT/TT + AC/CC), M235T-A1166C-C344T (MT/TT + AC/AA + TC/TT), M235T-
A1166C-A4582C (MT/TT + AC/AA + AC/CC), M235T-C344T-A4582C (MT/TT + TC/TT +
AC/CC) and M235T-A1166C-C344T-A4582C (MT/TT + AC/AA + TC/TT + AC/CC). This
implies that the AGT-M235T plays an important role in resistant hypertension since this gene
seems to amplify the effects of specific genotypes of other RAAS genes.

Association analysis between the anthropometrical profile and hypertension risk indicated
that age, BMI and sex were the most important risk factors for resistant hypertension development
in Brazilian patients. Our results support previous clinical and epidemiological studies which
proven that sedentary life style, the presence of physical inactivity, smoking, dyslipidemia, alcohol
and sodium intake are also external influences for hypertension development (29-31).

Finally, the M235T-A1166C-C344T-A4582C risk haplotype and clinical risk factors (sex,

BMI, age) are collaborating for the development of resistant hypertension, observed in Brazilian
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patients. This data emphasizes the need for testing an extensive set of genetic and clinical
biomarkers, in cases of multifactorial diseases, in order to obtain accurate results. Nowadays, the
use of hypertension biomarkers may represent useful information on pathogenetic mechanisms and
subsequent therapeutic approaches in selected individuals. Furthermore, the genetic evaluation of
RAAS molecular variants associated with clinical analysis may help in personalized diagnosis of

severe forms of hypertension in the future.
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ANEXOS

Table 1: Anthropometrical and Clinical Characteristics of hypertensive patients and

normotensive individuals from Rio de Janeiro city.

Normotensives  Hypertensives ps
(n=115) (n=90)
Gender Female/Male 57/59 41/49 Not significant
Age (year) 51.85+8.57 56.74 £ 11.10 <0.05
Glucose 109.39 £26.14 112.09 £51.11 Not significant
BMI (kg/mz) 28.92+5.21 30.11 +£4.78 Not significant
SBP? (mmHg) 120.08 + 7.02 163.60 + 24.46 <0.05
DBP* (mmHg) 78.11 £5.28 100.08 + 16.08 <0.05
Total Cholesterol (mg/dl) 204.600 £46.79 200.64 +38.36 Not significant
Triglyceride (mg/dl) 135.11£97.11 14796 £ 71.76 <0.05
HDL- Cholesterol o
(mg/dl) 48.30 £ 14.03 49.44 £ 14.57 Not significant
LDL- Cholesterol
(mg/dl) 135.95+93.35 117.03 £56.26 <0.05
*=f-test
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Table 2: Genotype and allele frequency of RAAS gene polymorphisms.

RAAS polymorphisms  Normotensives Hypertensives P*
AGT M235T genotype

MM 64 (55.7%) 26 (28.6%)

MT 43 (37.4%) 35 (38.5%) 0.000
TT 7 (6.9%) 30 (33%)

AGT alleles

M 86 (74.8%) 44 (48.4%) 0.000
T 29 (25.2%) 47 (51.6%) '
ACE I/D genotypes

1I 12 (10.5%) 13 (14.3%)

ID 52 (45.2%) 46 (50.5%) 0.321
DD 51 (44.3%) 31 (34.1%)

ACE alleles

I 38 (38%) 36 (39.6%) 0.820
D 62 (62%) 55 (60.4%) '
AGTRI

genotype

AA 58 (50.4%) 60 (68.6%)

AC 45 (30.1%) 29 (32.2%) 0.007
CC 12 (10.5%) 1(1.1%)

AGTRI1 alleles

A 81 (81%) 76 (83.5%) 0.649
C 19 (19%) 15 (16.5%) '
CYP11B2

genotype

CC 31 (27%) 13 (14.3%)

TC 62 (53.9%) 43 (47.3%) 0.003
TT 22 (19.1%) 35 (38.5%)

CYP11B2 alleles

C 62 (62%) 35 (38.5%) 0.001
T 38 (38%) 56 (61.5%) '
MR A4582C genotype

AA 60 (52.2%) 33 (36.3%)

AC 48 (41.7%) 47 (51.6%) 0.049
CC 7 (6.1%) 11 (12.1%)

A4582C alleles

A 84 (73.1%) 56 (61.5%) 0.078
C 31(26.9%) 35 (38.5%) '

P value from 4 test for the comparison of genotypic and allelic distributions.
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Table 3: Odds Ratio Analysis of RASS polymorphisms.

. . Odd Ratio

Polymorphisms (genotypes at risk) (95%, CT) P value
3.20

M235T MT + TT) (171 - 6.01) 0.000
0.70

I/D (ID + DD) (0.28 - 1.75) 0.542
5.13

A1166C (AC + AA) (1.05— 34.13) 0.041
2.21

C344T (TC+TT) (1.03 — 4.84) 0.042
1.92

A4582C (AC + CC) (1.05 - 3.50) 0.032
8.67

M234T-A1166C (MT/TT + AC/CC) (1.09 — 185.76) 0.030
9.80

M235T-C344T (MT/TT + TC/TT) (132-235.33) 0.040
8.10

M235T-A4582C (MT/TT + AC/CC) (1.83 — 101.34) 0.017
1.61

A1166C-C344T (AC/AA + TC/TT) 0.83-3.11) 0.170
8.80

A1166C-A4582C (AC/AA + AC/CC) (132-232.15) 0.134
2.10

C-344T-A4582C (TC/TT + AC/CC) (0.54 — 8.49) 0.366
10.93

M234T-A1166C-C344T (MT/TT + AC/AA + TC/TT) (136 — 235.63) 0.015
10.10

M235T- A1166-A4582C (MT/TT + AC/AA + AC/CC) (1.05 — 351.36) 0.012
10.50

M235T-C344T-A4582C (MT/TT + TC/TT + AC/CC) (1.10 — 300.23) 0.020

A1166C-C344T-A4582C (AC/AA + TC/TT + AC/CC) © 8?_1(; 10) 0.144

M234T-A1166C-C344T-A4582C (MT/TT+AC/AA+TC/TT+AC/CC) 12.49 0.009

(1.83 —210.41)
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7.2.Manuscrito 2: “Correlacio entre polimorfismos moleculares em genes do sistema
renina-angiotensina e a hipertensao arterial na popula¢io do municipio de Santa

Izabel do Rio Negro / Amazonas”

----- Original Message -----

From: Cadernos de Saude Publica

To: sroig@ioc.fiocruz.br

Sent: Friday, June 23, 2006 10:59 AM
Subject: Aviso de Recebimento - 545/06

Prezada Dra. Freitas:

Seu trabalho “Correlacdo entre polimorfismos moleculares em genes do sistema renina-
angiotensina e a hipertensdo arterial na populag¢dao do municipio de Santa Izabel do Rio
Negro / Amazonas” encaminhado para Cadernos de Saude Publica foi recebido e aguarda
parecer do Conselho Editorial. O niimero de seu artigo ¢: MS-545/06.

Atenciosamente,
Carlos E. A. Coimbra Jr.
Editor

CADERNOS DE SAUDE PUBLICA/REPORTS IN PUBLIC HEALTH
Escola Nacional de Satude Publica Sergio Arouca, Funda¢do Oswaldo Cruz
Rua Leopoldo Bulhdes, 1480 - Manguinhos

CEP 21041-210 - Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Tel: (55 21) 2598-2511/ Fax: (55 21) 2598-2737

Secretaria: cadernos@ensp.fiocruz.br

Assinaturas: csp@ensp.fiocruz.br

http://www.ensp.fiocruz.br/csp
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RESUMO

Este trabalho teve como propdsito investigar a contribui¢do dos polimorfismos genéticos AGT-
M235T e ECA-I/D e de fatores antropométricos para o desenvolvimento da hipertensdo arterial
primaria. Para este estudo, foram selecionados 219 individuos (113 hipertensos e 106 normotensos)
provenientes do municipio de Santa Izabel do Rio Negro/Amazonas. Todos os participantes foram
avaliados clinicamente para os parametros: idade, sexo, etnia e pressdo arterial. Os dados obtidos
mostraram que a elevacdo da pressdo arterial sistolica ¢ favorecida pelo alelo ECA-D e pelo
aumento da idade (F = 5,147; p = 0.007), enquanto que a elevagdo da pressdo arterial foi favorecida
alelos ECA-D ¢ AGT-T, ¢ idade (F = 27,005; p = 0,000). Nossos resultados evidenciaram que a
presenca dos marcadores para ECA ¢ AGT contribuem para os fendtipos alterados de pressao
arterial, entretanto o fator idade atua de forma expressiva sobre estes polimorfismos. Este estudo
pioneiro realizado numa amostra da populacio de Santa Izabel do Rio Negro mostrou a
importancia da analises simultinea de fatores genéticos e antropométrico para o melhor

entendimento de doengas multifatoriais.

PALAVRAS-CHAVE:
Sistema renina angiotensina; angiotensinogénio; enzima conversora de angiotensina I; hipertensao;

polimorfismo

ABSTRACT

In the present study, we evaluated the contribution of AGT-M235T and ACE-I/D genetic
polymorphisms and clinical risk factors to development of essential hypertension in Brazilian
population from the Amazon region. Two hundred and nineteen individuals (113 hypertensives
patients and 106 normotensive individuals) from Santa Izabel do Rio Negro/Amazon were
evaluated. All participants were clinically evaluated through age, gender, ethnical profile and blood
pressure. Our results indicated that increase of systolic blood pressure was favoured by ACE I/D- D
allele and advanced age (F = 5,147; p = 0.007), while AGT-T allele, ACE-D allele and aging were
associated with high diastolic blood pressure (F = 27,005; p = 0,000). These findings suggest that
individuals who carry ACE-D allele or/and AGT-T allele present higher values of SBP and DBP,
with pasting years. This study indicated the importance of simultaneous analysis of genetic and

anthropometrical factor to a better know about multifatorial disease.

KEYWORDS:
Renin-angiotensin system; Angiotensinogen; Angiotensin-converting enzyme; Hypertension,

Polymorphism
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1. INTRODUCAO:

A hipertensao € uma doenga que afeta milhoes de pessoas em todo o mundo e contribui, de
maneira expressiva, para um grande numero de mortes anuais devido ao infarto do miocardio, a
acidente vascular cerebral e a doenga renal cronica. A hipertensdo arterial ¢ multigénica, na qual
influéncias ambientais tém importincia na determinagdo do fenétipo. Estima-se que 30- 40% da
variagio da pressdo arterial em uma populagio seja devido a fatores genéticos'. Portanto, a
identificacdo dos fatores genéticos determinantes da hipertensdo arterial sera fundamental para
esclarecer o processo fisiopatologico da doenga. A caracteristica multifatorial ¢ a heterogeneidade
etiologica representam os maiores obstaculos para a identificagdo das alteragdes genéticas

especificas.

Neste cendrio, torna-se importante o estudo das variantes fenotipicas associado a avaliagao
dos componentes de importancia fisiolégica no controle da regulagdo da pressdo arterial para
avaliar mecanismos genéticos de variagcdo da pressdao sanguinea entre humanos. O sistema renina-
angiotensina (SRA) ¢ um dos mecanismos que atuam na manutencdo da homeostase
cardiovascular, e conseqilientemente, seus genes sdo alvos em potencial para o rastreamento de
polimorfismos de suscetibilidade para a hipertensdo. Duas variantes alélicas presentes em genes
dos componentes do SRA tém mostrado forte associacdo com fendtipos particulares que podem
ajudar a explicar alguns dos disturbios fisiopatoldgicos observados na homeostasia cardiovascular.
A primeira estd localizada no gene do angiotensinogénio, e ¢ caracterizada pela substituicdo de
uma metionina (M) por uma treonina (T) no codon 235 da proteina®. Esta variagdo apresenta uma
forte associagdo com niveis alterados da concentra¢do de angiotensinogénio (AGT) no plasma e
com elevados niveis tensoricos em pacientes (2). O segundo polimorfismo ¢é caracterizado pela
delegdo (alelo D) ou insergdo (alelo 1) de um fragmento A/u de 287 pares de base no intron 16 do
gene da enzima conversora de angiotensina I (ECA)’. A analise dos niveis de ECA no plasma
circulante mostrou uma associagdo direta entre os gendtipos relativos ao polimorfismo e os niveis
da enzima. Assim, individuos que apresentam o gendtipo D/D exibem aproximadamente o dobro
da concentracdo de ECA circulante em relagdo aqueles com o genotipo I/I, enquanto que o
gendtipo D/I apresenta niveis intermediarios de ECA’. Além disso, inumeros trabalhos
evidenciaram a correlagdo entre o polimorfismo I/D A/u com o infarto do miocardio®, morte subita’

e hipertrofia ventricular esquerda®.

A proposta do presente estudo foi investigar a contribuicdo dos polimorfismos M235T e
Alu I/D e fatores antropométricos para o aumento da pressao arterial em individuos do municipio

de Santa Izabel do Rio Negro/Amazonas.
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2. MATERIAL E METODOS:
2.1. Descri¢ao da Amostra de Estudo:

O municipio de Santa Izabel do Rio Negro esta situado na regido noroeste do Estado do
Amazonas (0° 28” S ¢ 65° 32” O), na regido do Alto do Rio Negro. Este municipio ocupa uma area
de 62.846 Km® 7, sendo 90% coberto pela floresta amazénica. A sua populagio ¢ de 10.561
habitantes, na qual a etnia de maior prevaléncia ¢ a indigena. Cerca de 4.220 individuos residem no
centro do municipio, enquanto a maioria da populagdo esta distribuida pelas comunidades
ribeirinhas.

Duzentos e dezenove individuos adultos, residentes no centro do municipio de Santa [zabel
do Rio Negro, foram convidados a participar deste trabalho. Essa amostra foi selecionada
utilizando-se a Técnica de Amostragem Sistematica por Conglomerado, tendo o domicilio como
unidade amostral. Foram visitados 219 domicilios, nos quais a cada cinco casas, uma era visitada.
Em cada domicilio o primeiro morador examinado, maior de 18 anos, que preenchesse o critério de
hipertensao arterial era convidado a participar do estudo. Na proxima casa selecionada da amostra
era convidado a participar o primeiro morador examinado nao hipertenso que preenchesse os
demais critérios do estudo.

O grupo controle foi formado por 106 individuos normotensos, ndo-relacionados, com
valores pressoricos inferiores a 140/90 mmHg, e sem historico familiar para hipertensdo ou outros
distirbios cardiovasculares. Cento e treze individuos foram classificados como hipertensos,
seguindo os seguintes critérios: 1) pressdo sanguinea (PA) > 140/90 mmHg em trés mensuragdes
em periodos distintos, 2) auséncia de tratamento antihipertensivo, ¢ 3) exclusdo de formas
secundarias de hipertensao.

Os participantes foram classificados como, de acordo com caracteristicas fenotipicas®,
como caucaséide, negroide, indigena-descendente e caboclo amazdnico (mistura de branco e
indigena), por um tinico entrevistador.

A pesquisa foi autorizada pelo comité de ética em pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz.
Todos os participantes assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido para a

participacdo na pesquisa.
2.2. Analise dos Polimorfismos Genéticos:

A anélise dos polimorfismos M235T° e Alu I/D' foi realizada pela técnica da reagio em

cadeia da polimerase de acordo com protocolos pré-estabelecidos.
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2.3. Analise Estatistica:

Os parametros antropométricos foram comparados com o proposito de averiguar diferengas
e similaridades entre os controles e os pacientes. Os valores das variaveis continuas, como idade,
pressdo arterial sistolica (PAS) e pressao arterial diastolica (PAD), foram expressos como média e
desvio-padrio, e as diferencas entre as a mostras de controles e pacientes foram testadas pela prova
de T-Student (programa SPSS, versdo 12.0). As variaveis qualitativas (sexo e etnia) foram

comparadas pelo teste de qui-quadrado (programa Stat-Xact, versao 3.0).

As freqliéncias genotipicas de cada loco do SRA foram determinadas pelo programa
estatistico SPSS e as freqiiéncias alélicas foram calculadas a partir dos valores genotipicos

observados.

A influéncia de variaveis genéticas e antropométricas na variagdo da pressdo arterial foi
medida por regressao linear multipla (programa SPSS). Nesta analise, as variaveis dependentes
foram a pressdo arterial sistdlica e a pressdo arterial diastolica. As variaveis independentes foram:
AGT MM =0, MT =1, TT =2), ECA (Il = 0, ID = 1, DD = 2), idade, sexo (0 = feminino, 1 =
masculino), e etnia (etnial = negroide, etnia2 = caucasodide, etnia3 = indigena, etnia4 = mestico).

Valores 0 e 1 foram atribuidos para a auséncia ou presenga da etnia, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A analise descritiva das caracteristicas antropométricas (tabela 1) mostrou que os pacientes
hipertensos e os individuos normotensos diferem significativamente em relagdo a pressdo arterial
(PAS: t=16.383, p = 0.0000; PAD: t = 11.173, p = 0.0000), idade (t = 6,3149; p = 0.0000) e sexo
(x> = 40,42; p = 0.0000). O perfil étnico foi similar entre os grupos analisados (x> = 1.112; p =
0.7741). Este resultado ja era esperado, uma vez que a populacdo do municipio de Santa Izabel do
Rio Negro/AM ¢ etnicamente caracterizada pela alta freqiiéncia de individuos de origem indigena e

mestiga.

A andlise comparativa das freqiiéncias genotipicas ndo detectou diferengas significativas na
distribui¢io do polimorfismo AGT entre os grupos avaliados (x*> = 0,7111; p = 0,7008), enquanto
que o polimorfismo da ECA apresentou distribuigio genotipica diferente entre as amostras (3 =
9,8010; p = 0,0074). Neste polimorfismos, o genotipo DD, que confere sucetibilidade ao
desenvolvimento da hipertensdo, foi observado em maior frequéncia entre os pacientes

hipertensos.

Para avaliar quais parametros clinico-antropométricos e genéticos contribuem para o

aumento da pressdo arterial, submetemos os dados a analise de regressdo linear multipla (stepwise).
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Esta analise evidenciou que, na amostra da populagdo do municipio de Santa Izabel do Rio Negro,
a presenga do alelo ECA-D e idade contribuem para o incremento dos valores da PAS (F = 5,147; p
= 0.007). Em individuos portadores do alelo ECA-D verificamos um aumento de 7,8 mmHg (t =
2,498; p = 0,013) na pressao arterial sistolica quando comparados com os portadores do alelo ECA-
I. A idade também contribui para os efeitos desfavoraveis do alelo ECA-D, proporcionando um
aumento de 0,160 mmHg na pressdo arterial sistolica por ano (t = 2,142; p = 0,033). O aumento na
PAD mostrou relavcionado com a presenga dos alelos ECA-D e AGT-T, e pela idade (F = 27,005;
p = 0,000). Portadores dos alelos ECA-D ¢ AGT-T exibiram, respectivamente, um incremento de
6,8 mmHg (t = 4,254; p = 0,000) ¢ 5,6 mmHg (t = 2,915; p = 0,000) na pressao arterial diatolica,
enquanto que o fator idade representou um incremento de 0,140 mmHg (t = 7,063; p = 0,000), por
ano de vida.

Ja sdo conhecidos os efeitos clinicos causados pelos polimorfismos nos genes da ECA e do
AGT, entretanto devido a presenca de resultados conflitantes sobre a influéncia destes marcadores
para o desenvolvimento da hipertensdo arterial, torna-se importante o sua analise em nossa
populagdo. Logo, este estudo realizado numa amostra da populacdo de Santa Izabel do Rio Negro
mostrou que a presenca de mutantes nos genes ECA e AGT contribuem para os fenotipos alterados
de pressao arterial. Além disso, como esperado, a idade foi o fator entropométrico associado com

um aumento gradual da pressdo arterial.

4. CONCLUSOES:

A andlise multifatorial mostrou que numa populacdo da Amazonia, a associagdo do alelo
ECA-D e a idade contribuem para o aumento da pressdo arterial sistdlica, enquanto que a
associacdo do haplotipo AGT-T/ECA-D e a idade atuam para a elevacdo da pressdo arterial

sistolica.
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Tabela 1: Descri¢do antropométrica dos grupos de hipertensos e normotensos provenientes da cidade de

Santa Izabel do Rio Negro/Amazonas.

Caracteristicas Normotensos Hipertensos p
(n =1006) (n=113)
Pressio Arterial Sistélica 113,35+ 16,901 150,54 + 19,597 0,0000°
Pressio Arterial Diastélica 71,60 + 11,242 87,40 + 11,162 0,0000"
Idade 40,87 + 14,542 51,36 £ 17,109 0,0000°
Sexo Masculino/Feminino 42/64 64/49 0.0000°
Branco 5 6
Etnia Negro 1 0
0.7741°
Mestigo 52 55
fndio 48 52

Legenda: a — valor de p calculado pelo teste de T-Student.

b — valor de p calculado pelo teste de y*
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Tabela 2: Descrigdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos M235T e Alu I/D observadas

nos grupos hipertensos e normotensos do municipio de Santa Izabel do Rio Negro/Amazonas.

Polimorfismos Normotensos Hipertensos P*
AGT-M235T
0,4205 0,4081
AleloM
0,5579 0,5918
Alelo T 0,3200
0,1338 0,0747
Genotipo MM
0,6326 0,6715
Genotipo MT 0,7008
0,2336 0,2538

Genotipo TT

ACE ALU /D

0,8773 0,7321

Alelo I 0,0000
0,1226 0,2678

Alelo D
0,7924 0,5446

Genotipo 11 0,0074
0,1696 0,375

Genétipo ID
0,0377 0,0803

Genotipo DD

* valor de p calculado pelo teste de x*
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