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Resumo

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é caracterizada como sendo um
distarbio multifatorial, influenciada por fatores genéticos e ambientais. Os
fatores ambientais sdo os maiores responsaveis pelo crescimento acelerado da
doenca. O exercicio fisico € considerado um modelo muito importante nao
farmacolégico de tratamento para a hipertensdo. Na verdade, varios genes
estdo sendo estudados para melhor esclarecer o papel da genética no controle
da pressao arterial (PA). Um polimorfismo de insercdo/delecdo (I/D) de
aproximadamente 287 pares de base no intron 16, do gene da enzima
conversora de angiotensina (ECA) foi recentemente relacionado com a HAS
em diferentes populagdes. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar
a possivel associacao do polimorfismo da ECA frente ao diagnaostico clinico de
hipertensdo em uma amostra da populacdo do sul do Brasil, submetidos ao
treinamento fisico e/ou tratamento medicamentoso. Assim, foi possivel avaliar e
verificar um efeito positivo sobre o controle da PA, sob a influéncia de exercicio
aerobio de curto prazo (dois meses), em 10 individuos hipertensos
heterozigotos para ECA (gendtipo ID). Além disso, foi avaliada a possivel
relacéo entre o polimorfismo insercao/delecdo (I/D) com a HAS em um grupo
constituido de 78 individuos hipertensos, e esses ndo mostraram relacdo direta
com a doenca. Os grupos ndo apresentaram estruturacdo genética e as
classes genotipicas apresentaram fora do equilibrio de Hardy-Weinberg. O
alelo D foi menos frequentes e novos alelos foram descritos. E sugestivo que
outros mecanismos pos-transcricionais estejam envolvidos na regulacdo do
gene e funcéo da ECA.

Palavras-chave: ECA; Exercicios fisicos; Tratamento medicamentoso.
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Abstract

The arterial hypertension is characterized as a multifactorial disorder, influenced
by genetic and environmental factors. Environmental factors are most
responsible for the accelerated growth of this disease. The physical exercise is
considered a very important non pharmacological model of treatment for the
hypertension. Actually, how much genes are studying for better clarified the real
relationship between the genetic and blood pressure (BP) control. The
insertion/deletion (/D) polymorphism, with 287 base pairs at the intron 16, of
the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene has recently been related with
HBP in different populations. Therefore, the aim of the present study was to
investigate possible association of the polymorphism of the ACE forward clinical
diagnosis of hypertension in a sample population from southern Brazil,
submitted to physical training and / or drug treatment. Thus, it was possible to
evaluate and verify a positive effect on BP control, under the influence of
aerobic exercise short-term (two months) in 10 hypertensive individuals
heterozygous for ACE (genotype ID). Furthermore, we evaluated the possible
relationship between the polymorphism insertion/deletion (I/D) with
hypertension in a group consisting of 78 hypertensive individuals, and these
showed no direct relationship with the disease. The groups were not showed
genetic structure and the genotypic classes presented out of equilibrium of
Hardy-Weinberg. The D allele was minor frequent, and new alleles was
descript. It is suggest that other mechanisms post-transcriptions are linked in

the gene regulation and ECA function.

Keywords: ACE; Physical exercises; Drug treatment.
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1. Introducéo Geral

1.1 Consideracdes Gerais

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) € um dos componentes da
Sindrome Metabdlica (SM) e caracterizada como um distarbio multifatorial, no
qual estdo presentes tanto fatores genéticos quanto fatores ambientais. Os
fatores ambientais sdo os maiores responsaveis pelo crescimento drastico
desta doenca, decorrentes de habitos de vida desregrados, como dieta
alimentar hipercaldrica, preparacdo de alimentos com excesso de sodio,
sedentarismo e estresse, entre outros. Como medidas preventivas contra esta
doenca, habitos de vida saudaveis como uma dieta balanceada e com menor
teor de sal, aliados a exercicios fisicos regulares, contribuem para a reversao
do quadro de hipertenséo. Além disso, a administracdo de medicamentos que
agem em alguns sistemas responsaveis pelo controle da presséo arterial (PA),
também podem ser utilizados. Porém, ndo sdo todos os hipertensos que
respondem favoravelmente a estes medicamentos, possivelmente em
individuos em que a genética teria um peso maior no controle da PA, do que a
contribuicdo dos fatores ambientais.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude — OMS (World Health
Organization, 2000), sao considerados hipertensos individuos que possuem
pressao arterial sistolica (PAS) igual ou maior que 140 mmHg e pressao arterial
diastodlica (PAD) igual ou maior que 90 mmHg. Fisiologicamente, ocorre uma
maior forca exercida pelo sangue contra as paredes vasculares das artérias,

devido a vasoconstricdo das mesmas.
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O Sistema Renina Angiotensina (SRA) envolve uma cascata de eventos
responsaveis pela regulacdo da PA e controle do volume de liquido
extracelular. A renina € uma proteina liberada pelos rins quando os niveis
pressoricos estdo abaixo do normal, corrigindo assim a queda da PA. Esta
proteina circula na corrente sanguinea atuando enzimaticamente sobre o
Angiotensinogénio (AGT), liberando um peptideo com dez aminoé&cidos, a
Angiotensina | (Ang 1) (Guyton e Hall, 2011). Na presenca da enzima
conversora de angiotensina (ECA), ocorre a remocéo de dois aminoacidos da
Ang | formando assim um peptideo com oito aminoacidos, a Angiotensina Il
(Ang 1), a qual tem como funcéo a atividade vasoconstritora, elevando assim
0s niveis pressoricos. A Ang Il age sobre os rins fazendo a retencao de sal e
agua e as glandulas supra-renais secretam aldosterona, aumentando a
reabsorcéo de sal e agua pelos tubulos renais (Guyton e Hall, 2011).

Com o objetivo de elucidar a contribuicdo da genética no processo
hipertensivo, ha varios genes relacionados a HAS sendo estudados, porém
muitos ainda nédo estdo completamente elucidados (Goncalves, 2002). Alguns
desses genes serdo apresentados mais adiante em uma sessao especial.

Desta forma, atualmente alguns estudos relacionados a biologia
molecular e a farmacogenética estdo em processo para um melhor
entendimento desta doenca, com o objetivo de se obter, por exemplo,
tratamentos medicamentosos eficazes para controle da PA (Goncalves, 2002).
Um exemplo de gene relacionado a hipertensdo muito estudado € o que
codifica a ECA. O gene da ECA esta localizado no braco longo do cromossomo

17 e é composto por 26 éxons. Especificamente no intron 16, sdo observados
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alguns polimorfismos de insercao (I) ou delecéo (D) de aproximadamente 287
pares de bases (Rigat et al., 1990). Segundo Moleda et al. (2006), niveis
aumentados de ECA circulantes, observados em individuos com o alelo D,
resultam em elevacdo da PA quando comparado a individuos que apresentam

o alelo I.

1.2 Definic&o e causas da HAS

Cada ciclo de contracéo cardiaca propulsiona aproximadamente 70 mL
de sangue ao sistema arterial, abastecendo os o6rgdos com oxigénio e
nutrientes. Este tipo de propulsdo transmite a pressdo para a parede dos
vasos, o0 qual fornece certa resisténcia a passagem deste sangue. Desta forma,
0s niveis de pressdo dependem tanto da eficiéncia da bomba cardiaca
(quantidade de sangue que o coracdo impulsiona) quanto da resisténcia
aplicada pela vasculatura (Guyton e Hall, 2011). A PA é definida pela forca
exercida pelo sangue na parede vascular, refletindo a interacdo do débito
cardiaco com resisténcia periférica sistémica. Por causa destes episodios de
ejecdo de sangue pelo coracdo, a pressdo nos vasos sofre variacdes
periddicas, sendo mais alta no pico de passagem de sangue (associada a
sistole ventricular cardiaca) e menor depois desta passagem (diastole
ventricular cardiaca), sendo assim, 0 pico e a passagem de sangue
correspondem a PAS e a PAD, respectivamente (Guyton e Hall, 2011).

A HAS é uma doenca multifatorial relacionada a diversas doencas
cardiovasculares e renais, 0 que aumenta muito a morbimortalidade,

considerada, desta forma, um grave problema de salude publica. Segundo
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dados de 2008, a populacdo de hipertensos no Brasil era estimada em
aproximadamente 15 milhdes de pessoas (Rola e Ferreira, 2008). A VI
Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (2010) destaca que a HAS vem
aumentando drasticamente nos Ultimos anos no Brasil e que os tratamentos
disponiveis para controle desta doenca ndo estdo sendo eficazes para o
controle da PA.

De acordo com Sherwood (2011), ha duas amplas classes de HAS, a
primaria e a secundaria. A hipertensdo primaria, conhecida também por
essencial ou idiopatica, € considerada quando a causa subjacente é
desconhecida e representa 90% dos casos de hipertensdo. Sabe-se que ha
uma forte predisposicédo genética no desenvolvimento da doenca, podendo ser
agravada ou acelerada por fatores ambientais, como obesidade, estresse,
fumo, sedentarismo ou habitos alimentares. Por outro lado, a hipertensao
secundaria, ocorre em apenas 10%, nestes casos existe uma causa
claramente estabelecida, como por exemplo, anormalidades renais, endocrinas
ou neurogénicas. Apesar de intensa pesquisa sobre os diferentes mecanismos
envolvidos no controle da PA, as principais causas da hipertensdo primaria ou
essencial ainda ndo foram bem esclarecidas (Chobanian et al., 2003).

Os fatores genéticos e ambientais relacionados a HAS resultam em um
fendtipo final extremamente complexo, influenciado pelo meio ambiente e por
multiplos sistemas regulatérios redundantes como o controle do débito cardiaco
e da resisténcia vascular periférica (Barreto-Filho e Krieger, 2003). Além disso,
individuos com o mesmo nivel de PA podem ndo apresentar as mesmas

alteracbes genéticas (Turner e Boerwinkle, 2000), dificultando ainda mais o
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diagnéstico e tratamento desta sindrome. O papel da genética nesta sindrome
multifatorial pode ser observado em estudos com gémeos monozigoticos, 0s
quais apresentaram alta taxa de concordancia frente a eventos de hipertensao
(Feinleib et al., 1977), além de estudos populacionais que demonstraram uma
similaridade maior de PA dentro das familias do que entre diferentes familias
(Longini et al., 1984).

MutacBes em genes Unicos podem ser observadas em raras formas
mendelianas de alteracdo da PA (Lifton, 1996), nas quais ja foram descritos
pelo menos 8 genes diferentes causadores de alteracdo da PA. Um exemplo é
a GRA (do inglés, glucocorticoid-remediable aldosteronism), uma sindrome de
heranca autossémica dominante com caracteristicas de aparecimento precoce
de hipertensdo no paciente e € devida a producdo constitutiva de elevados
niveis de aldosterona, mesmo na auséncia de estimulo da renina (Sutherland
et al., 1966).

Na tentativa de se definir a patogénese da variacdo da PA entre
diferentes individuos, estudos epidemiolégicos relataram uma série de fatores
que podem contribuir com estes quadros, tais como idade, sexo e IMC (indice
de Massa Corporal) (Stanton et al., 1982), aléem de uma dieta rica em sal,
potassio e célcio (Appel et al., 1997). De acordo com Marte e Santos (2007) ha
uma correlacéo entre o perfil lipidico e a PA. Altos niveis de lipoproteinas ricas
em colesterol no sangue (hipercolesterolemia) colaboram para a progresséo da
HAS, ativando o SRA e reduzindo a disponibilidade de 6xido nitrico, tendo este
altimo funcdo vasodilatadora fisiol6gica, diminuindo a PA (Flora-Filho e

Zilberstein, 2000). Ainda, niveis pressoricos variaveis podem estar associados
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a adiposidade abdominal, a niveis séricos elevados de triglicerideos no sangue
(hipertrigliceridemia), a baixos niveis de HDL (High Density Lipoprotein), além
de glicemia de jejum alterada (Marte e Santos, 2007). Assim, frequentemente
individuos hipertensos apresentam niveis elevados de colesterol, obesidade e
hipertrigliceridemia, sendo que em alguns casos a glicemia alterada e o
desenvolvimento de resisténcia a insulina podem levar ainda a um quadro de

Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) no individuo (Brett et al., 2000).

1.3 Panorama Mundial, Brasileiro e Paranaense da HAS e implicacfes
para a morbimortalidade e qualidade de vida da populacéo

A HAS, que é vista em pelo menos 15% das popula¢des da maioria dos
paises desenvolvidos, € um fator de risco importante relacionado as doencas
cardiacas, ao acidente vascular encefalico (AVE) ou acidente vascular cerebral
(AVC) e a doencas renais. Embora a HAS ndo apareca como causa isolada
entre os Obitos cardiovasculares esta associada a 60% dos infartos agudos do
miocéardio (IAM) e a 85% do AVE (Boing e Boing, 2007). Niumeros da OMS
(2011) indicam que ha cerca de 600 milhdes de hipertensos ho mundo e, ainda
de acordo com o Ministério da Saude (2011), as estatisticas da hipertenséo
mostram que 7,6 milhes de pessoas morrem por ano, devido as suas
complicagdes como AVC, IAM, entre outras.

As Doencas Cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de
mortalidade no Brasil, dentre elas destacam-se o AVE e o IAM, os quais
ocorrem em faixas etarias mais jovens que nos paises mais desenvolvidos

(Rondinelli e Moura-Neto, 2003).
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De acordo com o DATASUS (2011), no ano de 2009 as internagdes por
doencas do aparelho circulatério foram de 10,2% no Brasil, 12,8% na regido
Sul do Brasil, 10,5% na capital paranaense (Curitiba) e 13,9% no municipio de
Ponta Grossa, municipio situado na Regido dos Campos Gerais, estado do
Parana. Em Ponta Grossa, doencas do aparelho circulatério constituem a
terceira causa de internacdes, sendo precedidas apenas por internacdes por
doencas do aparelho respiratério e atendimento as gestantes (parto e
puerpério) (DATASUS, 2011). Considerando ainda no ano de 2009, 31,8% das
mortalidades no Brasil sdo decorrentes de doencas relacionadas ao aparelho
circulatorio, na regido Sul este indice chega a 31,9%, na capital paranaense a
30,2% e no municipio de Ponta Grossa-PR a 30,7% (DATASUS, 2011).

O Ministério da Saude (2011) mostra que cerca de 30 milhdes de
brasileiros tém hipertensdo e ha outros 12 milhdes que ainda ndo sabem que
possuem a doenca. No Brasil, a HAS é responsavel por 300.000 mortes ao
ano. Uma pesquisa divulgada recentemente pelo Ministério da Saude (2011)
apontou que a proporcdo de brasileiros diagnosticados com pressdo alta
cresceu de 21,5% em 2006 para 24,4%, em 2009. No ano de 2011, a doenca ja
foi relacionada a cerca de 25% da populacdo brasileira, chegando a mais de
50% na terceira idade e, surpreendentemente, a 5% dos 70 milhdes de
criancas e adolescentes no Brasil. De acordo com dados do Ministério da
Saude (2011), o Rio de Janeiro (RJ) aparece como a primeira capital na
proporcao de hipertensos, com 28% de casos, seguida de Recife (PE) com
27,6% e com 26,5% em Campo Grande (MS) e S&o Paulo (SP). Atabela 1 a

seguir resume esses dados:
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Tabela 1: Proporcédo de hipertensos nas capitais do Brasil e no Distrito Federal.

Localidade Hipertensos (em %)
Rio de Janeiro (RJ) 28,0
Recife (PE) 27,6
Campo Grande (MS) 26,5
Sao Paulo (SP) 26,5
Salvador (BA) 26,2
Porto Alegre (RS) 25,4
Belo Horizonte (MG) 25,1
Rio Branco (AC) 24,9
Joao Pessoa (PB) 24,8
Cuiaba (MT) 23,9
Vitéria (ES) 23,3
Natal (RN) 23,0
Aracaju (SE) 22,7
Teresina (PI) 22,0
Maceio (AL) 21,8
Porto Velho (RO) 21,8
Curitiba (PR) 21,5
Distrito Federal 21,2
Goiania (GO) 21,2
Fortaleza (CE) 20,7
Floriandpolis (SC) 19,3
Belém (PA) 18,8
Manaus (AM) 18,6
Sao Luis (MA) 18,5
Macapa (AP) 16,8
Boa Vista (RR) 15,8
Palmas (TO) 14,9

Fonte: Ministério da Saude (2011)

Embora tenha ocorrido um aumento drastico da populacdo com
hipertensdo nestes ultimos anos, a Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC)
estima que apenas 10% da populacdo faca regularmente acompanhamento
médico e siga corretamente as orientacbes meédicas (Ministério da Saude,
2011).

A PA elevada tem aumentado o risco de DCV para milhdes de pessoas

no mundo, e ha evidéncias de que o problema vem aumentando (Carretero e



25
Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva

Oparil, 2000a). Alguns estudos relatam projecdes para o ano de 2025, os quais
apontam que o quadro de HAS ira se agravar, alcancando neste ano um total
1,56 bilhdes de pessoas, representando cerca de 29,2% da populacéao (Boing e

Boing, 2007).

1.4 Conduta clinica e medicamentosa usual no tratamento da HAS

A disponibilidade de estratégias de tratamento mais eficazes, como o
uso de anti-hipertensivos, reduzirdo globalmente o risco de DCV e, assim, sua
morbidade e mortalidade (Carretero e Oparil, 2000b).

De acordo com VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (2010) ha as
seguintes classes de anti-hipertensivos disponiveis para uso clinico: i)
inibidores adrenérgicos, dentre eles: os agonistas alfa-2 (acdo central), os
bloqueadores beta-adrenérgicos (betabloqueadores) e os bloqueadores alfa-1
adrenérgicos (alfabloqueadores); ii) vasodilatadores diretos; iii) bloqueadores
dos canais de calcio; iv) inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECAS); v) blogueadores do receptor tipo 1 (AT1) da Ang Il (BRA 1) e vi)
inibidor direto da renina. Um dos pontos mais importantes hoje no tratamento
da HAS envolve a regulacdo da atividade da Ang Il e o uso de inibidores de
ECA para o controle de doengas cardiacas (Dell’ltalia et al., 2002).

Em geral, os diuréticos agem diminuindo o volume extracelular, devido
seus efeitos diuréticos e natriuréticos. Especificamente, os inibidores
adrenérgicos tém funcdo de acdo central estimulando os receptores alfa-2
adrenérgicos, 0s quais Sa0 receptores pré-sinapticos e agem no sistema

nervoso central, reduzindo o tbnus simpatico. O mecanismo anti-hipertensivo
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dos betabloqueadores envolve diminuigcdo inicial do débito cardiaco, reducéo
da secrecdo de renina, readaptacdo dos barorreceptores e diminuicdo das
catecolaminas nas sinapses nervosas. Os alfabloqueadores apresentam efeito
hipotensor discreto a longo prazo, tém a vantagem de propiciar melhora
discreta no metabolismo lipidico e glicidico e nos sintomas de pacientes com
hipertrofia prostatica benigna, portanto devem ser associados com outros anti-
hipertensivos (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo, 2010).

Os Vasodilatadores diretos atuam sobre a musculatura da parede
vascular, promovendo relaxamento muscular com consequente vasodilatacéo e
reducédo da resisténcia vascular periférica, e sdo utilizados em associacdo com
diuréticos e/ou betabloqueadores. Bloqueadores dos canais de calcio ou
antagonistas dos canais de calcio decorrem da reducao da resisténcia vascular
periférica por diminuicdo da concentracdo de calcio nas células musculares
lisas vasculares. Os IECAs inibem a ECA, bloqueando a conversdo da Ang |
em Ang Il no sangue e nos tecidos, enquanto que o BRA Il impede a acao da
Ang Il por meio do blogueio especifico de seus receptores AT1. O Inibidor
direto da renina blogueia a acdo da renina e, consequentemente, diminui a
producédo de Ang Il (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

Além da alta prevaléncia, outro fator agravante é que, apesar da grande
variedade de medicamentos anti-hipertensivos disponiveis, menos de 40% dos
hipertensos tratados tém a PA adequadamente controlada (Meissner et al.,
1999), indicando que esta variacdo individual na resposta a certas drogas
possa ser influenciada por fatores genéticos. Arnett et al. (2005) afirmam que

estudos prévios tém relatado que a resposta da PA para medicamentos anti-
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hipertensivos é influenciada pela variagdo genética do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, mas ndo ha ensaios clinicos diretos testando se o
polimorfismo de insercédo/delecéo (I/D) modifica a associacdo entre o tipo de
medicacgdo e multiplos fenétipos cardiovasculares e renais. Porém, sabe-se que
o alelo D esta associado com o aumento da ativagdo da renina-angiotensina
em algumas popula¢gdes (McNamara et al., 2001).

Em uma avaliagdo da relagéo entre o tratamento com inibidores da ECA
e o polimorfismo I/D da ECA, foi constatado um pior progndstico nos pacientes
com a presenca do genotipo homozigoto delecdo (DD) (McNamara et al.,
2004). O tratamento medicamentoso especificamente com os anti-hipertensivos
com acdo de inibir a ECA permite uma recuperacdo significativa da
variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) para valores proximos ao de
individuos normais, levando a melhoria da atividade de modulacdo autondmica
e um prognéstico cardiovascular mais satisfatério no manejo da HAS (Menezes

Janior et al., 2004).

1.5 Exercicios Fisicos no tratamento de Hipertensos

Certamente, a pratica de exercicios fisicos € fundamental no tratamento
terapéutico de varias doencas e distirbios metabdlicos (Carnevali e Lima,
2009). Adotar um estilo de vida saudavel é condicdo para a prevencdo de
elevacdo da PA e indispensavel para os individuos hipertensos (Leitdo et al.,
2005). Sendo assim, exercicios fisicos regulares sdao uma das principais
medidas, aliados a um estilo de vida saudavel, para a prevencéo ou tratamento

da hipertensdo. Porém, de acordo com Bryan et al. (2007) apesar de bem
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esclarecida a relacdo entre hipertensao, sedentarismo, morbidade, mortalidade
e fatores que interferem num estilo de vida saudavel, como a pratica de
exercicios fisicos a longo prazo, ndo tém sido observados a adocdo deste
hébito saudavel na grande maioria da populacdo. Intervencdes efetivas para
aumentar a pratica de exercicios fisicos sdo extremamente importantes, porém
para o desenvolvimento de tais intervencdes exige-se a realizacdo de pesquisa
basica para identificacdo dos beneficios dos exercicios fisicos a curto e longo
prazo e, para isso, se faz necessario a compreensdo de aspectos psicologicos,
comportamentais, genéticos, fisiolégicos e do desenvolvimento e manutencéo
deste comportamento (Bryan et al., 2007).

A inatividade fisica vem sendo constatada ha muitos anos como uma
relacéo direta com o excesso de peso corporal e as doencas que atribuem ao
individuo sedentario um alto risco cardiovascular (Ferreira et al., 2005). De
acordo com Ferreira et al. (2005), estudos epidemioldgicos no ano de 1960 ja
apresentavam uma forte relacdo do sedentarismo com o risco cardiovascular.
Atualmente este papel protetor do exercicio fisico sobre uma série de doencas,
principalmente as metabodlicas e cardiovasculares, esta muito difundido na
literatura cientifica e leiga (Ferreira et al., 2005).

Sabe-se que o exercicio fisico traz ao individuo hipertenso varios
beneficios. Um deles, e considerado o principal, € o efeito hipotensor poés-
exercicio, reduzindo a PA, diminuindo o débito cardiaco e a resisténcia vascular
periférica, além da liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio,
como o Oxido nitrico, ligado a este efeito hipotensor (Nunes et al., 2009). Além

do efeito hipotensor, varios outros efeitos benéficos sédo atribuidos aos
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praticantes de exercicios fisicos, sendo eles: manutencdo do peso corporal;
aumento da sensibilidade a insulina; elevacdo dos niveis de HDL; diminuicao
do risco de DM2 e DCV; hipertrofia da musculatura esquelética; reducao de
perda de massa 6ssea; melhora do sistema imune; além da reducdo da
depressdo e ansiedade, determinando um bem-estar geral no individuo
(Ferreira et al., 2005).

Os exercicios fisicos aerobicos tém uma prescricdo mais frequente para
os individuos hipertensos do que os exercicios anaerobicos, pois 0s exercicios
anaerobicos causam a elevacdo rapida da PA, sendo que nos individuos
hipertensos estes podem provocar eventos cardiovasculares, como |IAM
(Ferreira et al., 2005). A VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (2010)
prescreve, pelo menos cinco vezes por semana, 30 minutos de exercicios
fisicos moderados de forma continua ou acumulada, desde que em condicbes
de realiza-los. Em hipertensos, a sessao de treinamento ndo deve ser iniciada
se a PAS e PAD estiverem superiores a 160 e 105 mmHg, respectivamente.
Para os individuos hipertensos sdo recomendados exercicios aerobicos leves a
moderados, ou seja, até 70% da frequéncia cardiaca maxima (FCnax) para
exercicios leves e, no caso dos exercicios moderados, entre 70% e 80% da

FCmax OU de pico.

1.6 O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
O SRA trata-se de um conjunto de proteinas envolvidas no controle da
PA e estabilidade hemodinamica (Figura 1) (Feitosa e Carvalho, 2000). Este

sistema constitui-se de uma cascata hormonal coordenada, iniciada pela
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biossintese da renina pelas células justaglomerulares das arteriolas aferentes
renais (Santos, 2007). A renina é liberada por estas células por meio de
exocitose, com funcdo de aumentar a reabsor¢cdo de sal e agua pelos rins,
além de agir enzimaticamente sobre o AGT hidrolisando-o em um
decapeptideo inativo, a Ang | (Santos, 2007). Na presenca da ECA, produzida
no endotélio vascular de varios orgdos, a Ang | é convertida em Ang Il, um
octapeptideo biologicamente ativo, tendo como funcdo a atividade
vasoconstritora (Santos, 2007), e consequentemente, levando a diminui¢do de
bradicinina e de 6xido nitrico, componentes responsaveis pela vasodilatacao
(Feitosa e Carvalho, 2000). A Ang Il € um dos mais potentes vasoconstritores
conhecidos, pois induz a vasoconstricdo, elevando assim os niveis pressoricos,
sendo entdo considerada como o principal componente deste sistema (Santos,
2007). A Ang Il age também sobre os rins fazendo a retencdo de sal e agua,
além disso, as glandulas supra-renais secretam aldosterona, a qual estimula os
rins a reabsorverem mais sédio e agua da urina pela acédo direta da Ang I,
aumentando assim a pressdo sanguinea pelo aumento de fluido no sangue
(Guyton e Hall, 2011). Contudo, a producdo exagerada crénica de Ang Il pode
resultar em remodelacdo dos vasos sanguineos e do coracdo (Feitosa e

Carvalho, 2000).
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Figura 1: Esquema representando os componentes do Sistema Renina-
Angiotensina-Aldosterona, bem como os resultados das diferentes etapas das
proteinas envolvidas no processo.

Quando ha a liberacdo de aldosterona e vasopressina na cascata
hormonal, ocorre o boqueio de sodio e agua no sistema. Sendo assim,
aldosterona € um hormbénio que faz a retencdo de soédio pelos rins e
vasopressina tem a funcéo de reter agua pelos rins (Guyton e Hall, 2011).

A atividade plasmatica de renina em individuos hipertensos deve ser
considerada como elevada, e a razdo para essa atividade elevada pode ser
atribuida, em parte, a estimulacédo da liberacdo de renina pela maior atividade
simpatica (Zanella, 2005). A atividade simpatica € modulada por pelo menos
trés arcos reflexos maiores que regulam o ténus vascular, o débito cardiaco e o

volume de sangue, sendo que estes arcos estdo ligados aos barorreceptores
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arteriais (receptores da pressao hidrostéatica), aos receptores cardiopulmonares
e aos quimiorreceptores arteriais (Nunes et al., 2009). Os barorreceptores
arteriais fazem parte de um importante mecanismo pelo qual o sistema nervoso
central regula a PA, provocando alteragcbes na atividade vagal e no fluxo
simpéatico para o0 coracao e vasos sanguineos. Assim, na hipertensdo, ha uma
adaptacdo dos barorreceptores arteriais reduzindo sua sensibilidade e
consequentemente apresentando uma deficiéncia na regulagédo da PA (Nunes

et al., 2009).

1.7 Bases Estruturais e Genéticas da ECA

A dificuldade de se definir as causas da hipertensdo, utilizando-se
somente de estudos fisiolégicos, motivou a area de pesquisas geneéticas para
estudo desta patologia. Utilizando-se de ferramentas da biologia molecular,
alguns trabalhos iniciaram estudos objetivando um melhor entendimento da
participacdo de genes envolvidos na variacdo da PA. Estima-se que mais de
15.000 genes sejam expressos em qualquer célula do sistema cardiovascular
(Hwang et al., 1997) e que a contribuicdo especifica do elemento genético para
controle da pressdo sanguinea seja de 30 a 50% (Tanira e Balushi, 2005).
Estudos epidemioldgicos sugerem que muitas variantes genéticas aumentam o
risco de hipertenséo (Izawa et al., 2003) e muitos genes hoje em dia sao alvos
de estudos, como os componentes do SRA, envolvidos na regulacdo da
pressao sanguinea (Lee et al., 1993).

O gene que codifica a ECA é um dos principais alvos de estudo e

algumas variantes genéticas apontam sua relacdo com a hipertensdo. A
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sequéncia de cDNA da ECA humana foi determinada em 1989 e a sua
sequéncia e estrutura, em 1991 (Corvol et al., 1995). O gene esta localizado no
braco longo do cromossomo humano 17 (17g23.3), possui 21 quilobases e é
composto de 26 éxons, gerando 1306 aminoacidos (Figura 2).

O gene da ECA pode codificar duas isoformas distintas: a somatica
(peso molecular de 170 kDa, expressa no tecido somatico) e a forma
germinativa (peso molecular de 100 kDa, expressa somente nas células
germinativas dos testiculos) (El-Dorry et al., 1982). Estas duas formas resultam
da presenca de dois promotores diferentes. A ECA somatica é transcrita por um
promotor presente na regidao 5° do primeiro éxon, levando a transcricdo dos 26
exons, com excecao do éxon 13, o qual sofre splicing. Ja a ECA germinativa é
transcrita a partir de um promotor presente no intron 12, sendo formada entao
pelos éxons 13 a 26 (Howard et al., 1990). Enquanto a ECA somatica
apresenta dois sitios ativos, a ECA germinativa tem apenas 1 (Jaspard et al.,
1993). Diversos estudos ja relataram a funcdo da ECA somética, porém a
funcdo detalhada da ECA germinativa ainda é desconhecida, embora alguns
trabalhos evidenciem sua contribuicdo para a reproducdo masculina (Krege et

al., 1995).
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Figura 2: Representacdo esquematica da localizacdo e da estrutura do gene
da ECA. Em (A), um cariotipo masculino evidenciando os pares de
cromossomos homologos 17; (B) representacdo do cromossomo 17,
evidenciando a localizacdo do gene da ECA no braco longo, especificamente
na regido 17923.3 (seta) (fonte: Gene Cards: The Human Gene Compedium,
Version 3 (http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ACE); (C)
localizacao da regido polimérfica presente no intron 16 (seta) (fonte: modificado
de Keavney et al., 1998).
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Acredita-se que a estrutura do gene da ECA somatica seja resultado da
amplificacdo de um gene ancestral, visto que os éxons 4 a 11 e 17 a 24, 0s
quais codificam dois dominios homdlogos da molécula da ECA somética, sédo

muito similares em tamanho e sequéncia (Hubert et al., 1991) (Figura 3).

TN BN | echancestral

HExxH E

DN I 7] eca germinativa
B TN W T I T Eca somatica

Sprd dominio N-terminal Gpro dominio C-terminal
[ regiso duplicada
. regido codificadora [ ] sitio ativo
[ peptideo sinal [ sitio de ancoragem C-terminal

Figura 3: Esquema representativo ilustrando uma provavel estrutura da ECA
ancestral, a qual originou a ECA somatica e a germinativa. (Fonte: modificado
de Coates, 2003).

Grande parcela da atividade enzimatica da ECA esta ligada a membrana
celular e pode ser encontrada no endotélio vascular, pulmdes, rins, coracao,
cérebro, intestino e glandulas adrenais (Wuyts et al., 1997). Ensaios utilizando-
se a técnica de imuno-histoquimica mostraram que a ECA é fortemente
expressa em muitas células endoteliais das arteriolas e pequenas artérias
musculares, além de células endoteliais de capilares nos pulmdes (Danilov et
al., 1994). A ECA é uma proteina integral da membrana plasmatica, presa a
esta estrutura pelo seu dominio C-terminal, e cujos sitios ativos estdo dispostos
para o meio extracelular (Figura 4). A forma soluvel circulante da ECA é

resultado de uma clivagem proteolitica realizada por uma carboxipeptidase,
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nesta regido C-terminal que a prende a membrana (entre os aminoacidos
Arg663 e Ser664), liberando assim a ECA para a circulagcdo (Zisman et al.,

1998; Turner e Hooper, 2002;).

ECA somatica

Membrana
dois dominios cataliticos Celular
N-terminal / \ ‘ C-terminal
dominio de
ancoragem

forma especifica somatica

dominio N-terminal na membrana

Figura 4: Representacdo esquematica da ECA ndo circulante, presa a
membrana plasmatica das células. (Fonte: adaptado de Niu et al., 2002).

1.7.1 Polimorfismos do gene da ECA e envolvimento com a PA

A variabilidade genética € uma caracteristica das populacfes naturais e
encontra suas fontes na recombinacédo génica, nas alteracées cromossdémicas
e nas mutacBes que, em Ultima analise, consistem no modo em que 0s genes
se diversificam em alelos. Como polimorfismo genético deve ser entendido uma
forma especial de variacdo verificada ao nivel populacional. De acordo com
Ford (1940), duas ou mais formas variantes geneticamente devem ser
entendidas como polimdrficas se apresentarem frequéncia maior do que a taxa

de mutacdo para estes alelos. Assim, um loco génico pode ser dito polimorfico
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guando dois ou mais alelos forem verificados e aparecem em pelo menos 1%
da populacdo, como observado no sistema sanguineo ABO, por exemplo.
Diferencas alélicas no DNA do gene resultam em variagbes polimorficas de
seus produtos, as proteinas; sendo que varios polimorfismos podem ser
encontrados nos genes e podem apresentar ou ndo algum significado
funcional.

O gene da ECA pode ser considerado como polimorfico visto que
apresenta trés variantes genéticas com frequéncias significativas e com
caracteristicas populacionais independentes e comparaveis (Niu et al., 2002).

No intron 16 do gene da ECA, ha uma regido que pode apresentar uma
delecdo (alelo D) ou insercdo (alelo 1) de um fragmento Alu de
aproximadamente 287 pares de base (pb), sendo a insercao considerada como
fendtipo normal no paciente (Rigat et al., 1990). A primeira PCR (Polymerase
Chain Reaction) baseada na deteccao do polimorfismo I/D foi descrita por Rigat
et al. (1992), os quais selecionaram oligonucleotideos flanqueadores da regido
de insercao para genotipagem dos individuos. Os genadtipos resultantes desta
regido polimorfica podem ser de trés tipos: i) homozigoto para insercéo (ll); ii)
homozigoto delecdo (DD); ou iii) heterozigoto (ID). Embora este polimorfismo
esteja presente em um intron, o qual ndo é expresso, este pode ser
considerado funcional. Diversas pesquisas relacionam a presenca do
polimorfismo no intron 16 e a sua influéncia na atividade da ECA no plasma
(Rigat et al., 1990), em tecidos (Danser et al., 1995) e em patologias

cardiovasculares (Rieder et al., 1999).
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Trabalhos relatam que em algumas popula¢ées o polimorfismo do gene
da ECA pode estar associado a HAS em humanos, sendo que individuos
apresentando o gendtipo DD teriam valores aumentados de PA, o gendtipo Il
teriam PA considerada normal e os heterozigotos ID apresentariam os valores

intermediarios (Matos, 2006) (Figura 5).

intron 16 Genotipo Niveis de
Angiotensina

sl | =,
— ID 1
oo §0T

1 Tl i

Figura 5: Representacdo esquematica demonstrando 0s niveis de
concentracdo de Ang Il, resultantes dos trés gendtipos apresentados para o
polimorfismo do intron 16 da ECA (ll, ID e DD). Fonte: adaptado de Biolo e
Rohde (2004).

Contudo, alguns trabalhos séo controversos ao relacionar o polimorfismo
apresentado pelo gene da ECA e a HAS. Alguns autores mostram em seus
estudos que o gendtipo DD resulta em aumento da PA (Rigat et al., 1990;
O’Donnell et al.,1998; Agachan et al., 2003; Rondinelli e Moura-Neto, 2003;
Freitas et al., 2007). Por outro lado, outros autores concluem que nao ha

relacéo alguma entre gene da ECA e a presséo elevada ou mesmo hipertensao

nas populacdes analisadas (Jeunemaitre et al., 1992a; Lindpaintner et al.,
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1995; Malik et al., 1997; Ohmichi et al., 1997; Crisan e Carr, 2000; Arnett et al.,
2005).

Agachan et al. (2003) mostraram em seu estudo que o gendtipo de DD
do gene da ECA foi maior em individuos hipertensos do que nos individuos
controle. Segundo, Rigat et al. (1990) individuos com o genétipo DD
apresentaram maiores niveis circulantes de ECA. Além disso, Rondinelli e
Moura-Neto (2003) concluiram que individuos que apresentam o genétipo DD
exibem aproximadamente o dobro da concentragdo de ECA circulante, em
relacdo a individuos com genotipo Il, enquanto que o heterozigoto apresenta
niveis intermediarios de ECA. O’'Donnell et al. (1998) encontraram evidéncias
de associacdo entre o gene da ECA e quadros de hipertensdo e variacdo da
PAD em homens, mas ndo em mulheres. Desta forma, consideraram o gene da
ECA como um gene candidato sexo-especifico para a hipertensdo. Outro
estudo em uma amostra de oitenta e dois individuos hipertensos e setenta e
oito individuos normotensos na regido amazonica, mostraram que os individuos
gue possuem o alelo D da ECA apresentaram valores mais elevados de PAS e
PAD (Freitas et al., 2007). Em um experimento com homens normotensos,
Ueda et al. (1995) observaram que a injecdo de Ang | nos individuos acarretava
0 aumento de Ang Il nos mesmos, com maiores niveis de pressdo sanguinea
em individuos DD, comparados com individuos Il.

Ja é bem documentada a associacao positiva entre o alelo D e a HAS
(Kario et al., 1999; Giner et al., 2000; Agachan et al., 2003), porém este alelo
também foi encontrado em estudos envolvendo outros aspectos patologicos.

Em um trabalho com 9833 individuos, Sayed-Tabatabaei et al. (2003)
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encontraram uma associacdo positiva entre o alelo D com eventos de
aterosclerose, medindo-se 0 espessamento da camada intima e média das
artérias caroétidas. Estudos relacionam ainda o alelo D com IAM e AVC
isquémico (Maeda et al., 1996; Sharma et al., 1998). O polimorfismo de I/D do
gene da ECA foi ainda associado com a existéncia de SM em Chineses com
DM2, visto que 86,1% dos diabéticos tipo 2 tinham o genétipo DD de ECA e
apresentavam SM, sugerindo que o SRA tinha relagdo com danos metabdlicos
em diabéticos tipo 2 (Lee et al.,, 2002). O alelo D foi associado de maneira
significativa com riscos aumentados de nefropatia diabética, doenca renal
progressiva causada por angiopatia dos capilares nos glomérulos renais
(Staessen et al.,1997). Montgomery et al. (1997) relataram mudancas na
massa ventricular esquerda do coracdo associada ao alelo D, sendo que
portadores deste alelo podem desenvolver hipertrofia cardiaca atribuida a uma
menor eficiéncia metabdlica. Como dito anteriormente, alguns estudos mostram
associacOes significativas entre o polimorfismo I/D com diferentes condi¢cdes
fisiopatoldgicas, enquanto outros ndo. Alguns estudos demonstram ndo haver
ligacdo ou relacdo do polimorfismo do gene da ECA com o controle da PA,
guadros de hipertensdo e DCV (Jeunemaitre et al., 1992a; Lindpaintner et al.,
1995; Malik et al., 1997; Ohmichi et al., 1997; Crisan e Carr, 2000; Arnett et al.,
2005).

Além do polimorfismo de I/D do gene da ECA descrito por Rigat et al.
(1990), outros 77 polimorfismos ja foram descritos para este mesmo gene
(Oliveira et al., 2003). A descoberta que os niveis da ECA sao regulados

geneticamente (Cambien et al., 1988) abriu uma nova frente de investigacéo
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sobre as causas da HAS. Um grande numero de estudos tém sido realizados a
partir da caracterizacao do polimorfismo I/D (Rigat et al., 1990), como marcador
funcional para este polimorfismo. Podem existir ainda outros polimorfismos
funcionais atribuidos a outras regiées do gene da ECA, como no intron 18,
regido 3' ndo traduzida - UTR (untranslated region) e regido 5' do gene (Sayed-
Tabatabaei et al., 2006).

Pode-se dizer que estudos envolvendo o gene da ECA ainda nao
permitem uma explicagdo objetiva da sua influéncia a PA elevada. Todavia
deve-se considerar a possibilidade deste gene ndo estar atuando sozinho,
podendo desta forma, estar atuando em conjunto com outros genes. Além
disso, esses outros genes também podem apresentar polimorfismos ja
documentados, como, por exemplo, o polimorfismo presente no gene do AGT,
nos receptores da angiotensina (ANG), entre outros. Além disso, 0 meio
ambiente e a diversidade da populacdo sdo fatores relevantes para explicar os

resultados controversos (Oliveira et al., 2003).

1.7.2 Sequéncias repetitivas Alu

A sequéncia Alu presente no gene da ECA apresenta alta similaridade
com outros elementos Alu de humanos (Batzer et al., 1994). Uma PCR
realizada com DNA extraido de chimpanzé revelou a auséncia desta sequéncia
Alu no intron 16 da ECA (Dufour et al.,, 2000), dados que sugerem gue a
insercao Alu tenha ocorrido depois da divergéncia evolutiva (£ 5 m.a.) entre os
ramos que deram origem ao género Homo e dos demais primatas atuais,

dentre estes os chimpanzés.
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Entre as diferentes familias de elementos repetitivos, as sequéncias Alu
sédo as mais abundantes no genoma humano. Elas estéo presentes em mais de
1 milh&o de cdpias e representam aproximadamente 11% do genoma humano
(Cordaux e Batzer, 2009). As sequéncias Alu pertencem a familia de elementos
repetitivos SINE (Short Interspersed Nuclear Elements) e apresentam um
tamanho aproximado de 300 pb (Batzer et al., 2002). Dentre as muitas funcdes
deste DNA repetitivo, podemos citar a sua habilidade em gerar novos
elementos reguladores a alguns genes vizinhos, por isso a estas sequéncias
sdo atribuidas a geracdo de novos enhancers ou sequéncias promotoras
(Tomilin, 1999; Brosius, 1999). Embora a maior parte das sequéncias Alu esteja
presente nas regides intronicas, parte destas sequéncias, de maneira completa
ou parcial, podem estar presentes nas regifes exdnicas e podem levar a
disrupcédo da funcéo génica (Nekrutenko e Li, 2001). Insercfes da regido 3" nédo
codificante do gene sdo comumente encontradas e parecem exercer pouca
influéncia na expressdo génica (Deininger e Batzer, 1999). A maioria das
insercdes Alu que levam a manifestacdo de doencas estdo inseridas nas
regides exbnicas ou em introns proximos a éxons, alterando o splicing daquele
gene (Deininger e Batzer, 1999).

Um estudo sugere que o intron 16 do gene da ECA apresenta um
elemento AluYa5 no sentindo antisense, o qual apresenta muitas sequéncias
auxiliares de splicing que facilitariam a sua “exonizagao” posterior (Lei et al.,
2005), o que possivelmente auxiliaria no entendimento de individuos com o
gendtipo Il apresentando niveis menores de ECA circulante, segundo alguns

estudos. Assim, individuos DD teriam a sequéncia génica intacta (sem a
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sequéncia Alu fazendo parte das regibes exdnicas) e, consequentemente a
proteina resultante exibiria sua forma selvagem (conservada). Outros estudos
sugerem que embora o polimorfismo I/D esteja presente em uma regido
intrénica, sendo funcionalmente neutra, acredita-se que o alelo | esteja em forte
desequilibrio de ligacdo com outra regiao favoravel do gene da ECA, porém

ainda n&o conhecida (Niu et al., 2002).

1.7.3 Outros genes candidatos

Outros genes também merecem destaque na associacdo com a HAS. A
analise do gene que codifica a AGN mostrou que variantes moleculares podem
predispor o paciente a hipertensdo (Jeunemaitre et al., 1992b), como a
substituicdo de uma metionina por uma treonina na posicdo 235 (Kunz et al.,
1997). Outro gene muito estudado e que possui associacdo com fatores
relacionados a PA é o gene do AT1. Em humanos, o polimorfismo A1166C
para o gene AT1 foi associado com a HAS, hipertrofia ventricular esquerda,
doenca coronaria, IAM e progressao de nefropatia diabética (Matos, 2006).
No polimorfismo C825T, que ocorre no gene GNB3, ha a substituicdo de uma
citosina por uma timina na posicao nucleotidica 825 no éxon 10 (Benjafield et
al.,, 1998; Siffert et al.,, 1998). Estudos epidemiol6gicos demonstram uma
associacao entre o alelo T825 e a HAS, indicando que esta variante poderia
contribuir na susceptibilidade a hipertensao nestes individuos (Rosskopf et al.,
2003; Sandrim e Santos, 2006). No ano de 2008, um grupo de cientistas dos
Estados Unidos identificou o gene STK39 (serina-treonina quinase), o primeiro

gene de suscetibilidade da hipertenséo a ser descoberto com uma nova técnica
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conhecida como estudo de associacdo gendmica em larga escala. Este gene é
responsavel por produzir uma proteina que ajuda no processamento do sal
pelos rins, papel fundamental na determinacéo da pressao sanguinea (Wang et
al., 2009).

Estes estudos tém como principal objetivo tratamentos eficazes e
especificos para cada paciente hipertenso, ajudando no combate desta
doenca, que é um sério problema de salde mundial. Entretanto, pode-se
concluir que o estudo dos polimorfismos genéticos podera, em breve, ser
utilizado na pratica clinica para diagnéstico mais precoce de individuos
hipertensos, fazendo com que estes tenham um tratamento especifico e
eficiente, proporcionando melhor resposta clinica e menor probabilidade de

complicacdes decorrentes dessa tao prevalente doenca (Rola e Ferreira, 2008).

1.8 Polimorfismo do gene da ECA e tratamento medicamentoso

Os anti-hipertensivos devem ndo s6 reduzir a PA, mas também os
eventos cardiovasculares fatais e ndao-fatais, e, se possivel, a taxa de
mortalidade. Os percentuais de controle de PA sdo muito baixos, apesar das
evidéncias de que o tratamento anti-hipertensivo é eficaz em diminuir a
morbidade e mortalidade cardiovascular, devido a baixa adesdo ao tratamento
(VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

A farmacogenética considerada como influéncia do gendtipo como
determinante das respostas individuais ao tratamento farmacolégico tem uma
forte interagcdo entre o polimorfismo I/D da ECA e o tratamento com

betabloqueadores. A mudanca nas estratégias de priorizacdo de determinado
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tratamento, pode ser realizada de acordo com a avaliacdo genotipica (Biolo e
Rohde, 2004). Além disso, para alguns betabloqueadores parece haver uma
diferenca na resposta em relacdo a raca do individuo, por haver diferencas
genotipicas entre as racas (Yancy et al., 2001), sendo que estas caracteristicas
genéticas podem influenciar as respostas terapéuticas. Por exemplo,
observacgdes clinicas demonstram uma maior eficiéncia dos inibidores da ECA
em brancos do que em negros (Cohn et al., 1991; Carson et al., 1999).

Um outro estudo com tratamento medicamentoso, avaliou a relagéo
entre o tratamento com inibidores da ECA e o polimorfismo da ECA (I/D),
conclui-se que o pior prognostico foram naqueles pacientes com o0 genotipo
DD, principalmente no grupo que recebia baixas doses de ECA (McNamara et
al., 2004).

Em um estudo com japoneses hipertensos tratados com o medicamento
anti-hipertensivo Imidapril, um tipo de inibidor da ECA, mostrou que a atividade
da ECA plasmatica em pacientes com o genotipo DD ou gendétipo ID foi
significativamente maior do que em pacientes com o genotipo Il, além da maior
reducdo da PAD ocorrer em pacientes com genoétipo Il. Desta forma, conclui-se
neste estudo que a PAS foi inversamente correlacionada aos niveis
plasmaticos de ECA e a resposta ao Imidapril em pacientes hipertensos €
determinada pelo menos em parte pelo gendétipo da ECA (Ohmichi et al., 1997).

Embora haja controversas entre 0os poucos estudos encontrados em
relacdo a tratamentos medicamentosos e o0 genoétipo da ECA, a
farmacogenética ajudar4d muito futuramente para a avaliagdo genotipica

(diagndstico), a prevencao e o tratamento adequado da HAS e/ou das DCV.
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1.9 Polimorfismo do gene da ECA e exercicios fisicos

Para hipertensos os exercicios fisicos sdo considerados uma forma de
tratamento ndo farmacolodgica eficaz, a longo prazo, devido a acdo hipotensora
(diminuicdo da PA) pés-exercicio. A hipotensdo pés-exercicio ocorre devido a
liberacdo de fatores relaxantes do endotélio, como o 6xido nitrico, além de
alguns fatores neurais e humorais relacionados as altera¢cdes hemodinamicas,
responsaveis pela diminuicdo da PA no periodo de recuperacao (pds-exercicio)
(Nunes et al., 2009). Outro fator que contribui para este efeito hipotensor pos-
exercicio € o controle dos barorreflexores arteriais, o qual tem funcdo de
reduzir a PA média pdés-exercicio, pois ao inicio do exercicio fisico ocorre
aumento na atividade nervosa simpatica e na PA média (Nunes et al., 2009).

A resposta da ECA a diferentes intensidades e duracdes de exercicio
ainda nao é clara, nem é conhecido o estimulo interno pelo qual a sua atividade
€ aumentada. De acordo com Arsa et al. (2009), as seguintes acGes benéficas
do exercicio fisico em individuos diabéticos hipertensos podem ser observadas:
aumento da liberacdo de bradicinina, aumento da captacdo da glicose durante
e apobs realizacdo de exercicios fisicos e hipotensdo, destacando ainda que
estas acdes foram também apresentadas em individuos com o genétipo DD. A
associacao entre o polimorfismo da ECA e a resposta ao exercicio fisico foi
investigada em um estudo de Zhang et al. (2002), os quais observaram que
apo6s 10 semanas de um programa de exercicios fisicos em cicloergbmetro, os
niveis de PAS, PAD e PA média diminuiram apenas nos individuos portadores
do gendtipo ID e Il. As mesmas observagdes ocorreram no estudo de Hagberg

et al. (1999), apds nove meses de treinamento fisico.
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O gendtipo DD podera ser um indicador preditivo da obesidade
abdominal e aumento no peso corporal e PA em homens (Strazzullo et al.,
2003). Segundo Montgomery et al. (1999), estudos apontam uma maior
sustentacao de energia induzida pelo gendtipo Il do gene da ECA, promovendo
no organismo uma eficiéncia metabdlica otimizada na funcdo contratil do
musculo-esquelético pela maximizacao do uso dos acidos graxos livres.

O polimorfismo da ECA esta associado também ao desempenho fisico
de atletas. De acordo com alguns estudos, atletas portadores do gendtipo I
estdo associados a maior eficiéncia muscular em desempenhos aerobicos,
enquanto que atletas portadores do genotipo DD apresentam ganhos
superiores de forca e massa muscular, ou seja, o alelo | esta presente com
maior frequéncia em atletas de resisténcia e o alelo D em atletas de forca e
explosdo muscular (Hagbeg et al., 1998; Myerson et al., 1999; Costa et al.,
2009). De forma geral, os estudos mostram que atletas portadores do alelo |
tém uma maior eficiéncia contratil, beneficiando atletas de provas de longa
duracéo e os atletas portadores do alelo D tém maior capacidade hipertréfica,
beneficiando-os em provas de forca e poténcia muscular (Dias et al., 2007).

Trinta e trés voluntarios saudaveis do sexo masculino, sem experiéncia
de treinamento de forca, foram submetidos a 9 semanas de treinamento
especifico de forca (isométrica ou dinamica). Neste estudo, foram observadas
mudancas na forca do musculo quadriceps, sendo que os maiores ganhos de
forca foram observados nos individuos com o alelo D (Folland et al., 2000).
Charbonneau et al. (2008) analisando a variabilidade da forgca muscular em

resposta ao treinamento de forga e relacionando com o polimorfismo da ECA,
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em homens e mulheres idosas, observaram diferencas entre os grupos sendo
que individuos portando o alelo D apresentaram maior forca muscular. Neste
estudo, o teste de repeticdo maxima foi utilizado para avaliar a forca muscular
na extensdo do joelho, além de tomografia computadorizada para medir o
volume de musculos do quadriceps.

Hagberg et al. (1998) avaliaram o consumo maximo de oxigénio (VO2max)
de mulheres pdés menopausicas com diferentes niveis habituais de atividade
fisica. Estes autores observaram maiores valores de VOznax Nas mulheres de
genotipo Il do que nas mulheres com genotipo DD e ID. Um estudo
relacionando a fibras musculares de contracao lenta e rapida, respectivamente,
fibras do tipo | e tipo Il, mostrou uma associacao entre o polimorfismo da ECA e
as fibras contrateis. Foi observado nos 41 individuos analisados que aqueles
portadores do genatipo Il apresentam uma maior meédia percentual de fibras do
tipo | e menor média percentual de fibras do tipo Ilb, ndo havendo diferenca no
percentual das fibras do tipo lla (Zhang et al., 2003). Os mesmos resultados
foram obtidos no estudo de Williams et al. (2000), com 58 homens brancos
recrutas do exército, dentre eles 35 com gendtipo Il e 23 com gendtipo DD, em
um programa de 11 semanas de treinamento aerodbico.

De uma maneira geral, menores concentracdes plasmaticas de ECA
estdo associadas ao gendtipo Il, apresentando melhor eficiéncia muscular em
desempenho aerdbico, enquanto que maiores concentracdes plasmaticas de
ECA, associadas ao gendétipo DD, estéo relacionadas a ganhos superiores de

forgca e massa muscular (Costa et al., 2009).
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2. Objetivos

2.1 Gerais:

Estudar possiveis consequéncias de inser¢des e dele¢cdes no intron 16
do gene da ECA frente ao diagndstico clinico de hipertenséo arterial em dois
grupos de hipertensos do Sul do Brasil, submetidos a treinamento fisico e/ou

tratamento medicamentoso.

2.2 Especificos:

Visando a caracterizacdo genética do paciente hipertenso, em relacéo
ao gene da ECA, e sua resposta apos a pratica de exercicio aerébico e/ou
tratamento medicamentoso, 0s objetivos especificos deste trabalho foram os
seguintes:

o Caracterizar estes individuos em relacéo ao polimorfismo genético

I/D, presente no intron 16 do gene da ECA, utilizando técnica de PCR e

avaliar possiveis beneficios gerados pela pratica de exercicio fisico

aerobico de curto periodo em relacdo a hipertensédo arterial sistémica

(HAS);

o Comparar a evolucao clinica da PA em um grupo de pacientes

hipertensos submetidos a tratamento medicamentoso frente ao

polimorfismo da ECA com vistas a inferir sobre a influéncia de variaveis

genéticas no controle da HAS.



50
Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva

3. Material e Métodos

3.1 Caracterizagéo dos participantes do estudo

O presente projeto teve autoriza¢do do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos - COEP (parecer n° 116/2011, protocolo 13664/11) (Anexo 1).
Os participantes do estudo foram orientados a assinar o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, apds explana¢éo dos objetivos da pesquisa
(Anexo 2).

Para realizacdo deste trabalho participaram do projeto dois grupos: um
nomeado como Grupo E, com individuos que foram submetidos a um programa
de exercicios fisicos aerébicos e o outro nomeado como Grupo M, individuos
sob tratamento clinico e medicamentoso. O Grupo E era constituido de 16
individuos, porém foram incluidos no estudo somente os individuos
diagnosticados com o gendétipo heterozigoto para o gene da ECA, sendo 10
individuos (58,9+9,5 anos) hipertensos, heterozigotos para o polimorfismo da
ECA, apresentavam sobrepeso ou obesidade de grau I, sendo que 5 deles
eram diabéticos tipo 2. Alguns dados gerais desses 10 individuos podem ser
encontrados nas Tabelas 2, 3 e 4. O grupo M era constituido de 78 individuos
(59,8+£10,61 anos) hipertensos arranjados em trés grupos segundo tratamento
clinico e medicamentoso: facil controle (FaC), moderado controle (MC) e dificil
controle (DC). O grupo FaC era composto por individuos que estabilizam a PA
com o uso de até dois medicamentos, 0 grupo MC era composto por usuarios
de trés classes de medicamentos para o controle da PA, enquanto no grupo DC

faziam parte individuos usuarios de mais de 4 classes de medicamentos e que
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mesmo assim apresentavam dificil controle clinico da PA. Alguns dados gerais

desses 78 participantes podem ser encontrados na Tabela 5.

Tabela 2: Caracterizacdo dos participantes do grupo E por género, idade e

patologia

INDIVIDUO SEXO IDADE DM2
1 Feminino 38 anos SIM
2 Feminino 65 anos SIM
3 Feminino 64 anos SIM
4 Feminino 62 anos NAO
5 Masculino 61 anos NAO
6 Feminino 75 anos SIM
7 Masculino 54 anos SIM
8 Feminino 57 anos NAO
9 Feminino 57 anos NAO
10 Feminino 56 anos NAO

DM2: Diabetes Mellitus tipo 2

Tabela 3: Caracterizagcdo dos participantes do grupo E utilizando-se

parametros biomeétricos.

IND IMC RCQ GORDURA AGUA PA-R
(%) (%) (mm/Hg)
1  Obesidade | Muito Alto 40 43,9 140/85
2  Sobrepeso Muito Alto 40,2 43,8 158/100
3 Sobrepeso Alto 40,7 43,4 136/72
4  Sobrepeso Alto 41,6 42,7 152/73
5  Sobrepeso Moderado 31,2 50,4 152/78
6  Obesidade | Alto 48 38,1 130/70
7  Obesidade | Alto 37,6 45,7 150/90
8  Sobrepeso Muito Alto 37,8 45,5 136/86
9  Obesidade | Alto 43 41,7 120/82
10 Sobrepeso Muito Alto 40,8 43,3 134/80

IND: Individuo; IMC: Indice de Massa Corporal; RCQ: Relagéo Cintura- Quadril; PA-R: Press&o Arterial

de Repouso
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Tabela 4: Caracterizagéo dos participantes do grupo E por meio de parametros
clinicos.

INDIVIDUO GLICOSE COLESTEROL TRIGLICERIDEOS

(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
1 181 137 205,7
2 217 180 75
3 158 191 121
4 86 129 115
5 91 147 54
6 91 202 63
7 207 163 243
8 85 127 125
9 93 205 90
10 79 162 421

Valores de Referéncia: Glicemia em jejum <100 mg/dL; Colesterol <200 mg/dL; Triglicerideos
<150 mg/dL (Sociedade Brasileira de Cardiologia: | Diretriz Brasileira de diagnodstico e
tratamento da sindrome metabdlica, 2005).

Tabela 5: Caracterizacéo dos participantes do grupo M por meio de parametros
biométricos e descricdo do grupo de tratamento clinico medicamentoso.

IND Sexo Idade DM2 PA-R GRUPO

(anos) (mmHgQ)

1 F 61 N 150/80 DC
2 F 77 S 120/80 MC
3 M 53 N 140/80 MC
4 M 60 N 180/80 DC
5 M 42 N 120/80 FaC
6 F 42 N 170/120 DC
7 F 60 N 130/80 FaC
8 F 38 S 140/85 DC
9 M 48 N 220/100 DC
10 M 67 N 160/110 DC
11 F 70 S 180/80 DC
12 F 69 S 180/80 DC
13 F 70 N 120/80 MC
14 M 51 N 140/100 DC
15 F 72 S 140/80 DC
16 F 55 N 140/70 MC
17 F 78 N 160/90 DC
18 F 44 N 130/80 MC
19 F 59 N 180/100 FaC
20 F 56 S 140/80 DC
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Tabela 5: Continuacao

IND Sexo l[dade DM2 PA-R GRUPO
(anos) (mmHgQ)
21 F 68 N 145/95 DC
22 F 44 S 140/90 DC
23 F 76 N 140/90 DC
24 M 50 N 120/80 MC
25 F 69 S 120/80 MC
26 M 58 S 160/100 DC
27 F 62 S 110/70 MC
28 F 50 N 170/90 DC
29 F 78 S 110/70 MC
30 M 53 N 160/100 DC
31 M 77 S 100/70 FaC
32 M 41 S 120/80 DC
33 F 65 S 158/100 DC
34 F 64 S 110/70 FaC
35 M 54 N 120/80 FaC
36 M 68 N 120/80 FaC
37 M 54 N 150/80 FaC
38 F 60 S 140/80 MC
39 M 53 S 140/90 DC
40 M 67 S 120/80 FaC
41 M 62 S 170/90 DC
42 F 60 N 130/70 FaC
43 F 49 N 120/80 FaC
44 M 49 N 140/90 FaC
45 F 67 N 160/90 DC
46 M 62 N 120/80 FaC
47 F 81 S 210/100 DC
48 M 34 S 220/120 DC
49 M 58 S 130/80 FaC
50 M 57 S 130/90 DC
51 M 58 N 120/80 FaC
52 F 64 S 136/72 MC
53 F 62 N 152/73 DC
54 M 61 N 152/78 DC
55 F 75 S 130/70 MC
56 M 54 S 150/90 DC
57 F 58 S 120/80 FaC
58 M 63 N 120/70 FaC
59 F 72 S 120/70 MC
60 M 58 N 140/80 FaC
61 M 67 N 120/70 FaC
62 F 76 N 190/90 MC
63 F 62 N 190/120 DC
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Tabela 5: Continuacao

IND Sexo l[dade DM2 PA-R GRUPO
(anos) (mmHg)

64 M 59 S 110/70 FaC
65 M 38 N 140/80 FaC
66 M 67 N 100/60 FaC
67 M 46 N 110/70 FaC
68 F 53 N 140/90 FaC
69 M 55 N 140/90 FaC
70 F 44 N 120/80 FaC
71 M 74 N 120/80 FaC
72 M 56 N 130/90 FaC
73 F 68 S 130/80 FaC
74 F 68 S 130/70 FaC
75 F 70 N 130/80 FaC
76 F 57 N 136/86 MC
77 - 57 N 120/82 MC
78 F 56 N 134/80 MC

IND: Individuo; DM2: Diabetes Mellitus tipo 2; PA-R: Pressdo Arterial de
Repouso; FaC: Grupo de Facil controle da PA; MC: Grupo de Moderado
controle da PA; DC: Grupo de Dificil controle da PA

3.2 Coleta e armazenamento de Sangue e Exames Laboratoriais

Foram coletados 5 mL de sangue total do Grupo E em tubo contendo Kj

EDTA (vacum tube, Labor Import®), em um laboratério clinico (Clinisul) na

cidade de Irati-PR. Do total de 5 mL, 2,5 mL de sangue foram armazenados a

-20°C para posterior extracdo de DNA e os outros 2,5 mL foram centrifugados

para separacdo do plasma, o qual foi utilizado para os exames de Glicemia,

Colesterol Total e Triglicerideos realizados antes e apos 60 dias do Programa

de Treinamento. Também foram coletados 5 mL de sangue total do Grupo M

em tubo contendo K; EDTA, os quais foram armazenados a -20°C para

posterior extracao de DNA.
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3.3 Extracao de DNA Gendmico de sangue total

A extracdo de DNA de sangue total foi realizada nos Grupos E e M, no
Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da Universidade Estadual de Ponta
Grossa, utilizando-se kits comerciais, de acordo com as instrucdes do
fabricante (Kit de Extrac&o Mini Spin, BioPur®) (Anexo 3). Ap6s eluicdo do DNA,
o mesmo foi submetido & eletroforese em gel de agarose 1.5% (Invitrogen®),
para verificacdo da integridade das amostras, por 45 minutos a 70v (Anexo 4).
Ao DNA, bem como ao marcador de peso molecular (Low Ranger 100 bp DNA
Ladder, marca: Norgen Biotek®), foi adicionado o corante fluorescente para
acidos nucléicos GelRed (Biotium®), para visualizacdo das amostras em
transiluminador. Os géis foram documentados em fotodocumentador MF
CHEMIBIS (DNR Bio Imaging Systems Ltd®).

As quantificacbes das amostras de DNA foram realizadas no

equipamento NanoVue (GE Healthcare®) (Anexo 5).

3.4 Analise genética do polimorfismo I/D presente no gene da ECA

A regido polimérfica I/D presente no intron 16 do gene da ECA foi
avaliada utilizando-se a técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction),
objetivando-se amplificacdes de fragmentos de DNA com diferencas de
aproximadamente 250 pb para alelo D (-250 pb) e para alelo | (+350 pb e
+600pb). Os oligonucleotideos empregados nesta andlise foram obtidos de
acordo com Lindpaintner et al. (1995), e apresentam as seguintes sequéncias:
ACE 1F: 5-GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATG-3° e ACE 1R: 5

GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3".
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A reacao de amplificacdo foi realizada utlizando-se 0s seguintes
componentes: 1.5 puL de tampéo de reagao (10X), contendo 200 mM de Tris,
pH 8,4 e 500 mM de KC); 0.25uL de enzima Tag DNA Polymerase (2U)
(Invitrogen®); 1uL de MgCl, (50 mM); 1puL de dNTP (2 pM) (Ludwig Biotec®);
0.8pL de primer foward e reverse (10 pM) (Ludwig Biotec®), além de 40 ng/uL
do DNA molde obtido dos participantes do estudo. As reacdes de polimerizacéo
foram realizadas em um termociclador (Biocycler®), sob o seguinte programa:
desnaturacao inicial por 5 minutos a 94 °C; 5 ciclos: 1 minuto a 94 °C, 30
segundos a 57,5 °C e 45 segundos a 72 °C; seguidos por 30 ciclos de: 1
minuto a 94 °C, 30 segundos a 56 °C, 45 segundos a 72 °C; finalizando com
uma extensdo de 7 minutos a 72 °C. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, para verificacdo da amplificacdo dos
fragmentos de DNA, por 1 hora a 70v. Vale salientar que foram realizadas
varias reacdes de PCR, o qual foram empregadas diversas mudancas em
concentragcfes, volumes de reagentes e gradientes de temperaturas até a
obtencdo deste protocolo final, no sentido de se padronizar e otimizar os

resultados das amplificacdes obtidas neste trabalho.

3.5 Avaliacdo Biométrica: Teste de Impedancia Bioelétrica, IMC, RCQ e PA
de repouso

Esta avaliacdo foi realizada apenas nos individuos do Grupo E antes e
apos 2 meses do programa, foram aferidos o peso do paciente utilizando-se
balanca mecanica (Wellmy®) e a altura em um estadiémetro (Sanny®), além do

aparelho tetrapolar de Impedancia Bioelétrica marca Maltron®, modelo BF-906,
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o qual foram registradas no aparelho o peso, altura, idade e a caracterizacao
fisica (sedentério, praticante de exercicios fisicos ou atleta). O avaliado foi
colocado em posicédo deitada, conectou-se entdo os dois eletrodos na mao
direita e os outros dois eletrodos no pé direito, sendo que o cabo de podlo
positivo deve estar conectado ao eletrodo pr6ximo do punho e tornozelo, e o
cabo de pélo negativo proximo do dedo médio da mado e pé, quando foi
acionado o botdo para iniciar o teste, passando uma corrente elétrica de 50
KHz, ao final obtém-se resultados de IMC, percentual de gordura corporal,
percentual de massa magra, percentual de agua e peso ideal.

De acordo com a OMS, os individuos podem ser classificados baseados
em seu IMC, calculado como o peso (em kilogramas) dividido pela altura (em
metros) elevada ao quadrado, nas seguintes classes: peso normal (18,5-24,9
kg/m?), sobrepeso (25-29,9 kg/m?), obesidade grau 1 (30-34,9 kg/m?),
obesidade grau 2 (35-39,9 kg/m?), e obesidade moérbida ou grau 3 (> 40 kg/m?)
(WHO, 1997). A Relacao Cintura-Quadril (RCQ) foi realizada por fita métrica,
medindo-se a circunferéncia da cintura e do quadril, e entdo dividindo-se a
medida da circunferéncia da cintura pela medida da circunferéncia do quadril
(em centimetros); o resultado desta divisdo foi analisado segundo tabela em
anexo (Apéndice 1) (ACSM, 2006).

A afericdo da PA em repouso foi realizada em um aparelho de coluna de

mercUrio da marca Protec® e um estetoscopio da marca Rappaport Premium®.
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3.6 Programa de Treinamento Aerdbico (PTA)

O programa foi aplicado apenas no Grupo E, por meio da realizagcéo de
caminhadas na pista de atletismo do Campus da Universidade Estadual do
Centro Oeste, no municipio de Irati-PR, durante 60 dias, com frequéncia de 3
vezes na semana (segunda, quarta e sexta) no periodo da manha.

As caminhadas eram monitoradas durante quarenta e cinco minutos, na
pista de atletismo, com manutencéo da percepc¢ao subjetiva do esforco entre 11
e 13 na escala de categoria de Borg (Borg e Noble, 1982) descrita na tabela
em anexo (Apéndice 2), e FC de reserva de 50%. Tais limites correspondem a
um esforco de intensidade leve, assegurando-se assim a nao realizacado de
exercicios de alta intensidade, visto que estes individuos eram hipertensos. A
afericdo da PA e da FC eram realizadas 5 minutos antes de iniciar a sessao de
treinamento aerdbico e ap6s 10 minutos de repouso nha posicdo sentada.
Precedente as caminhadas, eram realizados aquecimentos com duracao total

de 15 min, sendo compostos de exercicios de alongamento.

3.7 Anédlises Estatisticas

Para o Grupo E foram realizadas andlise estatisticas utilizando-se o
software GraphPad Prism, version 5.0 (Motulsky, 2007), empregando-se para
resultados de PA e triglicerideos a analise de variancia (ANOVA) e para
resultados de glicemia e colesterol total o teste t-Student (p<0,05).

Para o Grupo M foram obtidas as frequéncias alélicas, genotipicas e o
padrdo de diferenciacdo genética entre grupos, utilizando estatistica F e

distancias de Reynolds (Reynolds et al.,, 1983) e o teste de Equilibrio de
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Hardy-Weinberg (EHW) pelo programa TFPGA (Tools for Population Genetic
Analyses), (Miller, 1997). As frequéncias genotipicas foram comparadas entre
0S grupos por meio do teste de qui-quadrado de Pearson, utilizando-se o

programa Statistica 7.0 (StatSoft, Inc. 2001).
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4. Resultados

Os resultados estédo organizados em dois capitulos correspondentes aos

artigos cientificos:

Capitulo I: RESPOSTA AO PROGRAMA DE TREINAMENTO AEROBICO DE
CURTO PRAZO NO TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL EM
PACIENTES PORTADORES DO GENOTIPO I/D DA ENZIMA CONVERSORA

DE ANGIOTENSINA (ECA)

Capitulo 1I: INFLUENCIA DO POLIMORFISMO GENETICO I/D DA ENZIMA
CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA) NO CONTROLE DA PRESSAO

ARTERIAL EM INDIVIDUOS HIPERTENSOS
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Capitulo | - RESPOSTA AO PROGRAMA DE TREINAMENTO AEROBICO DE
CURTO PRAZO NO TRATAMENTO DA HIPERTENSAO ARTERIAL EM
PACIENTES PORTADORES DO GENOTIPO I/D DA ENZIMA CONVERSORA

DE ANGIOTENSINA (ECA)

Abstract

Actually, the arterial hypertension is a disease with major world prevalence. It is
well elucidated that the regular physical exercise is very important for
hypertension status prevention. Therefore, the aim of the present study was to
investigate whether aerobic exercise-induced modifications in anthropometric
and biochemical parameters have a relationship with ACE polymorphism (intron
16 of this gene) in hypertensive subjects. The study included 16 hypertensive
subjects, sedentary and non-smokers in the city of Irati-PR, but the study
included only individuals diagnosed with heterozygous genotype for the ACE
gene (n=10) and some of them with diabetes mellitus type 2 (DM2). The
subjects executed two months of physical exercise with consequent enhanced
in blood pressure (BP) in basal and in recovery period pos exercise (Systolic
blood pressure — SBP: p=0.0001; Diastolic blood pressure — DBP: p=0.0039), in

addition, showed reduction in fasting glucose levels.

Keywords: Systemic Arterial Hypertension, ECA Gene; Acute Physical

Exercise; Hyposensitive effect
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Resumo

Atualmente a hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma das doencas de
maior prevaléncia mundial. Sabe-se que a inclusdo de exercicios fisicos
regulares é considerada uma forte aliada para o controle e prevencdo da
hipertensédo. Assim, o objetivo do presente estudo foi relacionar a resposta a
pratica regular do exercicio aerdbico a curto prazo com o polimorfismo genético
presente no intron 16 do gene que codifica a enzima conversora de
angiotensina (ECA). Participaram do estudo 16 individuos hipertensos,
sedentarios e ndo fumantes do municipio de Irati-PR, porém foram incluidos no
estudo somente os individuos diagnosticados com o genotipo heterozigoto para
o0 gene da ECA (n=10) e alguns deles portadores de Diabetes mellitus tipo 2
(DM2). Os mesmos foram submetidos a um programa de exercicio fisico
durante 2 meses, periodo em que foram realizados os testes biométricos e
bioquimicos. A pratica do exercicio fisico aerébico regular a curto prazo revelou
melhora nos niveis de Pressdo Arterial (PA) basal e na recuperacdo apés
esforco nos individuos analisados, portadores ou ndo de DM2 (Pressao Arterial
Sistdlica — PAS: p=0,0001; Pressao Arterial Diastélica — PAD: p=0,0039), além

de apresentarem diminuicdo em seus niveis de glicemia em jejum.

Palavras-chave: Hipertensao Arterial Sistémica; Gene ECA; Exercicios Fisicos

a curto prazo; efeito hipotensor
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Introducéo

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é caracterizada como um disturbio
multifatorial, influenciada por fatores genéticos e fatores ambientais, sendo que
os fatores ambientais sdo 0s maiores responsaveis pelo crescimento drastico
desta doenca. Embora a HAS ndo apare¢ca como causa isolada entre os Obitos
cardiovasculares, esta associada a 60% dos infartos do miocardio e a 85% dos
acidentes vasculares encefalicos (Boing e Boing, 2007). Acredita-se que 15%
das populacdes dos paises desenvolvidos sejam portadoras de HAS (Boing e
Boing, 2007). No Brasil, a populacéao de hipertensos atinge cerca de 30 milhdes
de pessoas e é responsavel por 300.000 mortes ao ano (Ministério da Saude,
2011). Como medidas de prevencao ou tratamento desta doenca, habitos de
vida saudaveis compostos de dietas balanceadas e com menor teor de sal
contribuem para a reversdo do quadro de hipertenséo. A pratica de exercicios
fisicos, principalmente aerdbicos a longo prazo, sdo considerados aliados para
o tratamento desta doenca, devido a sua acédo hipotensora (diminuicdo da
pressdo arterial) poés-exercicio (Nunes et al., 2009). Além disso, a
administracdo de medicamentos que agem em alguns sistemas responsaveis
pelo controle da presséo arterial (PA), também podem ser utilizados.

Com o objetivo de elucidar o comprometimento da genética para a
hipertenséo, atualmente alguns estudos relacionados a biologia molecular e a
farmacogenética estdo em desenvolvimento. Alguns destes estudos envolvem
a investigacdo de polimorfismos de genes que podem estar relacionados
diretamente ao controle da PA, como aqueles pertencentes ao Sistema Renina

7

Angiotensina (SRA). A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) é
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responsavel por converter Angiotensina | (Ang |I) em Angiotensina Il (Ang II), um
potente vasoconstritor. O gene que codifica a ECA € um dos principais alvos de
estudo e algumas variantes genéticas apontam sua relacao com a hipertensao.
Este gene est4 localizado no braco longo do cromossomo 17 e € composto por
26 éxons, sendo que especificamente no intron 16, sdo observados alguns
polimorfismos de insercdo (I) ou delecdo (D) de uma sequéncia Alu de
aproximadamente 287 pares de bases (Rigat et al., 1990). Em algumas
populacdes ja estudadas, a diminuicdo ou aumento da PA estéo relacionados a
insercao ou delecdo do fragmento, respectivamente (Rigat et al., 1990; Danser
et al., 1995; O’Donnell et al.,1998; Rieder et al., 1999; Agachan et al., 2003;
Rondinelli e Moura-Neto, 2003; Matos, 2006; Moleda et al., 2006; Freitas et al.,
2007). Segundo Moleda et al. (2006), niveis aumentados de ECA circulantes,
observados na presenca do alelo D, resultam em elevacdo da PA quando
comparado a individuos que apresentam o alelo I.

A associacao entre o polimorfismo da ECA e a resposta ao exercicio
fisico aerdbico de intensidade leve a moderada e de curto a longo prazo foi
investigada e estudos mostram que diminuicdes nos niveis de Pressao Arterial
Sistdlica (PAS), Pressdo Arterial Diastdlica (PAD) e PA média, foram
observadas apenas nos individuos portadores do genotipo ID e Il (Hagberg et
al., 1999; Zhang et al., 2002).

Desta forma, pretende-se avaliar neste estudo a influéncia do exercicio
fisico aerdbico de curto prazo (2 meses de programa de exercicios) em uma
parcela da populacdo de hipertensos do municipio de Irati-PR, portadores do

gendtipo ID (heterozigotos). Dados biométricos e bioquimicos, tais como taxas
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de colesterol, triglicerideos e glicemia foram tomados antes e apds o programa.

Material e Métodos

O presente projeto teve autoriza¢do do Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos - COEP (parecer n° 116/2011, protocolo 13664/11) da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Para realizacdo deste trabalho
participaram do projeto 16 individuos hipertensos, porém foram incluidos no
estudo somente os individuos diagnosticados com genétipo heterozigoto para o
gene da ECA, sendo 10 individuos (2 homens e 8 mulheres) com 58,9+9,5
anos, sedentarios e ndo-fumantes da cidade de Irati-PR. Todos apresentavam
sobrepeso ou obesidade de grau I, sendo 5 deles diabéticos tipo 2 (1 homem e
4 mulheres).

Em tubos contendo EDTA, foram coletados 5 mL de sangue de cada
individuo. Cerca de 250 pL de sangue total foram utilizados para extracdo DNA
genbmico utilizando-se kits comerciais, segundo instrucdes do fabricante (Kit
de Extracdo Mini Spin, BioPur®). O restante do sangue foi centrifugado e o
plasma sanguineo foi submetido a exames clinicos (glicemia, colesterol total e
triglicerideos), antes e apdés 2 meses do programa de treinamento aerdbico
(PTA). Foi realizada uma PCR (Polymerase Chain Reaction) para a deteccéo
do genotipo do individuo em relagédo ao polimorfismo I/D presente no intron 16
do gene da ECA. Foram utilizados oligonucleotideos que flanqueassem a
regido, segundo Lindpaintner et al. (1995): ACE 1F. 5'-
GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATG-3’ e ACE 1R: 5-

GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3". As amplificagbes foram realizadas
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utilizando-se os seguintes componentes: 1,5uL de tampao de reacdo (10X),
contendo 200 mM de Tris, pH 8,4 e 500 mM de KC); 0,25uL de enzima Taq
DNA Polymerase (2U) (Invitrogen®); 1uL de MgCl, (50 mM); 1uL de dNTP (2
uUM) (Ludwig Biotec®); 0.8uL de primer foward e reverse (10 pM) (Ludwig
Biotec®), além de 40 ng/uL do DNA molde obtido dos participantes do estudo.
As reacdes de polimerizagdo foram realizadas em um termociclador
(Biocycler®) programado da seguinte maneira: desnaturagdo inicial por 5
minutos a 94°C; 5 ciclos: 1 minuto a 94 °C, 30 segundos a 57,5 °C e 45
segundos a 72 °C; seguidos por 30 ciclos de: 1 minuto a 94 °C, 30 segundos a
56 °C, 45 segundos a 72°C; finalizando com uma extensédo de 7 minutos a 72
°C. As amostras foram entdo submetidas a eletroforese em gel de agarose
1,5% e coradas com GelRed (Biotium®).

Foram também realizadas algumas avaliacdes biométricas: impedancia
bioelétrica utilizando aparelho tetrapolar (marca Maltron® modelo BF-906);
indice de Massa Corporal (IMC), calculado como o peso (em kg) dividido pela
altura (em metros) elevada ao quadrado; Relacdo Cintura-Quadril (RCQ),
medindo-se a circunferéncia da cintura e do quadril (em centimetros), e entdo
dividindo-se a medida da circunferéncia da cintura pela medida da
circunferéncia do quadril e afericdo da PA em repouso na posi¢cao sentada. O
PTA foi aplicado realizando caminhadas de quarenta e cinco minutos em pista
de atletismo, durante 60 dias, com frequéncia de 3 vezes na semana, no
periodo da manha. As caminhadas eram monitoradas com manutencdao da
percepcao subjetiva do esfor¢co entre 11 e 13 na escala de categoria de Borg

(Borg e Noble, 1982) e frequéncia cardiaca (FC) de reserva de 50%. Tais
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limites correspondem a um esforco de intensidade leve, assegurando-se assim
a nao realizacdo de exercicios de alta intensidade, visto que estes individuos
eram hipertensos. A afericdo da PA e a FC eram realizadas 5 minutos antes de
iniciar a sessao de treinamento aerdbico e apdés 10 minutos de repouso na
posicdo sentada. Precedente as caminhadas, foram realizados aquecimentos
com duracao total de 15 min, sendo compostos de exercicios de alongamento.
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
GraphPad Prism, version 5.0 (Motulsky, 2007), empregando-se para resultados
de PA e triglicerideos ANOVA e para resultados de glicemia e colesterol total o

teste t-Student (p<0,05).

Resultados

As amplificacbes para a determinacao dos genétipos dos individuos, em
relacéo ao polimorfismo I/D presente no intron 16 do gene da ECA, mostraram
gue todos eram heterozigotos para a regido, sendo que foram observados
fragmentos diferentes para o alelo de Insercédo. Os individuos 1, 6, 7, 9 e 10
apresentaram o fragmento de insercdo no tamanho de 600 pb, enquanto que
nos individuos 2, 3, 4, 5 e 8 o alelo | foi de 350 pb (figura 1).

No geral, os dados mostram mudancas entre PA de repouso aferida
antes de iniciar o PTA e a PA de repouso verificada apés 2 meses do PTA.
Houve uma diminuicdo da PA de repouso de alguns individuos aferida antes e
apos os 2 meses do PTA, o que foi considerado clinicamente relevante. Em um
deles, por exemplo, pode-se observar uma diminuicdo da PA inicial de repouso

de 140/85 mmHg para 125/83 mmHg ja apds 1 més do PTA. Apds 2 meses do
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programa, foi possivel observar uma diminuicdo consideravel dos niveis
pressoricos de 2 individuos: de 152/73 mmHg para 128/71 mmHg e de 150/90
mmHg para 129/84 mmHg.

Ainda, quando comparada uma média da PA inicial aferida 5 minutos
antes de iniciar a sessao de exercicios aerébicos, com PA final (média dos 2
meses ap6s PTA) aferida ap6s 10 minutos da execucdo da sessdo de
exercicios aerébicos, observou-se que 9 individuos tiveram uma diminuicao
significativa na PAS (ANOVA, p=0,0001) (figura 2A), enquanto que na PAD 7
individuos apresentaram diminuicdo (ANOVA, p=0,0039) (figura 2B). Além
disso, os 10 individuos apresentaram uma recuperacéao rapida na FC, apos 10
minutos da execucao da sesséo de exercicios.

Quanto aos resultados dos exames sanguineos, observou-se que todos
os individuos apresentaram a glicemia em jejum diminuida apés PTA (figura 3,
A). Embora esta diminuicdo néo tenha sido estatisticamente significativa ela &
extremamente importante sob o ponto de vista clinico, principalmente tratando-
se dos portadores de Diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Os resultados de
colesterol total (Figura 3, B) apresentaram um aumento estatisticamente
significativo em todos os individuos (p=0,0195) apés o PTA, possivelmente
devido ao aumento dos niveis plasmaticos de HDL (High Density Lipoprotein) e
aumento dos niveis plasmaticos de triglicerideos ou VLDL (Very Low-Density
Lipoprotein). ApGds o PTA, os niveis de triglicerideos (Figura 3, C) apresentaram
decréscimo em 4 individuos, outros 5 individuos apresentaram acréscimo,
porém os resultados sdo considerados estatisticamente significativos quando

sao analisados individualmente (ANOVA, p=0,0020).
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Nas avaliagbes biomeétricas, ndo ocorreram diferencas significativas
guando comparada as classificacdes de IMC e RCQ. Os resultados de
percentual de gordura corporal e percentual de massa magra realizados por
impedancia bioelétrica também ndo mostraram diferencas antes e apos o PTA,
possivelmente devido ao curto periodo do programa de exercicios fisicos. Em
relacdo ao percentual de &gua, foi constatado pelo teste de impedéancia
bioelétrica que 0 mesmo sempre esteve abaixo do limite minimo ideal em todos
os individuos, antes e apos o PTA, provavelmente devido a administracéo de

medicamentos para tratamento de hipertenséo.

Discusséao

Diversos trabalhos relatam o envolvimento do polimorfismo genético /D,
presente no intron 16 do gene da ECA, como um dos mecanismos
relacionados ao controle da PA, no qual individuos apresentando o genotipo
DD seriam os mais propensos a desenvolverem HAS, comparados aos
portadores do gendtipo Il, ficando os heterozigotos com niveis intermediarios
de PA (Rigat et al., 1990; O’Donnell et al.,1998; Agachan et al., 2003; Rondinelli
e Moura-Neto, 2003; Freitas et al., 2007). Os participantes do estudo s&o
heterozigotos (ID) em relacdo a regido polimoérfica, o que favoreceu a
compreensao de como os hipertensos se comportaram exclusivamente em
relacdo ao PTA, minimizando possiveis variaveis que genétipos diferentes (DD
e Il) poderiam ocasionar em relacdo ao fenétipo (melhora da PA). A sequéncia
Alu presente em portadores do alelo | possui aproximadamente 287 pb, porém

estudos ja relataram insercdes superiores a 287 pb (Niu et al., 2002 e Pedroso,
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2006), assim como demonstrado por alguns participantes deste estudo.

Embora muitos estudos tenham relacionado o polimorfismo I/D com
desordens cardiovasculares, visto que o gendtipo do individuo foi confrontado
com os niveis plasméticos da ECA, sua localizagdo em uma regido nao
codificadora é intrigante no que se diz respeito a sua funcionalidade. De acordo
com Pedroso (2006), a insercdo Alu pode estar em desequilibrio de ligacédo
com outra mutacdo que seria a verdadeira responsavel pela alteracdo da
atividade da ECA, assim, o polimorfismo I/D pode ser considerado apenas
como um marcador da caracteristica genética. As variacdes encontradas entre
as diferentes populacdes humanas dependeriam da extensdo do desequilibrio
de ligacdo entre as duas mutacdes polimorficas. Ainda, considera-se que a
insercao Alu pode ter alterado o mecanismo de splicing afetando, pelo menos
em parte, a maquinaria de transcricdo da ECA, ou ainda, pode apresentar um
papel regulador da expressdo do gene ECA ou algum outro gene a ele
relacionado, evidenciando que a manutencao dos segmentos intrénicos seria
um forte indicativo de sua importancia evolutiva (Pedroso, 2006).

O papel da prética habitual de exercicios fisicos utilizados como medida
preventiva ou mesmo cura de algumas doencas, tais como obesidade e
diabetes, jA € bem conhecido. No caso da hipertensdo arterial, programas de
exercicios fisicos aerdbicos e de intensidade leve a moderada, com duracéo
entre 20 a 50 minutos, levam a melhora dos niveis pressoricos, devido a sua
acao hipotensora (Negréo et al., 2001; Rondon et al., 2002; Zhang et al, 2002;
Wallace, 2003; Pescatello, 2005; Laterza et al., 2007 e Monteiro et al., 2007). A

hipotensdo pos-exercicio ocorre devido a liberacdo de fatores relaxantes do
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endotélio, como o 6xido nitrico, além de alguns fatores neurais e humorais
relacionados as alteragcdes hemodindmicas, responsaveis pela diminuicdo da
PA no periodo de recuperacado (pos-exercicio) (Nunes et al., 2009). Este efeito
hipotensor foi verificado na maioria dos individuos participantes deste trabalho,
0S quais obtiveram uma diminuicdo significativa nos seus niveis pressoricos
apos o PTA de 2 meses, evidenciando assim a importancia do exercicio fisico
regular mesmo a curto prazo. A hipotenséo pds-exercicio pode durar de 12 a 22
horas em hipertensos e esta associada a uma diminuicdo no volume de ejecéo
do ventriculo esquerdo e volume diastolico final (Rondon et al., 2002), podendo
ocorrer um decréscimo de até 20 mmHg na PA (Halliwill, 2001).

Outro efeito benéfico que € adquirido com a pratica regular de exercicios
fisicos, principalmente aerdbicos, € o aumento nas concentracdes plasmaticas
de HDL. Neste estudo, foram analisados apenas os niveis de colesterol total
(sem especificacdo de HDL, LDL e VLDL), os quais apresentaram um aumento
no decorrer do PTA. Infere-se, portanto, que este aumento de colesterol total
decorreu de um aumento dos niveis plasmaticos de VLDL, além de um
aumento dos niveis plasmaticos de HDL, tendo a pratica regular dos exercicios
aerobicos um forte impacto sobre este quadro. De acordo com Maughan et al.
(2000), o exercicio fisico € o principal responsavel pelo acréscimo de HDL, cuja
funcdo é atuar no transporte de colesterol das paredes das artérias para a
conversdo em bile no figado. De acordo com Kodama (2007), uma sessao
minima semanal de 120 minutos ja seria suficiente para o aumento dos valores
de colesterol HDL. Estudos demonstraram modificacdes benéficas nos niveis e

composicdo quimica das fracfes e subfracbes de HDL, ap6s um programa de
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exercicios aerobios com diferentes intensidades, duracdes e frequéncias,
realizado por individuos de variadas faixas etarias e niveis diferentes de
aptiddo cardiorrespiratéria (Prado e Dantas, 2002; Monteiro et al., 2007).
Monteiro et al. (2007) comprovaram o aumento de até 6 mg/dL de HDL apés 4
meses de um programa de exercicios fisicos aerdbicos. Porém, em alguns
estudos podem ser observados um aumento do HDL logo apds uma Unica
sessao de exercicios fisicos aerobicos (Frey et al., 1993; Visich et al., 1996 e
Grandjean et al., 2000).

Pode-se observar que embora o programa de exercicios fisicos tenha
trazido aos individuos hipertensos deste estudo alguns beneficios como, por
exemplo, a diminuicdo da PA e aumento de HDL, ndo foram observadas
alteracoes nas avaliagcdes biométricas, como o percentual de gordura corporal
e classificacfes de IMC e RCQ. De acordo com Ciolac e Guimaréaes (2004), as
recomendacdes tradicionais de exercicios fisicos para portadores de doencas
cardiovasculares e de doencas crbnicas, como o diabetes mellitus, sdo de
exercicios fisicos de intensidade leve a moderada, ndo priorizando a reducao
do peso. Monteiro et al. (2007) mostrou em seu estudo resultados positivos
guanto a hipotenséo ap0ds exercicio fisico aerdbico e aumento de HDL, mas 0s
resultados de IMC e de percentual gordura ndo apresentaram modificacées.
Desta forma, exercicios podem ser eficazes sem obter diminuicdo no peso
corporal ou gordura corporal em individuos hipertensos (Wallace, 2003).
Segundo Ferreira et al. (2005), os principais efeitos decorrentes da pratica
regular de exercicios fisicos sdo a redugdo dos niveis de PA, elevacdo dos

niveis de HDL-colesterol e aumento da sensibilidade a insulina. Vale salientar
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também que 2 meses de exercicio fisico talvez ndo sejam suficientes para uma
perda de peso satisfatdria e diminuicdo da RCQ.

O transporte de glicose na célula muscular aumenta durante o exercicio
fisico, como também a sensibilidade da célula a acdo da insulina. Durante o
exercicio fisico, os niveis plasmaticos de insulina sdo menores e as reservas
locais intramusculares de &cidos graxos sdo utilizadas em maior extensao
(Maughan et al., 2000). Neste estudo, foi observada uma diminui¢cdo nos niveis
glicémicos de todos os individuos, comprovando que o exercicio fisico mesmo
a curto prazo apresenta efeitos benéficos, principalmente ao individuo
diabético. Neste sentido, de acordo com Silva e Lima (2002), um programa de
exercicios fisicos regulares de intensidade moderada para individuos com
DM2, tratado ou ndo com insulina, auxilia no controle glicémico destes
individuos diabéticos, sendo que este efeito ja pode ser observado em apenas
uma unica sessao de exercicio com duracédo de 60 minutos.

Caso a glicose ndo seja imediatamente catabolizada como forma de
obtencdo de energia, ela pode ter outras duas acdes: gerar glicogénio nos
musculos e triglicerideos no tecido adiposo (Canali e Kruel, 2001). Foi
observado um aumento dos niveis de triglicerideos ap6s o PTA na maioria dos
individuos deste estudo. Esta elevacdo dos triglicerideos apds 2 meses de
exercicio pode ser explicada pelo aumento do fluxo de acidos graxos do
plasma para as células musculares. O exercicio prolongado requer aporte de
energia e uma das formas de disponibilizar este recurso é atribuida a um nivel
plasmatico de acidos graxos a serem disponibilizados para células musculares

por permeabilidade endotelial, ocorre em um periodo longo, devido a
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dissociacdo do complexo de albumina (Lima et al., 2009). Os dados apontam
gue mesmo diante da pratica de exercicio fisico leve durante um curto periodo
de tempo (sessdes de 45 minutos), apontam aumento dos niveis de
triglicerideos de alguns individuos. E sugestivo que a continuidade do
programa de exercicio fisico proposto, esses niveis de triglicerideos devam
baixar pela continuidade da demanda de energia para o trabalho das células
musculares.

O exercicio fisico € um importante tratamento ndo farmacoldgico. Dentre
varios beneficios decorrentes da pratica regular de exercicios fisicos, a
atividade hipotensora ap0s exercicio € uma das principais contribuicdes no
controle da PA de hipertensos. Porém, alguns individuos hipertensos
apresentaram poucas modificacdes na PA de repouso e PA final apds exercicio,
nao se beneficiando tanto desta atividade de reducdo pressoérica quanto
demais individuos. Apenas 25% dos individuos hipertensos ndo séo
responsivos ao treinamento fisico (Rondon e Brum, 2003), pois diferencas
genéticas e fisiopatolégicas podem influenciar na heterogeneidade da reposta
depressora da PA com o treinamento fisico (Wallace, 2003; Laterza et al.,
2007).

Em concluséo, este trabalho reforca os dados da literatura quanto aos
efeitos benéficos da préatica do exercicio fisico para hipertensos. Embora, o
grupo amostral tenha sido pequeno, revelou-se uma melhora nos niveis de PA
basal e na recuperacéo apos esforco fisico em individuos heterozigotos para o
gene da ECA, portadores ou ndo de DM2, além da diminuigdo da glicemia em

jejum, um efeito importante principalmente para os individuos diabéticos.
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Figura 1. Gel de Agarose 1.5% evidenciando o padrdo de bandas resultantes
das amplificacdes da regido polimérfica I/D do gene da ECA. M: marcador de
peso molecular; 1-10: produto da PCR dos individuos.
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Figura 2. Graficos demonstrando a média dos valores de PAS e PAD (em
mmHg) de cada individuo verificadas 5 minutos antes de iniciar a sesséo de
exercicios fisicos e apos 10 minutos da execuc¢do das atividades: A) Valores de

PAS; B) Valores de PAD.
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Figura 3. Gréaficos demonstrando valores dos exames clinicos verificados antes

e 2 meses apdés execucdo do PTA. A) Valores de Glicemia em jejum; B)
Valores de Colesterol Total; C) Valores de Triglicerideos.
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Capitulo Il — INFLUENCIA DO POLIMORFISMO GENETICO I/D DA ENZIMA
CONVERSORA DE ANGIOTENSINA (ECA) NO CONTROLE DA PRESSAO

ARTERIAL EM INDIVIDUOS HIPERTENSOS

Abstract

The arterial hypertension (HBP) is a physiopathology phenomenon resulting of
relationship between genetic and environmental factors. The renin-angiotensin
system is an important mechanism in the control of blood pressure (BP). In
addition, the polymorphism of insertion/deletion (I/D) of Alu sequences, that
occur in the intron 16 of ACE gene, has been controversial when relationship
with genetic variations, BP and SAH. The present study aim investigated
possible associations I/D in hypertensive patients during different stages of BP
control. The subjects of present study were 78 patients sob clinic and
pharmacological treatment: easy control (FaC), moderate control (MC), and
difficult control (DC): The DNA of patients were extracting of peripheral blood
and amplified by Polymerase Chain Reaction, with specific primers for 1/D. The
Allelic (I = 0,3782, D = 0,6218) and genotypic (Il = 0,0257, ID = 0,7051, DD =
0,2692) frequencies and genetic differentiation between groups were availed
and were not found differences in the genetic structuring (Fst < 0,05) or
significant distances between them (Reynolds < 0,03). The population sample is
not found in Equilibrium of Hardy-Weinberg (p<0,05), with D allele less
frequency and with two new alleles were descript (I<, 350 pb; 1>, 600 pb). The
genotypic frequencies between groups showed no that exist a significant

difference between them (Chi-square=5,657326; p=0,22625). Evolutionary
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tendencies suggest that others mechanisms should interact with the I/D in the

modulation of the action of the ACE.

Keywords: Systemic Arterial Hypertension; Pharmacological Treatment; ACE

gene; Alu sequences.

Resumo

A hipertensdo arterial sisttmica (HAS) é um fendmeno fisiopatoldgico
decorrente da associacdo entre fatores genéticos e ambientais. O sistema
renina-angiotensina esta envolvido no controle da pressao arterial (PA). Neste,
o polimorfismo de insercao/delecdo (I/D) de sequéncias Alu, que ocorre no
intron 16 do gene da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA), tem se
apresentado controverso na associacao das variantes genéticas com o controle
da PA e estabelecimento da HAS. Foi objetivo deste estudo investigar possiveis
associacgdes I/D em pacientes hipertensos em distintos estagios de controle da
PA. Participaram do estudo 78 individuos em tratamento clinico e
medicamentoso, assim arranjados: facil controle (FaC), moderado controle
(MC) e dificil controle (DC). O DNA dos pacientes foi extraido a partir do
sangue periférico e amplificado por Reacdo em Cadeia da Polimerase, com
primers especificos para I/D. As frequéncias alélicas (I = 0,3782, D = 0,6218),
genotipicas (Il = 0,0257, ID = 0,7051, DD = 0,2692) e determinacdo da
diferenciacdo genética entre grupos foram obtidas e ndo mostraram
estruturacdo genética (Fst < 0,05), ou distancias significativas entre elas

(Reynolds < 0,03). A amostra populacional ndo se encontra em Equilibrio de
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Hardy-Weinberg (p<0,05), com o alelo D menos frequente e dois alelos novos
foram descritos (I<: 350 pb; I>: 600 pb). As frequéncias genotipicas entre os
grupos mostraram que nao existe uma diferenca significativa entre elas (qui-
guadrado=5,657326; p=0,22625). Tendéncias evolutivas sugerem que outros

mecanismos devem interagir com o I/D na modulagéo da acdo da ECA.

Palavras-chave: Hipertenséo Arterial Sistémica; Tratamento medicamentoso;

Gene ECA,; Sequéncias Alu.

Introducéo

A hipertenséo arterial sistémica (HAS) é um fendmeno fisiopatoldgico
complexo, importante no agravo as doencas cardiovasculares (DCV),
decorrente da associacdo entre fatores genéticos e ambientais (Harrap et al.,
1988; Willians et al., 1994). A contribuicdo hereditaria na fisiopatogénese da
HAS representa pelo menos um terco das principais causas (Willians et al.,
1994).

E bem conhecido o envolvimento do sistema renina-angiotensina-
aldosterona no controle da pressao arterial (PA) (Crisan et al., 2000). Com isto,
genes que codificam peptideos relacionados a esta via reguladora, se
apresentam como candidatos a estudos de associacdo entre variantes
genéticas e a HAS. Entre os genes mais estudados, na tentativa de elucidar o
envolvimento génico na patogénese da HAS, estd o polimorfismo do gene da
enzima conversora de angiotensina (ECA), que apresenta efeito vasoconstritor

pela acdo do produto oriundo da quebra da angiotensina | em agiotensina Il
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(Zhou et al., 2010). Contudo, ainda sao muito controversos os resultados dos
estudos de associacao do polimorfismo da ECA com a HAS.

No inicio da década de 90, Jeunemaitre e colaboradores sugeriram nao
ocorrer ligagao entre o locus da ECA com a HAS (Jeunemaitre et al., 1992).
Resultados recentes de meta-andlise demonstram que o alelo ACE2350 esta
associado com reduzido risco de HAS entre mulgumanos do Golfo da Arabia e
do Paquistdo, mas um elevado risco entre chineses (Niu et al., 2010). Embora
0 genodtipo DD, do polimorfismo de insercéo no intron 16 do gene da ECA,
demonstre associagao positiva com eventos de infarto do miocardio (Danser et
al., 1995; Davis et al., 2000), ndo existe consenso a cerca de uma possivel
associacao dos alelos do polimorfismo I/D com a HAS. Embora seja sugestivo
de que o alelo | possa desempenhar um papel de inibicdo-inducdo da ECA
(revisado em Niu et al., 2002).

O polimorfismo I/D para o gene da ECA é atribuido a insercdo de um
DNA repetitivo da familia Alu. Estes elementos Alu constituem grande parte do
genoma humano e emergiu ha cerca de 55 m.a. como um retrotransposon
(Quentin, 1992). Existem evidéncias que demonstram que elementos Alu
podem modular a expressdo génica poés-transcricional por processamento
alternativo do RNA, edicdo de RNA e/ou regulacao da traducédo (Hasler e Strub,
2006). Varios genes gque predispdem a DCV tém mostrado processamento
alternativo de RNA, especialmente relacionados a aterosclerose (von
Kodolitsch, 1999), o que ainda néo esta elucidado em relacédo ao polimorfismo
I/D do gene da ECA.

Assim, foi escopo deste artigo verificar se existe associagcdo das
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variantes genéticas para o polimorfismo I/D da ECA (intron 16) em pacientes

hipertensos em distintos estagios de controle da PA.

Material e Métodos

Amostras de sangue total foram obtidas de 78 individuos (59,8+10,61
anos) hipertensos usuéarios de medicacdo para o controle da PA (Tabela 1),
arranjados em trés grupos segundo tratamento clinico e medicamentoso: facil
controle (FaC), moderado controle (MC) e dificil controle (DC) (Tabela 2). O
grupo FaC é composto por individuos que estabilizam a PA com o uso de até
dois medicamentos, o grupo MC é composto por usuarios de trés classes de
medicamentos para o controle da PA, enquanto o grupo DC reune individuos
usuarios de mais de 4 classes de medicamentos e que apresentam dificil
controle clinico da PA (Tabela 1). Todos os pacientes assinaram termo de
consentimento informado (autorizacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em

Seres Humanos - COEP parecer n° 116/2011, protocolo 13664/11).
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Tabela 1. Agrupamentos dos pacientes segundo o uso de medicamentos para
o controle da PA.

MEDICAMENTO FaC MC

Bloqueadores de canais de calcio
Antiagregadores de plaguetas
Betabloqueadores

Bloqueadores centrais
Antagonistas dos receptores da angiotensina
Diuréticos

Espirolactona

Estatina

Ezetimiba

Fibratos

Inibidores da ECA

Inibidores da Renina

Grupos (FaC) facil controle; (MC) médio controle; (DC) dificil controle. (S) uso do medicamento;
(N) medicamento n&o indicado.

ZOOOOVZONZNOWY
VOLOLOOLOOLNOVO
mmmzmmmmmmmmg

As amostras de DNA foram extraidas de linfécitos do sangue periférico
(250 pL) usando kit comercial (Kit de Extracdo Mini Spin, BioPur®), segundo
instrucdes do fabricante. A genotipagem de cada individuo para o polimorfismo
I/D, presente no intron 16 do gene da ECA, foi realizada por reacdo de PCR
(Polymerase Chain Reaction), seguida de eletroforese em gel de agarose.
Foram utilizados os primers descritos por Lindpaintner et al. (1995): ACE 1F: 5'-
GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATG-3° e ACE 1R: 5'-
GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC-3". As amplificacbes foram realizadas
utilizando-se: 1,5uL de tampao de reacao (10X), contendo 200 mM de Tris, pH
8,4 e 500 mM de KC); 0,25uL de enzima Taq DNA Polymerase (2U)
(Invitrogen®); 1pL de MgCl, (50 mM); 1uL de dNTP (2 pM) (Ludwig Biotec®);
0.8uL de primer foward e reverse (10 uM) (Ludwig Biotec®), além de 40 ng/pL
do DNA molde obtido dos participantes do estudo. As reacdes de polimerizagéo

foram realizadas em um termociclador (Biocycler®) programado da seguinte


http://pt.wikipedia.org/wiki/Antagonista_do_receptor_da_angiotensina
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maneira: desnaturacao inicial por 5 minutos a 94°C; 5 ciclos: 1 minuto a 94 °C,
30 segundos a 57,5 °C e 45 segundos a 72 °C; seguidos por 30 ciclos de: 1
minuto a 94 °C, 30 segundos a 56 °C, 45 segundos a 72 °C; finalizando com
uma extensdo de 7 minutos a 72 °C. As amostras foram entdo submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1,5% e coradas com GelRed (Biotium®).

As frequéncias alélicas, genotipicas e o0 padrdo de diferenciacdo
genética entre grupos, utilizando estatistica F e distancias de Reynolds
(Reynolds et al., 1983) e o teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo
programa TFPGA (Tools for Population Genetic Analyses), (Miller, 1997). As
frequéncias genotipicas foram comparadas entre 0s grupos por meio do teste
de qui-quadrado de Pearson, utilizando-se o programa Statistica 7.0 (StatSoft,

Inc. 2001).

Resultados
As amplificacOes para a determinacdo dos genotipos dos 78 individuos,
em relacdo ao polimorfismo I/D (Figura 1) presente no intron 16 do gene da

ECA, estdo resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Agrupamento dos pacientes segundo o uso de medicamentos para
controle da PA, classificagdo genotipica e género.

GRUPO FaC GRUPO MC GRUPO DC
Genotipo Sexo  Geno6tipo  Sexo  Genétipo Sexo
ID< M ID< F ID< F
ID< M ID< F ID< F
ID< M ID< F ID< F
ID< M ID< F ID< F
ID< M ID< F ID< F
ID< M ID> F ID< F
ID< M ID> F ID< F
ID< M ID> F ID< F
ID< M ID> F ID< F
ID< M l< F ID< M
ID< M l< F ID< M
ID< M l< F ID< M
ID< F l< F ID< M
ID< F l< F ID< M
ID< F l< F ID> F
ID< F l< M ID> F
ID< F l< M ID> F
ID< F - - ID> F
ID< F - - ID> M
ID< F - - ID> M
ID> M - - ID> M
ID> M - - li< F
ID> F - - li< F
ID> F - - li< M
ID> F - - li< M
lI< M - - li< M
lI< M - - li< M
lI< M - - li< M
lI< M - - > F
11> M - - DD F
DD M - - - -

n = 31 (20M; 11F) n =17 (2M; 15F) n =30 (13M; 17F)
=5 I1>=1; =8 I>=0; 11=8 > =1;
<=4 ll<=8 <=7
ID =25 ID>=5; ID=9 ID>=4; ID=21 ID>=17;
ID< =20 ID<=5 ID< =14
DD=1 - DD=0 - DD=1 -

(F) feminino, (M) masculino; (Il, 1<, 1I>) inser¢do, variante 350pb, variante 600pb em
homozigose, (DD) dele¢cdo 250pb em homozigose e (ID, ID<, ID>) heterozigoto e variantes
350/250pb e 600pb/250pb encontradas para o polimorfismo I/D no gene da ECA.
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As frequéncias do polimorfismo I/D do gene da ECA obtidas
considerando os 78 pacientes em conjunto para os genotipos Il, ID e DD séo
apresentadas na Tabela 3, sendo que todas as frequéncias genotipicas se

apresentaram fora do EHW (p<0,05).

Tabela 3. Frequéncias génicas (D; I) e genotipicas (DD; ID; IlI) para o
polimorfismo I/D do gene da ECA em todos os pacientes analisados em
conjunto. Os nimeros em negrito indicam frequéncias fora do EHW.

Alelo/Genotipo Frequéncia

Freq D 0,3782
Freq | 0,6218
Freq DD 0,0257
Freq ID 0,7051
Freq Il 0,2692

As frequéncias génicas e genotipicas também foram obtidas
considerando os pacientes agrupados segundo o0 uso medicamentoso como
indicados na tabela 1, e os resultados sédo sumarizados na tabela 4. As classes
genotipicas se apresentaram fora do EHW (p<0,05) para os grupos FaC e DC,

enquanto para o grupo MC se apresentaram em Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Tabela 4. Frequéncias génicas (D; 1) e genotipicas (DD; ID; Il) para o
polimorfismo I/D do gene da ECA em todos os pacientes analisados em grupos
definidos segundo uso de medicamentos em: (FaC) Facil Controle, (MC) Médio
Controle e (DC) Dificil Controle. Os nimeros em negrito indicam frequéncias
fora do EHW.

Alelo/Gen6tipo FaC MC DC

Freq D 0,4344 0,2647 0,3833
Freq | 0,5645 0,7353 0,6167
Freq DD 0,0323 0,0000 0,0333
Freq ID 0,8064 0,5294 0,7000
Freq Il 0,1613 0,4706 0,2667

A comparacdo das frequéncias genotipicas entre 0s grupos (qui-
guadrado de Pearson) mostrou que néo existe uma diferenca significativa entre

eles (qui-quadrado = 5,657326; p = 0,22625) (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncias génicas (D; I) e genotipicas (DD; ID<, ID>; lI<; II>) para
o polimorfismo I/D do gene da ECA em todos os pacientes analisados em
grupos definidos segundo uso de medicamentos em: (FaC) Facil Controle,
(MC) Médio Controle e (DC) Dificil Controle. Os numeros em negrito indicam
frequéncias fora do EHW (p<0,05).

Alelo/Gendtipo Frequéncia
Freq D 0,3782
Freq I< 0,4936
Freq I> 0,1282
Freq DD 0,0257

Freq ID< 0,5000
Freq ID> 0,2051
Freq lI< 0,2435
Freq II> 0,0257

Analisando-se o0s gendétipos individualizados, a comparacdo das
frequéncias genotipicas entre os grupos (qui-quadrado de Pearson) mostrou

gue nédo existe uma diferenca significativa entre eles (qui-quadrado=9,691828;
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p=0,28734) (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncias génicas (D; I) e genotipicas (DD; ID<, ID>; lI<;
[I>) para o polimorfismo I/D do gene da ECA em todos os pacientes analisados
em grupos definidos segundo uso de medicamentos em: (FaC) Facil Controle,
(MC) Médio Controle e (DC) Dificil Controle. Os nimeros em negrito indicam
frequéncias fora do EHW (p<0,05)

Alelo/Gendtipo FaC MC DC
Freq D 0,4355 0,2647 0,3833
Freq I< 0,4516 0,6176 0,4667
Freq I> 0,1129 0,1176 0,1500
Freq DD 0,0323 0,0000 0,0334

Freq ID< 0,6451 0,2941 0,4666
Freq ID> 0,1613 0,2353 0,2333
Freq ll< 0,1290 0,4706 0,2333
Freq I<I> 0,0000 0,0000 0,0000
Freq II> 0,0323 0,0000 0,0334

Tanto para os dados agrupados pelas classes genotipicas classicas (ll,
ID, DD), quanto separando os dois alelos variantes (I> e I<), a analise de
diferenciacdo genética mostrou que esta é baixa (Fst < 0,05, e distancias de

Reynolds < 0,03).

Discusséo

O gene da ECA é responsavel pela sintese da Enzima Conversora de
Angiotensina, esta localizado no locus 17923 e atua na homeostase de funcbes
do sistema vascular (Crisan et al., 2000). Alguns estudos apontam uma relacao
do alelo D com doencas coronarianas (Niu et al., 2002), disfuncao circulatoria e
vasoconstriccdo (O'Donnel et al., 1998; Bengtsson et al., 1999), enquanto
outros relatam nao terem encontrado associacdes significantes (Fujimura et al.,

1997; Poch et al., 2002).
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A literatura ainda € muito controversa em relacdo a implicagbes de
variantes polimorficas deste gene e o estabelecimento da HAS, embora a
atividade enzimatica da ECA possa ser modulada pelo polimorfismo I/D do
intron 16 do gene da ECA (Rigat et al., 1992; Weekers et al., 2005).

Estudar pacientes exclusivamente hipertensos, com diferentes niveis de
controle da PA, pode ser um caminho interessante, especialmente
considerando individuos com uso de mudultiplos medicamentos e de dificil
controle da PA. Contudo, os resultados com pacientes hipertensos, obtidos com
a genotipagem para o polimorfismo I/D da ECA, ndo apontam estruturacao
genética (Fst) na amostra total e também considerando grupos de pacientes
com diferentes niveis de controle da HAS (FaC, MC, DC). Isto implica em que,
na amostra, ndo € corroborada a hipotese de associacdo de classes
genotipicas para o polimorfismo 1/D com diferentes niveis de HAS.

Os dados obtidos para as frequéncias génicas e genotipicas, da
populacdo de hipertensos aqui estudada, demonstram ainda que, 0s genotipos
encontram-se fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg, fatores como: mutacéo,
recombinacdo génica, selecdo natural, deriva genética, fluxo génico ou
endogamia podem estar ocasionando este desequilibrio. Resultado semelhante
ocorre quando os dados sdo analisados para 0s grupos em separado, exceto
para o grupo de controle moderado (MC). Este pode ser um efeito atribuido a
deriva genética devido ao tamanho da amostra, ou mesmo que a propria
frequéncia extremamente mais baixa do alelo D, nesta amostra, reflita um
efeito de selecdo em favor do alelo I. A primeira hipétese pode ser requerida

para explicar a manutencdo de alelos com maior carga genética na populagéo
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humana, o que podera tomar caminho inverso a medida em que a HAS afete o
valor adaptativo da populacdo, atingindo faixas etarias menores. Por outro lado,
com perspectiva ndo menos alarmante, efeitos de selegcdo poderdao ser
sentidos por portadores do alelo D se predominar este quadro em outras
populacBes. No entanto, esta € ainda uma questdo em aberto, mas que implica
em investigar tendéncias evolutivas da HAS sobre a populagdo humana.

Ainda sob a Optica da biologia evolutiva, merece destaque considerar
gue as sequéncias Alu se inseriram no genoma humano ha cerca de 55 m.a.
(Quentin, 1992) e ndo ocorre em outros primatas (Watkins et al., 2001). O
polimorfismo I/D é caracterizado pela insercéo ou delecédo de um fragmento Alu
de 287 pb no intron 16 do gene da ECA (Rigat et al., 1992; Weekers et al.,
2005). Embora I/D represente um polimorfismo intrénico, alguns estudos ja
demonstraram uma correlacdo da variabilidade de atividade da enzima ECA
com diferentes haplétipos (Villard et al., 1996; Keavney et al., 1998; Zhu et al.,
2001), sugestivo de que eventos pos-transcricionais possam estar implicados
na regulacéo deste gene (Hasler e Strub 2006).

O perfil eletroforético evidenciado em nosso estudo (Figura 1)
demonstrou dois alelos variantes (I< com 350 pb e I> com 600 pb) para
insercdo de sequéncias Alu, diferente do que é relatado na literatura com o
fragmento de insercdo apresentando 287 pb (Rigat et al., 1992; Weekers et al.,
2005). Acreditamos que isto seja devido a eventos de duplicacdo e o
sequenciamento destes fragmentos deve elucidar esta questdo. Por outro lado,
mesmo estes novos alelos ndo mostraram associagdo com a HAS na

populagdo investigada. De posse destes dados ndo € possivel suportar a



91
Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva

hipotese original de influéncia de eventos pds-transcricionais no gene da ECA
em associacdo a HAS. Outros mecanismos devem estar envolvidos no
equilibrio da PA no sistema renina-angiotensina. Recentemente Zhou e
colaboradores propuseram que a biodisponibilidade do angiotensinogénio para
a ECA é fator preponderante na clivagem molecular e depende do estado de
oxidacdo do angiotensinogénio (Zhou et al., 2010), o que em nossa opiniao
deve refletir um quadro mais complexo na integracéo destes novos dados com

o polimorfismo 1/D.

Referéncias
As referéncias citadas neste capitulo estdo apresentadas ao final da

dissertacéo no item Referéncias Bibliograficas.
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|ID> ID< DD ll< II>

600 pb

350 pb
250 pb

Figura 1. Gel de agarose 1,5% evidenciando os perfis encontrados para a
amplificagdo da regido polimorfica 1/D da ECA nos pacientes hipertensos
estudados. (M) Marcador de peso molecular; (ID>) insercao/delecao variante
600pb/250pb; (ID<) insercao/delecdo variante 350pb/250pb; (DD) delecéo
250pb em homozigose; (lI<) insercdo em homozigose variante 350pb; (1I>)
insercdo em homozigose variante 600pb.
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5. Conclusdes

Considerando que o exercicio fisico regular € uma forma de prevencao
e de tratamento ndo-farmacolégico para individuos portadores de SM, foi
possivel demonstrar, neste estudo, que exercicios aerébicos mesmo a curto
prazo, contribuiram para a reversdo do quadro de HAS e/ou DM2, devido a
ocorréncia de algumas acdes importantes como atividade hipotensora poés-
exercicio, niveis plasmaticos de HDL aumentados e glicemia em jejum
diminuidos.

A caracterizacdo genotipica dos pacientes hipertensos submetidos a
este estudo, em relacéo ao polimorfismo I/D para o gene da ECA, indicou ndo
haver agrupamentos preferenciais ou associacdo de diferentes estados de
controle medicamentoso da HAS com as classes genotipicas. Contudo, indicou
gue esta amostra populacional se apresenta fora do Equilibrio de Hardy-
Weinberg, com menor representatividade do alelo D.

Foi demonstrado, pela primeira vez que variantes para o alelo | podem
ocorrer e, mesmo estas ndo apresentaram associacdo com a HAS, na

populacdo amostrada.
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7. Anexos

Anexo 1: Parecer COEP

UEFG S5PROPESP
3 COEP

COMISSAD DE ETICA W FESQUISA

PARECER N° 116/2011
Protocolo: 13664/11

No dia 27 de Outubrc de 2011, a Comissio de Etica em
Pesguisa, APROVOU © protocolo de pesgquisa intitulado
“Estudos de Polimorfismos genéticos associados a
hipertensaoc arterial sistémica e aterosclercse” de
responsabilidade da pesguisadora Viviane Nogaroto Vicari,

Conforme Resolucdac CNS 196/96, solicitamos gque sejam
apresentados a esta Comissdo, relatérios sobre andamento

da pesquisa, conforme modele (http://www.uepg.br/coep/).

Data para entrega do relatério Parcial: 01 de Novembro de
2012.
Data para entrega dc relatério Final: 01 de Novembro de
2013.

Ponta Grossa, 31 de Outubro de 2011.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Lv/\/—//\-’ 2
/ Prof. D, Ulisses Coclho
B Coordenador

Av. Carlas Cavacant, 4748 . CEP: 84030.600 — Poota Grosss - PR — BRASA
Biocy M Sala 12 - Campus Universtano om Uvaranas
Fone (42) 5220.3100 - Fan. (42) 3220-0102
ol secoepliuacg b Home sage www uepg b
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

g
UE/( PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA - COEP
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (T.C.L.E.)
PESQUISA COM SERES HUMANOS

Eu, , original da cidade de , Estado
____, hascido (a) em (dia/més/ano), portador (a) do documento de identidade RG
, C.PF , residente a Rua ,n°__

complemento , Bairro , localizado no municipio de
, Estado ___, concordo com a minha participagdo no projeto de pesquisa

intitulado “Estudos de Polimorfismos Genéticos associados a hipertensao arterial sistémica e
arterosclerose” a realizar-se na Universidade Estadual de Ponta Grossa, no Laboratério de
Citogenética e Evolugdo, sob supervisdo, da Dra. Viviane Nogaroto Vicari e do Dr. Mario
Augusto Cray da Costa. Esta pesquisa estd sob a responsabilidade do Prof. Dr. Roberto
Ferreira, a encontrar-se pelos telefones (42) 3220-3739 / celular (42) 9918-0913, na
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n® 4748, CEP 84030-900,
Bloco M, sala 40, Campus Uvaranas, Ponta Grossa, e-mail: rfartoni@pg.cnpg.br. O médico Dr.
Mario Augusto Cray da Costa , responsavel pelo tratamento clinico do paciente, encontra-se no
telefone (42) 3028-9494 (Clinica Cardiorespiratéria Cray da Costa).

Estou ciente de que o objetivo deste trabalho consiste em coletar 5 ml de sangue, a partir do
gual sera extraido o DNA total e este sera utilizado como molde em reacfes de amplificacéo do
gene da Enzima Conversora de Angiotensina, relacionada a pressédo arterial. A partir das
sequéncias fornecidas pelo sequenciamento nucleotidico dos fragmentos amplificados, sera
realizada uma busca por muta¢@es e polimorfismos que possam estar presentes nestes genes
citados acima. Caso haja a identificacdo de alguma mutagdo/polimorfismo, o médico
responsavel e o paciente serdo informados podendo, desta maneira, serem tomadas as
devidas providéncias acerca de um tratamento mais adequado, o qual sé trara beneficios ao
paciente.

Os resultados destes trabalhos poderdo ser apresentados a comunidade cientifica em
geral, respeitando toda a informacdo adquirida que sera tratada como confidencial pelos
pesquisadores. Apenas pacientes voluntarios serdo incluidos como participantes deste estudo,
no qual qualquer tipo de identificacdo pessoal serd mantida sob sigilo e ndo constard em
nenhum relatério ou publicacdo cientificos ou estard disponivel a terceiros (seguradoras ou
empregadores, por exemplo). Os procedimentos e tratamentos especificos, quando
identificadas as mutacdes, ndo trardo 6nus nenhum aos pacientes participantes deste estudo.
Estou ciente ainda de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualquer momento, sem que haja penaliza¢cdo alguma ou prejuizo ao meu
tratamento. Da mesma forma, ndo havera qualquer dano e, que em caso de reclamacao, ou
recurso poderei entrar em contato com a secretaria da Comissio de Etica em Pesquisa, pelo
telefone (42) 3220-3108, Av. Gen. Carlos Cavalcanti, n°® 4748, CEP 84030-900, Bloco M, Sala
12, Campus Uvaranas, Ponta Grossa, e-mail: seccoep@uepg.br.

Li, portanto, este termo, fui orientado (a) quanto ao teor da pesquisa acima mencionada e
concordo voluntariamente em participar desta pesquisa, sabendo que n&o receberei nenhum
valor econémico por minha participacéo.

Voluntario (a) Prof. Dr. Roberto Ferreira Artoni
Supervisor responsavel da Pesquisa

Dra. Viviane Nogaroto Vicari Dr. Mario Augusto Cray da Costa
Pesquisadora - Prodoc/Capes Cardiologista

Ponta Grossa, de de20__ .
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Anexo 3: Protocolo de Extracado de DNA de sangue

PROTOCOLO: EXTRACAO DE DNA - KIT BIOPUR

Aliquotar a quantidade de Tampdo de Eluicdo necesséaria para o numero de

amostras e colocar em banho a 56°C.

1.

2.

Transferir 200uL de sangue total para um tubo de reagéao de 1,5mL.
Adicionar 200uL de Tampéao A de Lise e 20uL de Proteinase K. Vortexar
por 5 segundos.

Incubar por 15 minutos a 56°C, enquanto estiver em agitacéo continua.
Adicionar 400uL de Tampéo B6 de Ligacéo e vortexar.

Transferir a mistura do passo 4 para a coluna que estara em um tubo de
2mL e incubar por 1 minuto a temperatura ambiente.

Centrifugar 2 minutos a 13000rpm. Descartar o filtrado e o tubo.

Utilize um novo tubo de 2mL. Adicionar 500uL de Tampéao | de Lavagem
na coluna e centrifugar por 1 minuto a 13000rpm, descartar o filtrado.
Adicionar 800uL de Tampéao Il de Lavagem, centrifugar por 1 minuto a
13000rpm, descartar o filtrado.

Uma nova centrifugacdo por 4 minutos a rotacdo maxima devera ser

realizada para eliminar toda a solu¢édo que ficou na coluna.

10.Colocar a coluna em um novo tubo de 1,5mL. Adicionar 100-200uL de

Tampao de Eluicdo aquecido a 56°C. Incubar por 1 minuto a

temperatura ambiente.

11.Centrifugar a 8000rpm por 1 minuto e descartar a coluna. Armazenar a

amostra a -20°C.



112

Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Evolutiva

Anexo 4: Gel de Agarose 1.5% na verificagdo da integridade das amostras de

DNA

Anexo 5: Tabelas de Quantificacdo das Amostras de DNA

Individuos Grupo E Quantificacdo (ng/ulL)

Hoo~vwouas~wnr

127.5
682.5
122
102.5
76
75.5
72
80.5
99
64

Individuos Grupo M

Quantificacdo (ng/ul)

O©Ooo~NOOUILA~WNPE

24
109.5
325.5

93

14.1
46
28.5
127.5
32
25
114
99.5
22.5
160
25
166
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

43.5
14.2
103
45
28.5
29
26
428.5
176
267.5
49.5
72.5
28.5
16
25
47
682.5
134
30
55.5
26
46.5
70
17.5
34
25.5
1195
129
10.5
20.5
26
21
195
20.5
22
122
102.5
76
75.5
72
375.5
27
21
43.5
19.5
36.5
12.1
14.3
17.5
26.5
33
95.5
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69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

24
325
17.5

22

16
96.5

24
80.5

99

64
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The presence of an ACE gene polymorphlsm in humans
(Cambien et al, 1994) is characterized by the presence
, (insertion, I) or absence (deletion, D) of a fragment of
287 bp, which has been identified in the intron 16 of this
gene (Soubrier et al,, 1988). The presence of the D allele
is associated with higher ACE l[zvels and vice versa (Tiret
etal, 1992).

The nitric oxide (NO) synthesis, as a product of the
metabolism of L-arginine, could be expected to cause
vasodilation (Ast etal., 2010).

Therefore, this study was conducted to determine
whether the reduction’of arterial pressure (BP) at rest,
during and in the recovery period of an aerobic exercise
induced by the supplementation of different doses of
" oral L-Argininine is related with ACE polymorphism in
hypertensive subjects.

WBRr 2

ET ;

The eight hypertensive patients (lable l) rccclvcd
L-arginine (2 or 4 g/day) or placebo for 4 days prior
to the test. The aerobic exercise was performed- using
a treadmill ergometer. The BP and heart (HR) rate
were measured every 2 minutes durmg the exercise
protocol.

Table 1. Clinical chérac_tcristics of patients (n=8)
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The L-arginine promoted a sngmﬁmnt systollc BP
reduction regardless of the genotype before, during
and in the recovery period of the exercise protocol
(P<0.05; Figure 1). The vasodilatation effect promoted
by oral L-arginine supplementation is confirming what
had been shown by a previous study (Ast et al., 2010).
In present study, was showed that the magnitude of
BP reduction suggests an association with the ACE
genotype, where the major reduction effect was related
to the II genotype versus the DD genotype (19%) with
a smaller reduction in the relation ID vs DD genotype
(12%). Although in the present study the L-arginine
supplementation was efficient in attenuating the BP in
different phases of exercise prescription, suggesting that

L-arginine promotes a better tolerance during exercise
execution. The present study suggests that vasodilator
actions that occur by secretion of nitric oxide, inducing
reduction in BP during and after the exercise may
depend on the genotype of the ACE gene.

l
j
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Figure 1. L-arginine supplementation effect in the
systolic blood pressure (Left graphic, ANOVA; *p<0.05)
is associated with ACE Polymorphism in patients
sampled (Right graphic). DD: homozygote deletion;
DI: heterozygote patient; IT: homozygote insertion.

The present study suggwcsts that the L-arginine
vasodilator action that occurs by secretion of nitric
oxide may depcnd on the genotype of the ACE gene.
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8. Apéndices

Apéndice 1: Tabela de RCQ

] Categoria de Risco |
Sexo Idade Baixo Moderado Alto Muito Alto
20 - 29 <0,83 0,83-0,88 0,89-0,94 > 0,94
30-39 <0,84 0,84-0,91 0,92-0,96 > 0,96
HOMEM 40 - 49 <0,88 0,88-0,95 0,96-1,00 > 1,00
50 - 59 < 0,90 0,90-0,96 0,97-1,02 > 1,02
60 — 69 <0,91 0,91-0,98 0,99-1,03 > 1,03
70-79 < 0,92 0,92-0,99 1,00-1,04 > 1,04
20— 29 <0,71 0,71-0,77 0,78-0,82 > 0,82
30-39 <0,72 0,72-0,78 0,79-0,84 > 0,84
MULHER 40-49 <0,73 0,73-0,79 0,80-0,87 > 0,87
50 - 59 <0,74 0,74-081 0,82-0,88 > 0,88
60 — 69 <0,76 0,76-0,83 0,84-0,90 > 0,90
70-79 <0,77 0,77-0,84 0,85-0,91 > 0,91

Fonte: Modificado de ACSM (2006).

Apéndice 2: Tabela Escala de Borg

Escala de categoria de Borg (Original)

Extremamente leve

Muito leve

U pouco intenso

Intenso

Muito intenso

Extremamente intenso

Os numeros de 6-20 sdo baseados na Frequéncia Cardiaca de 60-200
batimentos por minuto. O nimero 11 equivale a 50% da FCmax.
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