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RESUMO GERAL

A hipertensao arterial sistémica (HAS) é a principal causa de morbidade e
morialidade cardiovascular com prevaléncia de cerca de 25-30% na populacéo
caucasiana adulta. Os determinantes primarios da hipertensdo, os quais
representam 95% da populagdo hipertensa, ndo tém sido completamente
elucidados nas numerosas investigagbes acerca dos vérios mecanismos
envolvidos na regulagédo da press@o sanglinea. O conhecimento dos sistemas
fisioldgicos atuantes na regulagdo da pressdo oferece oportunidades para
examinar o possivel papel de variagcbes em genes candidatos especificos na
patogénese da hipertenséo humana.

Muitos estudos relatam que sujeitos hipertensos consistentemente possuem
altos niveis de colesterol total, indice de massa corporal (IMC), proporgéo
cardiaca, glicemia e friglicérides. Em estudos prévios, foi observado que a
hipertenséo usualmente ocorre em conjunto com outros fatores de risco
metabolicamente ligados.

Elevaces crénicas ou moderadas nos niveis de Angll pode aumentar o
tdnus vascular promovendo o desenvolvimento da HAS. Uma grande
concentrag&o de angiotensinogénio (AGT)na circulag&o n&o constitui excesso de
substrato para a renina clivar que atua aproximadamente com metade da sua
velocidade maxima, indicando consideravel potencial de reserva nesta reacéo.

Consequentemente, um aumento na concentragio de AGT plasmatico ou tecidual
associado a variacdes estruturais especificas do AGT pode resultar em aumento
basal de Angll.

O polimorfismo M235T do AGT humano pode permitir a identificacdo de
individuos que s&o mais propensos a desenvolver doenga arterial coronariana
(DAC) ou infarto agudo do miocardio (IAM). A determinag&o dos gendtipos pode
ser usado no conhecimento dos risco de desenvolver estas patologias e selecionar
individuos que possam ser beneficiados por uma intervengéo preventiva.

O balangco e as interacbes entre substancias vasoconstritoras e

vasodilatadoras é fator critico na regulacao da presséo, fluxo sangliineo coronario
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e injurias cardiovasculares e renais. O receptor At2 inicia um importante papel no
estimulo da Angll a produgdo de substancias vasodilatadoras, incluindo
bradicinina e NO. O sistema RAAS atua tanto na fungdo paracrina quanto
autocrina e Angll e NO interagem em nivel do endotélio de forma enddcrina. As
acGes do NO incluem a vasodilatacéo, inibicdo da agregacio plaquetaria e adesdo
celular e retardo da inflamacdo da parede vascular, diminuindo ndo somente o
tonus vascular mas também o crescimento celular além de prevenir o dano no
drgdo-alvo além de manter a integridade vascular.

Acredita-se que polimorfismos na ecNOS podem estar associados com
aumento na suscetibilidade a aterogénese. A disfungcdo nos mecanismos
moleculares importantes envolvidos da regulagdo da pressédo arterial (PA) bem
como na manutencédo da integridade vascular como a inibicdo da agregacéo
plaguetéria e efeitos antiproliferativos, pode promover aterogénese por exposigéo
da parede arterial a efeitos vasoconstritores diretos de fatores como Angll,
aumentando o risco de trombose, caminhando para o IAM.

A disfunc&o endotelial € o inicio precoce da aterosclerose e esta associada
com o avango da idade, sexo, tabagismo, hipertensdo, dieta gordurosa,
sedentarismo, histdrico familiar prematuro de DAC, diabetes mellitus, e os outros
fatores descritos anteriormente como por exemplo a hipercolesterolemia. A
magnitude da disfuncéo endotelial correlaciona-se com o nimero de fatores de
risco.

No primeiro capitulo procuramos enfatizar o papel do polimorfismo M235T
na génese da hipertensdo em trés grupos considerados como hipertensos,
hipertensos com infarto e controles totalizando 192 pacientes, sendo verificado
que o mesmo é fator de risco independente para a génese desta patologia mas
ndo o é para o IAM mas que possui um papel crucial na manifestac&o do mesmo.
As frequéncias dos genétipos desfavoraveis em ambos os grupos de pacientes
hipertensos foram significativamente maiores do que no grupo controle. Pelas
analises de regressao logistica foi verificado que o efeito do gene é mascarado na
presenca de fatores de risco classicos. Os fatores de risco como tabagismo, niveis

baixos de HDL, sedentarismo bem como niveis altos de colesterol total e LDL
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foram considerados fatores agravantes para a manifestacdo do fendtipo
hipertensivo com subsequente manifestagdo clinica do IAM. Neste capitulo
concluimos que o polimorfismo tem papel fundamental na génese da hipertenséo
e gue o combate aos fatores de risco classicos se faz necessério na medida em
que estes interagem entre si € com o polimorfismo no sentido de desenvolver a
hipertenséo e outras doengas cardiovasculares como o IAM.

No segundo capitulo, foi investigada a associagdo dos polimorfismos
génicos da ecNOS, Glu-298-Asp e T™3>C na mesma amostragem de 192
pacientes divididos em trés grupos: hipertensos sem infarto (HAS), hipertensos
com infarto (HAS/IAM) e controles. O polimorfismo Glu-298-Asp foi aqui
considerado como fator de risco independente para a hipertens&o mas, assim
como no caso do polimorfismo M235T, n&o € fator de risco isolado para a
manifestacdo clinica do IAM. O risco associado ao polimorfismo Glu-298-Asp em
desenvolver a hipertenséo foi 5 vezes para o gendtipo TT com relagdo ao gendtipo
GG. O polimorfismo estaria relacionado com a auséncia de uma enzima funcional
ou ainda com a presenca de uma enzima hipofuncional. O efeito do polimorfismo
Glu-298-Asp ndo € mascarado na presencga de fatores de risco classicos. Em
nenhuma analise realizada, o polimorfismo T7%®>C esteve associado com a
hipertensdo e nem com o risco de desenvolver a mesma porém, a maior
descoberta desta pesquisa foi a presenga de um possivel novo alelo aqui
denominado como “alelo A’ o qual talvez possa exercer um pape! protetor a
individuos hipertensos ou que ainda nem o polimorfismo € nem o alelo A tenha
efeito algum sobre a génese da hipertenséo.

Como os polimorfismo M235T e Glu-298-Asp foram considerados como
fatores de risco independentes para a génese da hipertensao, no terceiro capitulo
foram feitas as mesmas analises agrupando os dois grupos de hipertensos
(HAS+HAS/IAM) na tentativa de verificar o efeito dos dois polimorfismos em
conjunto na génese da hipertensdo. Pelos resultados obtidos, os polimorfismos
estdo associados a génese desta patologia e que mesmo que o efeito do
polimorfismo M235T esteja sendo mascarado por diversos fatores de risco e

outros fatores genéticos que possam estar agindo no IAM, ele é considerado ainda
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como fator de risco independente para a hipertens&o. O efeito aditivo do gene do
AGT humano foi de 1.81 significando que pessoas heterozigotas para o
polimorfismo M235T possuem um aumento do risco de desenvolver a hipertenséo
de 1.81 vezes e que pessoas homozigotas mutantes possuem um aumento no
risco de 362 vezes. O mesmo ocorre para o polimorfismo Glu-298-Asp que
possui efeito aditivo de 2.12 vezes indicando que pessoas heterozigotas para este
polimorfismo possuem um aumento de 2.12 no risco de serem hipertensas e que
pessoas homozigotas possuem um aumento de 4.24 vezes no risco de serem
hipertensas. Ao associar a presenca dos dois polimorfismos em conjunto na
génese da hipertenséo, foi verificado que os mesmos sdo importantes na génese
da mesma que uma pessoa heterozigota para o polimorfismo M235T tem 58% de
chances de ser hipertensa enquanto uma homozigota para o mesmo polimorfismo
tem 78% de chance. Ja para o polimorfismo Glu-298-Asp, uma pessoa
heterozigota possui 61% de chance de ser hipertensa contra 80% de um individuo
homozigoto para o mesmo polimorfismo. Desta forma, de acordo com as andlises
de regressdo logistica, o fenotipo hipertensivo é 95% explicado pela presenca
simultanea dos dois alelos mutantes em homozigose. Os alelos desfavoraveis
podem ser considerados como fatores de risco para a idade onde o risco de
velhos desenvolverem doencas cardiovasculares depende mais do polimorfismo
do que dos fatores de risco, ao contrario, individuos jovens dependem mais dos
fatores de risco do que do proprio polimorfismo isoladamente.

As dislipidemias aqui observadas nos trés capitulos sdo abordadas no final
do terceiro capitulo como tendo duas possiveis causas: genética e ambiental. A
causa ambiental pode ser levada em consideragéo devido ao fato de termos um
grande numero de individuos fumantes, sedentérios e com peso acima do normal
e que estes fatores foram predominantemente maiores nos dois grupo de
pacientes hipertensos. A possivel causa genética envolvendo os dois
polimorfismos estudados no terceiro capitulo e que estiveram relacionados com a
génese da hipertenséo, foi baseada no fato de que células endoteliais que
também produzem Angll e NO, expressam receptores de LDL e enzimas

necessarias para 0 metabolismo lipidico. Na presenga de substancias
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vosoconstritoras e que possam estimular a expresséo génica de diversos fatores
de crescimento bem como de receptores de membrana, ocorreria um influxo maior
de LDL nas células endoteliais. Na auséncia de um balanco entre as substancias
vasoconstritoras e vasodilatadoras, este excesso de colesterol se oxidaria
aumentando ainda mais a destruicdo do NO, favorecendo o processo inflamatério
e formagado das células espumosas, incentivando a proliferagdo e migracéo celular
com subsequente formag&o do processo aterosclerdtico caminhando para o 1AM.
E conclusivo que a disfungéo endotelial observada pelo prejuizo da funcao
vasodilatadora é multifatorial e gue Angll e NO aparecem como o inicio de um

papel essencial mas n&o exclusivo.
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GENERAL ABSTRACT

Hypertension is the major cause of morbidity and mortality in the adult
Caucasian population, with a prevalence rate of 25-30%. The primary causes of
hypertension have yet to be completely understood; about 95% of the cases are of
unknown etiology. Current physiological systems that act on pressure regulation
offer the opportunity to examine possible candidate genes with specific influence

on hypertensive individuals.
There are many studies that show individuals with higher levels of

cholesterol, total body mass, heart proportion, hyperglycemia, and triglycerides that
suffer from HAS. Nevertheless, there are other studies showing that HAS occurs in
conjunction with other metabolically linked risk factors.

Chronic ANG Il elevations can increase vasculature tonus promoting HAS.
increasing AGT concentration in circulation does not constitute and excess of
substrate for the renin to cleave, which in turn reacts with half of its maximum
velocity showing considerable reserve potential in this reaction. Consequently, an
increase in AGT concentration in plasma or tissue associated with structural
variations specific to AGT can result in a basal increase in ANG Ii.

AGT human M235T polymorphism permits the identification of individuals
which are more susceptible to develop CAD (coronary artery disease) or AMI
(acute myocardial infarction). Genotypes can be used to recognize high risk
individuals to develop these pathologies, hence these individuals can benefit from
a preventive intervention.

The interactions and balances between vasoconstriction and vasodilatation
substances are critical for regulating pressure, coronary blood flow, and renal and
cardiovascular injuries. At2 receptor begins an important role in stimulating ANG I
in the production of vasodilatation substances, including, bradikinine and nitric
oxide. RAAS system affects both paracrine and autocrine, while ANG Il and NO
affect at the endothelial level. NO actions include: vasodilatation, inhibition of
platelet aggregation, and delaying inflammation response at the vascular wall,

diminishing not only the vascular tone, but also the cellular growth and platelet




= - e A st i y .
et " i X T e e T T RN N P SRR R ST AT

proliferation as well as preventing organ damage and maintaining vascular
integrity.

It is believed that polymorphisms of the ecNOS gene can be associated with
the increase susceptibility to atherogenesis. Dysfunction of molecular mechanisms
involved in blood pressure (BP) regulation as well as in vascular integrity can
promote atherogenesis, by exposing the arterial wall to vasoconstriction effects

directly from ANG lI, increasing the thrombosis risk and consequently an AMI may

occur.
Endothelial dysfunction is the beginning of atherosclerosis, which is

associated with age, sex, smoking, hypertension, diet habits, sedentary life style,
CAD family history, diabetes mellitus, as well as other factors previously
mentioned. There is a correlation between level of endothelial dysfunction and
number of risk factors.

In the first chapter M235T polymorphism function was explored in relation to
HAS development. Three groups of patients were separated: hypertensive,
hypertensive patients with myocardial infarction (M) and controls, in a total of 192
patients. It was verified that the M235T polymorphism is an independent risk factor
for hypertension, but is not for AMI however, it has a crucial role in the
manifestation of AMI. The frequencies of undesirable genotypes in both groups of
hypertensive patients were significantly larger than in the control group. Using a
logistic regression analysis, it was verified that the gene effect may have been
masked by the presence of other risk factors. These risk factors, for example,
smoking, low HDL, sedentary life style, as well as high total cholesterol and high
LDL levels were considered aggravating factors for the hypertension phenotype
manifestation, and clinical AMI. The T235 allele can be considered a risk factor for
those with age related cardiovascular risk. Whereas in young individuals the
conventional risk factors outweigh the risk of the polymorphism alone. It was
concluded in this chapter that the AGT polymorphism has a important role in
hypertension genesis, and prevention of classic risk factors is a necessity since the

risk factors interact amongst themselves and with the polymorphism to develop

HAS and other cardiovascular diseases.
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The second chapter investigated the association between the endothelium
nitric oxide synthase genetic polymorphisms, Glu-298-Asp and T-786-C in 192
patients divided in 3 groups. The groups of patients consisted of. hypertensive
without MI, hypertensive with Mi, and a normotensive control. Glu-298-Asp was
considered an independent risk factor for hypertension. However, just as in M235T
polymorphism, Glu-298-Asp is not a risk factor by itself for AMI occurrence.
Hypertension risk associated with Glu-298-Asp polymorphism is 5 times greater in
for the TT genotype in relation to the GG genotype. The polymorphism is related to
the absence of a functional enzyme or the presence of a hypofunctional enzyme.
The Glu-298-Asp polymorphism was not masked by the presence of classical risk
factors. Statistical analysis showed that the T-786-C polymorphism was not
associated with hypertension, nor with the risk of developing hypertension. A new
gene variant, denominated A allele was described and it may not have any effect
on hypertension.

In the third chapter the same groups were analyzed. HAS and HAS/IAM
were pooled, once they presented similar frequencies for both genes as well as for
classical risk factors. The simultaneous effect of both M235T and Glu-298-Asp
gene polymorphisms were investigated for the risk of hypertension development,
although they were considered independent risk factors. The results show that,
both polymorphisms are associated in the development of hypertension, even
though the polymorphism M235T is being masked by many risk factors, and other
genetics factors that could be affecting AMI. M235T is considered independent risk
factor for hypertension development. The AGT polymorphism had an additive
affect with an increasing risk value of 1.81 for each allele incorporated, which
means that heterozygous individuals present a risk 1.81 greater to develop
hypertension, and the mutant homozygous has a risk 3.62 greater. The Glu-298-
Asp polymorphism has an additive affect of 2.12, indicating that heterozygous
people have an increasing risk of 2.12 to become hypertensive, and that mutants
homozygous individuals have an increasing risk of 4.24 to become hypertensive.
When presence of the two polymorphisms was associated to hypertension, it was

verified that both genes are important in the genesis of this pathology. A
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heterozygous person for the M235T polymorphism has a 58% chance of being
hypertensive while a mutant homozygous person for the same polymorphism has a
78% chance. On the other hand, for the Glu-298-Asp polymorphism, a
heterozygous person has a 61% chance to become hypertensive, compared to a
80% chance of a mutant homozygous person. Combined results of both
polymorphisms explained 95% of the hypertensive phenotype, considering the

presence of both mutant alleles in homozygous condition.
Dyslipidemy observed in the 3 chapters is discussed at the end of the third

chapter having 2 possible causes: genetic or environmental. The environmental
cause is due to the great number of individuals with: smoking habit, sedentary life
styles, and obese. These factors were encountered in greater numbers in both
hypertensive groups. The possible genetic cause involving both polymorphisms
discussed in chapter three was elaborated in the basis that endothelial cells
produce ANG Il and NO, expresses LDL receptors and enzymes necessary for
lipid metabolism. In the presence of vasoconstriction substances that might
stimulate the expression of genes of many growth factors as well as membrane
receptors, would increase the influx of LDL in the endothelial cells. In the absence
of a balance between vasoconstriction and vasodilatation substances, the excess
of cholesterol gets oxidized, increasing even more NO destruction, aiding in the
inflammatory process and in the formation of foam cells. Migratory cells are
proliferating and its subsequent migration stimulates the atherosclerotic process,
increasing the AMI risk.

In conclusion, endothelial dysfunction due to a reduced vasodilatation

function is multifactorial, and ANG 1l and NO appear to have an important role but

not exclusive.
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INTRODUCAO GERAL

HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

Extensivos estudos relacionados a hipertensdo, sdo baseados na alta
incidéncia (cerca de = 25% da populagéo tendo PA > 140/90mmHg), no marcante
decréscimo na expectativa de vida devido as severas complicactes quando nao é
aplicado o tratamento € No fato de ser uma das doengas mais dispendiosas no

que diz respeito ao custo medico social (GENEST 2001). A hipertens&o é uma

elevacdo patofisioldgica nos niveis da pressdo sangtinea onde um individuo é
diagnosticado como tendo alta pressdo sanglinea quando medidas repetidas
mostram a PA sistdlica > 140mmHg e PA diastdlica > 90mmHg. A PA ¢
considerada 6tima quando possui valores < 120mmHg para PA sistdlica e <
80mmHg para PA diastélica (SANKARANARAYANAN et al.,1999; DOMINIEZAK

et al., 2000).
A HAS & um trago comum estimando-se que sua prevaléncia na populagdo

varia consideravelmente dependendo dos pontos e métodos analisados e sdo

influenciados pela caracteristica da populagdo como idade, género, raga e status

socio econdmico. Nas cidades industrializadas a prevaléncia na populagdo em

geral é da ordem de 10 a 25% (DOMINIEZAK et al.,2000; LIFTON 1995).

Elevacgdes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em paises em

desenvolvimento, dentre 08 quais o Brasil € um dos representantes. De acordo

com as projegdes da Organizagéo Mundial de Saude (OMS), essa tendéncia de

elevagdo na doenca cardiovascular tende a persistir agravando ainda mais o

quadro de morbidade e mortalidade elevadas nos paises em desenvolvimento. Na

populacgdo brasileira adulta de acordo com dados do Ministério da Salde e IBGE

a prevaléncia é de 15% Entretanto, estudos transversais nas cidades do Rio de

Janeiro e S&o Paulo mostraram taxas de 30% (lll Consenso Brasileiro de

Dislipidemias e Prevengao da Aterosclerose, 2001).

A HAS contribui para cerca de 200.000 obitos anualmente tendo uma
grande importancia clinica pelo fato de ser o maior fator de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais, especificamente acidente

vascular cerebral (AVC), aterosclerose € doenga arterial coronariana (DAC),
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insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal, infarto agudo do miocardio e estagio
final da doenca renal. O mecanismo devido ao qual a hipertensdo predispde a
doencas cardiovasculares, mortalidade e morbidade esta provavelmente nas
observacdes de que a alta pressao arterial acelera o processo aterosclerotico
bem como os efeitos ocasionados por ela levando a progressiva dilatacdo e
ruptura de pequenos € grandes vasos sanglineos (SANKARANARAYANAN et
al.,1999; LIFTON 1995 ISHIGAMI et al., 1995). A HAS tambem ocorre em 5-7%
de todas as gestagdes, sendo causa de morbidade e mortalidade maternal, fetal e
neonatal (INOUE et al, 1995).

A despeito de extensivas investigagbes fisiologicas, os determinantes
te traco, bem como 0S fatores os quais direcionam ao quadro clinico

primarios des

especifico, permanecem ainda desconhecidos na maioria dos individuos afetados.

Esta ignorancia resufta na reducdo da eficacia do tratamento dado a doenca

frustrando esforcos para prevenir futuras morbidades (LIFTON 1995). Segundo

Thomas et al. (2001), o tratamento antihipertensivo reverte somente em parte o

risco de complicagdes cardiovasculares especialmente complicacées coronarias

em individuos hipertensos. Estes resultados podem ser explicados pelo fato de

que as complicacdes relacionadas & hipertenséo, especiaimente DAC, s&o

determinadas por um grande nu
metros metabdlicos que sdo freqlentemente alterados em

mero de fatores de risco associados (FRAS),

inclusive para

individuos hipertensos tratad
A HAS de causa desconhecida € denominada hipertensao primaria e € um

exemplo tipico de um tra
existe devido a causas geneticas as quais em conjunto contribuem com cerca de

os e néo tratados.
co complexo, multifatorial e poligénico. A maior parte

30-50% da variagdo na pressdo sanglinea entre individuos (LIFTON 1995 ;
SANKARANARAYANAN et al., 1999; HATA et al., 1995). Estes determinantes

genéticos interagem com fatores ambientais dentre os quais por exemplo, a dieta

de sal e outros fatores como idade, género e massa corporal

(SANKARANARAYANAN et al.,1999).
Segundo Lifton (1995), a press&o sanglinea individual é dada a partir de

efeitos combinados de variaces, que podem ser geneticamente herdadas, como

0 numero de foci que determina
mo demonstra a Figura 1.

m a PA bem como fatores ambientais e fatores

demograficos co
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No caso da hipertensdo, cada gene candidato € proposto n&o
simplesmente pelo fato destes se expressarem diretamente sobre o tecido, mas

pelo fato de investigagdes terem demonstrado que tendo alterada a fungéo no

produto do gene, pode direcionar alteragbes na PA.

GENE 4

N/ _

FATOR AMBIENTAL 1 — PRESSAO SANGUINEA<— FATOR AMBIENTAL 2

7N

IDADE MASSA CORPORAL GENERO

Figura 1 — Modelo multifatorial da determinacdo da presséo sangiinea, demonstrando a potencial

influéncia de genes, fatores ambientais e fatores demograficos. A potencial interagdo €

representada por setas ligando diferentes determinantes (LIFTON 1995).

Muitos estudos relatam que sujeitos hipertensos consistentemente

possuem altos niveis de colesterol total, indice de massa corporal (IMC),

proporgao cardiaca, glicemia e triglicérides. Em estudos prévios, foi observado

que a hipertensa@o usualmente ocorre em conjunto com outros fatores de risco

metabolicamente ligados. Entre individuos hipertensos, cerca de 40% dos eventos

coronarios em homens e cerca de 6
ca de 2 ou mais FRAs e que somente 14% dos eventos

0% dos eventos coronarios em mulheres séo

atribuidos a presen

coronarios em homens hipertenso
m na auséncia de FRAs adicionais (THOMAS 2001).

s e 5% dos eventos coronarios em mulheres

hipertensas ocorre

", Pelo fato da hipertensao
nantes chaves da PA podem ser inferidos a atuar diretamente

ser determinada pelo débito cardiaco e resisténcia

vascular, determi

nesse caminho. Sistemas fisio
os incluem o sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) o

légicos os quais s&o conhecidos por influenciar

estes parametr

qual contribui para determinagéo néo so do débito cardiaco via efeito no volume
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intravascular, mas também no debito vascular, em vias adrenérgicas centrais e
periféricas, batimento cardiaco, uma variedade de canais renais transportadores
de jons os quais determinam a reabsor¢éo de Na+ e consequentemente volume
intravascular, alteragbes nos canais de calcio e o sistema do 6xido nitrico (NO) o
qual também afeta o tonus vascular bem como controle da presséo sanguinea
sistémica e intrarenal e € um importante alvo para terapia anti-hipertensiva
(GENEST 2001; SCHIMIDT-OTT et al.,2000; LIFTON 1995).

MECANISMOS BIOQUIMICOS E MOLECULARES ENVOLVIDOS NA
REGULAGAO DA PRESSAO ARTERIAL (PA) E PATOGENESE DA

HIPERTENSAO

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS)

O classico RAAS circulante € formado pelos principais peptideos: renina,
angiotensinogénio (AGT), enzima conversora da angiotensina (ECA),
angiotensina | (Ang 1), angiotensina 1l (Ang ) e receptores de angiotensina tipo 1
(At1) e tipo 2 (At2). A renina & uma glicoproteina sintetizada predominantemente
nas células justaglomerulares dos rins a partir de seu precursor denominado
prorenina que & sua forma inativa circulante. Devido a estimulos presséricos, a
renina sintetizada age sobre seu principal substrato, o AGT que é produzido nas
células hepaticas, para originar 0 decapeptideo inativo Ang 1. No Iimen do
endotélio vascular, Ang | é convertida pela ECA no octapeptideo Ang Il um
horménio e produto biologicamente ativo da cascata enzimatica que age sobre os
receptores de membrana plasmatica, caracterizados em At1 e At2 baseados em
propriedades farmacologicas e que possuem 95% de homologia. (DOSTAL 2000,
DOSTAL e BAKER 1999; DANSER e SCHUNKERT 2000; FERREIRA e
ZANELLA 2000: INOUE et al., 1995; MILLAT et al., 1999; VAUGHAN 2001).

A grande maioria dos papeis fisiologicos e patofisiolégicos da Ang |I
ocorrem via receptor At1, induzindo varios fatores de crescimento incluindo TGF-
By fator de crescimento plaqueta-derivado (PDGF), IGF-1, proliferagio de
moléculas de adesdo intracelular (ICAM-1) e adesdo celular vascular (VCAM-1)
aléem de promover vasoconstricao induzindo retencao hidrica no territério renal por

acdo direta sobre as células dos tubuios proximais e indiretamente por estimular a




zona glomerulosa das adrenais para produzir aldosterona (FERREIRA e
ZANNELA 2000; SCHIMIDT-OTT et al.,2000; MILLAT et al.,1999). A Ang Il ainda
estd relacionada nas patologias cardiacas e vasculares, associadas com
hipertensdo, DAC, miocardites e insuficiéncia cardiaca em adicdo a efeitos no
volume e homeostase de eletrolitos além de produzir estresse oxidativo na parede
arterial participando da disfunc&o endotelial (SCHIMIDT-OTT et al., 2000:
DOSTAL, 2000; DOSTAL e BAKER, 1999).

Recentemente este classico sistema tem sido alvo de inimeras mudancas
nas quais evidéncias clinicas e experimentais indicam que componentes do RAAS
podem ser sintetizados por alguns tecidos e Ang Il pode ser regulada
independentemente do RAAS circulante (DOSTAL 2000; DOSTAL e BAKER
1999). Ang Il ¢ vista como um hormdnio conduzido pela corrente sangiinea,
produzido como resultado da reacao da cascata enzimética (SCHIMIDT-OTT et
al.,2000). Sabe-se hoje que outras enzimas como tripsina, quimiotripsina,
catepsina G, calicreina e quimase | podem produzir Ang Il a partir de Ang |,
embora seus papéis fisiolégicos no sistema cardiovascular ainda n&o tenham sido
bem elucidados (URATA et al., 1996; KARLSSON et al., 1998).

Embora o RAAS seja um sistema enddcrino, renina, AGT, ECA e
receptores At1 e At2 estdo presentes no miocardio e grande parte da Ang ||
encontrada no tecido cardiaco € sintetizada in situ o que possibilita a produco
independentemente da circulaggo (DOSTAL 2000). A partir de Ang | e Ang Il, um
outro produto biologicamente ativo do RAAS, denominado Ang-(1-7) pode ser
produzido (SANTOS et al.,2001). Nas ceélulas endoteliais de diferentes fontes,
Ang-(1-7) é derivada da degradag&o carboxi-terminal da Angl e/ ou Angll por
endopeptidases  neutras (NEP),  prolil-endopeptidases  (PEP) ou por
carboxipeptidases (CBP) (HEITSCH et al., 2001). Uma vez formada, Ang-(1-7) &
rapidamente hidrolizada, especialmente pela ECA. Porém, alem de ser substrato,
Ang-(1-7) é um inibidor endégeno da ECA, por ligagdo no sitio ativo da enzima
que é responsavel pela inativacéo da bradicinina, consequentemente Ang-(1-7)
favorece a produgéo de NO por potencializagéo da agéo da bradicinina (SANTOS
et al., 2001: SANTOS et al., 2000; HEITSCH et al.,2001).

Recentes dados indicam um importante papel do sistema calicreina-cinina,

em particular da bradicinina que é um potente horménio vasodilatador que atua
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fortemente no aumento da concentrac&o local do 6xido nitrico (NO). A bradicinina
€ um nonapeptideo gerado a partir do cininogénio de alto peso molecular pela
acéo de calicreinas e ¢ rapidamente degradada por cininases, especialmente pela
ECA que a transforma em metabalitos inativos (PRASAD et al., 2000). A atividade
das cininogenases é estimulada pelo receptor At2, indicando que 0 mesmo & habil
em regular a atividade do sistema calicreina-cinina. Bradicinina & liberada por
células musculares lisas através de estimulo dado pelo receptor At2, atuando no
receptor endotelial de bradicinina (B2) de forma paracrina para causar
vasodilataggo endotélio dependente (TSUTSUMI et al., 1999; LINZ et al.,1999).

Segundo Linz et al. (1999), inibidores da ECA s&o hébeis em tratar
doencas como aterosclerose, DAC e hipertensdo pelo acumulo de cininas
endotélio derivadas e inibigdo da conversdo da Angl para Angll. Dados revelam
que esta inibicdo ndo somente facilita o actmulo local de BK mas também
estimula a sintese de NO e também induz a express&o de enzimas responsaveis
pela produgéo do mesmo. Entretanto, a inibicgo crénica da sintese de NO leva a
uma regulacéo positiva da atividade da ECA cardiaca e vascular.

O papel central que 0 sistema RAAS, representado na Figura 2, tem na
homeostase do sistema cardiovascular e renal, justifica a busca de genes
candidatos que possam participar do desenvolvimento da HAS. Atenc&o tem sido
maxima naqueles polimorfismos relacionados com a modificagéo funcional das
proteinas que estes genes codificam (GINER et al., 2001). Novas técnicas de
biologia molecular aplicadas ao diagndstico genético representam mecanismos
basicos para estudar a predisposigao individual e familiar. Especificamente a DAC
e a hipertenséo, os marcadores genéticos do RAAS e ligados ao RAAS recebem
atencédo especial (ORTEGA 2002). Segundo Nakagawa e Ishizaki (2000), duas
variacdes genéticas podem interagir sinergicamente para elevar a pressdo arterial

substancialmente a indices maiores do que € esperado para variagdes individuais,

interacdes estas que podem ser tambem aditivas.
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Figura 2 — Esquema do sistema RAA

PEP: prolil-endopeptidase; adaptado de
P Estimulo ou potencializagdo ————Pp clivagem, producgdo, agéo direta

« Angiotensinogénio (AGT)

Considerdveis esforcos tém sido feitos na identificacdo de genes

responsaveis pelo desenvolvimento da hipe
do RAAS na regulagao cardiovascular o faz um candidato para a evolugéo deste

traco complexo. Muitos liga

contribuem para a elevagéo da PA, se
da HAS, os genes que 0S codificam (CORVOL et al.,1999).

rtensdo. O bem documentado efeito

ntes/receptores, enzima/substrato e transportadores

ndo suspeitos potenciais para o

desenvolvimentos
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Estudos de ligagdo genética em modelos animais com hipertensao,
sugeriram o envolvimento de duas enzimas chaves do RAAS na patogénese da
HAS, renina e ECA. Entretanto, algumas pesquisas falharam em demonstrar
alguma associagdo entre cada um destes genes e a HAS. Estes resultados
sugerem que o envolvimento da renina e ECA na patogénese da HAS é ainda
desconhecido (HATA 1995).

O ponto inicial do sistema RAAS & o pré-horménio da Ang |, o AGT, o dnico
precursor de angiotensinas e 0 Unico substrato natural da renina. O AGT é uma
glicoproteina globular de peso molecular de 55-60 KDa, contendo 13-14% de
carboidratos e é constitutivamente secretada na circulagdo tendo uma meia vida
de 4 a 10 horas (HATA 1995; FUKAMIZU et al., 1990; KLETT e GRANGER 2001).

Existem espécies de AGT com peso molecular aparente de 350-500 KDa
estimado por gel filtragdo, chamadas de AGT de alto peso molecular (HMA) as
quais existem no plasma humano e fluidos aminiéticos. Entretanto, esta forma é
normalmente o componente minimo do AGT plasmatico total existindo em altos
niveis somente durante o terceiro trimestre de gravidez. A porcentagem de HMA
no plasma de mulheres gestantes € da ordem de 12-61% enquanto somente 3-
7% esta presente em homens e mulheres ndo gestantes. Embora o HMA exista,
sua fisiologia ainda ndo é muito bem conhecida (HATA 1995).

E geralmente aceito que o figado é o maior sitio de produco de AGT
plasmatico que é posteriormente [angado a corrente sangtiinea porém, seu mRNA
pode ser encontrado também em varios outros tecidos. A sintese € regulada por
alguns diferentes fatores hormonais, incluindo estrogeno, glicocorticéides,
hormdnios da tiredide, insulina e Angll. O tratamento com contraceptivos orais
contendo o componente estrébgeno, pode aumentar a concentracdo de AGT
plasmatico. Durante a gravidez, niveis de AGT plasmatico aumentam cerca de 3 a
5 vezes, provavelmente devido ao aumento enddgeno dos niveis de estrdgeno
(HATA 1995: JEUNEMAITRE et al., 1992).

O passo limitante para o RAAS é, dentre muitas condigdes fisioldgicas e
patofisioldgicas, a clivagem do decapeptideo inativo Ang | a partir de AGT pela
aspartil protease renina (KLETT e GRANGER 2001; INOUE et al., 1995).

Embora o papel do RAAS local seja pobremente compreendido, surge a

hipdtese de que elevagdes nos niveis plasmaticos e teciduais de AGT causada
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por alguma mutagéo, pode aumentar o nivel basal de Angll. Elevagdes crénicas
ou moderadas nos niveis de Angll podem aumentar o ténus vascular promovendo
o desenvolvimento da HAS. Uma grande concentragdo de AGT na circulagéo nao
constitui excesso de substrato para a renina clivar que atua aproximadamente
com metade da sua velocidade maxima, indicando consideravel potencial de
reserva nesta reacéo. Consequentemente, um aumento na concentragéo de AGT
plasmético ou tecidual associado a variagbes estruturais especificas do AGT pode
resultar em aumento basal de Angll (JEUNEMAITRE et al.,, 1992, HATA 1995;
CAULFIELD et al., 1996; YANAI et al.,, 1997; STAESSEN et al., 1999).

Acredita-se que na circulagdo a concentrag@o plasmatica de AGT
influencia diretamente a atividade do RAAS. Uma superatividade do RAAS
determinada geneticamente pode favorecer a reabsorgdo de sodio, hipertrofia
vascular, aumento na atividade do sistema nervoso simpatico e predisposicéo a
desenvolver doengas cardiovasculares (JEUNEMAITRE et al, 1992).

Alguns experimentos em nivel genético, apontam para a influéncia do AGT
na formagéo da Angll e portanto, da elevagado da PA. Interessantemente, a PA
parece ser dependente de um numero de alelos gue codificam o AGT no genoma.
A observacdo de uma ligacdo genética significante entre hipertenséo e
s do AGT sugerem que variantes moleculares neste gene

marcadores do /ocu
podem estar associadas na patogénese da HAS (JEUNEMAITRE et al.,1992;

KLETT e GRANGER 2001). Em concordéancia, estudos experimentais baseados

em observagdes clinicas, apontam uma associagdo de mutagdes no gene que

codifica o AGT com 0O aumento da PA ou pré-eclampsia. E fato, mas ndo muito

bem compreendido, de que estas mutacdes interferem na cinética da reagéo de

clivagem pela renina, O passo limitante da cascata enzimatica (KLETT e

GRANGER 2001).
O AGT humano foi purificado e homogeinizado em alguns laboratorios. Os

primeiros 25 aminoacidos da sequiéncia amino-terminal revelaram que a renina

cliva entre os residuos Leuo — Valqs.
e ao gene do AGT de ratos. Ambos os genes possuem 5

A estrutura do gene do AGT humano possui

organizacgao semethant
exons interrompidos por 4 introns. O primeiro exon (37pb) codifica uma regiéo 5’

ndo traduzida do MRNA. Andlises indicam que o inicio da transcri¢éo ocorre na

base adenina localizada a 25pb abaixo do TATAAA box. O segundo exon




(858pb) codifica o peptideo sinal (24 ou 33pb) e para os 252 primeiros
aminoacidos da proteina madura (mais de 50% da proteina) incluindo os 10
aminoacidos da Ang | (HATA 1995; GAILLARD et al.,, 1989). Os exons lli (268pb)
IV (145pb) sdo menores e codificam uma pequena seqUéncia de 62pb e uma
sequéncia 3 né&o traduzida respectivamente. Os 4 introns exibem grande
disparidade no que diz respeito ao tamanho. Por exemplo, o intron localizado
entre os exons Il e Il tem cerca de 6,4Kb enquanto que o intron entre os exons IV
e V possui somente 0,6Kb (GAILLARD et al.,1989).

A primeira suspeita do AGT na hipertensdo humana foi em um estudo
epidemiologico no qual uma forte correlagéo foi encontrada entre a concentragéo
plasmética de AGT e presséo sanguiinea (CORVOL et al.,1999).

Segundo Jeunemaitre et al. (1992), algumas observagbes apontam para a
relagdo direta entre AGT e a PA : a alta correlagdo significativa entre
concentragéo plasmatica de AGT e pressdo sanglinea em humanos; alta
concentracdo de AGT em hipertensos e descendentes de parentes hipertensos
comparado com normotensos, diminuicdo e aumento da PA seguida da
administracdo de anticorpos de AGT ou injecdo de AGT respectivamente e
elevacédo da PAem animais transgénicos que superexpressam AGT.

Muitas associagbes moleculares do gene AGT e doencas incluindo pré-
eclampsia, aterosclerose coronaria, infarto agudo do miocardio e nefropatia
diabética tem sido reportadas. Um total de 15 variantes moleculares tem sido
identificadas incluindo 5 substituicdes na regido 5’ do gene. A primeira variante
detectada e signiﬁcativamente mais frequente em pacientes hipertensos foi a
M235T, resultados estes que se repetram em uma outra amostragem
proveniente de uma outra populacdo. Uma outra variante denominada T174M
sociada & casos hipertensivos. A variante M235T esteve ainda

a concentracdo plasmatica de AGT (JEUNEMAITRE

também esteve as
relacionada com 0O aumento n

et al., 1992).
O polimorfismo M235T pode permitir a identificacdo de individuos que séo

mais propensos a desenvolver DAC ou IAM. A determinac&o dos genoétipos pode

ser usado no conhecimento do risco de desenvolver estas patologias e selecionar

individuos que possam Ser

(KATSUYA et al., 1995).

beneficiados por um intervengdo preventiva
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Oxido Nitrico (NO)

O balanco e as interagées entre substidncias vasoconstritoras e
vasodilatadoras & fator critico na regulagéo da presséo, fluxo sangtineo coronario
e injurias cardiovasculares e renais. O receptor At2 inicia um importante papel no
estimulo da Angll & produgdo de substancias vasodilatadoras, incluindo
bradicinina e NO (CAREY et al, 2000; RAIlJ 2001). O sistema RAAS atua tanto na
funcéo paréacrina quanto autocrina e Angll e NO interagem a nivel do endotélio.
As agdes do NO incluem a vasodilatag&o, inibicdo da agregagdo plaquetaria e
ades3o celular e retardo da inflamagéo da parede vascular, diminuindo nao
somente o tdnus vascular mas também do crescimento além de prevenir o dano
no érgéo-alvo e ainda manter a integridade vascular (HALCOX e QUYYUMI 2001
VIARO et al., 2000; RAIJ 2001). A homeostase das substancias vasoativas &
interrompida pela disfungéo endotelial levando a mudangas na estrutura e funcao
vascular ( SCHIFFRIN 2002).

Desde a identificagdo do NO como um vasodilatador endégeno em 1987,
também conhecido como fator relaxante endotélio-derivado (EDRF), tornou-se
crescente o aparente balanco existente entre o hormoénio vasoconstritor Angll e
NO (MONKADA e HIGGS 1993; MONKADA et al., 1991). Células do musculo
vascular liso se contraem em resposta a Angll e se dilatam em resposta ao NO.
Estas duas moléculas apresentam efeitos antagonistas ndo somente no ténus
vascular, mas também em outras areas como remodelamento vascular e funcéo
renal (MILLATT et al., 1999).

Em 1988, o NO foi identificado como o produto da reagéo de oxidoreducao
da L-arginina, um aminoacido semi-essencial produzido no organismo. Quando
diluido, o NO tem um meia-vida de 10 segundos devido sua répida oxidacdo a
nitrito e nitrato ou também por sua inativagéo por anions superéxido (02’ ou ainda
pela ligacdo & hemoglobina logo apds a sua produgéo. Pelas suas caracteristicas
quimicas de alta difusibilidade, a sinalizacdo do NO é exercida diretamente em
nivel intracelular, sem receptores transmembranosos. Por este motivo, o
organismo utiliza NO em processos fisiologicos em que é necessaria uma
resposta rapida (RAIJ 2001; FILHO e ZILBERSTEIN 2000).
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A Figura 3 indica a classica reagdo quimica de formacéo de NO pela dxido
nitrico sintase (NOS) em que a L-arginina é transformada em um intermediario, a
N® —hidroxi-L-arginina com a presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotideo

fosfato hidrogénio (NADPH) e O; para a formag&o de L-citrulina e NO (FILHO e
ZILBERSTEIN 2000).

NOS (Oxido Nitrico Sintase)

NADPH o ~ NADPH
a —» N -hidroxi-L-arginina —————» L-citrulina + 6xido nitrico (NO)

L-argiﬁifﬁ
ca® 02

Figura 3 — Sintese do Oxido Nitrico a partir de L-arginina.

As NOS do ponto de vista bioquimico, sdo uma familia de enzimas
complexas. As trés formas humanas da NOS identificadas até o momento, ecNOS
(endotelial constitutiva), nNOS (neuronal) e iINOS (induzida) so encontradas nos
cromossomos 7, 12 e 17, respectivamente, e assim foram nomeadas com base
nos tecidos nos quais foram primeiramente clonadas e caracterizadas. O papel
do NO na regulagdo do tonus vascular e da funcéo plaquetéria é atribuido 3
atividade da ecNOS. A sua inativagdo limita a contribuicdo do NO na homeostase
dos vasos e resulta num aumento do tdnus vascular e da ades&o e agregacéo
plaguetéria (VIARO et al., 2000).

A localizagdo cromossomal do gene da ecNOS foi feita por Robinson et al.
(1994) por hibridizagéo fluorescente in situ indicando que ele esta no cromossomo
7935-q36 com 0% de discordancia. O gene possui 0 tamanho aproximado de
22Kb do DNA gendmico contendo 26 exons e 25 introns, codificando um mRNA
de 4052 nucleotideos e esta presente como uma copia simples do gene. Os 26
exons possuem tamanho entre 68 pb (exon14) e 579 pb (exon 26). Os 25 introns
possuem tamanho entre 89pb (intron 25) e 4200pb (intron 13). O inicio da
franscricdo e o sitio de terminagéo sé&o os exons 1 e 26 respectivamente, levando
uma regido 5’ ndo traduzida de apenas 22 nucleotideos (ROBINSON et al., 1994

NADAUD et al.,1994).
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A porcido N-terminal da proteina contém elementos regulatorios, sitios de
ligagdo Ca*? / calmodulina e sitio de fosforilag&o. A porgéo C-terminal possui sitios
de ligagéo para cofatores (NADAUD et al., 1994).

A ecNOS é calcio — calmodulina dependente e pode ser ativada por
substancias neurohormonais como acetilcolina, bradicinina e adenosina difosfato
bem como por estimulos fisicos e por estresse oxidativo. Apds a condicao
fisiologica de um exercicio, a ecNOS é regulada positivamente, aumentando sua
expresséo genetica, levando & vasodilatag@o e aumento do fluxo sangliineo para
os 6rgéos (RAIJ 2001; FILHO e ZILBERSTEIN 2000).

Na via de transdugo de sinal, que leva a ativacao da ecNOS, no seu curso
completo, observa-se qué ecNOS é regulada pela concentragéo de Ca*? livre
intracelular e pelo complexo Ca*? -calmodulina. Analises da associacdo da ecNOS
com a membrana celular, mostraram que esta enzima estd localizada no
Complexo de Golgi, bem como em estruturas especificas na membrana
identificadas como cavéolas. A associacdo da ecNOS com uma regido da
membrana plasmatica na qual estdo concentradas varias chaves dos complexos
de transducdo de sinal, como as G-proteinas, tem provavelmente profunda
repercusséo na atividade enzimatica bem como na sua acessibilidade aos
ares da via de liberagdo do NO, incluindo processos nao

processos intracelul
associados ao aumento de célcio intracelular (VIARO et al., 2000, GEWALTIG e

KOJDA 2000).
O NO ativa a enzima soluvel guanilato ciclase (sGC) para produzir um

segundo mensageiro denominado guanosina ciclica monofosfato (cGMP), a qual

& responsavel pela maioria das agbes do NO pela ativagdo de duas outras

proteinas quinases especificas cGMP-dependentes (PKG1 e PKG2), onde PKG1

& a maior quinase mediadora da vasodilatagdo e inibicdo da agregagéo
a. A atividade da cGMP é interrompida pela rapida conversdo a GMP
que €& catalisada por varias fosfodiesterases (PDE). Uma delas, PDES é
particularmente especifica para cGMP (GEWALTIG e KOJDA 2000).

Acredita-se queé polimorfismos da ecNOS podem estar associados com

aumento na suscetibilidade a aterogénese (NAPOLI e IGNARO 2001). Desordens

plaquetari

no caminho que leva a produgéo de NO podem ocorrer por alguns mecanismos

incluindo atuacbes em lipoproteinas, aumento na gerag&o de radicais O, seguido
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da degradagéo do NO, elevados niveis de antagonistas circulantes ou ainda pela
hipercolesterolemia ou inibidores da ecNOS como L-NMMA, L-NOARG, L-NAME
e ADMA, um inibidor enddgeno circulante (VIARO et al., 2000, NAPOLI e
IGNARO 2001).

Segundo Yoon et al. (2000), existem associagbes positivas entre
polimorfismos genéticos da ecNOS e concentragdes do NO em pacientes com
DAC. Defeitos na sintese de NO pode predispor ao desenvolvimento do ateroma.

O gene que cadifica a ecNOS exibe alguns polimorfismos evidenciados na

figura 4 (G-10-T no intron 23, G-894-T conhecido por Glu-298-Asp no exon 7 ou

ainda um namero varidvel de sequéncias repetidas CA no intron 13), alguns dos

quais relacionam-se com a proporgéo dos niveis plasmaticos de NO. lgualmente,

um numero variado de repetigées sequenciais polimorficas (VNTR) localizadas no

intron 4, correlaciona-se com a variagao na concentracio plasmatica, deste modo

e e e e
T R A % bt A e T g g

relacionando-se com hipertensdo, DAC e AVC. Esta variagdo consiste em uma
sequiéncia consenso de 27 pb (GAAGTCTAGACCTGCTGC(A/G)GGGGTGAG)
repetida 5 vezes na forma nativa (ecNOS4b). A base 19 é a A (adenina) nas

R

e

P Y R
el LR S 2

primeiras 3 repeticdes e G (guanina) nas duas ultimas. A forma “mutante” contém
4 repeticdes sendo as duas primeiras com A e as duas Ultimas com G
(ecNOS4a), correlacionando-se com IAM.  Um outro polimorfismo localizado na
regido 5 foi recentemente descrito em Japoneses com associagdo a espasmos
coronarios. Consiste de 3 mutagdes descritas ( T7*>C, A3 G e T™85) A
incidéncia destas mutacdes € relativamente alta em pacientes com espasmos
corondrios, podendo iniciar pape! importante na patogénese do 1AM (ORDONEZ
et al., 2000).

A regido promotora ainda contém sitios de ligac&o sensiveis a fatores de

oxidagao e para elementos de resposta antioxidante (DRUMMOND et al., 2000).




T— - . » s e e i s e I Yyt Y g _ . -
- Ko W vt divis s . I PRy R e e " PR \‘..’QM’I‘"VH:;@F:P.:‘.";,P_I'?;“‘@,@‘::;\f:;'»::,:,: G IER S Gt e g
L T e o i

Exon 7 {894 GiT) 2F s
& 3 b0V 8L
Trspetass b, sl wins l {
e ¥ :
v A R IR R ER T

I R

Brgmtar T g
Intron 3 YHTR'  indron 13(CAY,
~1468 TIA -G32 GIA ~T8E TS TRATRIIGT A 40N vy

AR AT “;ﬂ’ h’x GETS AP TENT A

i b ]
sEpansy ormant hall evas

Figura 4 — Mapa dos pofimorfismos do gene da ecNOS. (A) organizacdo do gene, (B) detalhe da
regido promotora (HINGORANI et al., 2000)
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DISFUNGAO ENDOTELIAL, ATEROGENESE E INFARTO AGUDO DO

et e

MIOCARDIO (IAM)

i A disfungdo nos mecanismos moleculares importantes envolvidos da

regulagdo da PA bem como na manutenc&o da integridade vascular como a

inibicdo da agregagdo plaquetaria e efeitos antiproliferativos, podem promover

aterogénese por exposicéo da parede arterial a efeitos vasoconstritores diretos de
Io priped by arnk. L

fatores como Angll, aumentando o risco de trombose, levando g manifestacio

clinica do IAM. Estudos indicam que o IAM resulta de dois maiores processos:
aterosclerose coronéria, a formacéo de um agregado plaguetario e uma ruptura
de uma placa coronaria. Espasmos das artérias coronarias podem também iniciar
uma parte na patogénese do IAM e morte subita (HIBI et al., 1998). |

As plaquetas tem um efeito vital na homeostase vascular. Ejas possuem a

habilidade para agregar e formar “plug” hemostatico devendo ser Cuidadosamente
balanceadas em defesa da necessidade da manutencdo do estado fluidico do

sangue e para evitar trombose. Mudangas aterosclerdticas sio muitas vezes




seguidas de hfperatlvcdade plaquetéria associada com trombose, IAM e AVC
(GEWALTIG e KOJDA 2000)

A agregac@o plaquetéria pode também ser afetada por alteragdes no
receptor de glicoproteina (GPlIb/lila). O determinante primario da agregacao € a
ligagdo do fibrinogénio e o fator de Von Willebrand no receptor GPlib/llla
encontrado na superficie da plaqueta. Ambos s&o essenciais e alteracGes nestas
proteinas podem levar ao aumento ou decréscimo da agregacéo plaquetaria,
processo importante na evolugdo e progressdo da placa aterosclerética.
Mudangas genéticas nos genes que codificam ecNOS e GPllb/llla podem
contribuir para o desenvolvimento de DAC e IAM (HOOPER et g 1999).

4 Dois processos interagem acreditando serem eles os responsaveis pela
aterosclerose: a disfun¢do endotelial e a modificagdo de lipidios. A disfuncdo
endotelial proporciona ativacdo plaquetdria, acimulos de lipidios, monécitos,
linfécitos T, os quais promovem a migragéo e proliferacéo das células musculares
lisas, trombogénese e inflamagéo. Em estégio mais avancado, a progresséo da
aterosclerose é caracterizada pelo episédio da ruptura da placa, trombose e
reorganizagdo vascular, os quais sdo fatores das sindromes clinicas de angina
instavel e IAM (VOGEL 1999; SCHIMIDT-OTT 2000).

A instabilidade da placa aterosclerdtica estd associada dentre outros
fatores, & hipercolesterolemia, 0 aumento na express&o de moléculas de adesao
e agregacdo, bem como na vasoconstriggo, estimulando a inflamacéo vascular e
aumento na expressao de metaloproteases (VOGEL 1999).

Sabe-se que o endotélio € um grande 6rgdo com fungdes autocrinas,
paracrinas e enddcrinas. Em resposta a condicdes fisicas e humorais, o endotélio
secreta algumas substancias biologicamente ativas que controlam o ténus

vascular, trombogénese, inflamagéo, metabolismo lipidico, remodelamento e
crescimento vascular. Endotelina-1, Ang Il (produzida em parte pela ECA tecidual)
e tromboxane, sdo os principais vasoconstritores predominantes no endotélio e
que também promovem a agregacdo plaquetdria, proliferacio das céluias
musculares lisas e adeséo celular (VOGEL 1999).

O aumento na ades&o leucocitaria € o maior passo na patogénese da
ateriosclerose. Este aumento € dependente da expresséo de vdrias moléculas de

adesdo na superficie celular das celulas endoteliais como VCAM-1, [CAM,
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citocinas e E-seletinas. Entretanto, a redug&o da expressdo de moléculas de
adesdo ou inibicdo da fungdo adesiva, sdo consideradas estratégias
vasoprotetoras reduzindo a progressdo e o dano vascular (GEWALTIG e KOJDA
2000).

A funcéo endotelial é prejudicada pela minima modificagdo do LDL. O LDL
oxidado (LDL-ox) diminui a express&o da ecNOS e consequentemente a atividade
do NO. Um outro tipo de LDL possui uma parte da cadeia com um alto grau de
homologia com o plasminogénio entrando em competic&o para com o receptor de
plasminogénio endotelial causando um estagio protrombotico. Pacientes com
niveis altos de LDL tém aproximadamente um aumento cerca de 3 vezes para o
risco de doengas corondrias. Estudos experimentais e clinicos sugerem que
elevados niveis de colesterol total e LDL s&o associados com o prejuizo da
funcdo endotelial, independentemente da presenca ou n&o de DAC (VOGEL
1999).

Outros estudos sugerem que polimorfismos e o colesterol LDL podem
interagir sinergicamente e individuos que possuem mutagbes na ecNOS e
hiperlipidemias podem ter alteracdes vasculares mais pronunciadas do que outros
(ELBAZ et al., 2000).

Metabdlitos reativos de oxigénio e nitrogénio também desempenham um
papel importante no fenotipo inflamatério que é observado em todos os
segmentos de microcirculagéo que possuem altas concentracGes de colesterofl. O
aumento crénico nos niveis de colesterol induz o estresse oxidativo no endotélio
resultando na geragdo de espécies de oxigénio reativos (ROS) diminuindo a
atividade do NO. A hipercolesterolemia estd tambem associada com o aumento
do aminoacido assimétrico circulante ADMA, o qual compete com L-arginina
(STOKES et al., 2002; VOGEL 1999).

Entre as varias espécies de oxigénio reativos (ROS) formados durante esta
condicdo, o superdxido (O2) sem ddvida € o mais importante. Superdxido pode
ser produzido por varias células que possuem implicag&o na resposta inflamatéria
como mondcitos, neutrdfilos, B-linfocitos, plaquetas e células endoteliais.
Algumas células como 0s leucdcitos e células endoteliais, que também podem ser

estimuladas pela Ang I, usam a enzima de membrana associada nicotinamida
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adenina dinucleotideo fosfatase oxidase (NAD (P) Hox) para gerar O, (STOKES
et al., 2002, FARRE e CASADO 2001; SCHIFFRIN 2002).

Em adigo a reducéo da bioatividade do NO, as ROS podem também estar
envolvidos na regulagdo da expressdo da ecNOS. A manutencéo da adequada
atividade da ecNOS e a habilidade do endotélio em produzir NO depende da
preservacéo da expressdo da enzima ecNOS. E conhecido que citocinas reduzem
a expressdo da ecNOS por um mecanismo que aparentemente estd ligado a
reducéo da meia-vida do mRNA da ecNOS. O mRNA possui uma extremidade 3’
néo traduzida e existe uma proteina citosdlica endotelial denominada proteina
indutora da disfunggo endotelial (EDIP) que interage com esta extremidade e que
possui tamanho de 60KDa. Na presenga de citocinas, aumenta a afinidade da
EDIP pela extremidade 3’ do mRNA da ecNOS que fica sensivel & degradacéo
(FARRE e CASADO 2001). Ao contrério de outros radicais livres, o peréxido de
hidrogénio (H,0), produzido pela agdo da enzima superéxido dismutase
extracelular (ecSOD) n&o esta envolvido no estresse oxidativo participando da
regulagéo da expressdo da ecNOS. O H;0: reduz a afinidade da ED|P pela
porgcdo 3 aumentando a taxa de transcrigdo do gene além de aumentar a
estabilidade da mensagem apos sua producdo (DRUMMOND et al., 2000).

Entretanto, NO reage muito rapidamente com superoxido para formar
peroxidonitrito, o qual & mais oxidante do que o préprio superdxido. Lipideos
aterogénicos, particularmente LDL-0x, s&o responsaveis pela ampla extensao da
disfuncdo endotelial na parede vascular. LDL-ox pode perturbar g fungdo do
relaxamento celular ou atuar diretamente contra as substancias vasodilatadoras
como o NO. O melhor efeito conhecido antioxidante do NO é g3 diminuicio desta
oxidagao lipidica. (GEWALTIG e KOJDA 2000; NAPOLI e IGANARO 2001).

Outra fonte potencial de ROS nas células endoteliais, incluem g xantina
oxidase, enzimas envolvidas no metabolismo do &cido aracdénico como
lipooxigenase e ciclooxigenase e NOS. A geragéo de Oy por NOS ocorre como
resultado do desacoplamento desta com a L-arginina para produzir NO, que pode
ser provocado por inibigéo por analogos (FARRE e CASADO 2001),

Durante a condicdo normal, o balango entre NO e ROS favorece um
fenotipo anti-inflamatorio pelo fato do caminho NO/cGMP predominar como

resultado da produgéo de NO ser 1000 vezes maior comparado com a producéo
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de radicais O, nas células endoteliais. Porém, uma mudan¢a no balanco entre
NO e ROS como ocorre durante a hipercolesterolemia, pode levar ao fendtipo
inflamatério. Deste mado, o fluxo de Oy relativo ao NO aumenta sendo que os
mecanismos dependentes de ROS tornam-se predominantes e 0s mecanismos
dependentes de NO apresentam-se inativos. O declinio na disponibilidade de NO
no estagio de hipercolesterolemia resulta na reducdo da biossintese de NO,
inativacao do NO por Oz, ou ambos ( STOKES et al., 2002).

Segundo Vogel (1999), a disfuncéo endotelial € o inicio precoce da
aterosclerose e esta associada com o avango da idade, sexo, tabagismo,
hipertenséo, dieta gordurosa, sedentarismo, histdrico familiar prematuro de DAC,
diabetes mellitus, e os outros fatores descritos anteriormente como
hipercolesterolemia e niveis altos de colesterol. A magnitude da disfuncéo
endotelial correlaciona-se com O numero de fatores de risco. Todos os passos
que iniciam a aterosclerose caminhando para as sindromes clinicas de |AM,

angina instavel e falha cardiaca s&o representados na figura 5.
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FATORES DE RISCO CORONARIO
Hipertenséo, diabetes mellitus, dislipidemias, fumo, obesidade,
sedentarismo.
ESTRESSE OXIDATIVO
DISFUNGAO ENDOTELIAL
I NO, T ACE, T ET-1
Aderéncia de Fatores de Ativagéo das células
mondcitos e crescimento e musculares lisas
agregacio citocinas
plaquetéria

FORMAGAO DA PLACA ATEROSCLEROTICA

RUPTURA DA Crescimento da placa

PLACA

Evento cardiovascular
(Angina/ IAM, AVC, falha cardiaca)

Figura § - Passos que iniciam a aterosclerose. Associagio dos fatores do risco com sindrome

hipertensiva contribuindo para o estresse oxidativo que causa disfuncdo endotelial resultando em

anormalidades vasculares, morbidade e mortalidade. Adaptado de Schiffrin (2002) e Vogel (1999).
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OBJETIVOS GERAIS

Verificar a associagdo dos polimorfismos M235T do angiotensinogénio
humano, Glu-298-Asp e T"*>C da ecNOS na génese da hipertenso e na

progresséo para a manifestagéo clinica do infarto agudo do miocardio,

Determinar o efeito de cada polimorfismo isoladamente e em conjunto na

manifestagdo do fendtipo hipertensivo na auséncia e na presenca de fatores

de risco classicos para hipertenséo.

Verificar o risco de desenvolver a hipertensdo associada g presenca de

polimorfismos juntamente com fatores de risco convencionais.
Analisar a correlagao entre os fatores de risco classicos e os polimorfismos.

Existindo associagéo entre fator de risco e polimorfismo, tentar estabelecer um

caminho molecular que associe 0s mesmos na determinacéo da hipertensao.
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Resumo

Associacdo do polimorfismo M235T do gene do
angiotensinogénio humano (AGT) com hipertensao e infarto
agudo do miocardio

Introducéo: A hipertenséo essencial € um doenga humana comum acreditando

ser resultado de interacées entre fatores genéticos muitiplos e determinantes

ambientais. A variante T235 tem s
ndo um possivel mecanismo bioguimico ligado a variac&o do DNA

ido associada com altos niveis plasmaticos de

AGT relaciona
gendmico com o fenotipo hipertensivo.

Métodos e Resultados: Individuos
dos e classificados em trés grupos: HAS/IAM (n=69),

de raga branca (n=192) foram

consecutivamente recruta

HAS (n=71) e controles normotensos (N=52
nte tanto para o grupo HAS/IAM (p=0,041) como para o

). A distribuicdo dos gendtipos foi

significativamente difere

grupo HAS (p=0,043) quando compa
predominantemente maior nos dois grupos de hipertensos

rado com o grupo controle. A presenca dos

fatores de risco foi
comparado com O grupo controle. O tabagismo esteve em maior freqiéncia no

grupo HAS/IAM (p<0,001). Na presenga de fatores de risco, o polimorfismo
M235T ainda ¢ significativo (p=0,048). O efeito do polimorfismo M235T na

manifestacdo do fenotipo hipertensivo é mascarado na presenca do 1AM,

provavelmente devido a outras interagdes geneéticas relacionadas a manifestacéo

desta patologia (p=0,151). Foi verificado o risco de desenvolver a hipertenséo
associada ao polimorfismo M235T (OR=2,28; 95% Cl, 1.09-4,76). O sedentarismo

e 0 tabagismo estiveram associados a hipertens&o e ao IAM correlacionando-se

e e ao colesterol LDL.
¢ fator de risco independente para a génese

com o aumento da idad

Conclusdo: O polimorfismo M235T

da hipertensdo mas ndo o é para a manifestacéo clinica do IAM isoladamente. O

polimarfismo interage com os fatores de risco ambientais na manifestacéo de

ambas as patologias.




Abstract

Association of the polymorphism M235T of the angiotensinogen
human gene (AGT) with hypertension and acute myocardial

infarction

Background: Essential hypertension is a common human disease believed o be
a consequence from the interplay of muiltiple genetic factors and enviromental
determinants. The variant T235 is associated with higher levels of plasma AGT,
providing a possible biochemical mechanism linking the genomic DNA variation
with a hypertension phenotype.

Methods and Results: Individuals of white race were recruited consecutively
(n=192) and classified in three groups: HAS/AMI (n=69), HAS (n=71) and

normotense controls (n=52). The distribuition of the genotypes was significantly

different for both HAS/AMI (p=0,041) and HAS groups (p=0,043) whe compared to
the control group. The presence of enviromental risk factors was dominantly
greater for the two hypertensive groups of patients compared to the control group.
The smoking habit presented a higher frequency in the HAS/AMI group (p<0,001).
In the presence of the risk factor, the M235T polymorphism was still significant
(p=0,048). The effect of the M235T polymorphism in the manifestation of the
hypertension phenotype may be masked by the presence of the AMI, probably
due to other related genetic interactions in the manifestation of this pathology
(p=0,151). The risk of developing hypertension associated to the M235T

polymorphism was 2.3 fimes greater (OR=2,28; 95% Cl, 1.08-4,76). The sedentary

life style and smoking habit were associated with hypertension and AMI, which

h increase age and total serum cholesterol.
235T polymorfism is an independent risk factor for the

were correlated wit

Conclusion: The M
hypertension but it is not for the clinical manifestation of AMI alone. This
polymorphism interacts with enviromental risk factor for the manifestation of both

pathologies.
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INTRODUGAO

A hipertensdo é a principal causa de morbidade e mortalidade
cardiovascular com prevaléncia de cerca de 25-30% na populagéo caucasiana

adulta. Os determinantes primarios da hipertens&o, os quais representam 95% da

populacéo hipertensa, nao tém sido completamente elucidados nas numerosas

investigacdes acerca dos varios mecanismos envolvidos na regulagéo da presséo

sangiiinea. O conhecimento dos sistemas fisiologicos atuantes na regulacéo da

pressio oferece oportunidades para examinar o possivel papel de variacbes em

genes candidatos especificos na patogénese da hipertenséo humana'.

Estudos em grandes po
fortes componentes genéticos na regulagéo da presséo tendo-se concluido que
s contribuem para a patogénese da hipertenséo'?.

pulagbes fornecem evidéncias concordantes para

determinantes moleculare

Entre os varios genes candidatos doR
as: niveis de AGT plasmatico correlacionam-se com a

AAS, o AGT é de particular interesse

por algumas evidénci

elevacdo da pressao sanglinea; concentracdo de AGT plasmatico determina a

producédo de Ang | e ratos transgénicos gue superexpressam AGT desenvolvem

hipertensdo enquanto ratos com auséncia do gene do AGT desenvolvem

hipotens&o®.
O AGT plasmatico é si

ap6s controle positivo dé estrogenos, glicoco
1278 pglo fato de sua forte dependéncia de

ntetizado nos hepatécitos, adipdeitos e astrocitos

rticoides e hormonios da tiredide

sendo secretado constitutivamente

estrégenos, o AGT pode estar implicado n
génicos como gravidez e uso de contraceptivos orais®.

o desenvolvimento de hipertens&o que

aparece em estagios estro

O AGT humano foi purificado &
Os primeiros 25 aminoacidos da sequéncia

homogeneizado em alguns laboratorios e é

. ] ,
uma glicoproteina extracelular.

amino-terminal mostram que @ renina cliva entre 0s residuos Leuso — Valyy ligando

0s residuos Leuqo - Leutt A estrutura primaria de 452 residuos foi deduzida a

partir da sequéncia de nucleotide
torno de 49-61KDa. As diferengas que ocorrem esta na presenca de cadeias de

oligossacarideos e potenciais sitio
otideos do cDNA de AGT humano, AGT de ratos, antrombina

os do cDNA. O tamanho molecular estd em

s de glicolisagéo. Ocorrem semelhangas entre

seqliéncias de nucle

)
Il humana, o — antripsina humana e ovalbumina®.




O gene humano do AGT € uma copia simples de 12 a 13Kb e contém 5

exons interrompidos por 4 introns. O locus do gene foi determinado por

hibridizacdo in situ mostrando que ele esta na posicdo 1942-43. O primeiro exon

codifica somente uma regido 5 ndo traduzida e as regides codificadoras estao no

exon 2 ao 5. A regido 5 do gene estd implicada na regulagéo hormonal da

transcricdo e na expresséo tecidual especifica’®.
Segundo Bettinaglio et al® mais de 20 variantes moleculares tém sido

identificadas no AGT humano, sendo que de particular interesse € o polimorfismo

presente no exonZ ,que consiste de uma substituicdo de bases T->C na posicéo

704 do gene promovendo & mudanca dos aminoacidos Met->Thre no cédon 235

da proteina final.

Jeunemaitre et al®, encontrou associacdo positiva entre a substituicdo de

aminoacido que ocorre no codon 235 caracterizando o polimorfismo M235T do
gene do AGT humano € a HAS.
4 relacionado com a alta concentracdo plasmatica de AGT, alta

Segundo Ortega et al'®, o polimorfismo no exon 2

do gene est

pressdo sanglinea e desenvolvimento de pré-eclampsia.

Existe ainda a hipotese de um possivel envolvimento do locus do AGT na
predisposigéo ao infarto agudo do miocardio (IAM) baseado em um argumento de

que a presséo sanguinea pode atuar como fenotipo intermediario na relagéo entre

o locus do AGT e IAM. Entretanto, em um estudo feito por Tiret et a\s, esta
associagao foi relativamente baix
M235T, doengas cardiacas € alguns diferentes fenotipos clinicos. Isto inclui DAC,

doencas cerebrovasculares € IAM. Na Franga, a presenca do alelo T235

com a extensdo da lesdo corondria mas ndo com o IAM. Qutros

a. Poucos trabalhos associaram o polimorfismo

correlacionou-se

dados da populagéo dos Emi
o da frequéncia do alelo T235, 0.43 no grupo de IAM e 0,52 no

rados Arabes mostrou alta freqiiéncia do alelo M235

e um decréscim

grupo controle®.

Variagbes no codon 235 tém sido associadas com variagbes nos niveis

plasméticos de AGT rel

variagao do DNA gendmico com O fendti
gotos M235/M235 possuem um baixo nivel de AGT

acionando um possivel mecanismo bioguimico ligado a

po hipertensivo. Entre todos os individuos

hipertensos, os homozi

plasmatico, os heterozigotos M235/T
T235/T235 niveis elevados de AGT plasmaticos. Elevagbes nos niveis

235 niveis intermediarios e os homozigotos



plasmaticos elou teciduais de AGT associadas com variantes especificas pode

resultar em aumento na produgdo basal de Ang [l, consequentemente
favarecendo o aumento do ténus vascular e aumento da press&o sangtinea™'!. A
variante M235T pode em principio atuar no aumento da sintese/ excrecéo de AGT
a partir do figado ou pode levar a um prolongamento da meia vida da proteina.
Verificar a associagéo de variantes moleculares no AGT abrem questdes
de como estas podem afetar os mecanismo que regulam a presséo sangiinea e

avaliar quais seriam os riscos dos individuos desenvolverem patologias que

geralmente estéo associadas ao aumento da pressao arterial.



MATERIAIS E METODOS

Grupo de Estudo e Critérios de Inclusao

O estudo constou de amostras obtidas em colaboracdo com o Setor de
Hemodinamica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e Instituto do
Coracao do Triangulo Mineiro. Todas as analises foram realizadas no Laboratério
de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioquimica (UFU).

Foram incluidos na pesquisa 192 pacientes de raca branca (critério
baseado na cor da pele ou cutis) sendo 95 homens e 97 mulheres que foram
separados em 3 grupos: Grupo [ : pacientes hipertensos (n=71; 33 homens e 38
mulheres); Grupo Il : pacientes hipertensos com infarto (n=69; 34 homens e 35
mulheres): Grupo IlI: controles constituidos de individuos normotensos (n=52: 27
homens e 25 mulheres).

Os critérios de inclusdo adotados foram baseados segundo dados da
Organizacéo Mundial de Saude (OMS)*. Para o diagnéstico de infarto agudo do
miocardio, tomou-se por base a presenca de pelo menos dois dos trés critérios: 1-
histéria clinica de dor toracica tipica de isquemia; 2 ~ alterages do segmento ST,
supra e infradesnivelamento em eletrocardiograma seriados; 3- elevagbes dos
niveis séricos de marcadores cardiacos, sendo a enzima creatinofosfoquinase
(CK-MB) o teste laboratorial usado, segundo Ryan et al™. A hipertenséo foi
diagnosticada em individuos que mantiveram uma PA sistdlica > 140mmHg e PA
diastdlica > 90mmHg. Os valores de referéncia dos fatores de risco convencionais
como niveis elevados de colesterol total, LDL e triglicérides, niveis baixos de HDL
e obesidade foram adotados conforme o lll Consenso Brasileiro de Dislipidemias
e Prevencdo da Aterosclerose (2000)"°:  Golesterol Total >200mg/dl. LDL
>159mg/dl. HDL <40mg/dl, Triglicerides > 200mg/dl e IMC >25Kg/m?. Qs 52
individuos incluidos como controle seguiram somente o critério de néo ter
historico pessoal de hipertenséo, nao excluida a possivel presenca de outras
doencas. Para todos os grupos também foi feita a triagem de histéria de

tabagismo e sedentarismo bem como O histérico familiar de doenca arterial

coronariana.
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Material Biologico e Isolamento do DNA

O material bioldgico utilizado foi 0 sangue periférico obtido mediante termo
de consentimento informado e coletados em tubos Vacutainer contendo EDTA
para evitar coagulacao e armazenados a 4°C.

As extragdes do DNA gendmico foram feitas segundo o método de
isolamento de DNA adaptado de Sambrook et al’®. O material biolégico foi
centrifugado para separagdo da camada de leucdcitos e uma aliquota de 500yl

desta camada foi retirada e transferida para um eppendorf de 1.5mL
Acrescentou-se 1.0mL de tamp&o de lise celular (NH4Cl 155mM, KHCO;

10mM e EDTA 1mM) em cada amostra, vortexando durante 10 segundos. A
mistura foi centrifugada a 5000rpm por Smin para peletizar os nucleos. O
sobrenadante foi descartado repetindo-se 0 passo por mais 3-4 vezes até que os

peletes ficassem limpidos de cor branco-creme.
Adicionou-se 400uL de soluggdo Master Mix juntamente com 20ulL de

Proteinase K (10mg/ml) e as amostras foram incubadas a 65°C em banho-maria
por 4h. As amostras foram novamente centrifugadas a 13.000rpm por 5min e o
sobrenadante recolhido em eppendorf limpo adicionando-se 200ul de NaCl
saturado e colocando em gelo por 10min. As amostras foram submetidas a

centrifugacdo a 13.000rpm por 1smin & 0 sobrenadante recolhido em novo

eppendorf limpo adicionando-se etanol Absoluto (1Tml).
Misturou-se por inversgo até que os flocos de DNA tornassem visiveis.

Novamente as amostras foram submetidas a centrifugacdo a 13.000 por 10min
para precipitar o DNA. Apds a centrifugagéo descartou-se o etanol residual para
que os peletes pudessem secar. O DNA foi ressuspendido em 200ulL de agua de

injec&o.
Todos os cuidados para evitar contaminag&o tanto cruzada de paciente

para paciente como de outros materiais vindos do meio foram tomados.




Amplificagdo e Genotipagem do Polimorfismo M235T do AGT humano

A regido no exon 2 do gene do AGT humano que contém a variante M235T
foi amplificada por meio da técnica da Reagéo em Cadeia da Polimerase (PCR)
utilizando o par de primers: 5~ GGA-AGGAACA-AGA-ACT-GCA-CCT- 3’ (sense)
3- GAC-GGT-GCT-GTC-CAC-ACT-GGA-CCC-C- & (antisense).

As reacdes foram feitas nas seguintes condi¢des: 3ul de DNA gendmico,
1und de Taq Polimerase (Phoneutria), Tamp&o da Enzima (1X), dntps 200uM,
1,5mM de MgCly, 7 pmols de cada primers em um volume final de 30pl.

A PCR foi realizada em um termociclador da MJ. Research, Inc. seguindo o
programa de 35 ciclos: 10 ciclos a 95°C-5min; 94°C-40 segundos; 64°C-1min; 72°-
1min seguidos por mais 25 ciclos a 94°C-40 segundos; 62°C- 40 segundos; 72°C-
Tmin. Extensao final de 72°C por 10min e 4°C por 20min.

O produto final amplificado de 332pb foi posteriormente visualizado em gel
de agarose 1.5% corado com brometo de etidio (10mg/ml) utilizando marcador de

50pb como referéncia. Todas as visualizagbes foram feitas em aparelho VDS

(Pharmacia Biotech).
Os produtos amplificados foram submetidos a restricdo enzimatica

utilizando a enzima Psy | (Tth111-1) (MBI Fermentas) que reconhece o seguinte

sitio de restricao criado pelo primer antisense (mismatch):

5. GACNJ NNGTC.....3

3'....CTGNN T NCAG.....5
As reacdes de restrigdo seguiram o protocolo: 10 pl de produto amplificado

foram adicionados a 2und da enzima Psy | (Tth111-1), Tamp&o da Enzima (1X)
em um volume final de 20uL e submetidos a temperatura de 37°C por 3h. Os

produtos digeridos foram visualizados em gel de agarose 3% corado com brometo

de etidio utilizando um marcador de 50pb como referéncia.
A enzima reconhece o individuo mutante. Assim, individuos homozigotos

M235/M235 apresentam o padréo de banda de tamanho ao fragmento original,
n&o digerido de 332pb. Individuos heterozigotos M235/ T235 apresentam padrdes
de 332pb, 308pb e 24pb € individuos homozigotos T235/ T235 apresentam

padrées de 308pb e 24pb.




Analise Estatistica

Utilizou-se o programa Statistica 5.5 para realizar as analises. Em todas

elas, foi utilizado o erro oo menor que 5%
O teste do x> foi utilizado para verificar diferencas entre as frequéncias

(p<0.05) para o nivel de significancia.

génicas e genotipicas entre os grupos de pacientes e controles. A variaveis

continuas foram expressas em frequéncia e as diferengas entre os grupos foram

2
comparadas também pelo teste do % -
O risco relativo (Odds Ratio) foi avaliado para a razdo de chances e todas

as varidveis foram transformadas em numéricas com valores atribuidos de 0

(zero) para auséncia e 1 (um) para presenga.

Foram utilizadas analises de regressbes multiplas com distribuicdo binomial

para verificar a associagdo conjunt
a hipertenséo e progresséo para o |IAM.

n com p<0.05 foram realizadas para

a dos gendtipos e fatores de risco

convencionais na génese d

Andlises de correlagdo de Pearso | '
verificar todas as possiveis associagdes entre fatores de risco e o polimorfismo.



RESULTADOS

Amplificagdo e Genotipagem
A amplificagdo obtida por meio da técnica PCR utilizando o programa
eo

par de primers descrito & evidenciada na figura 6. O fragmento original
rigina

amplificado possui o tamanho de 332pb.

e 1.5% corado com brometo de etidio evi

, ev ,
ers informados. O amplicon para o poI:(rjne;r?ando a
32pb como mostra a figura, M — marcador d':fg%pdt?

agaros
ocolo e prim
apresenta 3
quisa

::g"l_@ 6- Eletroforese em gel de
eXOF:"féCaan de acordo com prot
Col do gene do AGT humano

unas 1, 2 e 3 — individuos da pes

dos pela restricao enzimatica utilizando a enzima Psy |
Y

Os resultados obti
onde individuos M235/M235 aparecem

(Tth111-1) estéo evidenciados na figura 7

nica banda de 332pb,
ndividuos T235/T235 apresentando bandas de

com apenas uma U individuos M235/T235 apresentando

bandas de 332pb, 308pb € 24pb €

308pb e 24pb. A banda de 24pb n@o € visua
o eletroforético para

lizada no gel de agarose devido a

bai = :
aixa resolugdo deste métod fragmentos menores do que

50pb.
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Figura 7 — Gel de agarose 3% evidenciando o padréo de genotipagem do exon 2 do polimorfismo
do AGT humano obtido apds restri¢ao enzimatica pela enzima Psy | (Tth11-1).

MM - individuo homozigoto M235/M235 com 332pb
o M235/ T235 com 332pb, 308pb e 24pb

MT ~ individuo heterozigot
TT - individuo homozigoto T235/T235 com 308pb e 24pb

Anilise do polimorfismo M235T do AGT humano entre casos e controles

* Pacientes hipertensos versus controles

As caracteristicas clinicas principais dos individuos incluidos nos dois

grupos foram comparadas € estio evidenciadas na tabela 1. A média da idade
dos pacientes com hipertensao foi de 6029 + 11.08 anos de idade,

estatisticamente diferente do grupo controle que foi de 54.75 + 11.35 (p=0.002).

Tabela 1 —Caracteristicas clinicas entre pacientes HAS e controles

& el Controles HAS p-valor
Variavels N=52 N=71

Histrico Familiar de DAC  (40-4) (30.9) ns
Tabagismo (15.4) (38.0) p<0.001
Sedentarismo (48.0) (62.0) p<0.050

IMC >25kg/m? (44.2) 26.1% 3.76 (54.9)30.2+ 1.1 ns
Colesterol Total >200mg/dl  (25.0) 903.3+£27.9 (47.8)196.0+46.49 p<0.001
LDL >159mg/dl (5.7) 115251 (12.6) 116.0£29.6  p<0.005
HDL <40mg/d (3.8) 49172 (84) 476+124  p<0.025
171.6 +58.7 15.4) 172.4 + 140.8 p<0.010

Triglicérides >200mg/d! 7.7

Valores expressos em frequéncia (%) ,média e desvio padrao.




Os fatores de risco convencionais como tabagismo, sedentarismo, niveis
elevados de colesterol total, LDL, triglicérides bem como os niveis baixos de HDL.
foram mais frequientes no grupo de hipertensos do que no grupo dos controles. O
histdrico familiar e o IMC foram estatisticamente semelhantes nos dois grupos.

As freqUéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo nos dois grupos

estao representadas na tabela 2.

Dos 52 individuos do grupo controle genatipados para a variante M235T,
53.8% sdo homozigotos normais M235/M235, 38.4% s3o heterozigotos

M235/T235 ¢ 7.8% s3o homozigotos mutantes T235/T235. Dos 71 pacientes
hipertensos, 33.8% s&o homozigotos normais M235/M235, 56.3% sao
heterozigotos M235/T235 e 9.9% s&o homozigotos mutantes T235/T235, O teste
do %? foi utilizado para verificar a diferenga entre os grupos controle e de
Pacientes hipertensos em relagéo aos gendtipos e aos alelos, De acordo com a
analise obtida, existe diferenca estatisticamente significante entre 0S grupos e os
gendtipos sendo o valor de X2=4-749 e o valor de p=0,043. Pode-se observar
também que as freqliéncias dos genotipos M235/T235 e T235/T235 s3o maiores
Mo grupo de pacientes hipertensos do gue no grupo controle. Também houve uma
diferenga significativa na frequéncia alélica entre os dois grupos, mostrando um

aumento na presenga do alelo T235 no grupo dos paciente hipertensos e uma

diminuicio da presenca do alelo M235 neste mesmo grupo.

Tabela 2 Frequéncias genotipicas e alélicas da variante M235T entre pacientes

HAS e controfes.
e Controle HAS
Genotipos N=52 (%) N=71 (%
M235/M235 28 (53.8) 24 (33.8)
M235/T235 20 (384 40 (56.3)
T235/T235 04 (7.8) 07 (9.9
Alelos 73.0) 62.0)

M235 ‘
T235 (27.0) (@80

A estimativa de risco (OR) de desenvolver hipertensdo associada ao

gendtipo do AGT com os respectivos intervalos de confianca forgm: para o
9endtipo T235/T235 em relagio ao gendtipo M235/M235, OR=2.04 (0.53 — 7.82)




para o gendtipo M235/T235 em relagéo ao gendtipo M235/M235, OR=2.33 (1.08 —
5.01), para os gendtipos M235/T235 e T235/T235 em relagdo ao genotipo
M235/M235, OR=2.28 (1.09 — 4.76) e para os gendtipos M235/M235 e M235/T235
em relagdo ao genotipo T235/T235, OR=0.21 (0.21 — 2.75). Estes dados estdo
dispostos na Figura 8. Ainda foram utilizadas as andlises de regressées muiltiplas
com distribuicdo binomial para verificar o efeito dos gendtipos associados aos
fatores de risco convencionais na génese da hipertensdo. Os dados estdo

evidenciados na tabela 3.

Tabela 3- Efeito da presenca do polimorfismo do AGT humano associado com

fatores de risco na génese da hipertens&o no grupo de pacientes HAS.

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
Liberdade Stat
Polimorfismo M235T 1,00 3.881 0.048 *
Tabagismo 1,00 9.546 0.002 *
Sedentarismo 1,00 0.362 0.547
LDL > 159 mg/dl 1,00 0.948 0.330
HDL < 40mg/dl 1,00 4.669 0.030 *
Colesterol Total > 200mg/d 1,00 0.568 0.450
Triglicérides > 200mg/dl 1,00 0.293 0.588
IMC > 25Kg/m? 1,00 0.109 0.741
1,00 0.265 0.265

Historico Familiar

Ao associar o efeito do polimorfismo associado com os fatores de risco,

verificou-se que os fatores tabagismo € HDL foram significativos e o polimorfismo

M235T do AGT humano também foi significativo (p=0.048).

* Pacientes hipertensos com infarto versus controles

as principais dos individuos incluidos nos dojs

As caracteristicas clinic
stdo evidenciadas na tabela 4 . A média da idade

grupos foram comparadas € €
infarto foi de 60.57 £ 11.22 anos de idade, sendo

dos pacientes hipertensos com
estatisticamente diferente do grupo dos controles que foi de 54.75 + 11 35

(P=0,002),




Tabela 4 —~Caracteristicas clinicas entre pacientes HAS/IAM e controles

Varidveis Controles HAS +IAM p-valor
N=52 N=69
Historico Familiar (40.4) (44.9) ns
Tabagismo (15.4) (47.8) p<0.001
Sedentarismo (48.0) (72.5) p<0.050
IMC >25kg/m? (44.2) 26.1+3.76  (52.2)27.7+2.13 ns
Colesterol Total >200mg/d (25.0) 203.3+27.9 (71.0)216.8+334 p<0.050
LDL >159mg/d| (5.7) 115+ 25.1 (18.8)131.0+30.6  p<0.005
HDL <40mg/dl (3.8) 49.1+7.2 (15.9)455+82 p<0.025

Triglicérides >200mg/d! (7.7) 17164587 (27.5)181.0+£558 p<0.001

Valores expressos em fregiiéncia (%), média e desvio padrdo

No grupo de pacientes hipertensos com infarto houve um aumento em
cerca de 7% no numero de individuos fumantes (44.9%) em comparacéo com o
grupo de pacientes hipertensos (38%). Todos os outros fatores de risco como
niveis elevados de colesterol total (71%), LDL (18,8%), triglicérides (27.5%), bem
como sedentarismo (72.5%), IMC (52.2%) e historico familiar (44.9%) estiveram
mais frequientes no grupo de pacientes hipertensos com infarto, porém o IMC e o
histérico familiar, assim como observado para o grupo de hipertensos, n&o foram
significativos tanto para a génese da hipertensdo como para a progressao para o
infarto agudo do miocardio.

Dos 69 individuos do grupo de pacientes hipertensos com infarto
genotipados para a variante M235T do AGT humano, 3.8% s&o homozigotos
normais M235/M235, 52.2% s&o heterozigotos M235/T235 e 13% sio
homozigotos mutantes T235/T235. Em comparagdo com O grupo controle existe
diferenca estatisticamente significante entre 0S grupos (x*= 4.166, p=0.041) o
Mesmo ocorre para a frequéncia alélica onde © grupo controle apresenta

frequéncia de 73% para o alelo M235 e 27% para o alelo T235 enquanto para o

grupo de pacientes hipertensos com infarto a freqtiéncia do alelo M235 foi de 61%

Contra 40% para o alelo 7235 (x?=3.952, p<0.05) como mostra a tabela 5.




Tabela 5 — Freqiiéncias genotipicas e alélicas da variante M235T entre pacientes

HAS/IAM e controles.

Genotipos Controle HAS +IAM
N=52 (%) N= 69 (%)
M235/M235 28 (53.8) 24 (34.8)
M235/T235 20 (38.4) 36 (52.2)
T235/T235 04 (7.8) 09 (13.0)
M235 Alelos (73.0)
T235 (27.0) f%;&

A estimativa de risco (OR) de desenvolver hipertens&o e progresséo para o
IAM associada ao genétipo do AGT humano com 0s respectivos intervalos de
confianga estdo distribuidos na figura 9 onde para 0 genotipo T235/T235 em
relacdo ao gendtipo M235/M235, OR=2.62 (0.71 — 9.61), para o genotipo
M235/T235 em relagéo ao gendtipo M235/M235, OR= 2.10 (0.97 — 4.56), para os

gendtipos T235/T235 e M235/T235 em relagdo ao genotipo M235/M235, OR=2.18
(1.04 — 4.56) & para os genotipos M235/M235 e M235/T235 em relaggo ao

gendtipo T235/T235, OR=0.55 (0.16 — 1.91).
As analises de regressoes multiplas com distribuic&o binomial também
foram utilizadas para o grupo de pacientes hipertensos com infarto para verificar o

efeito dos genaotipos associados com os fatores de risco convencionais na génese

da hipertensao e progresséao para o [AM. Os dados est&o dispostos na tabelg 6.

Tabela 6- Efeito da presenca dos gendtipos do AGT humano associado com

fatores de risco na génese da hipertens&o no grupo de pacientes HAS/IAM.

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
Liberdade Stat
Polimorfismo M235T 1,00 2.052 0.151
Tabagismo 1,00 7.163 0.007 *
Sedentarismo 1,00 0.692 0.405
LOL > 200mg/d| 1,00 1.150 0.283
DL < 40mg/d| 1,00 4.965 0.025 *
Colesterol Total > 200mg/d! 1,00 0.060 0.805
Triglicérides > 200mg/d 1,00 0.005 0.941
MC > 25Kg/m? 1,00 0.020 0.886
1,00 0.723 0.394

Histdrico Familiar
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Ao associar o efeito do polimorfismo com os fatores de risco no grupo de
HAS/IAM verifica-se que somente os fatores tabagismo de HDL foram
significativos. Na presenca de fatores de risco convencionais, o polimorfismo
M235T do AGT humano néo foi significativo para este grupo (p=0.151).

Nos dois grupos de pacientes, HAS e HAS/IAM, houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparamos as freqiéncias génicas e
genotipicas com o grupo controle, nao havendo portanto diferenca entre os dois
grupos com relacdo & hipertenséo, podendo ambos formarem um Unico grupo de
hipertensos.

Para verificar todas as possiveis associagoes entre os fatores de risco e
entre o polimorfismo M235T, utilizou-se as andlises de Correlagdo de Pearson

Com p<0.05. Os resultados estao dispostos na tabela 7. Os valores em vermelho

880 valores significativos com p<0.05.
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g Tabela 7 — Correlagdes entre todas as varidveis e entre o polimorfismo M235T do AGT humano
l

SEXO IAM HAS HAS/IAM  IDADE AGT TABA SED LDL HDL CT TG IMC
[AM -0.10372
HAS 0.02979

HAS/IAM  -0.0038
IDADE -0.09048

AGT -0.10849  0.03604 0.12566 0.04502

TABA -0.05156 0.04209  -0.0229

SED 0.06163 0.1201 0.02251 0.11186

LDL -0.08708  0.13211  0.1385 -0.0227 0.1062

HDL -0.04803 -0.07447 0.0475 -0.0217 0.12325 -0.0514 -0.052 -0.008

CcT -0.01207 0.0681 5 -0.0047 0.01771 -0.0149 0.09394

TG 0.00857 ‘ 0.136 0.00272 0.10808 0.08677 0.02091 0.050865

IMC -0.09364 -0.03986  0.0379 0.00831 -0.0723 -0.0138 0.03765 0.00135 -0.113  0.0155 -0.0547 0.05919
HF 0.02403 0.13953

-0.0297 0.05507 0.07283 -0.0618 0.10621 0.03904 -0.0338 -0.0607 0.06891 0.04704 0.1339

IAM: infarto agudo do miocéardio, HAS: hipertensdo, TABA: tabagismo, SED: sedentarismo, CT: colesterol total, TG: triglicérides, HF: histérico familiar.
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DISCUSSAO

Complicacées relacionadas & hipertenséo, especialmente DAC, sao
determinadas por um grande numero de fatores de risco associados. Muitos
estudos mostram que individuos hipertensos consistentemente possuem altos
niveis de colesterol total, triglicérides, IMC e glicemia. O risco de eventos
cardiovasculares entre pacientes hipertensos varia enormemente dependendo do
nlimero destes fatores de risco'”.

No presente estudo, os fatores de risco para hipertens&o foram analisados
entre os trés grupos considerados e verificou-se que eles foram mais freqlentes
dentro do grupo de pacientes com HAS comparado com o grupo controle e que
ha um aumento desta freqiiéncia dentro do grupo de pacientes HAS/IAM.

Dentro do grupo de pacientes HAS, o habito do tabagismo esteve presente
€m 38% dos pacientes contra apenas 15.4% dos controles indicando um
importante fator de risco para hipertenséo. O mesmo valor de importancia ¢ dado
aos fatores de risco como o sedentarismo (62% dos pacientes contra 48% dos
controles), colesterol total (47.8% dos pacientes contra 25% dos controles), LDL
(12.6% dos pacientes contra 5.7% dos controles) € HDL (8.4% dos pacientes
contra 3.8% dos controles e triglicérides (15.4% dos pacientes contra 7.7% dos

Controles).
Os fatores de risco foram predominantes dentro do grupo HAS/IAM. Em

ientes HAS, houve um aumento cerca de 7% no

Comparagzo com o grupo de pac
47.8%) assim como também foi observado um

Nimero de individuos fumantes (
aumento de individuos com colesterol total elevado (71%), LDL (18.8%) ,

triglicérides (27.5%), sedentarismo (72.5%)
com niveis de HDL baixo (15.9%). Embora o numero de individuos com histdrico

familiar ¢ IMC elevado também S€j
diferenca assim como para 0 grupo de pacientes HAS, n&o foi significativa

e aumento do numero de individuos

a maior dentro do grupo HAS/IAM, essa

Comparado com o grupo controle.

O excesso de peso principalmente associado ao acumulo de gordura na
regido abdominal esté associado @ um maior risco de doenga aterosclerética.
30 de niveis plasmaticos de AGT com o

Alguns estudos demonstram a associag . |
IMC e a ligagzo de polimorfismos do AGT na obesidade. Na obesidade a gordura
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€ anormalmente aumentada e distribuida. O aumento da producéo de Angll pode
ter um papel importante no crescimento e diferenciagéo dos adipdcitos na medida

em que Angll estimula a secrecdo de prostaciclina (PGlz) que é um potente efetor

autéerino da diferenciagdo adipogénica. Nenhuma atividade lipolitica foi

encontrada em relacéo a Angllw. Embora esta possibilidade de envolvimento de
polimorfismos do AGT com obesidade exista, de acordo com os dados analisados
n&o houve diferenca entre os IMC dos pacientes comparado com o controle,

O sedentarismo teve diferenga significante entre os grupos de HAS e
HAS/IAM comparado com o grupo dos controles onde os individuos hipertensos
tanto com ou sem infarto sdo mais sedentérios do que os individuos normotensos
indicando ser um fator de risco importante para a génese da hipertenséo.

Segundo Corvol et al'®, a hereditariedade da hipertensgo & baixa (~30%),
Nada é conhecido a respeito do numero de genes envolvidos, o modo de
transmisséo, seus efeitos quantitativos na pressdo sanglinea, suas interactes
com outros genes ou suas modulacées com fatores ambientais. A apropriada
definicdo de “historico familiar” permanece ainda com controvérsias. Tipicamente
um individuo é considerado como tendo histérico familiar positivo se um ou mais
pessoas relativamente tenham sido diagnosticadas hipertensas. Entretanto, o

histérico familiar tem sido baseado na completa historia familiar do individuo

sendo que esta analise & ausente no presente estudo e onde o histérico famijliar
de DAC nao teve importancia significativa tanto para o grupo de pacientes HAS

COmo para o grupo de pacientes HAS/IAM.
Com relagéo a distribuicdo génica e genotipica dentro do grupo HAS e

controles. houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos e os
genttipos (x?=4.749 p=0.043) onde a frequiéncia dos mesmos encontrada para o

Jrupo de pacientes HAS foi de 33.8% para M235/M235, 56.3% para M235/T235 ¢
9.9% para T235/T235 contra 53.8% para M235/M235, 38.4% para M235/T235 e

7.8% para T235/T235 do grupo dos controles. Os resultados encontrados nag

foram semelhantes a nenhum estudo
de 33.8% semelhante as frequéncias

a et al®®, Hegele et al'’, Frossard et alf ¢

encontradas nos estudos de Katsuy .
Bettinag[ig ot al? que foram de 38,4%, 33%, 35% e 31.8%, respectivamente.

ja publicado, exceto para o gendtipo
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Observou-se também que a frequéncia do gendtipo homozigoto mutante
T235/T235 foi bem menor em comparagdo com os resultados obtidos nos
mesmos estudos acima mencionados. Enquanto os resultados obtidos nesta
pesquisa foram de 56,3% e 9,9% para os genotipos M235/T235 e T235/T235 nos
outros estudos foram de 45% e 20% de Frossard et al®, 455% e 227% de

Bettinaglio et al® e 44% e 21,9% de Katsuya et al".
Em relacdo & frequéncia alélica entre 0s grupos de pacientes HAS e

controles, também houve diferenga significativa (x*=6.28, p<0.05) onde para o
alelo M235 a frequéncia foi de 62% contra 72% entre casos e controles
respectivamente, e para o alelo 7235, 38% contra 27% entre casos e controles,
réspectivamente.

Analisando as distribuicdes encontradas para as freqiéncias génicas e
genotipicas da variante M235T dentro do grupo de pacientes HAS/IAM, verificou-
se que também ha diferenca significativa comparado com o grupo controle
(x*=4.166, p=0.041) sendo que entre 0s 69 pacientes, 24 (34,8%) sao
homozigotos normais M235/M235, 36 (52,2%) s&o heterozigotos M235/T235 ¢ 9
(13%) sdo homozigotos mutantes T235/T235. Também neste caso, ndo foj
encontrada nenhuma semelhanca entre as freqiéncias genotipicas encontradas
com as de outros trabalhos publicados € verificou-se também uma diminuicdo da

freqtiéncia do gendtipo homozigoto mutante T235/T235 em relagdo a outros

estudos.

Com relagéo a distr

ibuicdo da frequéncia alélica, houve diferenca
Significativa entre o grupo de pacientes HAS/IAM comparado com o grupo

controle (42=3.952 , p<0.05) onde a presenga do alelo T235 é também maior no

grupo de pacientes. . .
A frequiéncia do alelo T235 para o grupo de pacientes HAS foi de 38% e
Estes dados corroboram com os estudos de

Para o grupo de HAS/IAM foi de 40%. 6
e de Frossard et al° os quais citam que g

1
Jeunemaitre et al? ,Caulfield et al’
frequéncia alélica na populagéo de raca branca esta geralmente em torno ge 35-

49%, mesmo sendo a populacdo prasileira formada por um alto grau de
acial muito importante, com

Miscigenagao. O Brasil possui uma miscigenagao T |
xcluindo assim o efeito racial e

i e
Uma mistura de diversas ragas e origens, |
mbientais.

Maximizando as combinagdes geneticas € @

TR B Ay T b £
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E possivel verificar que ha um aumento na presenca do alelo T235 tanto no
grupo de pacientes HAS como no grupo de pacientes HAS/IAM embora este
aumento seja percebido somente dentro do genctipo heterozigoto ou seja, os
alelos T235 estao sendo “deslocados” para este gendtipo intermediario
aumentando assim, o ndmero destes individuos em ambos os grupos de
pacientes. Verifica-se também que ha uma menor freqléncia do genotipo
homozigoto T235/T235 no grupo controle, embora o “deslocamento” ocorra no
Sentido do genétipo favoravel M235/M235. Esta diferenca encontrada para a
frequéncia dos gendtipos e que foi diferente da maioria dos estudos j& publicados
talvez possa ser explicada pelo possivel efeito deletério que o alelo T235 possa
ter quando em homozigose. O fato deste mesmo efeito ter sido percebido no :
9rupo controle talvez possa indicar que 0 mesmo néo foi um controle ideal mesmo |
Porque os individuos aqui classificados como “controles” foram somente sob o
Critério da auséncia de diagnostico de hipertens&o, n&o excluindo a possibilidade
de existir outras enfermidades como DAC e diabetes mellitus. Possivelmente, o
alelo T235 possa estar relacionado com outras patologias além da hipertenséo.

Analisando o risco relativo de desenvolver a hipertensdo no grupo de
Pacientes HAS, observa-se que para o gendtipo T235/T235 em relacdo ao

genctipo normal M235/M235 ndo houve diferenga uma vez que para o intervalo
de confianca de 95%, o valor néo chegou a ultrapassar o valor 1 (um). Ja ao
a@nalisar o gendtipo M235/T235 em relagio ao M235/M235 obteve-se o valor 2,33
€m um intervalo de confianca estatisticamente significativo, 0 mesmo ocorrendo

Para o alelo T235 (M235/T235 + T235/T235) em relacdo ao alelo M235
(M235/M235) onde o valor foi de 2,28 em um intervalo de confianca

Sstatisticamente significativo.
Quando foi analisado 0 risco de desenvolver a hipertens&o e progressio

Para o IAM. somente foi observado o valor de 2,18 em um intervalo de confianga
Estatisticamente significativo para 0 alelo T235 (M235/T235 + T235/T235) em
relagdo ao alelo M235 (M235/M235). Embora o intervalo de confianca para o
M235/M235 esteve proximo do valor 1 no

9endtipo M235/T235 em relagdo ao .
-se que para a manifestacéo clinica do 1AM

9rupo de pacientes HAS/IAM, verifica | man
fatores que néo sé a hipertenséo. Corvol et a|'® g

Provaveimente depende de outros . i
demonstroy gue o risco relativo de desenvolver a hipertens&o € 20-30% maior em b
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individuos portadores do alelo T235 do que os portadores do alelo M235, g
Possivel observar também que neste grupo temos um nuimero muito maior de
fatores de risco do que no grupo HAS e que podem estar “mascarando” o efeito
do alelo T235 e que talvez existam outros componentes genéticos interagindo
com o polimorfismo M235T do AGT humano.

Ao analisar os dados obtidos com relagéo as distribuicbes das freqliéncias
génicas e genotipicas entre 0s trés grupos, é possivel concluir que a variante f
M235T & fator de risco independente para a génese da hipertenso, n&o havendo |
Portanto, diferenga entre os dois grupos de pacientes, HAS e HAS/IAM. Esta /
associagdo da variante M235T do AGT humano com a génese da hipertensdo |
pode ainda ser afirmada pelo desvio da freqiiéncia do alelo T235 observado
dentro das frequéncias dos gendtipos onde nos dois grupos de pacientes, em que i
a variagdo ocorreu no sentido dos gendtipos desfavoraveis (M235/T235 e |
T235/T235) e néo no sentido do gendtipo faverével (M235/M235) que manteve a |
frequéncia semelhante a de outros estudos, enquanto que no grupo controle a |
variagéo foi percebida no sentido do gendtipo favoravel (M235/M235). De acordo v
com Tiret et al®, o polimorfismo M235T esta associado com a variagdo na ;
Concentragéo plasmatica de AGT que é 0 componente chave do RAAS levando & |

Producéo de Angll. Carvol et al®®, afirmou que a concentragao no plasma de AGT ’
|
|

portadores do alelo T235. A andlise cinética

€ cerca de 20% maior em individuos
produgdo plasmatica de Angll é sensivel a

da reagio da renina, mostra que @
Pequenas variacdes na concentraga
UM aumento na produgéo de AGT leva a uma maior sintese de Angll j& que nao

-se um aumento do tonys

~ ' im, tem
Constitui excesso de substrato para a renina. Assim, )
Vascular e aumento da pressao sangliinea caminhando para a expresséo do i

o do AGT na circulagéo, consequentemente,

fendtipo hipertensivo. '
T humano pode ser considerada como um fator de 1

A variante M235T do AG ,
risco independente na génese da hipertens&o onde © 11SC0 para o alelo T235 foi

de 2 em relacdo ao alelo M235 porem, ao verificar o efeito do polimorfismo com

08 fatores de risco nNo grupo de pacientes HAS/NAM, o mesmo perde g

Significancia (p=0.151) provavelmente devido a interferéncia de outras interacées

genéticas envolvidas na génese do IAM.
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De acordo com as correlagdes obtidas entre os fatores de risco e entre o
polimorfismo, o sedentarismo além de ser um fator de risco associado g
hipertenséio e ao infarto, também esté correlacionados ao aumento da idade e ao
LDL. Assim, é recomendavel o exercicio fisico tanto de alta como de baixa ,
intensidade, pois reduz os niveis de triglicérides e aumenta os niveis de HDL e
além disso, ha uma melhora na composigéo corporal, redu¢do da obesidade e

também o aumento do efeito benéfico na pressao arterial. (
Talvez um dos fatores de risco mais importantes na génese da hipertensao

seja o tabagismo. O fumo promove aumento dos radicais livres induzindo
modificagées no colesterol LDL prejudicando a vasodilatagdo associada ao |
endotélio. O fumo também induz resisténcia a insulina o que pode levar & quadros i]
de hipertrigliceridemia®. A diminuicdo de agentes antioxidantes que também pode i

ser provacada pelo habito do tabagismo, favorece a exposigdo da parede arterial
a substancias vasoconstritoras como a Angll que parece ser aqui o ponto inicial e
importante na manifestagéo da hipertens&o porém, as interacdes que ocorrem em

nivel do endotélio tem papel crucial na génese desta patologia e também na
IAM devido a estes fatores de risco atuarem

=S

Manifestagdo clinica do

sinergicamente com o polimorfismo no sentido Unico de se chegar a morbidade e

Mortalidade.
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CAPITULO Il

Associagao dos po/z'mo;ﬁmoy Giu-298-Asp ¢ T DC da
eeNOS na Hiperlensao ¢ Infarto Agndo do Miocdrdio
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Resumo

Associagdo dos polimorfismos Glu-298-Asp e T*>C da ecNOS na
hipertenséo e infarto agudo do miocardio

Introducso: Sendo a ecNOS de grande importéncia na funcéo cardiovascular, a
investigagéo de polimorfismos correlacionando com o aumento do risco de

doengas cardiovasculares e determinando a associagdo destes na origem da

j
j
]
\
{
|
[

hipertensao e infarto agudo do miocardio e seus efeitos associados a estimulos
ambientais, tem sido uma area de constantes pesquisas.

Métodos e Resultados: Para explorar o envolvimento genético da ecNOS ng
hipertensao e no infarto agudo do miocardio, foi examinada a possivel associacéo
destas patologias com a variante Glu-298-Asp e a mutagéo encontrada na regizo
Promotora da ecNOS denominada de T7%°>C. Individuos de raca branca foram
consecutivamente selecionados e separados em trés grupos: HAS (n=71),
HAS/IAM (n=69) e controles normotensos (n=52). A distribuicdo dos genctipos do
Polimorfismo Glu-298-Asp foi estatisticamente diferente no grupo HAS comparado
€om o grupo controle (p=0.023) e foi verificado o risco de 5 vezes de desenvolver
a hipertensido associada ao alelo T desfavoravel. Ndo houve diferenca

Significativa para o grupo HAS/IAM (p=0.078). Na presenga de fatores de risco

Convencionais e na presenga do 1AM, 0 polimorfismo Glu-298-Asp ¢ significativo
o 1AM isoladamente. O polimorfismo T786¢

€mbora nao seja fator de risco para
N&o esteve associado com a génese da hipertens&c e nem com a predisposicéao |
a0 IAM nao sendo verificado nenhum risco de desenvolver estas patologias j w

associadas a este polimorfismo. A existéncia de um possivel novo alelo e ym
; « imorfi T7®>C deve
Padrdo mosaico com relaggo ao polimorfismo m ser melhor I

Investigados. O sedentarismo € O tabagismo estivera
_se com 0 aumento da idade e ao colesterol DL

somente © polimorfismo  Glu-298-Asp  foj
o sugerindo ser um fator de risco ; %

m associados a hipertensao B

€ a0 IAM correlacionando

Conclusdo: Em concluséo,

significativamente associado com a hipertensa © 5 °
Independente para esta patologia enquanto que o polimorfismo T"™*>C nao
ns8o e nem com a predisposi¢&o ao |AM. |

esteve associado nem com a hiperte |
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Abstract

Association of the polymorphisms Glu-298-Asp and T7**> C of the ecNOS
with hypertension and acute myocardial infaction

Background: Given the importance of the ecNOS in the cardiovascular function it
has been an area of constants researche, the investigation of polymorphisms

Correlating with increase of cardiovascular disease risk and determining the

association of these polymorphisms in the origin of hypertension and acute
myocardial infarction and its effects associated whit environmental risk factors. !
Methods and Results: To explore the genetic involvement of the ecNOS gene in §
hypertension and myocardial infarction we examined the possible association |
between these pathologies including the Glu-298-Asp variant and the mutation in
the promoter region denominated T7*>C. White race individuals were recruited
(n=192) and classified in three groups. HAS/AMI (n=69), HAS (n=71) and
Normotense controls (n=52). The distribution of the genotypes of the Glu-298-Asp
Polymorphism was significantly different for the HAS group when compared to the
control group (p=0.023) and the risk developing hypertension associated to the
unfavorable T allele was 5 times greater. There was no significant difference for
the HAS/AMI group (p=0.078). In the presence of the conventional risk factors and
in the presence of the AMI, the Glu-298-Asp polymor phism is significant although
it is not risk factor for the AMI alone. The T7%-> C polymorphism was neither
associated with the genesis of hypertension nor with the predisposition to the AM}
Not being verified any risk of developing these pathologies associated to this i
Polymorphism. The existence of a possible new allele and a standard mosaic with ’

relationship to the 178> C polymorphism should be investigated better. The gl
d with hypertension and to

Sedentary lyfe style and smoking habit were associate
d serum total cholestero|.

AMI which were correlated with increasing age an
.298-Asp polymorphism missense variant

Conclusion In conclusion, only the Glu | |
pertension, suggesting to be a factor

Was significantly associated with essential hy |
ile T™-> C polymorphism was neither

of independent risk for this pathology wh . .
associated with hypertension, nor with the predisposition to myocardial infarct, §
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INTRODUGAO

O éxido nitrico (NO) foi identificado como vasodilatador enddgeno em 1987
© é também conhecido como fator relaxante endotélio derivado (EDRF)%27
Tornou-se crescente o aparente balango existente entre o horménio
vasoconstritor Angll e NO onde estas duas moléculas apresentam efeitos
antagonistas ndo somente no ténus vascular, mas também em outras areas como |
remodelamento vascular e fung@o renal'. NO é também conhecido por suprimir a
Producio de vasoconstritores como ET-1 e Angll’.

O NO é uma molécula envolvida ainda nas respostas imunoldgicas e !
transmiss@es neuronais, é altamente difusivel tendo uma curta meia-vida e & |
produzido por uma familia de enzimas denominadas 6xido nitrico sintase (NOS)® |

No endotélio de animais e humanos, a sintese de NO a partir do
aminodcido L-arginina ¢ catalisada pela enzima oxido nitrico sintase endotelial
(ecNOS, eNOS ou NOSIIN), sendo constituivamente gerada servindo como
Manutengéo basal do ténus vascular’. Na parede vascular, o NO se difunde para
ativar a enzima soldvel guanilato ciclase (sGC) e produzir um segundo
Mensageiro denominado de guanosina ciclica monofosfato (cGMP), a qual &
responsavel pela maioria das agbes do NO pela ativagdo de duas outras
Proteinas especificas kinases cGMP-dependentes (PKG1 e PKG2)*.

Um dos estimulos fisioldgicos para a producdo de NO pelas células

endoteliais é o estresse oxidativo. Outros fatores s&o a acetilcolina, bradicinina,
endotelina, vasopressina € histamina. Indmeras observagdes sugerem que o
na hipertensdo. O decréscimo na produgéo de

Caminho NO/cGMP é prejudicado
NO é determinante no processo hipertensiv
_monometil - L-arginina (L-NMMA), um antagonista

de NO pela injegao de N° ) ,
especifico dg NOS resulta em aumento da presséo arterial em humanos e

o uma vez que a inibicdo da sintese

animais?®, ‘

O gene da ecNOS apresenta-se COMO candidato potencial para o y
desenvolvimento da hipertenséo. Recentemente foram identificadas 3 mut agdes
NOS denominadas: T7®>C, A%25¢ ¢ T

elativamente alta em pacientes com
redugdo significante i

ligadas na regigo 5 do gene da €c
1 .
B3A. A incidéncia destas mutagdes € f

.~ T-7865C resulta em uma
espasmos coronarios. A mutagéo T
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(cerca de 50%) na atividade promotora do gene da ecNOS enquanto nenhum
efeito foi encontrado nas outras mutagbes descritas. O acumulo de evidéncias
sugerem que a mutagdo T7>C pode ser responsavel pelo decréscimo na
producdo de NO nas células endoteliais podendo estar associada com
hipertenséo e IAM®. O decréscimo na transcricdo da ecNOS é consistente com a
Nog&o de que a produgéo de NO ¢é reduzida em pacientes portadores da mutacéo

T3¢ sugerindo que estes pacientes estdo predispostos a espasmos |
I
|

coronarios?.
Segundo Fairchild et al®, pacientes com espasmos coronarios ou doenca

renal sio associados com polimorfismos na regido promotora do gene que !
!
Promove impacto nos niveis tanto de RNAm guanto da proteina enquanto gue
|
Pacientes com hipertenséo ou DAC séo associados com polimorfismos presentes

nas regides dos exons que podem afetar a atividade da enzima.
O polimorfismo encontrado no exon 7 do gene que codifica a ecNOS

denominado Glu-298-Asp, leva a mudanca do aminoacido Glutamato-> Aspartato,
Pela substituicdo de G>T na posicdo 894 do gene e tem sido analisado em
Populagdes com pacientes hipertensos, com DAC e com AVC. Este polimorfismo
€ de relativo interesse pelo fato da substituicdo ocorrer em uma regido

. H 5 i 5 At
Conservada de aminodcidos podendo influenciar na fungéo da enzima®. Analises
e Glu-298-Asp resulta em uma mudanga

Computacionais revelaram que a variant
Conformacional na proteina da ecNOSE. Em recentes estudos, foi demonstrado

que a ecNOS de pacientes portadores do alelo T é clivada por uma protease
r o possivel mecanismo que prejudica a

ainda nao conhecida o que pode explica

funco da enzima®”
e o polimorfisma Glu-298-Asp e o risco de

Forte associagdo entr . -
desenvolvimento de DAC foi encontrado em um estudo feito por Hingorani et al®.
O aumento do risco foi conferido a0s individuos homozigotos para o alelo T da
co comparado com homozigotos para o alelo

Variante, cerca de 4 vezes O ris . ’
elo T foi também encontrado entre

normal G. Um excesso significativo do al
individuos com recente IAM quando comparados com controles saudaveis e o
M entre os homozigotos para o alelo T foi de !

oddls ratio para o risco de ocorrer 1A

. elo G. B
2,5 vezes maior do que homozigotos para o al N
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Segundo Hingorani et al®, n&o foi encontrada associagéo do polimorfismo
Glu-298-Asp com hipertenséo, mas que isso ndo excluia a possibilidade da
variante codificar uma proteina hipofuncional. Entretanto, o polimorfismo foi
associado como fator de risco para IAM em estudo feito por Hibi et al®, mas nao

informou sobre os mecanismos pelos quais a variante predispde os pacientes ao

[AM.
Ainda ndo esta clara a associagéo entre o polimorfismo Glu-298-Asp da

ecNOS como uma variante genética funcional ou um marcador para uma outra

variante funcional proxima a esta ou ainda para um outro gene adjacente® i
Dada a importancia da ecNOS na fungéo cardiovascular, a investigacao de
I

Muta¢ées ou polimorfismos do gene da ecNOS correlacionando com o aumento B
do risco de doencas cardiovasculares tem sido uma area de constantes ¥
Pesquisas. O alvo principal é determinar a associagao do polimorfismo com as
doengas cardiovasculares, especialmente com um dos fatores determinantes, a
hipertensso e seu efeito associado a estimulos ambientais para obter uma melhor

terapéutica e profilaxia.
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MATERIAIS E METODOS

Grupos de Estudo e Critérios de Inclusdo

O estudo constou de amostras obtidas em colaboracdo com o Setor de
Hemodinamica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e Instituto do

Coraggo do Triangulo Mineiro. Todas as analises foram realizadas no Laboratério

de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioguimica (UFU).
Foram incluidos na pesquisa 192 pacientes de raga branca (critério

baseado na cor da pele ou cutis) sendo 95 homens e 97 mulheres que foram ‘
separados em 3 grupos: Grupo | : pacientes hipertensos (n=71; 33 homens e 38 |
Mulheres); Grupo Il : pacientes hipertensos infartados (n=69; 34 homens e 35 |
Mulheres): Grupo Ill: controles constituidos de individuos normotensos (n=52: 27 -

homens e 25 mulheres).
Os critérios de inclusdo adotados foram baseados segundo dados dg

Organizacdo Mundial de Satde (OMS)". Para o diagndstico de infarto agudo do
Miocdardio, tomou-se por base a presenga de pelo menos dois dos trés critérios: 1-
histéria clinica de dor toracica tipica de isquemia; 2 — alteragbes do segmento ST,
Supra e infradesnivelamento em eletrocardiograma seriados; 3- elevacSes dos

Niveis séricos de marcadores cardiacos, sendo a enzima creatinofosfoquinase
(CK-MB) o teste laboratorial usado, segundo Ryan et al'. A hipertensao foj
diagnosticada em individuos que mantiveram uma PA sistdlica > 140mmHg e PA

fatores de risco convencionais

diastélica > 9ommHg. Os valores de referéncia dos
riglicérides, niveis baixos de HDL

COmo niveis elevados de colesterol total, LDL € t
Consenso Brasileiro de Dislipidemias

© obesidade foram adotados conforme O 1
Colesterol Total >200mg/dl, LDL

12
© Prevengdo da Aterosclerose (2000)™
rides > 200mg/dl e IMC >25Kg/m® Os 52

>159mg/dl, HDL <40mg/dl, Trigicé
individuos incluidos como controle seguiram somenté\ .<.3
ndo excluindo a possibilidade da existéncia de

histérico pessoal de hipertensao |
Qutras enfermidades como DAC e diabetes mellitus. Para todos os grupos

critério de n&o ter

também foj feita a triagem de histdria de tabagismo e sedentarismo.
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Material BiolGgico e Isolamento do DNA

O material biolégico utilizado foi o sangue periférico obtido mediante termo
de consentimento informado e coletados em tubos Vacutainer contendo EDTA

Para evitar coagulagéo e armazenados a 4°C.
As extracdes do DNA genomico foram feitas segundo o método de

isolamento de DNA adaptado de Sambrook et al'® seguindo o protocolo descrito

anteriormente no Capitulo 1.
Todos os cuidados para evitar contaminagéo tanto cruzada de paciente

para paciente como de outros materiais vindos do meio foram tomados.

Amplificagio e Genotipagem do Polimorfismo Glu-298-Asp da ecNOS

A regigo do exon 7 do gene da ecNOS que contém a variante Glu-298-Asp
foi amplificada utilizando o par de primers descrito por Hibi et al®. 5'- TCC-CTG-
AGG-AGG-GCA-TGA-GGC-T-3' e 3- TGA-GGG-TCA-GAC-AGG-TTC-CT-5'

As reacées foram feitas nas seguintes condigdes: 3ul. do DNA gendmico,
Tund de Taq Polimerase (Phoneutria), Tamp&o da Enzima (1X), 8pmols de cada
Primer, Dntps 200uM em um volume final de 30uL. A PCR foi realizada em m
termociciador MJ. Research, Inc. seguindo o programa de 35 ciclos: 94°C-1min,

81°C-1min. 72°C-1min. O produto final amplificado de 457pb foi visualizado em
gel de agarose 1,5% corado por brometo de etidio (10mg/mL) utilizando marcador

de 50pb como referéncia. A visualizagéo foi feita em aparetho VDS (Pharmacia

Biotech),
Os produtos amplificados foram submetidos a restricdo enzimatica
Utilizando a enzima Banll (Qbiogene). Na transicdo de G>T, a enzima perde sey
mente o individuo normal que mantém o

Sitio de restricao portanto, reconhece SO ~ o
Sitio intacto. A enzima Banl/ reconhece O seguinte sitio de restricao:

3...C T YCGRG....5
As reacGes de restrigdo seguiram ©

4und da enzima Ban/l, Tamp&o da enzima (

protocolo: 10uL de produto amplificado,

1X), em um volume final de 20uL. As




reacSes forma submetidas a uma temperatura de 37°C por no minimo 4h,
Posterformente, os fragmentos digeridos foram visualizados em gel de agarose
3% corado por brometo de etidio. Para os individuos normais GG sio
Visualizadas bandas de 320pb e 137pb, individuos heterozigotos GT apresentam
bandas de 457pb, 320pb e 137pb e individuos homozigotos mutantes apresentam

a banda original néo digerida de 457pb.

Ampilificagio e Genotipagem do Polimorfismo T7%> C da ecNOS

Para andlise do polimorfismo contido na regido promotora do gene da
ecNOS denominado T7%- C, utilizou-se o seguinte par de primers descrito por
Nakayama et af? - 5- ATG-CTG-CCA-CCA-GGG-CAT-CA- 3’ e 3- GTC-CTT-
GAC-TCT-GAC-ATT-AGG-G- 5.

A técnica da PCR foi utilizada para amplificar a regido de 236pb que cerca
@ variante seguindo o protocolo: Tamp&o da enzima Tagq polimerase (1x), Spmols
de cada primer, 200uM de Dntps, 1 und de Taq polimerase, 3ul de DNA genémico

em um volume final de 30ul. O programa utilizado constou de 35 ciclos : 94°C —
Tmin, 62°¢ — 1min e 72°C — min. O produto amplificado foi visualizado em gel de

agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
m utilizou-se a técnica LIS-SSPC (Conformacao

Para a genotipage
Polimérfica de Fita Simples em baixa forga idnica) descrita por Orita et al (1989)™
fa qual cada fita simples de DNA assume uma conformacao especifica em gel de
poliacrilamida baseada da sequéncia de bases internas. Utilizou-se um gel de

mida — 30%) nas dimensdes

Poliacrilamida de 15% (49:1 acrilamida: bisacrila
o amplificado em 20uL de tampao

15:15; 0,5¢m. Foram utilizados 3,5u! do produt
de Lis e cada mistura foi submetida @ desnaturagdo das fitas duplas de DNA por
97°C por 10min. Em seguida, 18uL de cada mistura foi aplicado no gel e
Submetido a eletroforese vertical a temperatura ambiente e a 200V por 19h em

e foi corado com nitrato de prata de acordo

Tampao TBE 1X. O gel posteriorment P
Com Blum et af (1987)"° com modificagdes de Bassam etal (1991)™
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Analises Estatisticas

Utilizou-se o programa Statistica 5.5 para realizar as andlises. Em todas
elas, foi utilizado o erro o. menor que 5% (p<0,05) para o nivel de significancia.

O teste do x> foi utilizado para verificar diferencas entre as frequiéncias (
@énicas e genotipicas entre 0S grupos de pacientes e controles. . A variaveis f
continuas foram expressas em freqiiéncia e as diferengas entre os grupos foram
Comparadas também pelo teste do x? . O risco relativo (Odds Ratio) foi avaliado

para a razgo de chances e todas as variaveis foram transformadas em numéricas H

com valores atribuidos de 0 (zero) para auséncia e 1 (um) para presenca. t
P
Foram utilizadas andlises de regressdes multiplas com distribuigao binomial L

Para verificar a associagédo conjunta dos gendtipos e fatores de risco
nséo e progressdo para o IAM. Andlises de

convencionais na génese da hiperte
Correlacdo de Pearson com p<0,05 foram realizadas para verificar as possiveis

associagdes entre fatores de risco € O polimorfismo.
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RESULTADOS

limorfismo Glu-298-Asp da ecNOS

Ampilificaca
plificagdao e Genotipagem do Po

Utiliza acni
ndo a tecnica cordo com O PTOtOCO|0 descrito e utili
n PCR de a - ’ izando 0s
pllllcagao e |||ostrado da Iigura 10. At
- avés

pri i
; mers indicados, o resultado da am
0 marcador d :
e 50pb e possivel verificar a
presenca do fragmento
esperado de

457pb.

o resultado obtido pela amplificagéo da regido d
o de

% evidenciando

457
pb que cerca a variante Glu-298-Asp.

= marcado
Col r de 50pb
nas 1 e 2 = individuos da p

Fi
gura 10 — Gel de agarose 1,5

esquisa

ficientemente genotipados para a variante Gl
u-

Todos os individuos foram €
drao obtido € mostrado na figura 11 e
m

298- -
Asp utilizando a enzima Banll. O pa

% Individuos homozigotos normais
Individuos heterozigotos GT

gel de g
oEoze B GG aparecem com duas

ban
das de tamanhos distintos: 3
sendo

20pb € 137pb.
duas correspondentes  aos normai
is:

a

4Zarecem com trés bandas,
7
pb,320pb e 137pb € finalm

apare .
cem com a unica panda de

individuos homozigotos mutantes TT

ente,
é reconhecida pela enzima

457pb que nao

devido 3
&Vido a transigao de GA:

e
—



| e
ey
—
s L T e

Y €457pb
<320pb

iimorfismoc Giu-298-Asp. M = marcad
or de

Figura |
11 — Padrao de genotipagem obtido para 0 po
individuo heterozigoto, TT = indivi
] iduo homozi
goto mutante

50 i
pb. GG = individuo normal ,GT =

P flcagao e enotipagem do POlimO”ismO I . - C da ecNOS
e| am,,,p!i_ia_:acao utilizando a técnica PCR 3
f C para a i
a regiao

C da ecNOS € evidenciado em gel de agarose 1,5
, 1,5%
cador de 50pb € possivel verificar a prese °
nca 3

O resultado obtido p
que cerca a variante T7°°2

com
0 mostra a figura 12. Pelo mar

do
fragmento esperado de 236pP:

4o obtida para a regiao d
e
Opb, Colunas 12e3 = indizv?gsgsqg:

oa amplifica

evidenciand
rcador de 5

0S. M= ma

Figu :
gura 12 - Gel de agarose 1,5%
78

pESquisa\_lanante T77%> C da ecN
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" Para obter o padrio de genotipagem deste polimorfismo utilizou-se
acni _ -se a
cnica LIS-SSCP. A figura 13 demonstra o padréo obtido em gel d
N oo e
poliacrilamida 15%. Da esquerda para a direita, individuos: homozigotos normai
rmais

1IN - :
, heterozigotos TC, homozigotos mutantes CC, provavel mosaico M, individ
; iduo

heterozigoto diferencial AC, individuo homozigoto mutante diferencial AA
e

Individuo heterozigoto diferencial TA.

T TC cc M AC AA b

e
e s—

 l—

————

da 15% evidenciando 0 padrdo de genotipagem obtido para
o

Figura 13- Gel de poliacrilami
4vel mosaico.

polimorfismo T7%°> C. M = prov

Analise dos polimorfismos Glu-298-Asp € T7%6> C entre casos e controles

* Pacientes hipertensos versus controles
es envolvidos na presente pesquisa foram

Todos os 192 pacient
2 ambas as variantes da ecNOS, Glu-298-Asp e T

efetivamente genotipados par

RS : Tl
C. As caracteristicas clinicas principais
pacientes HAS estao

dos individuos do grupo controle
comparado com o grupo de dispostas na tabela 8.

s clinicas entre pacientes HAS e controles

_If‘_'f'a 8 —Caracteristica
Variaveis Controles HAS p-valor
—— F_f_,,_ﬂizf N=71
Histrico Familiar (40.4) 00 ns
Sabagismo (15.4) (38.0) p<0.001
| edentarismo (48.0) (62.0) p<0.050
MC >25kg/m? (44.2) 26.1+3.76 (54.9) 30.2 + 1.1 ns
570 (47.8)196.046.49 p<0.001

(25.0) 203.3+
(5.7) 115i25.1 (12-6) 116.0 + 29.6 p<0.005
(8.4) 476 +12.4 p<0.025

(3.8) 49.1£72
(7.7) 17164567 (154) 172421408 p<0.010
%), média e desvio padrao

ESILesterol Total >200mg/d|

>159mg/dl

HDL <40mg/di

-;;'E'ic_:érides >200mg/dl
alores expressos em frequencia (
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A média de idade entre os dois grupos foi de 60.29 + 11.08 para o grupo de

pacientes HAS e 54.75 £ 11.35 que foram estatisticamente diferentes entre si

(p=0.002).
Dentre os fatores de risco convencionais, apenas o histérico familiar e IMC

n&o foram significativos. Os outros fatores coma tabagismo, sedentarismo, indices

elevados de colesterol total, LDL € triglicérides bem como indices baixos HDL

foram predominantes no grupo HAS, sendo estatisticamente superiores ao grupo

controle.
Tabela 9 — Frequiéncias genotipicas alélicas da variante Glu-298-Asp da ecNOS
entre o grupo HAS e controles.
Gendtipos Controle HAS
i N=52 (%) N=T71 (%)
GG 21 (40.4) 11 (15.5)
GT 27 (52.0) 49 (69.0
TT 04 (7.7) 11 (15.5)
Alelos
: (66.4) 500)

G
T /,_Jl%) (50.0)

Dos 71 individuos do grupo de pacientes HAS genotipados para a variante
Giu-298-Asp, 15.5% s&o homozigotos normais GG, 69% séo heterozigotos GT e

15.5% sio homozigotos mutantes TT. Pela andlise do y* verificou-se que h

grupo comparado com O grupo conirole onde dos 52

diferenca entre este
2% sé&o heterozigotos e 7,7% séo

individuos, 40.4% s&o homozigotos normais, 5
homozigotos mutantes TT (x2=5.155, p=0.023). Estes dados estdo evidenciados

elagéo a frequéncia alélica da vari
o do grupo de pacientes HAS em

nificativa (x*=12.0 , p<0.001).

t lu- _ e
na tabela 9. Comr ante Glu-298-Asp, verifica-se

uma maior presenca do alelo mutante T dentr
relagdo ao grupo controle existindo diferenca sig
va de risco de desenvolver a hipertenséo associado ao gendtipo

A estimati .
ntervalos de confianga foram: para o

_298-Asp com 0S respectivos i
TT em relacao ao GG OR=5.25 (1.35 - 20.39), para o GT em relagdo ao GG,

OR=3.46 (1.45 — 8.25), para TT + GT em relagéo ao GG, OR=3.69 (1.58 - 8,63)
para o GG + GT em relagéo ao TT, OR= 0.45 (0.13 — 1.51). Estes dados estéo

da variante Glu

dispostos na figura 14.

T T
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Durante a genotipagem dos mesmos individuos para a variante T"**>C da
ecNOS, surgiu a presenca de um possivel novo alelo para esta mesma variante
encontrada na regido promotora, aqui designado pela letra (A), gerando 3 novos
gendtipos: TA, AC e AA e um possivel padrdo mosaico. Estes resultados estéo

dispostos na tabela 10.

Tabela 10 — FreqUiéncias dos genotipos identificados entre os grupos controle,

HAS e HAS/IAM.

Genadtipos Controle HAS HAS/IAM
(n=52) (n=71) (n=69)

TT 16 (30.8) 19 (26.9) 20 (30.0)

TC 26 (50.0) 28 (39.4) 32 (46.3)
CC 02 (3.9) 04 (5.6) 03 (4.3)

TA 06 (11.5) 14 (19.7) 10 (14.5)
AC 01(1.9) 02 (2.8) 04 (5.8)
AA 01(1.9) 0(0.0) 0 (0.0
Mosaico (?) 0(0.0) 04 (5.6) 0(0.0)

Nas distribuigbes génicas e genotipicas, o alelo A foi considerado como
sendo desfavoravel e favoravel (tabelas 11 e 12 respectivamente) e os individuos
possivelmente mosaicos analisados juntamente com o gendtipo TA. Tanto ao
considerar o possivel novo alelo A como sendo desfavoravel e favoravel, os

resultados nao foram significativos (x%=0.759,p>0.05 e ¥?=4.06,p>0.05

respectivamente).

Tabela 11 — Freqiiéncias genotipicas e alélicas da variante T"®->C da ecNOS

entre o grupo HAS e controles, considerando o possivel novo alelo como sendo

“desfavoravel”.
Gendtipos Controle HAS
N=52 (%) N=71 (%)
T 16 (30.8) 19 (26.8)
TA+TC 32 (61.5) 46 (64.8)
CC+AC + AA 04 (7.7) 6 (8.4)
Alelos

T (61.5) (58.5)
C (29.8) (26.8)
A (8.7) (14.7)
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Tabela 12 — Freqiéncias genotipicas e alélicas da variante T"%®->C da ecNOS

entre o grupo HAS e controles, considerando o possivel novo alelo A como sendo
“favoravel”.

Gendtipos Controle HAS
N=52 (%) N=71 (%)
TT+TA+AA 23 (44.2) 37 (52.1)
TC+AC 27 (52.0) 30 (42.3)
CC 02 (3.8) 04 (5.6)
Alelos
T (61.5) (58.5)
C (29.8) (26.8)
A (8.7) (14.7)

A estimativa de risco de desenvolver a hipertensao associada a variante T
7865C da ecNOS, com os respectivos intervalos de confianga foram: para o CC
em relagdo ao TT, OR=1.68 (0.27 — 10.42), para o TC em relagdo ao TT, OR=
0.87 (0.37 — 2.05), para o CC + TC em relagdo ao TT, OR=0.93 (0.40 — 2.15),
para o AA em relacéo ao TT, OR=0 (0.40 — 2.15), AC em relagdo ao TT, OR=
2.52 (0.23 — 26.72), para o TA em relagdo ao TT, OR= 2.52 (0.80 — 7.88), TA+AC
em relagdo ao TT, OR= 2.16 (0.72 - 6.48) AA + AC + TA em relacdo ao TT,
OR=2.21 (0.77 — 6.32), TA+TC+AA+AC+CC em relagdo ao TT, OR=1.21 (0.55 —
2.67), TT+TA+TC em relagdo ao AC+AA+CC, OR=0.76 (0.21 — 2.75), AA+AC em
relacdo ao TA, OR=0.05 (0.06 — 3.74) e para TA em relagdo ao AC+AA, OR= 2
(0.26 — 14.98). Pelos resultados obtidos, ndo houve risco de desenvolver
hipertensdo associada a variante T'®>C em nenhuma associagio realizada

como mostra a figura 15.

As andlises de regresstes logisticas muitiplas com distribuicdo binomial
entre cada polimorfismo associado com os fatores de risco, mostrou que o
polimorfismo Glu-298-Asp € fator de risco independente para a génese da

hipertensdo (p=0.026). Este resultado esta evidenciado na tabela 13. Ao associar

o polimorfismo T7®>C com os mesmos fatores este ainda continuou nao
significativo (p=0.552) como mostra g tabela 14.
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Tabela 13 — Regresséo logistica multipla para verificar o efeito do polimorfismo

Glu-298-Asp associado aos fatores de risco convencionais no grupo de pacientes
HAS.

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
Liberdade Stat

Polimorfismo Glu-298-Asp 1,00 4924 0.026 *
Tabagismo 1,00 9.546 0.002 *
Sedentarismo 1,00 0.362 0.547
LDL > 159mg/dl 1,00 0.948 0.330
HDL < 40mg/dl 1,00 4.669 0.030 *
Colesterol Total > 200mg/d| 1,00 0.568 0.450
Triglicérides > 200mg/dl 1,00 0.293 0.588
IMC > 25Kg/m* 1,00 0.109 0.741
Historico Familiar 1,00 0.265 0.265

Tabela 14 — Regressao logistica multipla para verificar o efeito do polimorfismo T

7865 C associado aos fatores de risco convencionais no grupo de pacientes HAS

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
Liberdade Stat

Polimorfismo T"*°>C 1,00 0.353 0.552
Tabagismo 1,00 0.546 0.002 *
Sedentarismo 1,00 0.362 0.547
LDL > 159mg/di 1,00 0.948 0.330
HDL < 40mg/dl 1,00 4.669 0.030 *
Colesterol Total > 200mg/di 1,00 0.568 0.450
Triglicérides > 200mg/dl 1,00 0.293 0.588
IMC > 25Kg/m? 1,00 0.109 0.741
Historico Familiar 1,00 0.265 0.265

e Pacientes hipertensos com infarto versus controle

As caracteristicas clinicas principais dos grupos de pacientes HAS/IAM e
controles foram comparadas e estao dispostas na tabela 15. A média da idade
dos pacientes hipertensos com infarto (HAS/IAM) foi de 60.57+11.22 anos de

idade, estatisticamente diferente do grupo controle que foi de 54.75+11.35
(p=0.002).
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Tabela 15 —Caracteristicas clinicas entre pacientes HAS/IAM e controles

Variaveis Controles HAS +IAM p-valor

N=52 N=69

Histoérico Familiar (40.4) (44.9) ns
Tabagismo (15.4) (47.8) p<0.001
Sedentarismo (48.0) (72.5) p<0.050
MC >25kg/m? (44.2) 26.1+3.76  (52.2)27.7+2.13 ns
Colesterol Total >200mg/dl  (25.0) 203.3+£27.9 (71.0)216.8 +33.4 p<0.050
LDL >159mg/di (5.7) 115+25.1 (18.8) 131.0+£30.6 p<0.005
HDL <40mg/di (3.8) 49.1+7.2 (15.9)455+82  p<0.025
Triglicérides >200mg/dl (7.7) 1716+58.7 (27.5)181.04+55.8 p<0.001

Valores expressos em frequéncia (%), média e desvio padrdo

No grupo de pacientes hipertensos com infarto o numero de individuos
fumantes (44.9%) foi maior tanto em comparagdo com o grupo controle (15.4%)
£Omo no grupo de pacientes hipertensos (38%). Todos os outros fatores de risco
COmMo niveis elevados de colesterol total (71%), LDL (18.8%), triglicérides (27.5%),
bem como sedentarismo (72.5%), IMC (52.2%) e historico familiar (44.9%) foram
SUperiores no grupo de pacientes HAS/IAM comparado com os dois outros
9rupos, porém o IMC e o historico familiar, assim como observado para o grupo
de pacientes HAS, néo foram significativos tanto para a genese da hipertensag
COMo para a progresséo para 0 infarto agudo do miocardio. A tabela 16 mostra os

resultados obtidos em relagdo as frequéncias génicas e genotipicas para o
Polimorfismo Glu-298-Asp no grupo de pacientes HAS/IAM comparado com o

9rupo controle.

Tabela 16 Frequéncias genotipicas € alélicas da variante Glu-298-Asp da

SCNOS entre o grupo HAS/IAM e controles.
HAS/IAM

T — Controle
Gendtipos N=52 (% N=69 (%)

GG 21(40.4) 20(29.0)

41 (59.4)

27 (52.0)
M 08 (11.6)
Alelos 2 (58.7)
(66.4) 1

G
T 33.6

e At A it R
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Dos 69 individuos do grupo de pacientes HAS/IAM genotipados para g

Variante Glu-298-Asp, 29% séo homozigotos normais GG, 59.4% sao

heterozigotos GT e 11.6% sao homozigotos mutantes. As freqliéncias
encontradas para este polimorfismo dentro  deste grupo  nao
estatisticamente diferentes do grupo controle onde dos 52 individuos, 40.4%,
hOmozigotos normais GG, 52% s&o heterozigotos GT e apenas 7.7%
hOrnozigotos mutantes (y?=3.089, p=0.078). Para as freqiéncias alglicas também

N&o houve diferenca entre os grupos embora a presenca do alelo mutante T seja

foram
sédo
sdo

Maior no grupo de pacientes HAS/IAM (3*=2.65, p>0.05),
Considerando o risco de desenvolver a hipertenséo e progresséo para o

infarto agudo do miocardio com 0s respectivos intervalos de confianca associado
40 polimorfismo Glu-298-Asp, os valores encontrados foram: para o TT em
"®lacdo a0 GG, OR=2.10 (0.54-8.07), para 0 GT em relagéo a0 GG, OR=1 59
(0.72-3.48), para o TT+GT em relacdo ao GG, OR=1.65 (0.77-3.54) e para o
GG+GT em relacdo ao TT, OR=0.51 (0.14-1.80). Em nenhuma associacio
verificou-se risco de desenvolver hipertensdo e progressdo para o JAM em
intervalo de confianca estatisticamente significativo como demonstrado na figura
18. Com refagso ao polimorfismo T7°>C, as distribuicdes das frequéncias
9énicas e genotipicas para os 69 individuos do grupo de pacientes HAS/IAM se

eNcontram nas tabelas 17 e 18. .
Considerando o alelo A como sendo desfavoravel, 29% dos individuos do

9"Upo  HAS/IAM possuem o gendtipo homozigoto TT, 60.9% possuem og
Sendtipas TA+TC e 10.1% possuem os gendtipos CC+AC+AA. Estes ‘resultados
N&o foram significativos comparado com 0 grupo controle ’o.nde dos 52 Individuos,
30.8% possuem o gendtipo TT, 61.5% possuem 0S genotipos TA+TC e apenas

2
7.7% possuem os genétipos CC+AC+AA (x=0.858, p>0.05).
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Tabela 17 — Freqiiéncias genotipicas e alélicas da variante T™3C da ecNOS

entre o grupo HAS/IAM e controles, considerando o possivel novo alelo A como

Sendo “desfavoravel”.
Gendlipos Controle HAS/IAM

N=52 (%) N= 69 (%)

TT 16 (30.8) 20 (29.0)

TC +TA 32 (61.5) 42 (60.9)

CC+AC+AA 04(77) 07(101)

Alelos

T (61,5) (59.4)

C (29,8) (30.4)

A (8,7) (10.2)

Tabela 18 - Frequéncias genotipicas e alélicas da variante T™C da ecNOg

entre o grupo HAS/IAM e controles, considerando o possivel novo afe|o A como

Sendo “favoravel’.
T Gendtipos Controle HAS/IAM
N=52 (%) N= 69 (%

IT+TA+ AR 23 (44.2) 30 (43.4)
TC+AC 27 (52.0) 36 (52.2)

CC 02 (3.8) 03 (4.4

Alel

T = (61.5) (59.4)

C (29.8) (30.4)

A (8.7) (10.2)

Ao assumir que o alelo A poderia ter 0 mesmo efeito do alelo T, também
N80 hoyve diferenca significativa onde 43.4% dos pacientes do grupo de
Pacientes HAS/IAM possuiram os gendtipos TT+TA+AA, 52.2% possuiram o
9eNnGtipos TC+AG e 4.4% possuiram o gendtipo CC (1*=0.109, p>0.05). ignorando
a Presenca de gendtipos contendo O alelo A ou seja, ar?afisando somente os
9endtipos TT. TC e CC, também néo houve diferenca significativa entre o grupo
de pacientes HAS/IAM comparado com o grupo controle (x*=0.318, p>0.05). Em
Telagdo as freqiiéncias alélicas também ndo houve diferenca entre og grupos

(x*<0.689, p>0,05) ~ )
Ao verificarmos todas as possiveis interagoes entre os gendtipos do

Doiimomsmo T7>C para verificar 0 risco de desenvolver a hipertensso e
Progressso para o infarto, os resultados foram: para o CC em relagdo a0 TT,
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OR=1,200 (0,1784-8,0728), para o TC em relagdo ao TT, OR=0.98 (0.42-2.27),
Para o CC+TC em relagdo ao TT, OR=1 (0.43-2.27), para 0 AA em relacdo ao TT,
OR=0 (0.43-2.27), para o AC em relagéo ao TT, OR=3.20 (0.32-31.53), para o
AA+AC em relagdo ao TT, OR=1.60 (0.25-9.87), para o TA em relacio ao TT,
OR= 1.33 (0.39-4.45), para 0 TA+AC em relagdo ao TT, OR=1.60 (0.52-4.90),
Para o AA+AC+TA em relacdo ao TT, OR=140 (0.47-4.16), para o
TA+TC+AA+AC+CC em relagdo ao TT, OR=1.08 (0.49-2.38), para o TT+TA+TC
em relacdo ao AC+AA+CC, OR=0.73 (0.20-2.66), para 0 AA+AC em relacéo ao
TA, OR=1.20 (0.16-8.65) & para 0 TA em relagdo ao AC+AA, OR=0.83 (0.11-
6.01). Em nenhuma associacdo verificou-se o risco de desenvolver hipertensao e
Progressao para o IAM em intervalo de confianga estatisticamente significativo

Como demonstra na figura 17.
As analises de regressdes logisticas multiplas com distribuicéo binomial

entre cada polimorfismo associado com os fatores de risco, mostrou que o efeito
do polimorfismo Glu-298-Asp continua sendo significativo mesmo na presenca de
Outros fatores de risco (p=0.010). Este resultado esta evidenciado na tabela 19
Ao verificar o efeito do polimorfismo T7*°>C com os mesmos fatores no grupo de

Pacientes HAS/IAM. este ainda continuou n&o significativo (p=0.278) como mostra
a tabela 20 .

Tabela 19 — Regresséo logistica multipla para verificar o efeito do polimorfismo

Glu-298-Asp associado aos fatores de risco convencionais no grupo de pacientes

HAS/IAM
' Wald -valor
5 Graus de P
atores de Risco Liberdade S5t2t1

F'Ogmorﬁsmo Glu-298-Asp 1188 ?163 gg(;g *

abagismo ' ' '
Sedentarismo 1,00 ??gg 8 ggg
LDL > 159mg/d 1,00 4.965 0.025 *
HDL < 40mgyd 1,00 0.060 0805
Colesterol Total > 200mg/d! o 0.005 0.941
[ '\;fghferides >2200mg/d' 100 0.020 0.886

1C > 25Kg/m 100 0.723 0.394

Istérico Familiar
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Tabela 20 — Regress&o logistica multipla para verificar o efeito do polimorfismo T-
e associado aos fatores de risco convencionais no grupo de pacientes

HAS/AM

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor

Liberdade Stat

Polimorfismo T7%>C 1,00 1.172 0.078
Tabagismo 1,00 7.163 0.007 *
Sedentarismo 1,00 0.692 0.405
LDL > 159mgy/di 1,00 1.150 0.283
HDL < 40mg/di 1,00 4.965 0.025 *
Colesterol Total > 200mg/di 1,00 0.060 0.805
Triglicérides > 200mg/d| 1,00 0.005 0.941
IMC > 25Kg/m? 1,00 0.020 0.886
Histérico Familiar 1,00 0.723 0.394

Para verificar todas as possiveis associagées entre os fatores de risco e

entre os polimorfismo Glu-298-Asp & T'®>C, utilizou-se as andlises de
Correjagéo de Pearson com p<0,05. Os resultados estéo dispostos na tabela 21.

Os valores em vermelho séo valores significativos com p<0,05.

SISBI/UFU
210969
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Tabela 21 — CorrelacBes entre todas as variaveis e entre os polimorfismos Glu-298-Asp e T"*->C da ecNOS.

1AM HAS  HAS/IAM IDADE GLU TC TABA

SED LDL HDL CT TG IMC
1AM -0.104

HAS 0.0298

HAS/IAM  -0.004

IDADE -0.08

GLU -0.068 -0.085 0.07719 0.0093

TIC 0.0413 -0.049 0.0837 0.00923 -0.079

TABA -0.052 0.0421 0.0935 0.058

SED 0.0616 0.1201 -0.056 0.027 0.1119

LDL -0.087 0.1321 0.1385 0.0177 0.049 0.1062

HDL -0.048 -0.074 0.0475 -0.022 -0.00¢ -0.09 -0.0514 -0.052 -0.008
CcT -0.012 0.0661 20 -0.005 0.0312 0.144 -0.0149 0.09394 0.2351
TG 0.0086 1 0.136 0.0027 0.0889 0.044 0.0668 0.02091 0.0507
MC 0.084 -0.04 0.0379 0.00831 -0.072 0.1352 0.153 0.0377 0.00135 -0.113 0.0155 -0.055
HF 0.024 0.1395

0.058
-0.03  0.05507 0.0728

0.0749 009 0.1062 0.03904 -0.034

-0.0607 0.0689 0.047 0.134

IAM: infarto agudo do miocardio, HAS: hipertensdo, GLU: polimorfismo Glu-298-Asp, T/C: polimorfismo T‘TBG—)C, TABA: tabagismo, SED:
sedentarismo, CT: colesterol total, TG: triglicérides, HF: histérico familiar.
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DISCUSSAO

Desde a identificacao do 6xido nitrico (NO) como importante fator relaxant

endotélio derivado, tem surgido inumeras informagoes a respeito dos seus pa é'e
fisiologicos e patofisiologicos™?’. A sua pr odugéo basal contribui para o t‘;uls
vascular, regulacéo do fluxo e press&o sanguinea além de inibir a agregacéo :
adesdo plaquetaria, proliferagao das células vasculares musculares lisas e

i - ol _
nibicdo da adesao leucocitaria. A disfungéo deste importante mecanismo pod
e

exposicdo da parede endotelial a fatores

promover aterogénese por
asoespasmo aumentando o risco de trombose

vasoconstritores que atuam no Vv
levando ao IAM®.

A patogénese da hipertensdo & mult
genéticos como ambientais. Alteragdes no metab

génese desta patologia'”.
co para a hipertensao foram analisados para 0s trés

ifatorial e envolve tanto mecanismos

olismo do NO pode ser um fator

que contribui para a

Os fatores de ris
S, HAS/IAM e controles, verificando uma maior

grupos considerados HA

prevaléncia dos fatores de risco n

Em relagdo ao tabagismo, OS

os dois grupos de pacientes.
ndmeros encontrados foram relativamente

arado com 0 grupo controle sendo 38%

altos nos dois grupos de pacientes comp
8% dos individuos do grupo HAS/IAM contra

dos individuos do grupo HAS € 47.
ividuos do grupo controle. Se

s na expressao da ecNOS e da ECA e agindo sobre

vos genes pode modular o risco de DAC entre

S s e gundo Alvarez et al'®, o fumo
pode induzir mudanga
polimorfismos nos respect!

fumantes. VVrios estudos comprovam que o consumo de cigarros por periodos

relativamente longos, st2 associado com a diminuicdo dos niveis plasmaticos de
o do estressé oxidativo leva 1o
l6gico do NO na regulagéo

adro de hipercolesterolemia

NO e 0 aument ndo a disfung@o endotelia

O papel fisio do ténus vascular pelo endotélio é
diminuido durante o du
celular via indugdo de mec
inclui a modificagéo de lipideos,

sequida da degradagdo do NO alé
nto dos niveis de anta

que prejudica o relaxamento

anismos sensiveis a oxidacao®. A hipercolesterolemia

aumento da geragéo de radicais superoxido (O2)
m de reduzir a afinidade da ecNOS pela L-
arginina pelo aume gonistas circulantes como por exemplo 0
ADMA.
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Com relacéo as dislipidemias observadas tanto no grupo de pacientes HAS

como no grupo de pacientes HAS/IAM apresentaram maior prevaléncia de

quadros de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, sendo encontrado para o
AS 48.8% dos pacientes com niveis de colesterol total

is elevados de LDL, 15.4% com niveis elevados de
ntes com niveis baixos de HDL. Todos eles sendo

grupo de pacientes H
elevado, 12.6% com nive
triglicérides e 8.4% dos pacie

estatisticamente superiores a0
pacientes HAS/IAM onde estes fatores foram ainda maiores tanto em comparagéo

com o grupo controle como para 0 grupo de pacientes HAS, sendo os valores de
LDL (18.8%), HDL (15.9%) e triglicérides (27.5%). O
grandes danos na parede vascular

grupo controle. O mesmo ocorre para o grupo de

colesterol elevado (71%),
LDL pode ser oxidado e ser 0 responsavel por

atuando tanto no disttrbio da fungdo relaxante como atuar diretamente sobre as

substancias vasodilatadoras.
Miyamoto et al*' foram 0S primeiros a associar polimorfismos da ecNOS

o. O polimorfismo Glu
de risco independente para a hipertenséo (x°=5.155,

com a hipertensa 298-Asp na presente pesquisa, foi

considerado como fator

p=0.023) onde observamos uma significante diminuicdo da frequéncia do gendtipo

homozigoto normal GG & um aumento das fregléncias dos gendtipos

desfavoraveis GT e TT no grup
grupo controle. De acordo com Hingor
desenvolver DAC é conferido aos homozi

o de pacientes hipertensos comparado com o
ani et al®, o aumento do risco também de

gotos TT onde o valor chega a ser 4

s normais. Pelo fato do NO ser

vezes maior comparado com homozigoto
e os individuos TT pode refletir

considerado ateroprotetor, 0 excesso de risco entr
oma ou atividade da ecNOS entre

os com relagdo ao grupo de paciente
de 5 vezes com relagao aos homozigotos mutantes TT

~ estes mesmos indivi

uma reducéo na s duos. Os
, . s HAS, resulta
resultados aqui obtid ram em

um aumento do risco
gotos normais GG em desenvolver a hipertensao. Uma

comparado com os homozi
olver a hipertenséo quando se compara o genotipo

diminuicdo no risco de desenv
GT com o GG (3 vezes maior),
dominantemente expresso € que
homozigotos mutantes TT. O polimorfism

sugere que O risco conferido ao alelo T nao é
o aumento do risco esta confinado aos
o Glu-298-Asp esteve aqui relacionado

com a génese da hipertens@o mas nAo com a predisposicao ao IAM. De acordo

foi demonstrado que a ecNOS de pacientes portadores do

com Fairchild et ar
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alelo T é clivada por uma protease ainda nd@o conhecida o que pode explicar o

possivel mecanismo que prejudica a fungdo da enzima. Ao ocorrer a substituigao
Asp a enzima fica suscetivel & hidrélise acida. Nao houve

nificante entre o grupo de pacientes HAS/IAM e o

ssivelmente devido a outras interagdes

de aminoacidos Glu=>
diferenca estatisticamente sig
grupo controle (3°=3.0892, p=0.07882) po

genéticas que estéo relacionadas com a manifestacédo do 1AM e devido ao indice

elevado de fatores de risco presentes neste grupo. Isto também pode ser
visualizado quando sao verificadas as estimativas de risco do polimorfismo em

relacdo ao IAM onde ndo ho
Podemos sugerir portanto, que para
depende somente do polimorfismo Glu-29

Durante a genotipagem dos individuos par
ue diferiram dos padrées ja descritos em literatura. Esta

uve nenhum resultado estatisticamente significativo.
se chegar a manifestacéo clinica do IAM n&o

8-Asp.
a a variante T'%->C surgiram

padrées de banda q
diferenca se deu em apena
Surgiu assim, a hipotese de ser um
de segregagéo de bandas entre 05 tré

descritos, no fato de termos usado um pa
estdo e ainda na informacdo de que € desconhecida a

polimorfismo ou de uma mutagdo nova que esteja
ido que cerca o par de primers. Este fato esta
m e sequenciamento. Em adic&o ao possivel
dade da existéncia de individuos

s uma Unica banda, a qual foi sugerida o termo (A).
possivel novo alelo baseado nas observacbes
s novos gendtipos e os trés gendtipos ja

r de primers especifico para o

polimorfismo em qu
presenga de algum outro
descrita dentro desta mesma reg
sendo confirmado através de clonage

novo alelo A, surgiu tambem & possibili
i baseado NO padréo de banda

ndividuos possuem bandas correspondentes a todos os
sto talvez signifique que estes individuos possam
notipos diferentes. Este fendmeno também

mosaicos. Este fato f0 que foi obtido e visualizado
na figura 13, onde estes i
Outros genétipos identificados.
ter clones celulares com 2 ou mais g&

devera ser confirmado através de cultura celular.

m Hyndmann et al'”’, o poli
nsdo e individuos com O genadtipo CC possuem um

De acordo €O morfismo T"*>C  estaria
relacionado com a hiperté
aumento de 4,4mmHg na press

nivel individual do quée @ nivel de grup

associado com @& génes
verificado nenhum  risco relacionado ao

&0 sanguinea, mas que este fato seria mais a
- - -786

o. O polimorfismo T"=>C na presente

pesquisa ndo foi e da hipertensac e nem com

predisposicao ao IAM € nao foi
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polimorfismo em intervalo de confianga estatisticamente significativo em todas as
. ~ 4 H 5 y '
associaces possiveis. Segundo Nakayama et al® o acumulo de evidéncias

sugerem que o polimorfismo possa ser O responsavel pelo decréscimo na

producdo do NO endotelial ja que a variagdo promove redugéo da transcricdo do

gene, entretanto este fato na
Se ¢ verdadeira esta reduca

talvez possa ser suprido pela indugdo da fr

porém, a iINOS é expressa somente pelo estimulo d
por exemplo O estresse oxidativo e a instalagao de um processo

o tem sido completamente comprovado.
o na transcricdo do gene ecNOS o déficit

anscricdo da outra isoforma iNOS

e citocinas sob condi¢des

patolégicas como
que, diante do estresse oxidativo o aumento do inibidor

over inibigao da iNOS. Em adi¢do, o possivel novo
esquisa pode ter uma participacdo na medida

duos hipertensos embora esta analise

inflamatorio além do
ADMA também pode prom
alelo A encontrado na presenté p

em que pode conferir papel protetor a indivi
Isto pode ser sugerido pelo fato da

também ndo tenha sido significativa.
A ter sido maior no grupo de hipertensos. E conhecido que

freqUéncia do alelo
o negativo que se liga na sequiéncia do polimorfismo

existe um fator de regulaga
T7%5C portanto, 0 proprio polim

este efeito negativo sob a transcrigao
lo A tenha efeito algum sobre a transcricdo do

orfismo ou ainda o alelo A talvez possam inibir

do gene ou que ainda nenhum dos dois,

tanto o polimorfismo como O ale
ndo na génese da hipertensdo. O estresse oxidativo em

gene nao influencia
asoconstritoras estimula a sintese de NO porém, gera

resposta & substancias v
radicais superoxido S0 precursores de outras
(ROS) como © peroxido de hidrogénio (H20,).
menta cerca de 3 vezes a taxa de

o do mRNA e da expressdo da

radicais superoxido (Oz2). OS

espécies de oxigénio reativas
|2 demonstraram que H202 au

NOS promovendo aument
abilizar a mensagém apos transcri¢éo sugerindo um

Drummond et a
transcrigdo do gene €C

proteina funcional além de est
ante. Mesmo que haja a diminuigdo da

mecanismo compensatorio import
transcricdo devido ao polimorfismo, €
ficit. Mesmo a0 ignorar a p

ndo somente 0S genotipos jad
enhuma associagao com a hipertenséo (x°=2.34,

stem varios mecanismos direcionados a
resenga dos genotipos contendo o

compensar este dé
escritos em literatura (TT,

alelo A ou seja, analisa
TC e CC), ndo temos tampem N

p>0.05),
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Ao verificar o efeito do polimorfismo Glu-298-Asp juntamente com fatores
ou-se que ambos sdo importantes para a génese da

de risco adicionais, verific
jonal devido ao polimorfismo, expde

hipertensdo. A auséncia de uma proteina func
0 endotélio a estimulos de substancias vasoconstritoras que alem de gerar
buem para a degradagao do NO, ha o aumento do

radicais superéxido que contri
a além de haver peroxidagao lipidica.

inibidor ADMA que compete com a L-arginin
inflamatdrios e citocinas comprometem a homeostase do

Agentes oxidantes,
a expresséo e secrecdo de fatores de crescimento e

endotélio podendo aumentar

envolvimento de migragéo celular Algumas int
cdo onde verifica-se que ha uma associagdo entre alguns

eragbes podem ser verificadas nas

analises de correla

fatores de risco que estéo rela

O polimorfismo Glu-298-Asp na pre
ndente para a hipertensdo nao estando relacionado

rmina um passo crucial para outras interagcdes

cionados entre si e entre os polimorfismos.
sente pesquisa foi considerado como

fator de risco indepe
diretamente com o |AM porém, dete

tanto com fatores ambientais quanto geneticos pa
smo T7®>C esteja associado com o polimorfismo Glu-

ra a manifestac@o do mesmo.

Embora o polimorfi
298-Asp como demonstrado nas cor

um sobre o outro. O polimorfismo
ica, ja que existem varios fatores relacionados a esta

relacbes, ndo ha evidéncias da influéncia de

T178>C poderia estar relacionado com a

regulacio da expresséo gén

funcéo na regigo promotora & queé talvez
-298-Asp também no gue diz respeit
ar. Porém, estas suposi¢oes merecem ser melhor

possa exercer alguma atividade sobre o
oolimorfismo Glu 0 a sua suscetibilidade a
hidrélise proteolitica intracelul

Investigadas.
Fatores como o tabagismo € sedentarismo demonstram estar relacionados
do fendtipo

no sentido de contribuir negat

M na medida em gue O fumo r
24 estimulando a geragéo de radicais livres, formagéo de LDL-

o da ecNOS além de diminuir a expressao

(ecSOD) que tem papel antioxidante

ivamente para a manifestacdo
hipertensivo e 1A eduz a geragado de NO segundo
Jeerooburkhan et a

ox que diminui a atividade € expressa

do dismutase extracelular
veis os niveis de HDL que transportam colesterol

rticulas de VLDL trocam triglicérides

da enzima superoxi

e ainda reduz em graus varia

até o figado onde esse€ sera eliminado. As pa
| com as HDL e LDL consequentemente, a diminuicéo no

por ésteres de colestero
| no quadro de hipertrigliceridemia. O HDL

niveis de HDL podem ter um pape
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também é o responsavel por levar as particulas de colesterol até o figado onde

este serd degradado. Na sua auséncia, 0s nivei
ao fato também de que maiores concentragdes de colesterol lev
derivados que inibem alostericamente a enzima HMG-CoA (hidroxi-metil glutaril-
que é a enzima limitante da sintese do colesterol hepatico,

s de colesterol aumentam devido

am a formacao de

CoA redutase)
m a degradacgéo e diminuicéo da sintese da mesma.

ca de polimorfismos na ecNOS como o Glu-298-Asp,

nétipo hipertensivo isoladamente pela suposta falta

aumentando també
Portanto, a presen
pode desencadear tanto o fe

da enzima funcional ou ainda atuar juntamente com fatores de risco na

Mmanifestacdo de quadros de hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia com

subsequente manifestagéo do I1AM.
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Resumo

Interacoes entre fatores de risco convencionais e polimorfismos génicos do

angiotensinogénio humano (AGT) e ecNOS na hipertenséao

Introducgédo: Variagbes moleculares no AGT e ecNOS podem nos levar ao
conhecimento de multiplas interagdes que ocorrem entre Angll e Oxido nitrico na
presenca e na auséncia de fatores de risco convencionais e suas consequéncias

tanto para a saude como para diversas patologias cardiovasculares.
Métodos e Resultados: Individuos de raga branca (n=192) forma
ecrutados e separados em dois grupos: pacientes hipertensos

consecutivamente r
(n=52). A distribuicdo dos genodtipos dos

(n=140) e controles normotensos
polimorfismos M235T e Glu-298-Asp, demonstrou que ambos séo fatores de risco
pertensao (p=0.023 e p=0.008 respectivamente).

independentes na génese da hi

Na presenca simultanea de ambos os polimorfismos existiu diferenga
extremamente significativa (p=0.001)
de desenvolver a hipertenséo associa
desfavoraveis foi de 2.3 vezes maior (OR=2.
polimorfismos possuem efeito aditivo sendo os valor

para o Glu-298-Asp. Neste sentido, a hipertenséo € 9
presenca de ambos 0S polimorfismo em um individuo duplo homozigoto mutante.

tores de risco convencionais € na presenga de ambos os

ao comparar com O grupo controle. O risco
da a presenga de ambos os alelos
26, 95% CI=1.42-3.60). Ambos os
es 1.81 para o M235T e 2.12
5% explicada devido a

Na presenca de fa
duo fumante € mutante para ambos os polimorfismos
aior de ser hipertenso do que um individuo normal
que também fume. Um risco de 8.8 em um
polimorfismos € com colesterol total acima do
e do envolvimento dos polimorfismos aqui
erolemia verificado entre os pacientes.

em um individuo pode ser explicada

polimorfismos, um indivi
possui o risco de 102 vezes M
para ambos os polimorfismos €
individuo mutante para ambos 05
toleravel nos leva a uma hipotes

estudados com os quadros dé hipercolest
A manifestacéo da hipertensao

a de ambos 0S polimorfismos, €
res de risco convencionais. Est
o na origem dos quadros de hi
o observados entre 0s pacientes que sa

stando também relacionada a
es polimorfismos podem

Concluséo::
devido a preseng
exposicdo aos fato

também estar atuand percolesterolemia e

hipertrigliceridemia que s

o hipertensos.
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Abstract

Interactions between conventional risk factors and genic polymorphisms of

the angiotensinogen human (AGT) and ecNOS in the hypertension

Background Molecular variations in AGT and ecNOS can take us to the
knowledge of multiple interactions that happen between Angll and nitric oxide in
the presense and absence of conventional risk factors and its consequences for
the health as for several cardiovascular pathologies.

Methods and Results: Individuals of white race were recruited consecutively
(N=192) and classified into two groups: hypertensive group (n=140) and
normotense group (n=52). The distribuition of the genotypes of the M235T and
Glu-298-Asp polymorphisms, demonstrated that both are independent risk factors
for the origin of hypertension (p=0.023 and p=0.008 respectively). The
simultaneous presence of both polymorphisms was extremely significant
difference (p=0.001) when compared with the control group. The risk of developing
hypertension associated to presence of both unfavorable allele was 2.3 times
greater (OR=2.26, 95% CI=1.42-3.60). Both polymorphisms has additive effect
being the values 1.81 for the M235T and 2.12 for Glu-298-Asp. In this sense, the
hypertension is 95% explained due fo presence of both polymorphisms in

individual double mutant homozygous. In the presence of conventional risk factors
moking individual and mutant for both

and in the both polymorphisms, a S
greater of developing hypertension than a

polymorphisms has a risk o 102 timer
ms and that also smokes. A risk of 8.8 timer

normail individual for both polymorphis
oth polymorphisms and with serum cholesterol

greater in na individual mutant for b
above tolerable it takes us here to a hypotesis of the involviment this
polymorphisms studied with dyslipidemy verified among the patients.

pertension in an individual can be explained

Conclusion:: The manifestation of hy
due to presence of the M235T e Glu-298-Asp polymorphisms simultaneously,

ventional risk factors. These polymorphisms

being also related the exhibition to con
slipidemy observed among the patients

can also be acting in the origin of the dy

that are hipertensive.
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INTRODUGAO

Hipertens&o e outros fatores de risco cardiovasculares estdo associados

com a disfungéo endotelial e também no remodelamento vascular. O endotélio &
um 6rgdo complexo e dindmico que responde a estimulos ambientais e a
substancias vasoativas, incluindo vasoconstritores como a angiotensina Il (Angli)

e vasodilatadores como o 6éxido nitrico (NO). Estas substancias vasoativas atuam
no ténus vascular, estrutura e fungéo dos vasos influenciando o crescimento das

células musculares vasculares lisas (VSMC), apoptose, agregacao plaquetaria

adesdo de mondcitos e leucocitos e trombose”.

O balango entre vasoconstritores, 0s quais geralmente induzem o
crescimento celular, e vasodilatadores 0s quais geralmente tem o efeito oposto se
faz necessario para a manutencdo e regulagéo da pressdo sanguinea, fluxo
corondrio e injurias cardiovasculares € renais. A disfungdo nos mecanismos
utengcdo e regulagdo, pode promover

moleculares importantes para esta man
aterogénese por exposicao da parede arterial a efeitos de fatores vasoconstritores
ssim o risco de trombose caminhando para o

diretos como Angll, aumentando a
infarto agudo do miocardio "
Angll e NO interagem entre si a nivel do endotélio. Celulas endoteliais

geram tanto Angll como NO e os principal
s musculares vasculares lisas (VSMC). Estas células se

atam em resposta ao NO. Portanto, estas
s Ndo somente no

s alvos destas duas substancias

vasoativas sdo as célula

contraem em resposta a Angll e s€ dil

duas moléculas aparentemente possuem efeitos antagonista

tdnus vascular mas também no remodelamento vascular e fungéo renal 2
mente correlacionada com

A elevada atividade da Angll, a qual é forte
hipertensdo, é o maior disparador da disfuncéo endotelial em pacientes
este produto bioativo do RAAS, ¢ a

hipertensos'. O passo inicial para a formagéo d
io pela renina. Alguns experimentos a nivel genético,

clivagem do angiotensinogén
apontam para a influéncia do AGT na formagao da Angll e portanto, da elevagao
A observacéo de uma ligag&o genética significante entre

hipertensao e marcadores do focus do AGT sugerem que variantes moleculares

neste gene podem estar associadas na patogénese da HAS*®
e do AGT humano, de particular interesse é

s T > C na posicdo 704

da pressao arterial (PA).

A respeito de variag6es no gen
o polimorfismo que consiste de uma substituicdo de base
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no exon 2 do gene que leva a mudanga de aminoacidos de Met = Thre no cédon
235°% Segundo Ortega et al’, o polimorfismo no exon 2 do gene esta relacionado
com a alta concentracdo plasmatica de AGT, alta pressdo sanglinea e
desenvolvimento de pré-eclampsia.

O NO atua como mecanismo protetor se opondo a agao da Angil que tem a
Mmaior parte de seus efeitos mediados pelo receptor At induzindo estresse
oxidativo, apoptose, proliferagéo celular e outros. O NO regula negativamente o
receptor At1. Assim, a maior parte da Angll ira atuar sobre o receptor At2 tendo
efeitos principalmente antiproliferativos e vasodilatadores’

No endotélio de animais e humanos, a sintese de NO a partir do
aminodcido L-arginina € catalisada pela enzima oxido nitrico sintase endotelial
(ecNOS, eNOS ou NOSIII), sendo constitutivamente gerada servindo como
manutencéo basal do ténus vascular’?. O decréscimo na producdo de NO &
determinante no processo hipertensivo uma vez que a inibicdo da sintese de NO
pela injecdo de N9-monometil - L-arginina (L-NMMA), um antagonista especifico
da NOS resulta em aumento da press3o arterial em humanos e animais ™

O gene da ecNOS apresenta-se COmMo candidato potencial para o
desenvolvimento da hipertensao. O polimorfismo encontrado no exon 7 do gene
que codifica a ecNOS denominado Glu-298-Asp, leva a mudanga de aminoacidos

na Glutamato - Aspartato pela substituicao de G>T na posigao 894 do gene e
¢cbes com pacientes hipertensos, com DAC e com

tem sido analisado em popula
AVC. Este polimorfismo é de relativo interesse pelo fato da substituicdo ocorrer

em uma regigo conservada de aminoacidos podendo influenciar na funcéo da

enzima '*
Resultados anteriores, demonstraram que ambos os polimorfismos: M235T

e Glu-298-Asp, podem ser considerados como fatores de risco independente para
a génese da hipertensao. Neste sentido, a formagdo de um unico grupo de
hipertensos nos dara as informacdes dos efeitos dos dois polimorfismos na

origem desta patologia e suas interacées com fatores de risco convencionais.
ares podem nos levar ao conhecimento de multiplas

Estas variagées molecul
e Angll e NO e suas consequeéncias tanto para a

interacbes que ocorrem entr
ias cardiovasculares.

Saude como para diversas patolog
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MATERIAIS E METODOS

Grupo de Estudo e Critérios de Inclusédo

O estudo constou de amostras obtidas em colaboragdo com o Setor de
Hemodinamica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) e Instituto do
Coragao do Triangulo Mineiro. Todas as analises foram realizadas no Laboratdrio

de Genética Molecular do Instituto de Genética e Bioguimica (UFU).

Os critérios de inclusdo adotados foram baseados segundo dados da
Organizacdo Mundial de Salde (OMS)™. A hipertenséo foi diagnosticada em
individuos que mantiveram uma PA sistlica > 140mmHg e PA diastdlica >
90mmHg. Os valores de referéncia dos fatores de risco convencionais como
Niveis elevados de colesterol total, LDL e triglicérides, niveis baixos de HDL e
obesidade foram adotados conforme o Il Consenso Brasileiro de Dislipidemias e
Prevencao da Aterosclerose'® Colesterol Total >200mg/dl, LDL >159mg/dl, HDL

<40mg/dl, Triglicérides > 200mg/d! e IMC >25Kg/m?
Foram incluidos nesta analise 192 pacientes de raca branca (critério

baseado na cor da pele ou cttis) sendo separados em 2 grupos: Grupo | :

formado pela unido dos 69 individuos hipertensos com IAM e 71 individuos
hipertensos sem 1AM (n=140) e Grupo II: controles constituidos de individuos

normotensos (n=52).
Os individuos incluidos como controle seguiram somente o critério de ndo

ter historico pessoal de hipertensdo, ndo excluida a possivel presenca de outras
doencas como diabetes mellitus € DAC. Para todos os grupos também foi feita a
triagem de historia de tabagismo e sedentarismo bem como o histérico familiar de

doenca arterial coronariana.

Material Biolégico e Isolamento do DNA

iferico obtido mediante termo

O material bioldgico utilizado foi 0 sangué per
s Vacutainer contendo EDTA

de consentimento informado e coletados em tubo

para evitar coagulagdo e armazenados a 4°C.
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As extracbes do DNA gendmico foram feitas segundo o método de

isolamento de DNA adaptado de Sambrook et al'" utilizando uma aliquota de 500

ul de sangue total.
Todos os cuidados para evitar contaminagéo tanto cruzada de paciente

para paciente como de outros materiais vindos do meio foram tomados.

Amplificagdo e Genotipagem do Polimorfismo M235T do AGT humano

O diagndstico do polimorfismo presente no exon 2 do gene do AGT
humano, foi iniciaimente feito pela técnica da PCR-RFLP conforme descrito no
capitulo 1 utilizando o par de primers: 5- GGA-AGGAACA-AGA-ACT-GCA-CCT-

e 3- GAC—GGT-GCT—GTC—CAC—ACT—GGA-CCC—C- 5 (antisense),
As reacbes foram feitas nas seguintes

q Polimerase (Phoneutria), Tampao

3" (sense)
obtido através do Software Primer.

condicdes: 3ulL de DNA gendmico, 1und de Ta

da Enzima (1X), Dntps 200uM, 1 5mM de MgCl,, 7 pmols de cada primers em um
volume final de 30ul. O programa consistiu de 35 ciclos: 10 ciclos a 95°C-5min;
20_1min seguidos por mais 25 ciclos a 94°C-40

94°C-40 segundos; 64°C-1min; 7
segundos; 62°C- 40 segundos, 729C-1min. Extensé&o final de 72°C por 10min e

4°C por 20min. O produto final amplificado de 332pb foi posteriormente
visualizado em gel de agarosé 1 5% corado com brometo de etidio (10mg/mi)

utilizando marcador de 50pb como refe

em aparelho VDS (Pharmacia Biotech).
Para a identificagao das formas alélicas do polimorfismo M235T, utilizou-se

(Tth111-1) (MBI Fermentas) seguindo o protocolo: 10 ul de
os a 2und da enzima Psy (Tth111-1), Tampao

de 20wl e submetidos a temperatura de 37°C

visualizados em gel de agarose 3% corado

réncia. Todas as visualizagbes foram feitas

a enzima Psy /
produto amplificado foram adicionad

da Enzima (1X) em um volume final

por 3h, sendo os produtos da restricao
com brometo de etidio utilizando um marcador de 50pb como referéncia.

Amplificagdo e Genotipagem do Polimorfismo Glu-298-Asp da ecNOS

gene da ecNOS que contém a variante Glu-298-Asp

A regido do exon 7 do
par de primers descrito por Hibi et al (1998)'¢: 5'- TCC-

foi amplificada utilizando 0
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CTG-AGG-AGG-GCA-TGA-GGC-T-3 e 3'- TGA-GGG-TCA-GAC-AGG-TTC-CT-
5’. As reagGes foram feitas nas seguintes condigdes: 3ul do DNA gendmico, Tund
de Taq Polimerase (Phoneutria), Tampéo da Enzima (1X), 8pmols de cada primer,
Dntps 200uM em um volume final de 30uL. A PCR foi realizada em um

termociclador MJ. Research, Inc. seguindo o programa de 35 ciclos: 94°C-1min,

61°C-1min, 72°C-1min. O produto final amplificado de 457pb foi visualizado em

corado por brometo de etidio (10mg/mL) utilizando marcador

gel de agarose 1.5%
de 50pb como referéncia. A visualizacéo foi feita em aparelho VDS (Pharmacia

Biotech) A enzima de restrigao Banll (Qbiogene) foi utilizada para identificar as

formas alélicas da variante Glu-298-Asp seguindo o protocolo: 10uL de produto
amplificado, 4und da enzima Banl/, Tampao da enzima (1X), em um volume final

de 20uL. As reacbes forma submetidas a uma temperatura de 37°C por no

minimo 4h. Os produtos da restricao foram visualizados em gel de agarose 3%

corado por brometo de etidio.

Analise Estatistica

Utilizou-se o programa Statistica 5.5 para realizar as analises. Em todas
% (p<0.05) para 0 nivel de significancia.

elas, foi utilizado o erro o menor que 5
«2 foi utilizado para verificar diferengas entre as frequéncias

O teste do
as entre 0s Qrupos de pacientes € controles. A variaveis

gssas em frequéncia e as diferencas entre os grupos foram
o teste do xz, O risco relativo (Odds Ratio) foi avaliado

génicas e genotipic
continuas foram expr
também analisadas pel

para a razdo de chances € todas as variaveis foram transformadas em numéricas

(zero) para auséncia e 1 (um) para presenca.

com valores atribuidos de 0
ises de regressdes multiplas com distribuicao binomiat

Foram utilizadas anal
30 conjunta dos genotipos e fatores de risco

convencionais. Ainda no que diz respeito a analise de regresséo logistica, foi
considerada a presenga de ambos os polimorfismos, AGT (M235T) e ecNOS
(Glu-298-Asp) na génese da HAS.

Correlacdo de Pearson com p<0.05 foi utilizada para verificar todas as

para verificar a associa¢

possiveis associagbes entre as diferentes variaveis, fatores de risco e 0s

polimorfismos.
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RESULTADOS

Identificagdo das formas alélicas do M235T do AGT humano e Glu-298-Asp
da ecNOS

A regiao amplificada contendo a variante M235T do AGT humano, resultou
em um fragmento final de 332pb submetido a restricao enzimatica. A figura 18 (a)
mostra o gel de agarose 3% identificando individuos M235/M235 aparecem com
apenas uma unica banda de 332pb, individuos M235/T235 apresentando bandas
de 332pb, 308pb e 24pb e individuos T235/T235 apresentando bandas de 308pb
e 24pb. A figura 18 (b) evidencia o padrdao obtido pela restricdo enzimatica
utilizando a enzima Banll para o polimorfismo Glu-298-Asp em gel de agarose
3%. Individuos homozigotos normais GG aparecem com duas bandas de
tamanhos distintos: 320pb e 137pb. Individuos heterozigotos GT sao identificados
com trés bandas de 457pb,320pb e 137pb e individuos homozigotos mutantes TT

identificados com a Unica banda de 457pb.

(a) (b)

“ p— ¢332pb
o — &308pb

evidenciando o padréo de genotipagem da variante M235T
evidenciando o padrao de genotipagem da variante

Figura 18: (a) gel de agarose 3%
do AGT humano. (b) gel de agarose 3%

Glu-298-Asp.

Analise dos polimorfismos M235T do AGT humano e Glu-298-Asp nos

pacientes hipertensos e controles

A tabela 22 resume as caracteristicas clinicas dos grupos estudados. Os

niveis de colesterol total foram significativamente maiores no grupo de

hipertensos (p<0.001) comparado com 0 grupo controle.
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o ocorre para a presenca do habito do tabagismo e para o

O mesm
no grupo de hipertensos

sedentarismo que foram predominantemente maiores
(p<0.001). Entretanto, os fatores de

diferindo do grupo controle estatisticamente
risco histérico familiar e IMC foram semelhantes entre os grupos, incluindo o

grupo controle (p>0.05).

as clinicas entre hipertensos € controles

Tabela 22 —Caracteristic
Ve ntroles Hipertensos -valor
Variaveis CC;\| . by p
Historico Familiar (40.4) (37.9) ns
Tabagismo (15.4) (42.8) p<0.001
Sedentarismo (48.0) (67.1) p<0.001
IMC >25kg/m? (44.2) 26.1 376 (53.6)29.3+1.62 ns
Colesterol Total >200mg/dl  (25.0) 203.3+27.9 (59 3)176.6 £107.3  p<0.001
1. 4 123 7+ 30 7 p<0.001

pressos em freqiiéncia (%), média e

Triglicérides >200mg/d!
Nivel de significancia pelo tes

desvio padrao
Dos 140 pacientes hipertensos demonstrados na tabela 23, 34.3% sé&o
homozigotos normais M235/M235, 54.3% <50 heterozigotos M235/T235 e 11.4%

S0 homozigotos mutantes T235/T235, existind
22512, p= =0,023).
-298-Asp pode ser considerado

o diferenca estatisticamente

significante entre os dois grupos (X
Na presente pesquisa, © polimorfismo GlU

Como fator de risco mdependente para hlpertensao on
3, mostram que para os 140 individuos

€ genoti nciadas na tabela 2
picas evide homozigotos normais GG, 64.3% séo

% s&0
ozigotos mutantes TT existindo diferenca

po controle (X =6.95

de as frequéncias génicas

hipertensos da pesquisa, 22.1%

heterozigotos GT e 13.6% sgo hom

o com 0 gru
estatisticamente significante quando comparad
P=0.00
. evidenciadas na figura 19, de desenvolver a
seus respectivos intervalos de

relagdo a0 M235/M235: OR=2.33 (0.70-
M235: OR= 2.21 (1,12-4,36), para o
=223 (1.17-4.27). O efeito

As estimativas de 115¢0
hipertenszo associada 0 polimorfismo M235T com
Confianga foram: para © T235/T235 €
7,87), para o M235/T235 e relagéo

M235/ T35+ T235/T235 em relagéo @

do gene ¢ aditivo no valor de 1.81 (P7
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ra o risco de desenvolver a hipertens&o foi realizada

-Asp onde para O TT em relagdo ao GG: OR=3.21
(1.11-4.55),para o GT+TT

A mesma anélise pa

para o polimorfismo Glu-298
(0.95-10.81), para o GT em relaggo a0 GG, OR=2.25
em relacdo ao GG OR=6.71 (2.92—15,41) verificando o efeito aditivo do gene no

valor de 2.12 (p=0.010).

Tabela 23 — Frequéncia génica e genotipica das variantes M235T do AGT
humano e Glu-298-Asp da ecNOS entre 0 grupo controle e 0 grupo de

hipertensos.
— e Hipertensos
Gendtipos do AGT ;\?_-Sggro% N= 140 (%)
M235/M235 28 (538) ‘7‘2 Egjg;
M235/T235 20 (384) 16 (11.4)
T235/T235 04 (7.8 '
. Alelos 730) (g; .g)
T235 27.9 o
" S Controle Hipertensos
%ﬂo’upos da ecNO 21 (40.4) 31(22.1)
o 27 (520) 90 (64.3)
" (7.7 19 (13.6)
Alelos (54.3)
(66.4) (45.7)

G
\T\_///ﬁig———/—’/

No grupo de pacientes hipertensos, 2 andlise de regrezséoflc.)giii-ca C:nliltipla
Para cada polimorfismo demonstrada nas tabelas 24 € 2 , ;l u el :é a .para
determinar a independéncia d® ambos e de fator.es de nicio dzv OI?L:Z:_S' A
analise revelou que na presenca de fatores de risco, fot e eesl ' Ips e l:gﬁ
M235T nao é significativo (p=0-063) ao contraro dos fator g
que foram significativos (p=0,002 & P

' . -denciado que na pre
Polimorfismo Glu-298-Asp » fol € . | '
con o o ainda & significativo (p=0.014) assim como tambem

vencionais, 0

tatores  tabagismo € HDL (p=0.002 e p=0.018

_0 044 respectivamente). Ja para o
senca de fatores de risco

foram significativos 08

respectivamente).

ik g AR e e e

o



Tabela 24- Efeito da presenga do gene do AGT humano associado com fatores
de pacientes hipertensos

de risco na génese da hipertens&o no grupo

Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
' Liberdade Stat

Polimorfismo M235T 1.00 3.442 0.063

Tabagismo 1.00 9.429 0.002 *
Sedentarismo 1.00 1.146 0.284
LDL > 159mg/di 1.00 1.748 0.186

HDL < 40mg/d| 1.00 4.040 0.044 *
Colesterol Total > 200mg/d! 1.00 0.563 0.453
Triglicérides > 200mg/d! 1.00 0.891 0.345
IMC > 25Kg/m? ‘ 1.00 0.313 0.575
1,00 0.347 0.555

Histérico Familiar

ica multipla para verificar o efeito do polimorfismo

Tabela 25 — Regressao logist

s fatores de risco convencionais.

3'298-Asp associado ao
Fatores de Risco Graus de Wald p-valor
Liberdade Stat
Polimorfismo Glu-298-Asp 1.00 6.006 0.014*
Tabagismo 1.00 9.135 0.002 *
Sedentarismo 1.00 1.852 0.173
LDL > 200mg/d! 1.00 1.323 0.250
HDL < 40mg/dl 1.00 5.594 0.018 *
Colesterol Total > 200mg/d! 1.00 0.798 0.371
Triglicérides > 200mg/di 1.00 0.625 0.429
IMC > 25Kg/m? 1.00 0.034 0.853
1.00 1.038 0.308

Historico Familiar

mos M235T do AGT humano e Glu-

* Efeito da associagdo dos polimorﬁs

298-Asp da ecNOS na hipertensao

os de hipertensos © verificando que os dois

Ao unificar os dois grup
a hipertenséo, podemos verificar a

risco para

polimorfismos séo fatores de
rado com O

distribuigzo genotipica de ambos compa

tabela 26.

grupo controle como mostra a
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Tabela 26: Distribuigdo dos genotipos favoraveis e desfavoraveis considerando a
presenca simultanea de ambos 08 genes no grupo de pacientes hipertensos e

controle.
——————""""Controle — " Hipertensos
(n=52) (n=140)
AGT| MM MT T o il "
echNOS
— \13(25.0)ﬂ’0m—m7’05(3.6) 17 (12.1) 05 (3.6)
o 12@81) 13250 13(58) |34 (24.3)
TT 03 (5.8) Sl

ias dos gendtipos favoraveis e

Analisando as distribuigoes das frequénc
os, existe diferenca extremamente

significativa em comparagdo com 0 grupo controle. (x*=13.19, p=0.001).
a hipertenséo associada a presenca

desfavoraveis dentro do grupo de hipertens

A estimativa de risco dé desenvolver

dos dois polimorfismos esta ilustrada na figu
a5 QR=2.71 (_1.16-6.32), para GT+M235/T235 em

em relagdo ao GG+ M235/M235,
relagdo ao M235/M235+GG, OR
M235/T235 + GT em relagao a0 M235/

A tabela 27 mostra 0S dados 0
tilizada para

sociagéo foram significativos para a

ra 19, onde para os genotipos TT+TT

=219 (1.35-3.54), para O TT+T235/T235 e

M235+GG, OR=2.26 (1.42-3.60).
btidos através das analises de regresséo
verificar a independéncia entre

Multipla com distribuigao pinomial, U
as variaveis onde os dois polimorfismos €M 4
9énese da hipertensao.

ca multipla entre 0S polimorfismos M235T do AGT

Tabela 27 — Regress&o logisti

humano e Glu-298-Asp da ecNOS a1 WS
— o /7 Wald -valor
e Graus de P r
Variave! Liberdade Stat
-ﬁ_\__/__f_,.;———r- 6.170 0.012*
olimorfismo M235T 1 s 5889 e QMGG

Polimorfismo Glu-298-ASP.
genes possuem ofeito aditivo onde para o polimorfismo

=0.027) € para o polimorﬁsmo Glu-298-Asp € de 2.12
o logistica demonstrada na figura 20, um

Se ambos 08
M235T o valor & de 1.81 (P
(p=0.010), pela analise de regressd

individuo heterozigoto para © alelo T235 do AGT humano possui cerca de 58% de
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ivi i lelo T235 possui
chances de ser hipertenso € um individuo homozigoto para o a p
ver a mesma patologia. O mesmo ocorre para o

0 esenvol
e para o individuo heterozigoto GT as chances de

polimorfismo Glu-298-Asp onde,

. hega a 61% .
desenvolver a hipertensao cheg dos dois polimorfismos em conjunto, para

e para os homozigotos TT o valor chega

a ser de 80%. Ao analisar a presenca
um individuo duplo homozigoto (T235/T2
explicada 95% devido a presenga dos dois al

As analises de correlagao de Pearso

35 e TT) a origem da hipertensao é
elos desfavoraveis em homozigose.
n foram realizadas para verificar a

m os polimorfismos M235T e
associagao entre os fatores de risco entre estes CO p
ociagdo entr

5 i s nat
Glu-298-Asp. Os resultados estao disposto

ificati <0.05.
vermelho sao valores significativos para Ip |

abela 28 onde valores em

95%

80%

Chance (%)

Bl 0515
0.558
0.601
0.644
0.687
C3Jo73
0.773
0.816
Hl 0859
0.902
above

limorfismos M235T e Glu-298-Asp na génese
is poli

isti re 0s do
Figura 20 — Regresséo logistic ent
da hipertensao

Sc

de ri
* Interagoes entre fatores

desfavoraveis.
te M235T do AGT humano e o alelo
n

r varia
0 7235 rem relacionados com O r1SCO de

. |
Devido ao fato do alé NS e

T da variante Glu-298-AsP ¢
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sdo, as estimativas de risco foram baseadas nos grupos

desenvolver a hiperten
TT+GT versus GG como

M235/T235+T235/T235 versus M235/M235 €
referéncia. Neste sentido, a tabela 29 demonstra os
a a presenca dos alelos desfavo
ncionais. O tabagismo demonstrou aqui ser um fator de
ensdo. A idade limite maior ou

iscos de desenvolverem a

hi ) _ o
pertensio associad raveis juntamente com 0s

fatores de risco conve
ssociado a génese da hipert

risco extremamente a
r esta a média de ocorréncia de

igual a 50 anos foi gscolhida devido ao fato de se

eventos coronarios.

as de risco de desenvolver a hipertensdo associada aos

Tabela 29- Estimativ
e a presenca de fatores de risco

alelos desfavoraveis de cada ponmorﬁsmo

convencionais.
— I B
Fatores de Risco ~ Gené Contraste Qdds ic
Ratio
Tabagismo AGT TTHMT xMM 6.53 119-3575 *
ecNOS TT+GT X GG 25.0 408 -—-15284"*
Sedentarismo AGT 1AM xMM 2.25 090557
ecNOS TT+GT X GG 2.76 1,01-7,48 *
LOL >159mg/di AGT TT+MT X MM 3.42 0.26 — 45.02
ecNOS TT+GT X GG 2.66 0.17 — 39.62
HDL <40mg/dl AGT TT+MT x MM 1.71 013-21.33
ecNOS TT+GTxGG 1.12 008 —14.27
Triglicérides o7 TreMT x MM 0.46 0.04 458
>200mgy/d| oNOS__TT+GTxCG 0.85 0.08 — 8.96
Colesterol Total AGT TT+MT X MM 2.45 100-597 *
>200mg/d| oNOS _ TT+GTxCG 2.65 101-6.97 *
Idade > 50 anos AGT TT+MT X MM 3.04 135-6.84 *
ecNOS TT+GT X GG 2.46 1.07-566 *

5k
valores significativos

0,0 sedentarismo dermonstrou ser um fator de risco

Assim como o tabagism

associado & hipertensao junta

mas nao com o M235T 0 AGT

mente Na presenca do polimorfismo Glu-298-Asp

mulo
tensdo na presenca dos alelos

pumano. O acu de colesterol tambem esteve

associado com o risco 9@ desenvolver @ hiper
morfismos-

desfavoraveis de ambos 03 poli : -
s riscos considerando agora a

Em adicao, foram verific
g 0S alelos de

Presenca simultanea de ambo

sfavoraveis que se encontram

dispostos na tabela 30-




Tabela 30- Estimativas d

Presenga simultanea de am
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e risco de desenvolver a hipertens@o associada a

hos os alelos desfavoraveis (T235 e T) na presenca

d . . .
e fatores de risco convencionals.

Fatores de Gene Contraste Odds IC
Riseo Ratio
Tabagismo GTe TTEMT 1GT+TT 102 7.94-1309.69*
ecNOS X
o e
edentarismo AGT e TT+MT +GT+TT 37 3.91-349.52"
ecNOS X
= GG+MM
L>158mg/dl  AGTe TT+MT +GT+TT 10 0:31-31529
ecNOS X
_ GG+MM
DL <40mg/di AGT e TT+MT +GT+TT ° 0.25-140.08
ecNOS X
| GG+MM
I”g“Cérides iGTe TT+MT +GT+TT 5.33 0.25-110.80
200mg/d| ecNOS X
GG+MM
S olesterol Total  AGT e TT+MT +GT+TT 8.80 1.87-41.827
200mg/di ecNOS X
GG+MM
ldade > 50an0s AGT e TT+MT +GT+TT 9.72 2683512
ecNOS X
GG+MM

*val
ores significativos
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Tabela 28 — Correlagao entre todas as variaveis e entre os polimorfismos M235T e Glu-298-Asp

, SEXO  IAM HAS HAS/IAM IDADE _ GLU _AGT TABA SED LDL  HDL CT TG  IMC
| IAM -0,1037
HAS 0,0298
Iil HAS/IAM  -0,0038
i IDADE  -0,0905 0.1860 :
GLU

-0,0683 -0,0845 |

0,07719 0,009302
| AGT -0,1085 0,03604 0,125663 0,045022 -0,082
-1 TABA -0,0516 0,20816 0.232C . 0,042093 0,0035 -0,023
ﬁ SED 0,0616 935 0,120142 -0,056 0,0225 0,11186
LDL -0,0871 0,13211 0,138471 0,19833¢ , 00177 -0023 0,1062
‘. HDL -0,048 -0,0745 ; 0.047505 -0,02169 -0,009 0,232 -0,0514 -0,052 -0.008
", cT -0,0121 0,066145 -0,00471 0,0312 0,0177 -0,0149 0,0939
1 TG 0,0086 0.18707 0,135972 0,002718 0,0999 0,1091 0,08677 0,0209 0,0507
: IMC -0,0936  -0,0399 0,037947 0,008312
| HF

-0,07226 0,1352

0,024 0,13953 0,055067 0,072829

-0,014 0,03765 0,0013
-0,02968

-0,113 0,0155

0,039 -0,034 -0,0607 0,0689 0,047 0,132
IAM: infarto agudo do miocardio, HAS: hipertenséo.

0,0749
GLU: Polimorfismo Glu-298-Asp, TABA: tabagismo, SED: sedentarismo, IMC: indice de massa corporal, HF: histérico familiar, TG: triglicérides,

-0,055 0,05892
-0,062 0,10621
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Pacientes Hipertensos —M235T
| TT+MT X MM

R ) MT X MM

 TTXMM

-

Pacientes Hipertensos —Glu-298-Asp

| fi— -1 TT+GT X GG
| . GT X GG
- TTX GG

Pacientes Hipertensos -M235T7 e
Glu-298-Asp

TT+TT + MT+GT X GG+MM

MT+GT x GG+MM

| TT+TT x GG+MM

_“""—--_._______ ‘-_-_-_-_-___-__________—-—-—_'__.
Fig hipertensdo associada

ura 19. L risco de desenvolver a MNP _ aos
Estimativas de -soladamente e simultaneamente.

Polimorfismos M235T do AGT humano € Glu-298-Asp i
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DISCUSSAO

A regulacgéo vascular por NO € uma resposta adaptativa ao aumento da
Presséo sanglinea que pode ajudar na prevencao de danos nos chamados
Orgdos-alvo. Um funcional balango por feedback existe entre Angll e NO em
condicdes normais. Nos processos normais as celulas musculares vasculares
lisas (VCMS) se contraem em resposta a Angll e se dilatam em resposta ao NO.
A presenca de polimorfismos que possam atuar sobre estas duas biomoléculas
podem prejudicar ou interromper o balango existente entre elas,

A hipertenséo envolve 3 fatores principais: tonus vascular anormal,
anormalidades do balanco hidrico e homeostase do sal e remodelamento da
Parede vascular. Geralmente ocorre em conjunto com outros fatores de risco?,

Na presente pesquisa, os fatores de risco convencionais foram avaliados
Nos dois grupos considerados verificando que foram predominantemente maijores
No grupo de hipertensos comparado com 0 grupo controle. O habito do tabagismo
e sedentarismo foram mais freqientes nos hipertensos sendo estatisticamente
diferentes do grupo controle (p<0.001) confirmando serem fatores importantes na

génese da hipertenséo. O mesmo ocorre para 0s quadros de hipercolesterolemia
individuos hipertensos sao majs

€ hipertrigliceridemia observados onde,
dislipidémicos do que os normotensos com diferenga estatisticamente significativa

Comparado ao grupo controle tanto para os niveis elevados de LDL, colestero)

total. triglicérides como para baixos nives de HDL (p<0.025).
relacdo entre obesidade e hipertenséo, o IMC foj

Embora exista uma
semelhante nos trés grupos nao existindo diferenga entre eles. O mesmo ocorre

Para histérico familiar de DAC onde também n&o houve diferenca entre os grupos
(p>0.05),

Resultados anteriores demonstraram que tanto o polimorfismo M235T
COmo o polimorfismo Glu-298-Asp, podem ser conside'arados como fatores de risco
Para a hipertenséo. Neste sentido, 0S 140 pacientes foram agrupados e
s variacoes. Desta forma, no grupo formado por 140
ara a varianté M235T do AGT humano, foi verificado
notipos desfavoraveis (M235/T235 e T235/T235) em
stindo diferenga estatisticamente

genotipados para ambas a
hipertensos e genotipados P
Uma maior presenca dos gé .
COmparaggo com o grupo controle  exi
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significativa entre eles (p=0.023). Observou-se também que a freqténcia do alelo
T235 do AGT humano é maior no grupo de hipertensos. Em adigéo, para o
mesmao grupo genctipado para a variante Glu-298-Asp da ecNOS, a freqUéncia
dos gendtipos desfavoraveis (GT e TT) também foi maior do que no grupo
controle, também com diferenca estatisticamente significativa (p=0.008). A
Presenca do alelo T desfavoravel € também maior no grupo de hipertensos,

Com relagdo as estimativas de risco de desenvolver a hipertensso
associada a cada polimorfismo, foi demonstrado o risco de 2.23 vezes para o
alelo T235 em comparagdo com o alelo M235 em intervalo de confianga
estatisticamente significativo. Embora o intervalo de confianga para a estimativa
de risco associada ao gendtipo T235/T235 em comparagéo com o M235/M235
esteve préximo do valor 1, o fato de n&o fer sido significativo ndo exciui g
afirmagdo do polimorfismo estar associado a génese da hipertensdo, mesmo
Porque temos neste grupo de hipertensos pacientes infartados, os quais podem
POSsuir outros fatores genéticos relacionados a esta manifestacéo clinica e que

Podem estar influenciando na expresséo do gene do AGT humano.
-298-Asp, O risco de desenvolver o

Com relagdo ao polimorfismo Glu
fenc’)tipo hipertensivo associado a0 alelo desfavoravel T foi de 6.71 vezes em
cativo. Neste caso a independéncia

intervalo de confianca estatisticamente signifi

do polimorfisma Glu-298-Asp néo é mascarado por outros fatores o que ainda &

Verificado nas andlises de regressao logistica multipla onde verificou-se o efejto

90 polimorfismo quando associado a fatores de risco convencionais. O

Polimorfismo Glu-298-Asp na presenca de outros fatores ainda € significativo
M235T do AGT humano possa ser considerado

(P=0.014). Embora a variante .
oMo fator de risco independente, @ presenca de fatores de risco convencionais

mascarar’ o efeito do alelo T235 desfavoravel portanto, ao verificar o

®feito do gene associado com 0 tatores de risco, o valor de p=0,065 acaba sendo

Significativo, Assim como para os polimorfismo, 03 fatores de risco tabagismo de
) ndentes na génese da

Niveis baixos de HDL também foram fatores indepe

8
Segundo O'Connell € Genest
' télio
Ares jatadora do endo |
Posta normal vasodi (NO). O HDL reverte a diminuigéo do

altos niveis de HDL estdo associados com
H
4 acetilcolina, um neurotransmissor

Que estimula a sintese de éxido nitrico

T it . P
A At o s b
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relaxamen ifi 0 po
to provocado pelo LDL IIIOdIfICad por atuar também como agen
ge te

antioxidante.

Em concordancia com 2 associacdo de ca
eriam simultaneamente na

da polimorfismo com a

hi - -
ipertensao, para verificar os efeitos que ambos t
ori i 5t :
Tgem desta patologia, 0s genotipos desfavoraveis (M235/T235, T235/T235, GT
e Y |
T) bem como os favoraveis (MM e GG) foram distribuidos entre os grupos d
e

hipe
pertensos e controles, observando uma dife
evidenciando 9

renca extremamente significativa

ue a presenga de ambos os

e

ntre os grupos (p=0.001),
O . . ~ . H

polimorfismos estdo associados com & manifestagao do fenotipo hipertensivo

so possuem a presenca de ambas

Ce .
rca de 50% dos pacientes do grupo hiperten
zigose ou em homozigose, contra

as < .
mutagSes néo importando se €m hetero
presenga de individuos homozigotos

3 o
2.7% dos individuos do grupo controle. A
amente (MM+GG) € extremamente

normai .
mais para ambos 0s genes simultane
parado com o grupo controle (3.6%

me . .
nor no grupo de pacientes hipertensos com
e a maioria dos individuos que

e ,
25% respectivamente) demonstrando QU
mani , .
anifestam o fendtipo hipertensivo estao concentrados nos  genotipos

des i
favorgveis os quais obtiveram um aumento em suas frequéncias nesse

Mes ;
mo grupo de pacientes.
dois polimorfismos, com relagao a

Em adigao a anélise simultanea dos

estimati ,
timativa de risco associada @ presenga dea

e - .
T), verificou-se o risco de 2.26 vezes em inter
que ambos 05 polimo

gene do AGT humano

o alelo T235 tem U
50 com um individuo homozigoto

goto para 0 alelo T235 o aumento

mbos os alelos desfavoraveis (T235
| valo de confianca estatisticamente
Significativo, verificando fismos passuem também efeito
'aditi\/o. O valor aditivo do foi de 1.81 significando que um
'r_}di""dUO heterozigoto para
hipertenso 1.81 vezes a mais €M comparag
Normal M235/M235 e para Um individuo homozi
nO risco & de 3.62 vezes. Tend0 0 polimorfismo

va
lor de 2.12, um individuo

m aumento no risco de ser

Glu-298-Asp um efeito aditivo no
oaleloT possui um aumento no

heterozigoto paré
o com um individuo homozigoto

ertenso comparad

raom
De acordo com Hingorani et a

é conferido aos homozigotos TT

esmo alelo desfavoravel possui
,26

lisco de 2.12 vezes de ser NP
Normal GG e um individuo homozigoto P2
Um aumento de 4.24 no risco de ser hipertenso-
O aumento do risco também de desenvolver DAC



do polimorfismo Glu-298-Asp onde o risco tambem chega a ser 4 vezes maior

Comparado com os homozigotos normais.
A andlise de regresséo logistica para verificar a independéncia dos

Polimorfismos na hipertensdo demonstrou que ambos s&o significativos e que os
mesmos possuem seus efeitos particulares que se expressam no sentido de
originar a manifestacdo desta patologia. Neste sentido, se ambos possuem suas
particularidades e ambos contribuem para a origem deste fendtipo possuindo
ainda efeitos aditivos, ao verificarmos as chances de um individuo ser hipertenso
quando na presenga de pelo menos um dos dois polimorfismos, foi observado que
Um individuo heterozigoto M235/T235 possui a chance de 58% contra 61% de
um individuo heterozigoto GT de ser hipertenso. Ja para um homozigoto
T235/T235 as chances aumentam para 78% enquanto para o homozigoto TT do
Polimorfismo Glu-298-Asp as chances de um individuo ser hipertenso aumenta
Para 80%. E fato que cada polimorfismo contribui para a manifestagéo do fenétipo
hipertensivo. Neste sentido, a hipertenséo € 95% explicada devido a presenca
ambos os polimorfismos em um individuo duplo homozigoto mutante. Estas
diferencas na chance entre um gene € 0 outro podem talvez ser explicadas devido
a0 fato de que o polimorfismo do AGT humano para se manifestar sobre o

€ndotélio, necessita ainda passar por respostas mediadas tanto pela ECA como
Al e At2, enquanto que o NO estd envolvido

POr receptores de Angll |
diretamente sobre este o qual também atua sobre os efeitos da Angil.
presenca predominante de fatores de risco

Foi verificado uma
Convencionais e que os efeitos desfavoraveis estdo concentrados nos alelos T235

e T dos polimorfismos M235T do AGT humano e ecNOS respectivamente. Na
5Ntengéo de verificar quais 08 riscos de um individuo ser hipertenso na presenca
de fatores de risco juntamente com os alelos desfavoraveis tanto em homozigose

COmo em heterozigose, foram feitas as andlises do risco relativo de cada
polimorfismo e de ambos Simugtaneamente em conjunto com estes fatores. Muijtos

estudos concordam que o alelo T235 tem um efeito deletério. Segundo Frossarg
possivelmente estaria relacionado com a diminui¢ado dg

ot al* o alelo T235 s : :
&Xpectativa de vida Segundo Thomas et al®® o risco de jovens hipertensos

d ; e esse
€senvolverem doengas cardiovasculares depend .
hos hipertensos depende em

i em vel
fatores de risco enquanto que 0 mesmo NS¢

ncialmente do nimero de

S s
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maior grau da hipertenséo (prevalecendo o polimorfismo) e em menor grau dos

fatores de risco embora alguns deles como diabetes e hipercolesterolemia

aumente com a idade. Isto pode ser levado em consideragdo mesmo porque a
estrutura dos vasos e artérias mudam com 0 aumento da idade o que aumenta a

exposicdo dos mesmos aos danos causados pela acdo da hipertensdo. Se a
idade aumenta, a prevaléncia da hipertenséo, especialmente a sistélica ¢
dramaticamente aumentada.
hipertenso associado ao aumento da idade, verificou-se que um individuo mutante
idade superior a 50 anos, possui o risco 3.04

ria mas que seja normal

Nesta relacdo, verificando 0s riscos de ser

para o gene do AGT humano e com

vezes maior do que um individuo na mesma faixa eta
esmo & observado para o Glu-298-Asp onde um

para o polimorfismo. O m
possui o risco 2.46 vezes maior do que

individuo mutante para este polimorfismo
um individuo normal para o mesmo polimorfismo & com idade superior a 50 anos.

mbos 0S polimorfismos s&o importantes na

Tanto o fator idade como &
e um individuo mutante para as duas

Mmanifestacdo do fendtipo hipertensivo ond
dade superior @ 50 anos, o risco de ser hipertenso é

variagdes genéticas e com |
9.72 vezes maior do que um individu

dois polimorfismos.
Em adicdo a esta mesma analise, para um individuo com o habito do
tabagismo e que possui @ mutagdo no gene do AGT humano, o risco de ser
individuo fumante e normal para o

hipertenso & 6.53 vezes maior em refagao aum |
polimorfismo, Para o mesmo individuo fumante e mutante para a ecNOS, o risco é

valor de 25 vezes €
de confianga estatisticamente significativo. Na

¢ado habito do tabagismo o risco de
ndividuo fumante e normal

o com mesma faixa etaria e normal para os

m comparagdo com um individuo

extremamente maior no
fumante e normal em intervalo
posse das duas mutagbes e ainda na presen !
Ser hipertenso é 102 vezes maior comparado com um |

Para ambos os polimorfismos:

: itui de risco P
O sedentarismo constitul fator .
individuo sedentario € mutante para 0 pohmorﬂsmo M235T do AGT humano, o

025 vezes maior do que um individuo sedentario e

mesmo ocorre para um individuo sedentdrio e

-Asp onde o risco de ser hipertenso é 2.76

ara a hipertens&o assim, para um

risco de ser hipertenso €
normal para este polimorfismo. O

individuo sedentario e normal para o mesmo

Mutante para o polimorfi

Vezes major do que um
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sedentarism i i m
rismo o risco de ser hlpertenso é 37 vezes maior do que um individ
individuo

genes e que seja sedentario. Estes resultados s&
o}

normal para ambos 0s
onstram as interagcdes que existem entre

importantes na medida em que dem
ntais. No mesmo grau de

?Stes polimorfismos e os fatores de risco ambie
;mporténcia temos o risco associado aos polimorfismos e os niveis de colesterol
otal onde um individuo mutante para ambos os polimorfismos e com col .
total acima dos niveis considerados toleraveis, esterc!
8.80 vezes maior do que um individuo normal para 0s mesmos polimorfismos e
total elevado, demonstrando uma possivel

possui 0 risco de ser hipertenso

ue :
g tenha o nivel de colesterol

interacs vei
rac&o entre os niveis de colesterol € 0S
As dislipidemias aqui observadas tanto a hipercolesterolemia (aumento do

L . » .
DL efou colesterol total) como & hipertrighcerldemla (aumento de triglicérides)

po . o
dem ter possivelmente duas causas. A primeira pode ser devido a causas
da de dislipidemia priméria e a segunda denominada

ssociada a habitos de vida inadequados
s dislipidemias observadas entre os

polimorfismos aqui estudados.

genéticas sendo denomina
dislinidami .
slipidemia secundaria sendo @

A
Parentemente no presente estudo, @
acionadas 80 segundo

om 0 peso acima do normal. A presenca de
limorfismo M235T e Glu-298-Asp com
estabelecer aqui uma hipotese
se chegar a

_paClenteS parecem estar rel tipo devido ao alto indice de
individuos fumantes, sedentarios € ¢
Um mecanismo molecular qué associe 0S PO
as dislipidemias é desconhecido porém, podemos

r .
elacionando um  possivel mofecular  para

h- ) H | i i
Ipercolesterolemia e hipertrig‘ice”dem'a associado a estes polmarnismos.
coes realizadas entre 05 fatores de risco e entre

lem de ser um fator de risco estando

m se associa ao aumento da idade e

caminho

De acordo com as correla

0s polimorfismos, o sedentarismo 2
go infarto, també
nto de alta como
veis de HDL. Além disso, ha uma melhora

de e também 0 aumento do efeito

aSS H . ~
Ociado a hipertensao €
de baixa intensidade reduz os

ao s
LDL e onde o exercicio fisico ta

Nivej o i
veis de triglicérides e aumentam os ni
redugéo da obesida

0 HDL previne &
o até o figado onde sera degradado. O

ra evidéncia de que o aumento do
percolesterolemia. O LDL

na co i
mposu;a"o Corporal
aterosclerose removendo o

benaf ,
nefico na presséo arterial.
s levand

c

Olestero| da periferia das célula
®studo feito por Spieker €t al® forneceu @ primei
HDL normaliza a funggo endoteial €™ pacientes oM hi
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que é rico
ico em cole m
sterol, tende a diminui m
, inuir enquanto outro 2
s pardmetros lipidi
ipidicos

Otl i
Ca

do endotéli .
otélio ainda ndo é muito bem compreendido
Talvez ' '
seia o Hm dos fatores de risco mais importantes na génese da hi 3
- tabagismo. O fumo promove a perensee
odificacs
cacbes no colesterol LDL prejudican

umento dos radicais livres induzindo
do a vasodilatagdo associada ao
na o que pode levar a quadros

de hipertrigliceridemia®’.
. A possivel hipotese
NVolvj ;
o olvidos na hipercolesterolem
ulas endoteliais que também P

SXpre
SS
am receptores de colesterol de

de que polimorfismos do RAAS e NOS possam estar
iae hipertrigliceridemia é baseada no fato de que
odem ser encontradas no tecido adiposo
paixa densidade (LDL) e a enzima Iipase;
dos quilomicrons que transportam os
particulas de VLDL, podendo
que geralmente é feito no

livo
proteéi : :
ica que & responsavel pela hidrolise

lipide
s - o
e da dieta e os triglicérides presentes nas
far .
um papel importante no metabolismo lipidico
ias de gue as LDL plasmaticas na sua relagéo

flgad 28 .
0% Existem fortes evidénc

ue gimionescu'® demonstraram marcando
no-1C e '?Ip-VLDL, a formagéo de
madas de coated pits e onde
100. Estas invaginagbes
as particulas de LDL

mecan;i
ni : i
o smos de endocitose. Simionesc
rticula
s de LDL com ouro radioativo, carbo

lnvag "

in 2 [
acées na membrana da célula endotelial cha

especificos de ApoB

e endocitose carreando
ro da célula, as particulas de LDL seriam

S
tr:n|S(;C-?:1hzariam os receptores
o ormar-se-iam em vesiculas d
& 0 interior da célula endotelial. Dent
m fosfolipidios, triglicérides, proteinas,
os até a superficie da membrana
essdo genética das células da
ecificidade do receptor da

mados receptores de

englob
adas em lisossomas € hidrolizadas €

Colest

e . :
rol e os receptores especificos reciclad
diretamente na expr

3 alteragoes na esp
finidade para 0S cha

dos pelo teor intracelu
porém, 08 receptores de remogao

Celyl
o ar. Substancias que atuam
red .
- e arterial como Angll, levam
la de LDL e aumentam @ su@ @

remo "
¢&0. Receptores de LDL sgo regula
stritas de LDL

as endoteliais,
intracelular de
de uma forma

lar de colesterol

monocitos € macréfagos ndo sao
colesterol absorvendo o LDL
desregulada acumulando

i
l!::;:zmvendo quantidades re
regu|ad005 na superficie dé célul
tanto S. pelo feedback pelo teor

ativo como o LDL oxidado
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enormes i
quantidade >
s de colesterol e ésteres de colesterol'’. A presenca d
: ¢a de um

i;n:eerr:odr: nt]njero de receptores de LDL, determina uma maio 3
e r captagéo das
A Angll também atua sobre um novo mecanismo recentement '
“ativagdo das NADH/NADPH oxidases” que s:luc'dado .
). Tanto o aumento do efeito r::r\rllem .
lo polimorfismo M235T Ocodrsz

denominado de
producio de radicais superéxido (02

Z;V:S de Angll, que podem ser promovidos pe
aSSOC;?:;de: na pres‘ente pesquisa, pode estimular estas enzimas de me

produzir excessos de radicais Oz que € 0 impulso pa ’ ”jbra”a

Os radicais O2 reagem com O NO pp:aO ,:;z: e

uzir

. S

per.oxidonitrito que é um potente agente oxi
efeitos oxidantes em situagoes normais, podem ser contrabalanceado

(ecSOD) que representa um impcjrt::tlz
o} -do NO mediada por Oz. A enzima
zir peréxido de hidrogénio, H>O,, que
A da ecNOS. NO e ecSOD competem

smos radicais reagem cerca de 3 a 6

enzim ;o .
a superoxido dismutase extracelular
mecani "

nismo na prevengao da degradaga

o o
cSOD utiliza os radicais Oz para produ

se .
gundo Farré e Casado® estabiliza 0 mRN

entre si -
e si pelos radicais Oz porém, estes me
ges fisiologicas normais, a formacao d
e

ve S
zes mais rapido com o NO. Em condi¢
NO. Entretanto, altas concentragdes de

peroxi itrito & i
xidonitrito & equimolar a formagao de
para a célula promovendo além de

peroxidonitri ito toxi
xidonitrito podem Ser muito toxicas
einas por nitragéo dos aminoacidos. A

Ox' = .y

idacao de lipideos, fragmentago de prot

con . o

centragao de ecSOD pode ser diminuida na presenga de fatores ambi
ientais

que a cada tragada produz cerca de 100 mil novos radicai
' icais

r de risco extremo para a génese d
a

es. Tendo o aumento da formagéo de

como o tabagismo
er um importante fato

li :
ivres confirmando s
doengas cardiovascular
5 de agentes antioxida

do mRNA da ecNOS.

hipertenséo e outras
ntes, aumenta a oxidagao do LDL e

peroxidonitrito pela falt
diminui a estabilizagéo

O aumento na

s O, e a relativa auséncia de NO

produgao de radicai
pela formacdo de peroxidonitrito

po!imorﬁsmo como

| DL oxidadas qué i
pumosas que passam a fagocitar

A auséncia de uma proteina
expoe o endotélio a estimulos de

suficiente tanto pelo
nduzem a migracéo de mondocitos

aum ’
entam o numero das
cgdo das células €S

cesso inﬂamatc’)rio.
-298-Asp,

U i
FI e dargo inicio a forma
ipi -

pideos disparando O PO

f .
uncional devido ao polimorfismo Glu
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ém de gerar radicais superoxido que

substancias vasoconstritoras que al
nibidor ADMA que

contribuem para a degradagao do NO, hé o aumento do i
ginina além de haver peroxidagéo lipidica. Agentes oxidantes

compete com a L-ar
ometem a homeostase do endotélio podendo

inflamatoérios e citocinas compr
de crescimento e envolvimento de

aumentar a expressao e secrecdo de fatores
gumas interagoes podem ser verificadas nas analises de

migragdo celular Al
e ha uma associagdo entre alguns fatores de risco

correlagédo onde verifica-s€ qu
que estdo relacionados entre si e entre os polimorfismos.
r a rapida recomposicéo do endotélio, ha a possibilidade de

Se nao houve
romoléculas na intima sendo a entrada de LDL

entrada nao seletiva de mac

particularmente de efeito deletério.
LDL sé&o estimuladas a libera
jcar as G-proteinas por onde atuam agonistas

Células endoteliais diante de elevadas
concentragdes de r substancias quimiotaxicas e
mitogénicas além de prejud
estimuladores da via de produgéo do N

endotelial?!. A presenga de polimorfismos com
tanto o fen(')tipo hipertenSiVO pela falta de uma enzima funcional que

contrabalance os efeitos da Angllou @
quadros de hipercoleste

ica do JAM.
ativo sobre O endotélio, ha o prejuizo da

oxidonitrito citodestrutivos  podem

O levando ao comprometimento da fungéo
o Glu-298-Asp, pode desencadear

inda atuar juntamente com fatores de risco
na manisfestagdo de rolemia e hipertrigliceridemia com
subsequente manifestagdo clin

Aumentando o estresse oxid
e a presenca de per

no endotélio & Nos miocitos
ndo ainda & rotura da placa®,

elial verificada em hipertensos &
de um papel essencial mas

funcdo vasodilatadora
potenciaimente causar [esoes podendo este efeito ser

um fator de apoptose de células leva
e a disfungdo endot

E conclusivo gu
parecem como 0 inicio

multifatorial e que Angll NO a

N&o exclusivo.
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ANEXO
Termo de Consentimento Informado

A Faculdade de Medicina e o Instituto de Genética e Biogquimica da
Universidade Federal de Uberlandia, estdo realizando um estudo genético
relacionado a doengas cardiovasculares (infarto do miocdrdio). Este estudo,
coordenado pelo Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart e Dr. Messias Anténio Aradjo, visa
0 estudo do polimorfismo e expressdo génica de diversos genes envolvidos no

desenvolvimento da doenca aterosclerdtica coronaria.
Para esta investigacdo, € necessaria a coleta de dois tubos de 5mL de

sangue periferico, empregando-se material descartavel. Nao ha desconforto o

risco adicional nestes procedimentos, pois ja fazem parte da roting clinica e

laboratorial.
O material coletado sera enviado ao laboratorio de Genética Molecular da

Universidade Federal de Uberlandia, onde seréo realizados os exames de RNA e

DNA. E importante enfatizar que os resultados obtidos terao apenas implicagéo

diagnéstica e ndo terapéutica.
O paciente podera pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da

pesquisa, destino do material coletado e resultados dos exames realizados e,

aqueles que concordarem em participar da pesquisa poderdo desistir de fazé-lo a
qualquer momento, sem que haja nenhum prejuizo proprio.

Pelo presente termo apresentado,

, concordo em colaborar

Eu,
com a pesquisa declarando estar ciente dos riscos, beneficios e direitos.

Médico respansavel

L.ocal de data:

de de 2002

Testemunhas:




