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RESUMO

A OMS estima que cerca de 1,13 bilhdo de pessoas no
mundo tenham Hipertensdo Arterial (HA), e esse
namero pode chegar a 1,56 bilhdo em 2025, sendo
considerada a maior causa de morte prematura
mundialmente. O sistema renina angiotensina
aldosterona € uma das vias mais importantes na
patogénese e tratamento da hipertensdo. Nesse
sentido, a investigacdo de fatores genéticos
relacionados & enzima conversora de angiotensina
(ECA) é de fundamental importancia para o
esclarecimento dos fatores que contribuem para a
hipertensdo. Os objetivos desse trabalho foram
realizar o levantamento da frequéncia alélica da
enzima conversora de angiotensina | (ECA) em
individuos normais e hipertensos e relacionar 0s
habitos de vida dos participantes da pesquisa com o
polimorfismo da ECA. O trabalho foi realizado em trés
etapas sendo: 1) uma meta-analise de artigos
publicados ente 2011 e 2021; 2) a analise do
polimorfismo do gene ECA por PCR-RFLP; 3)
levantamento da qualidade de vida dos participantes
da pesquisa por meio da aplicacdo de um questionario
aplicado a 68 participantes da pesquisa. A meta-
andlise demonstrou que o gen6tipo DD mostrou-se um
importante contribuinte para a suscetibilidade da
prevaléncia de casos de hipertensdo nos estudos
analisados, enquanto os gendtipos ID e Il apresentam-
se em maior frequéncia no grupo controle. A analise
do polimorfismo do gene ECA determinado pela
técnica de PCR-RFLP identificou que a distribuicéo
dos genotipos foi: DD (49%), ID (36%) e 1l (15%),
ndo apresentando diferenga significativa na
distribuicdo (p<0,05). A frequéncia alélica observada

para a variante alélica D foi de 0,67 e para a variante |
foi de 0,33. A analise do questionario de qualidade de
vida demonstrou que os pais dos participantes da
pesquisa, em sua maioria, ndo apresentavam historico
de pressdo arterial, 0 que pode ser um item importante
para prote¢do cardiovascular dos participantes da
pesquisa. Além disso, a conduta dos participantes da
pesquisa ndo se mostra de risco, ou seja, parte
importante dessa populacdo ndo tem aderéncia ao
alcoolismo e tabagismo, fatores importantes para uma
elevacdo dos riscos cardiovasculares. Ainda, na
andlise do questionario, observou-se que a maioria dos
participantes da pesquisa possui IMC dentro do perfil
de normalidade, uma vez que, a condi¢éo de obesidade
é um fator chave para a evolucdo da elevacdo dos
riscos & saude cardiovascular do individuo. Dessa
forma, observa-se que a populacdo amostrada poderia
ser usada como um grupo controle para futuros
estudos comparativos com outras populacGes
previamente selecionadas para estudo de riscos
cardiovasculares.

Palavras-chave: ECA, PCR-RFLP, Polimorfismo,
Qualidade de vida, Saude.

ABSTRACT

The WHO estimates that about 1.13 billion people
worldwide have Arterial Hypertension (AH), and this
number may reach 1.56 billion by 2025, being
considered the leading cause of premature death
worldwide. The renin angiotensin aldosterone system
is one of the most important pathways in the
pathogenesis and treatment of hypertension. In this
sense, the investigation of genetic factors related to the
angiotensin-converting enzyme (ACE) is of
fundamental importance to clarify the factors that
contribute to hypertension. The objectives of this
study were to survey the allele frequency of
angiotensin I-converting enzyme (ACE) in normal and
hypertensive individuals and to relate the life habits of
the research participants with the ACE polymorphism.
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The study was conducted in three stages: 1) a meta-
analysis of articles published between 2011 and 2021,
2) analysis of the ACE gene polymorphism by PCR-
RFLP; 3) survey of the quality of life of research
participants through the application of a questionnaire
applied to 68 research participants. The meta-analysis
showed that the DD genotype was an important
contributor to the susceptibility to hypertension
prevalence in the studies analyzed, while the ID and Il
genotypes were more frequent in the control group.
The analysis of the ACE gene polymorphism
determined by the PCR-RFLP technique identified
that the distribution of genotypes was: DD (49%), ID
(36%) and 11 (15%), with no significant difference in
distribution (p<0.05). The allele frequency observed
for the D allelic variant was 0.67 and for variant | was
0.33. The analysis of the quality of life questionnaire
showed that the parents of the research participants
mostly had no history of blood pressure, which may be

1 INTRODUCAO

an important item for cardiovascular protection of the
research participants. Moreover, the behavior of the
research participants does not show to be risky, i.e., an
important part of this population does not have
adherence to alcoholism and smoking, important
factors for an increase in cardiovascular risks. Still, in
the analysis of the questionnaire, it was observed that
most research participants have BMI within the
normality profile, since the obesity condition is a key
factor for the evolution of increased risks to the
cardiovascular health of the individual. Thus, it is
observed that the sampled population could be used as
a control group for future comparative studies with
other  populations  previously  selected  for
cardiovascular risk studies.

Keywords: ACE, CRP-RFLP, Polymorphism,
Quality of life, Health.

A enzima conversora de angiotensina (ECA) € produzida através da clivagem de uma

carboxipeptidase entre os aminoécidos arg663 e ser664. E uma megaloprotease de zinco que atua na

conversdo de angiotensina | em angiotensina Il, além de ser o agente na inativacao de bradicinina (BUENO

et al, 2013).

Estd presente no endotélio dos vasos e no plasma sanguineo. Sua concentracdo depende do

polimorfismo genético que possui, sendo que individuos com o polimorfismo de delecdo possuem maior

guantidade de enzima circulante do que os demais (MATQOS, 2006).

O aumento na quantidade da ECA influencia no desenvolvimento de cardiopatias, como casos de

hipertensao arterial, uma vez que é um importante agente na vasoconstricdo do organismo (CRISAN;

CARR, 2000). Também héa estudos que indicam relacdo de hereditariedade da patologia citada devido a

altos indices dessa enzima.

Esse estudo € proposto visando entender a relagdo da enzima conversora de angiotensina em casos

de hipertenséo, estudando a interferéncia de seu polimorfismo, casos de hereditariedade e acdo de seus

inibidores.

Um dos mecanismos que o corpo humano utiliza para controlar a pressao arterial é o sistema renina-

angiotensina (NEGRAO; BARRETTO, 2006). A renina ¢ sintetizada e armazenadas em células especificas
dos rins e liberada quando h& um decréscimo da pressdo sanguinea. Apos entrar na corrente sanguinea, essa
enzima converte 0 angiotensinogénio circulante em angiotensina | (PORTH; GROSSMAN, 2019). A
angiotensina | é inativa, portanto, para que tenha algum efeito no organismo, é necessario que ela seja

convertida em angiotensina Il (COSTANZO, 2015). Essa etapa acontece durante a circulagdo pulmonar
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onde a enzima conversora de angiotensina (ECA), presente no endotélio dos vasos pulmonares — e no

plasma (MATOS, 2006) -, catalisa a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il, um potente
vasoconstritor (PORTH; GROSSMAN, 2019).

Além de participar da regulacdo da pressdo arterial, a atuacdo da ECA também reflete nos
mecanismos de regulacdo do equilibrio hidroeletrolitico. A conversdo de angiotensina | em angiotensina Il
promove, nos rins, 0 armazenamento de sal e 4gua e efeito antinatriurético (SANTOS et al., 2000).

Seja na regulacédo da pressao arterial ou atuando nos rins, os niveis da ECA sd@o proporcionais a sua
concentracdo que, por sua vez, é determinada de acordo com o polimorfismo genético que essa enzima
possui (BUENO et al., 2013).

O polimorfismo acontece no cromossomo 17, no intron 16 do gene da ECA e ocorre através da
insercdo (1) ou delecdo (D) do fragmento Alu com, aproximadamente, 287 pb. Como consequéncia, é
possivel encontrar trés genétipos para essa enzima: 1l e DD, ambos homozigotos e I/D, heterozigoto
(COSTA et al, 2009). Individuos com gendétipo DD possuem maior concentracdo de ECA circulante o que
resulta no aumento da producdo de angiotensina Il (NEGRAO; BARRETTO, 2010). No gendtipo 11 ocorre
uma diminuicdo na producao da ECA enquanto no I/D essa producéo é intermediaria (BUENO et al., 2013).

A elevacdo da quantidade de angiotensina Il promove um aumento da pressao sanguinea, uma vez
que a atividade vasoconstritora do hormdnio sera incentivada (NEGRAO; BARRETTO, 2010). Essa
elevacdo favorece o surgimento de doencas cardiacas como a hipertensdo (MATOS, 2006).

No estudo feito por O’Donnell et al. (1998) foram coletadas amostras de sangue de 3095 pessoas,
sendo 1445 homens e 1650 mulheres. Ele afirmou que existem provas de que, em um grupo controlado,
individuos com o gendtipo DD possuem hipertensao arterial, contudo ele ressalta que ainda faltam estudos
gue comprovem essa teoria em uma populacdo maior.

Para combater a acdo da vasoconstricdo, medicamentos que inibem a acdo dessa enzima foram
desenvolvidos. Em sintese, eles agem promovendo uma limitacdo a atividade enzimatica da ECA e, como
consequéncia, proporcionam a vaso dilatacdo de arteriolas e veias. Porém, a administracdo dessas drogas
prejudica funcdes renais, como a absorcdo de potéssio, e pode gerar casos de hipercalemia (PORTH;
GROSSMAN, 2019).

Um outro medicamento que também pode ser citado sdo os bloqueadores do receptor da
angiotensina I. No estudo feito por van Vark et al (2012), houve reducdo 10% dos 6bitos de pacientes que
utilizaram bloqueadores da ECA, engquanto nos usuarios que tomavam blogueadores do receptor da
Angiotensina | ndo houve nenhum decréscimo no indice de mortalidade.

Badenhop et al. (1995) propuseram que o polimorfismo da enzima conversora de angiotensina, além
de estar associado com patologias cardiacas, também seria hereditario, atingindo familiares de pacientes
com histérico de infarto. Declarou que, criangas com gendétipo DD ou ID, possuiam avos com algum tipo

de doenca coronéria.
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Das 17 milhGes de pessoas que morrem de doencas cardiacas todo ano, a hipertenséo é responsavel

por 45% delas. Essa condicdo pode se dar pela elevacdo da quantidade de angiotensina Il. A hipertenséo
em muitos casos € uma condicdo assintomatica que pode evoluir a longo prazo com lesdao importante
cardiaca vascular e renal. A taxa de prevaléncia em jovens € baixa, mas ha tendéncia de aumento com a
idade.

Existem muitos trabalhos relacionando hipertensédo a polimorfismo, mas ndo hé trabalhos descritos
na literatura que estudem a presenca do polimorfismo de ECA entre a populacdo do Distrito Federal. Além
disso, o estudo em populacdo universitaria, predominantemente de jovens, pode permitir associa¢es ndo
descritas até 0 momento, principalmente caso variantes associadas a hipertensdo sejam identificadas em
individuos antes da manifestacdo hipertensiva.

O conhecimento de variacdes em pequenos grupos populacionais auxilia no entendimento de como
estes achados interferem na prevaléncia populacional de hipertenséo, ajudando a descrever grupos com
maior ou menor tendéncia a essas alteragdes de pressao na populagédo, pois o entendimento da variagdo
pode ser de extrema utilidade na elaboracéo de definicdo de estratégias terapéuticas do uso de hipertensivos.

A correlacdo dos achados do trabalho com as respostas do questionario pode permitir a associagao
com hereditariedade. Além disso, o comportamento do polimorfismo em diferentes popula¢des pode, no
futuro, permitir a terapia molecular voltada para o controle de cada tipo polimorfico.

O objetivo desse estudo foi realizar o levantamento da frequéncia alélica da enzima conversora de
angiotensina | (ECA) em individuos normais e hipertensos e relacionar os habitos de vida dos participantes

da pesquisa com o polimorfismo da ECA.

2 METODOLOGIA
Aprovacao ética

Inicialmente, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro
Universitario de Brasilia — CEUB. Apo6s a aprovacao pelo CEP, o mesmo foi aplicado mantendo-se a
integridade, a individualidade, a confidencialidade, o sigilo e a inviolabilidade dos dados obtidos a partir
dos participantes da pesquisa. O projeto foi aprovado em 04 de dezembro de 2019, recebendo o CAAE:
43484721.1.0000.0023, sob o parecer nimero 4.605.363.

Os dados obtidos dos participantes da pesquisa seguiram as orienta¢fes que estdo preconizadas na
Resolucdo n° 466/12, do Conselho Nacional de Saide (CNS) que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos, a Constituicdo Federal de 1988, o Pacto
Internacional sobre os Direitos Civis e Econémicos, a Convencdo Americana sobre os Direitos Humanos,
e mais recentemente a Lei n. 13.709, de 14 de agosto de 2018, que dispde sobre a protecédo de dados pessoais
e a Lei n. 13.787, de 17 de dezembro de 2018, que trata da digitalizacdo e da utilizacdo de sistemas
informatizados para a guarda, armazenamento e manuseio de prontuario de paciente, além de outras normas

do ordenamento juridico brasileiro.
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A manipulacdo do material genético dos participantes da pesquisa seguiu o disposto na Resolugéo

N° 340, de 8 de julho de 2004 que trata das Diretrizes para Andlise Etica e Tramitacdo dos Projetos de
Pesquisa da Area Tematica Especial de Genética Humana, seguindo-se a legislacio que vigora e ordena a
manutencdo de material genético humano em biorrepositério, reservatorios cujos materiais biologicos
coletados ficam armazenados ao longo da pesquisa especifica, sob responsabilidade institucional e sob

gerenciamento do pesquisador, sem haver fins comerciais.

Local
A coleta de células da mucosa da boca, processamentos e analises dos resultados foram feitos nos
laboratdrios do Labocien do UniCEUB.

Recrutamento e coleta de dados do participante
Inicialmente foram selecionados 50 participantes da pesquisa maiores de 18 anos pertencentes a

comunidade académica do CEUB, recrutados mediante convite de forma presencial.

Critério de incluséo
Considerou-se como critério de inclusdao aqueles participantes da pesquisa que tinham idade
superior a 18 anos, e que aceitaram o convite feito pelos pesquisadores para participar do projeto e que

assinaram o TCLE.

Critério de excluséo

Considerou-se como critério de exclusdo os participantes da pesquisa que nao se dispuseram a
assinar o TCLE ou que ndo aceitaram o convite feito pelos pesquisadores. Também foram excluidos da
pesquisa quaisquer participantes que no momento da coleta das células da mucosa da boca estiveram

acometidos por alguma patologia de natureza temporéaria (por exemplo, gripe ou resfriado).

Riscos

Os riscos foram devidos a coleta das células da mucosa da boca. O procedimento foi realizado
segundo os padrdes estabelecidos na literatura e sob a orientacdo do professor orientador, em meios
assépticos e com uso de Equipamentos de Protecdo Individual, obedecendo as normas de biosseguranca.

Beneficios
O participante da pesquisa teve como beneficio a determinacdo do seu polimorfismo genético

relacionada a ECA e se este possui alguma alteracéo.

Critérios para suspensao ou encerramento da pesquisa
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A pesquisa seria suspensa ou encerrada se houvessem desisténcias dos participantes ou se 0 niUmero

de amostras fosse inferior a 30.
O projeto foi encerrado ao término do periodo de vigéncia do Programa de iniciacdo Cientifica do
UniCEUB ano 2020/2021.

Formas de acompanhamento e assisténcia aos participantes

Os participantes da pesquisa receberam os resultados da andalise genética mediante solicitacédo
prévia. O sigilo quanto a identidade do doador foi mantido e ele ndo teve quaisquer despesas decorrentes
da sua participacao.

Ao término do periodo de realizacdo do projeto, todas as amostras coletadas de DNA dos
participantes da pesquisa foram encaminhadas para destruicdo, conforme o procedimento vigente pelo

Labocien e seguindo as normas de biosseguranga.

Consentimento livre e esclarecido

Os pesquisadores forneceram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) antes do
inicio do estudo. Ao concordarem com o termo, 0s participantes preencheram um Questionario para a coleta
de dados, que foi disponibilizado em um formulério através do Google Forms. Em sequéncia, o material
genético dos participantes foi fornecido por meio da coleta de 15 ml de bochecho da mucosa bucal.

No questionario foram realizadas perguntas a respeito da qualidade de vida, incluindo os habitos
alimentares e as praticas de exercicios fisicos, e a analise de predisposi¢cdes genéticas interligadas a
determinadas doencas. Também foram realizadas a pesagem e a medicdo da altura dos participantes da
pesquisa para a realizacdo da determinacdo do indice de Massa Corporal (IMC) visando estabelecer
critérios para o grau de obesidade, feito a partir do preceito estipulado pela Organizacdo Mundial da Satde
(OMS).

Foram classificados como individuos obesos os participantes que obtiveram um valor 20 de IMC
igual ou superior a 30 kg/m2; com sobrepeso entre 25 e 29,9 kg/m2; eutréficos de 18,5 a 24,9 kg/m2; e

abaixo do peso (magreza) quando <18,5 kg/m2.

Extracdo de DNA da mucosa da boca

A coleta de material e respectiva extracdo de DNA gendmico foram realizadas nas instalacdes do
Labocien, instituicdo pertencente ao CEUB. O DNA foi obtido a partir de células da mucosa bucal. Os
participantes da pesquisa realizaram um bochecho de 30 segundos com 15 mL de agua glicosada. Em
sequida, foi realizada uma raspagem da mucosa bucal com uma espatula descartavel, que foi
homogeneizada nos 15 mL do bochecho previamente obtido.

Depois, 5 mL do conteddo do bochecho foram transferidos, por meio de uma micropipeta

automatica, para um tubo de ensaio, no qual adicionou-se cloreto de sddio o suficiente para que a parte
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inferior concava do tubo fosse totalmente preenchida e, com movimentos cuidadosos, a solugéo foi agitada

até a completa dissolucéo do sal. Em seguida, adicionou-se 500 pL de detergente diluido (1:4) e o tubo foi
levado ao banho-maria regulado para uma temperatura de 55 °C durante 10 minutos.

Posteriormente, o tubo de ensaio contendo a solugéo foi resfriado por 5 minutos em um recipiente
contendo agua. Finalmente, foi adicionado lentamente ao tubo uma quantidade equivalente de 1 volume (6
mL) de alcool gelado para a formacao de uma solucéo bifasica aquosa/etanolica. O precipitado de DNA foi
coletado na fracdo alcodlica com pipeta Pasteur de plastico e depositado em um microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi purificado por centrifugagdo a 12.000xg por 5 min. O sobrenadante foi dispensado e
foram adicionados 500 pL de alcool 70%. O tubo foi centrifugado por 5 minutos a 12.000xg. Esse
sobrenadante foi descartado e o procedimento de lavagem com alcool 70% repetido. Ao final, o DNA foi

seco e ressuspenso com 100 pL de tampdo TE 0,1X.

Diagnostico da mutacéo da ECA

A presenca da mutacdo da ECA foi determinada pela amplificacdo de um fragmento do intron 16
do gene que codifica a enzima conversora de angiotensina pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

A reacdo foi feita em 25 (1L contendo tampdo 1X, 2 mg/mL de Albumina Sérica Bovina (BSA), 8
pM de cada iniciador (ACE F:5° CTG GAG ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3’ e ACE R: 5 GTC TCG
ATC TCC TGA CCT CGT G 3°), 0,2 mM de dNTP’s, 1 U da enzima Taq DNA polimerase, 4gua milliQ e
100 ng de DNA.

Os parametros utilizados na reagdo foram: uma etapa inicial de 2 minutos a 94 °C, quarenta ciclos
de 1 minuto (desnaturacao) a 94 °C, 1 minuto (anelamento) a 66 °C e 1 minuto (extensdo) a 72 °C. A reagdo
sofreu uma etapa extra de extensdo por 10 minutos, 72 °C.

O fragmento amplificado foi digerido com a enzima de restri¢do Bsrbl (Biolabs ®), de acordo com
as instrucdes do fabricante, seguida de eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Gibco-BRL), corado com

brometo de etidio, para visualizagdo em transiluminador ultravioleta (Ultra Lum) (PERSUHN et al., 2006).

Questionario de avaliacdo
Anteriormente a coleta das células da mucosa da boca, 0s sujeitos da pesquisa responderam um

questionario visando o levantamento de possiveis padrdes alimentares (Anexo I).

Meta-anélise

Pesquisaram-se os bancos de dados BVS, Pubmed e Science Direct na busca por artigos que
investigassem a associagdo entre o polimorfismo do gene ECA ID e o risco de hipertenséo arterial entre os
anos de 2011 a 2021. Nao houve restricdo de idioma. A estratégia de busca para identificacdo dos estudos
incluiu a utilizacdo do Medical Subject Heading (MeSH) e dos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS).

Os descritores utilizados foram: (“Hipertensdo arterial” OR “Pressdo sanguinea alta”) AND (“Enzima
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conversora de angiotensina” OR “ECA”) AND (“Polimorfismo genético”). As listas de referéncia dos

estudos e revisdes incluidos também foram revisadas.

Foram inclusos estudos de caso-controle, realizados em humanos e que utilizassem a hipertensao
como desfecho de interesse. Foram excluidos artigos que fossem relatos de casos ou revisdes e estudos que
investigassem o papel da ECA em outras doengas de maneira isolada. Foi definido um protocolo para
extracdo de dados dos artigos completos, sendo extraidos: sobrenome do primeiro autor, ano de publicacéo,
pais de realizacdo do estudo, idade e tamanho da amostra, além dos valores de presséo arterial sistolica e
diastolica. Gene e polimorfismo foram calculados para grupos de caso e controle a partir da distribuicao de
genotipos correspondentes. Dois autores conduziram independentemente a extracdo e sintese dos dados,
com qualquer discordia resolvida por meio de discusséo.

Na elaboracdo deste artigo, seguimos as recomendacdes do Preferred Reporting Items for
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Figura 1).

Figura 1. Fluxo de informagdes para identificagdo, selecdo, elegibilidade e inclusdo de artigos de acordo com o sistema PRISMA.
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Para a realizacdo da meta-analise foi utilizado o programa RStudio for Windows versdo 1.4.1106.

A razdo de probabilidade (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC) foram utilizados para medir a forca da
associacdo entre o polimorfismo do gene da ECA ID e hipertensédo entre os estudos. A heterogeneidade foi
medida pela estatistica 12. A comparacédo dos efeitos de cada gendtipo foi calculada através do modelo de
efeitos fixos ou 0 modelo de efeitos aleatorios. O modelo de efeito aleatorio foi utilizado se os estudos
tivessem heterogeneidade e se ndo houvesse nenhum modelo de efeito fixo. Foram construidos modelos de
Florest plot para todos os genotipos a fim de identificar o efeito de todos os estudos incluidos nesta meta-
analise.

Oito estudos foram inclusos, sendo cada estudo de uma nacionalidade distinta. O tamanho da
amostra variou de 61 a 1.980, sendo maior (1.980) em um estudo chinés conduzido por Zhang et al. (2018)
e menor (61) em um estudo egipcio realizado por Zarouk et al. (2012). A idade das amostras ficou entre >
25 e < 75 anos. A presséo arterial média dos participantes foi diferente entre os estudos incluidos. A média
de PAS / PAD foi mais alta em um estudo realizado no Brasil relatando um nivel de PA de 201,0 (+ 29,3)
/128,1 (£ 18,0) (VILELA-MARTIN et al., 2013). E a média de PAS/PAD foi mais baixa em um estudo
indiano que relatou um nivel de PA de 145,5 (+ 14,05) / 93,6 (£ 8,09) (SRIVASTAVA et al., 2012).

A maioria dos estudos apresentaram frequéncias mais altas do genétipo DD em comparagdo com 0s
genotipos ID e Il no grupo de hipertensos; enquanto, no grupo controle, a distribui¢do variou dependendo
do estudo. Um estudo determinou a associacdo do polimorfismo do gene ID em resposta a inibidores da
ECA (Enalapril e Lisinopril). Um estudo avaliou outros genes possivelmente relacionados com a ocorréncia
de hipertenséo, sendo eles: ECA ID rs4340, ECA A2350G rs4343, AGT T174M rs4762, AGT M235T
rs699 AGTR1 A1166C rs5186, CYP11B2 - 344 C/T rs1799998, ADRB1 R389G rs1801253, ADRB2
R16G rs1042713, ADD1 G460W rs4961, SCNN1G G173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 A/G
rs2681472, CYP17AL1 T/C rs11191548, SLC4A2 C/T rs2303934 (SOUSA et al., 2018).

Abaixo, na Tabela 1 estdo dispostos em ordem cronoldgica os dados extraidos de cada estudo.

Tabela 1. Caracteristicas dos estudos incluidos na revisdo sistematica e meta-analise.

AMOSTRA HIPERTENSAO
ESTUDO/ANO/LOCAL CASO | CONTROLE IDADE PAS PAD
SRIVASTAVA et al., 2012 india 222 252 >25<60anos | 145,5+ 14,05 93,6 + 8,09
ZAROUK et al., 2012 Egito 40 21 >40<70anos | 164,97 +23,12 | 99,18 + 11,65
VILELA-MARTIN et al., 2013 Brasil 187 75 >45<75anos | 201,0+29,3 128,1+18,0
ﬁ%gr'i::REH; ANUMUDU; KUMAR, 2014 612 612 >20<60anos | 161,14 +13,26 | 93,25+ 13,77
HEIDARI et al., 2015 Malasia 72 72 >30<60anos | 152,0+ 13,0 94,6 £8,7
SOUSA et al., 2018 Portugal 860 852 >40<60anos | 1475+19,0 910+119
ZHANG et al., 2018 China 1024 956 < 60 anos 148,68 + 18,76 | 91,61 +10,0
HADIAN et al., 2020 Ird 102 104 > 40 < 60 anos | Nao informado | Nao informado
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3 RESULTADOS
META-ANALISE

O florest plot para os trés gendtipos mostra a relacdo de cada estudo com os casos de hipertenséo.

As figuras mostram que a hipertenséo foi associada com polimorfismo modelo DD, modelo ID e modelo
I1. Importante mencionar que houve heterogeneidade entre os estudos, que pode estar relacionada com a
diferenca no tamanho das amostras entre cada estudo. Pacientes com o genotipo DD foram 1,09 vezes mais
propensos para desenvolver HA (OR: 1,09; IC 95%: 0,84; 1,43) (Figura 2). Da mesma forma pacientes com
genotipo 1D tém risco 1,01 vezes maior de desenvolver HA (OR: 1,01; IC 95%: 0,88; 1,16) (Figura 3). O
risco da ocorréncia de HA relacionada com o gendtipo Il mostrou-se semelhante com a do genétipo ID
(OR: 1,01; IC 95%: 0,64; 1,60) (Figura 4).

Figura 2. Modelo florest plot para a descri¢do do genétipo DD.

Experimental Control

Study Events Total Events Total Risk Ratio RR  95%-Cl Weight
SRIVASTAVA, 2012 74 222 138 252 e 061 [049,076] 17.3%
ZAROUK. 2012 24 40 T2 — 180 [093347] 09.0%
22 187 7 75 ——— 176 056,283 7.0%
VILELA-MARTIN, 2013 277 612 235 612 - 118 [1.03;1.35 18.6%
KOOFFREH: ANUMUDU: KUMAR, 2014 . [1.03,1.35] 18.69
HEIDARI 2015 43 T2 19 72 _ 226 [147:348] 130%
SOUSA, 2018 382 860 335 852 - 113 [1.01,1.26) 188%
ZHANG. 218 0 1024 0 958 : 0.0%
HADIAN, 2020 45 102 64 104 | 072 [0.55094] 16.3%
Random effects model 3119 2944 ‘_CE 1.08 [0.84: 1.43] 100.0%

Heterogeneity: I° = 88%, 1° = 0.0957, p < 0.01

05 1 2

Figura 3. Modelo florest plot para a descri¢cdo do Gendtipo ID.

Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Risk Ratio RR  95%-Cl (fxed) (random)
SRIVASTAVA, 2012 06 222 6B 252 e 123 (00151 97%  161%
ZAROUK, 2012 14 40 8 A : 082 (046,183 11%  313%
VILELA-MARTIN, 2013 154 187 54 75 —— 114 098 134] B82% 192%
KOOFFREH; AMUMUDU; KUMAR, 2014 22 612 I 612 S 086 077,008 2321%  213%
HEIDARI, 2015 /72 TR — 071 (048106 37%  BO0%
SOUSA 20138 368 860 388 852 . 3 054 (084104 414% 222%
aﬂrﬁgﬁhzu-la 0 1024 0 956 ! 0.0% 0.0%
HADIAN, 2020 46 102 3 1M H——— 130 [093183] 38%  08%
Fixed effact modal 18 2044 <3 0.96 [0.90; 1.03] 100.0% =
Random effects model = 1.01 [0.88; 1.16] - 100.0%
Heterogeneity. 1 = 67%, ©* = 0.0184, p < 0.01 : ' '
05 1 2
Figura 4. Modelo florest plot para a descri¢cdo do Gendtipo II.
Experimental Control Weight Weight
Study Events Total Events Total Risk Ratio RR  95%.Cl (fixed) (random)
SRIVASTAVA 2012
' 42 222 16 252 —— 298 N72515 58% 16.3%
ZAROUK, 2012 1 40 6 21 —4 096 (041,224 30%  124%
VILELA-MARTIN, 2013 11 187 8 75 —_— 055 [0231.32] 44%  121%
KOOFFREH; ANUMUDLU; KUMAR, 2014 73 612 4 B12 5 099 [0.73,1.34] 286%  194%
HEID&RI, 2015 4 72 18 12——— | 022 [D08.062] TO0% 103%
S0USsA, 2018 110 880 126 852 _= 085 [067.1.08] 497% 2000%
ZHANG, 2018 0 1024 0 956 0.0% 0.0%
HADIAN, 2020 11 102 4 104 280 [092.852] 15% 9.5%
Fixed effect model 3119 2944 0.99 [0.84; 1.16] 100.0% -
Random effects modsl -é;- 1.01 [0.64; 1.60] - A00.0%
Heterogeneity: I° = 80%, «° = 0.2621, p < 0.01 I L I
01 05 1 2 10
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Analise do polimorfismo da ECA

Ao realizar o processamento das amostras apos a técnica de PCR, foi possivel observar como o gel
de PCR-RFLP do gene da ECA foi obtido. A figura 5 mostra a distribuicdo das bandas de DNA, de forma
representativa, na qual ha o indicador de massa molecular 100 pb Ladder no gel, representado pela letra M;
o perfil do gendtipo ID (485 e 198 pb) apontado pelo nimero 1; o gendtipo 1l com o fragmento de 485 pb

indicado pelo nimero 2; e o genétipo DD com fragmento de 198 pb apontado pelo nimero 3.

Figura 5 — Gel representativo de PCR-RFLP do produto do gene da ECA. Gel de agarose corado com brometo de etidio revelando
o perfil de amplificacdo dos alelos | (490 pb) e D (190 pb).

M 1 2 3

~490 bp

~190 bp

ID I DD

Na analise do gene ECA foram encontrados 3 genotipos (1D, 1, DD) conforme a figura 5. Dos 50
participantes da pesquisa analisados, observou-se que a distribui¢do dos genétipos foi: DD (49%), ID (36%)
e Il (15%), ndo apresentando diferenca significativa na distribuicdo (p<0,05). A frequéncia alélica

observada para a variante alélica D foi de 0,67 e para a variante | foi de 0,33.

Analise do questionario

A aplicacdo do questionario de qualidade a 68 participantes da pesquisa permitiu identificar varias
caracteristicas dos participantes da pesquisa.

Observou-se que a populagdo amostrada era composta por 80,9% de participantes do sexo
masculino e 19,1% do sexo masculino.

Em seguida, avaliou-se o IMC dos participantes (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Determinacdo do IMC dos participantes da pesquisa.

indice de Massa Corporal - IMC

Obesidade Il
1,5%
Obesidade |
7.4%

Abaixo do peso
74%

Acima do peso
19,1%

Normal
61,8%

Observou-se que a maioria se enquadrava no perfil de normalidade (61,8%). Foram encontrados
participantes com obesidade tipo I (7,4%) e tipo I11 (1,5%). Foi possivel identificar participantes abaixo do
peso (7,4%).

Com relacdo ao participante da pesquisa possuir alguma doenca respiratoria observou-se que a
maioria (88,2%) ndo possuia qualquer problema. Para os demais (11,8%) foram relatadas as condicdes de
asma, rinite, sinusite e broncoespasmo induzido.

Com relacdo a pratica do tabagismo a maioria (79,4%) relatou ndo fumar. E quando se perguntou
aqueles individuos quando haviam interrompido a préatica, 5,9% relataram ter parado de fumar na faixa
etaria entre 17 a 21 anos.

Com relagdo a pratica do alcoolismo observou-se que 27,9% bebem menos de uma vez por més,
20,6% né&o bebem, 17,6% bebem de 1 a 3 vezes por semana e 33,8% bebem de 1 a 3 vezes por més. As
principais bebidas ingeridas sdo cachaca, cerveja, gin, vinho e vodka.

Na avaliacdo se os parentais possuiam algum quadro ja definido de hipertensdo, 62,7% dos
participantes disseram que o pai ndo apresentava hipertensdo e 37,3% relataram o quadro de hipertenséo
paterna. Ja analisando-se o quadro de hipertensdo materna, 91,2% dos participantes disseram que a mae
ndo possuia quadro hipertensivo. Apenas 8,8% dos participantes possuiam méaes com quadro de hipertensédo
relatado.

Avaliou-se também o nivel de dificuldade na realizagdo de tarefas pelos participantes da pesquisa
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Classificacdo segundo os participantes da pesquisa a respeito do nivel de dificuldade na execucdo de atividades.

Perguntas Sim, dificulta muito Sim, dificulta um N&o, ndo dificulta de
(%) pouco (%) modo algum (%)

Atividades rigorosas, que exigem
muito esforgo, tais como correr, 45,6 25 204
levantar objetos pesados,
participar em esportes arduos.
Atividades moderadas, tais como
mover uma mesa, passar aspirador 4,4 20,6 75
de pé, jogar bola, varrer a casa.
Levantar ou carregar mantimentos 4,4 16,2 79,4
Subir varios lances de escada 20,6 45,6 33,8
Subir um lance de escada 2,9 13,2 83,8
g:eurvar-se, ajoelhar-se ou dobrar- 7.4 176 75
Andar mais de 1 quilémetro 8,8 23,5 67,6
Andar varios quarteirdes 14,9 49,3 35,8
Andar um quarteirdo 5,9 25 69,1
Tomar banho ou vestir-se 0 2,9 97,1

Na avaliacdo geral das diversas condicdes de atividades, os participantes da pesquisa marcaram a
opcdo “Nao, ndo dificulta de modo algum” na execucdo de 10 atividades que foram apresentadas. Nessa
condicdo, a maior restrigdo ficou no quesito andar varios quarteirdes (35,8%). Esses dados se relacionam
com o quadro geral de IMC, uma vez que, 62% apresentaram IMC dentro do padrdo de normalidade.

Os participantes da pesquisa na opgao: “Sim, dificulta um pouco” relataram andar varios quarteirées
(49,3%) como a maior restricao.

Em seguida, realizou-se uma anélise a respeito da percepc¢éo do participante da pesquisa com relagédo

a sua saude (Tabela 3).

Tabela 3 — Percepgdo dos participantes da pesquisa quanto a propria saude.

A maioria A maioria das
Perqunta Definitivamente das vezes Nao sei vezes falso Definitivamente
g verdadeiro (%) verdadeiro (%) 0 falso (%)
(%) (%)

Eu sou tdo saudavel
quanto qualquer 10,3 27,9 23,5 29,4 8,8
pessoa que conhego
Eu acho que minha
salde vai piorar
Minha  salde €
excelente

8.8 16,2 23,5 30,9 20,6

7,4 48,5 14,7 19,1 10,3

Na analise dos dados apresentados observou-se que os participantes marcaram a resposta “A maioria
das vezes falso” para as perguntas: Eu sou tao saudavel quanto qualquer pessoa que conheco (29,4%); e Eu
acho que minha saude vai piorar (30,9%). E para a resposta “A maioria das vezes verdadeiro” para a
condicdo: Minha salde é excelente (48,5%).

Na analise geral das condicGes dos participantes da pesquisa observa-se que ¢ uma populacdo
composta por individuos saudaveis com baixa adesdo ao alcoolismo e tabagismo. Além disso, os pais ndo

apresentam em sua maioria a hipertensao arterial como quadro de comorbidade. Essa populacéo apresenta
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IMC dentro da normalidade para a maioria e como uma percep¢ao que a propria saude seja excelente. Esses

achados encontram suporte na questdo feita a respeito da percepcao da propria saude, na qual 42,6% dos
participantes da pesquisa reconheceram estar em “boas condicdes de satde” e 38,2% em “muito boa”
condicdo de saude. Apenas 10,3% dos participantes relataram a condigdo “ruim”. Essa baixa porcentagem
pode estar associada aos participantes com IMC de obesidade e abaixo do peso. Contudo, maiores

investigacOes devem ser abordadas antes de fechar um consenso a respeito da populacdo analisada.

4 DISCUSSAO

Para a conducdo desse estudo formulou-se a hipotese de que variagdes genéticas da ECA poderiam
estar relacionadas ao aumento da prevaléncia de hipertensao e, por isso, conhecer tais polimorfismos
poderia ser Util no manejo e tratamento dessa sindrome. Assim, embora existam diferentes fatores
ambientais que desempenham um papel para a PA elevada, estudos tém mostrado que a genética possuli
uma contribuigéo significativa (CAMARGO, 2020).

Nesse sentido, segundo os resultados do estudo de Sousa et al. (2018) as variantes genéticas
analisadas que se associaram a HA foram a ECA ID rs4340, ECA A2350G rs4343, ADD1 G460W rs4961,
GNB3 C825T rs5443. Os autores demostraram que as duas primeiras variantes interferem no sistema
renina-angiotensina-aldosterona, e que 0s genes que codificam 0s componentes desse sistema sdo
candidatos naturais ao desenvolvimento e progressdo da HA. Além disso, os autores salientaram que o
grupo de hipertensos do estudo ainda possui elevado consumo de sal, 0 que poderia contribuir para o
aparecimento de tais polimorfismos, relevantes na ingestdo de sal e agua e consequentemente, no
aparecimento de hipertenséo.

Outro estudo publicado no mesmo ano também investigou diferentes polimorfismos do gene da
ECA na ocorréncia de hipertensdo em géneros diferentes. Cinco polimorfismos de nucleotideo unico do
gene ECA (rs1514283, rs4646155, rs4646176, rs2285666 e rs879922) foram determinados como
associados de forma significativa com HA em participantes do sexo feminino do grupo de hipertensos, o
mesmo ndo foi observado no sexo masculino. Os autores ainda pontuaram que as variantes genéticas da
ECA além de desempenharem papel vital no desenvolvimento de hipertensdo, podem predizer o
desenvolvimento de disfungéo cardiaca em pacientes com HA (ZHANG et al., 2018).

Evidenciado na maioria dos estudos incluidos nessa reviséo sistematica e meta-analise como
significativo preditor da ocorréncia de HA, o polimorfismo Insercdo/Delecdo (ID) da ECA foi alvo de
estudo de uma meta-anélise publicada em 2012. O autor explicitou a associacdo desse polimorfismo a
hipertensdo em dois modelos, especificamente 0 modelo de contraste de alelo e o modelo recessivo,
dominante e homozigoto co-dominante. Este estudo mostrou que o alelo D dominante é importante para o
aumento da expresséo da atividade da ECA, estando associado a uma maior prevaléncia de hipertensao (LI,
2012). Contudo, esse achado opde-se ao encontrado por Srivastava et al. (2012) em seu estudo de caso-

controle, realizado na india, no qual, o alelo D dominante foi mais frequente na populagio normotensa

Ciéncias da saude: estudos e pesquisas avangadas V.01
Estudo da influéncia do polimorfismo da enzima conversora de angiotensina em casos de hipertenséo




(54,7%), enquanto no grupo de hipertensos, a frequéncia do mesmo alelo foi de 33,3%. Ainda assim, a
média de PA do grupo controle foi de 120,0 (+3,47) / 80,49 (£2.5).

Corroborando com os achados do estudo anterior Hadian et al. (2020) observaram uma diferenca

significativa na distribui¢cdo dos genétipos DD, Il e ID do polimorfismo da ECA ID entre os pacientes
hipertensos (44,1; 10,8 e 45,1%, respectivamente) e o grupo controle (61,5; 3,8 e 24,6%, respectivamente).
O estudo ainda mostrou um risco aumentado de HA em pessoas com gendtipo |1 em comparacdo com 0s
gendtipos ID e DD (0,46 (0,1-1,75) e 0,26 (0,05-0,94), respectivamente). No entanto, os autores
destacaram que mais pesquisas com maior tamanho de amostra sdo recomendadas para o melhor estudo de
fatores genéticos em pacientes hipertensos.

Todavia, em outro estudo, os autores determinaram a associacdo do polimorfismo ID da ECA em
individuos hipertensos e com diabetes mellitus tipo 2 e encontraram uma frequéncia do gendétipo DD
significativamente maior em pacientes hipertensos (60%) e diabéticos (68%), em compara¢do com 0 grupo
controle (33,3%). Concluindo, assim, que o alelo D bem como o genétipo DD estdo associados a
hipertensédo e diabetes mellitus tipo 2 em pacientes egipcios (ZAROUK et al., 2012).

De forma semelhante, Vilela-Martin et al. (2013) avaliaram a influéncia do polimorfismo ID da
ECA em individuos brasileiros com HA. Os autores observaram que o grupo de hipertensos mostrou
maiores valores de PAS, indice de Massa Corporal (IMC), glicemia, creatinina, € menores valores de
lipoproteina de alta densidade (HDL) em comparacao com individuos normotensos. Além disso, o genétipo
I1, associado a valores baixos de PA, foi mais predominante no grupo controle (18,7%) que no grupo de
hipertensos (5,9%). J& o genodtipo ID, associado a valores intermediérios de PA, apareceu em 82,3% no
grupo de hipertensos, enquanto o genétipo DD obteve uma prevaléncia de 11,8% no mesmo grupo. Os
autores concluiram que a baixa prevaléncia do geno6tipo 11 da ECA pode estar associada a maior ocorréncia
de HA em individuos brasileiros.

Vale destacar que o modelo co-dominante (ID vs DD + I1) ndo apresenta dados significativos na
determinacdo da hipertensao na populacdo mundial. Isso pode ser devido as caracteristicas que 0s pacientes
adquiriram de alelos homozigotos e heterozigotos. Consequentemente, o genétipo 1D poderia ter um efeito
nulo na patogénese da hipertensdo (FRANCESCHINI et al., 2013). Dito isso, Kooffreh; Anumudu; Kumar
(2014) observaram uma maior frequéncia do gen6tipo ID no grupo controle, dos quais 208 (61%) eram
mulheres, apresentando o sexo como outro possivel preditor para a ocorréncia de HA. Além disso, as
frequéncias do gendtipo ID foram 12%, 43% e 45% para o genotipo |1, ID, DD no grupo de pacientes e
12%, 50% e 38%, respectivamente, no grupo controle.

Por estar bem fundamentada a associagdo da ocorréncia de hipertensdo com polimorfismos
geneéticos da ECA, Heidari et al. (2015) buscaram determinar a associacao do polimorfismo do gene ID em
resposta a inibidores da ECA entre individuos malaios hipertensos do sexo masculino. O genétipo DD foi
encontrado com maior frequéncia no grupo de hipertensos (59,4%) quando comparado ao grupo controle

(26,4%). O gendtipo ID obteve uma prevaléncia de 49,9% no grupo controle, o qual também apresentou
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uma prevaléncia de 23,6% sobre o gendtipo I1. Ap6s administragdo diéria de 20 mg por 24 semanas de

enalapril ou lisinopril, houve uma diminuicdo da PA em pacientes portadores do genétipo DD (PAS = 18,5
+ 8,1 mmHg, PAD = 15,29 + 7,1 mmHg) em vez da ID (PAS = 4,1 + 3,3 mmHg, PAD = 9,1 £ 3,5 mmHgQ)
e gendtipo 1l (PAS = 3,0 £ 0,2 mmHg, PAD 0,11 + 6,1 mmHg).

Esta meta-anélise buscou avaliar a associacdo dos principais polimorfismos do gene da ECA na
prevaléncia de hipertensédo ao redor do mundo, esperando que mais pesquisas com essa tematica surjam em
um futuro breve. Fica evidenciado aqui que houve uma heterogeneidade significativa que pode estar
relacionada a variagdo no tamanho da amostra do estudo.

Analisando as frequéncias obtidas dos 3 genotipos da ECA observou-se que os valores obtidos
ficaram proximos aos valores do grupo controle que esta descrito no trabalho de Munhoz et al. (2005) cujas
frequéncias dos gendtipos foram determinadas: DD (45,0%), ID (39,6%) e Il (15,4%).

Uma limitacdo encontrada no nosso trabalho foi a auséncia de medigdo da presséo arterial. Esse
item seria importante para o levantamento das condi¢des cardiovasculares dos participantes da pesquisa.
Observamos que os pais dos participantes da pesquisa, em sua maioria, ndo apresentavam histérico de
pressdo arterial, 0 que pode ser um item importante para protecdo cardiovascular dos participantes da
pesquisa. Além disso, a conduta dos participantes da pesquisa ndo se mostra de risco, ou seja, parte
importante dessa populagdo ndo tem aderéncia ao alcoolismo e tabagismo, fatores importantes para uma
elevacdo dos riscos cardiovasculares. Ainda, na analise do questionario, observou-se que a maioria dos
participantes da pesquisa possui IMC dentro do perfil de normalidade, uma vez que, a condicdo de
obesidade é um fator chave para a evolucéo da elevacgao dos riscos a satde cardiovascular do individuo.

Dessa forma, o que observamos é que a populacdo amostrada poderia ser usada como um grupo
controle para futuros estudos comparativos com outras populacdes previamente selecionadas para estudo

de riscos cardiovasculares.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Assim, diante do que foi exposto na presente revisao sistematica e meta-andlise, sugere-se que o
polimorfismo do gene ECA ID represente um risco para a ocorréncia de casos de hipertensao na populacéo.
Além disso, o genétipo DD mostrou-se um importante contribuinte para a suscetibilidade da prevaléncia
de casos de hipertensdo nos estudos analisados, enquanto os gendtipos ID e Il apresentam-se em maior
frequéncia no grupo controle.

Vale ressaltar que os estudos disponiveis na literatura e elencados para analise no presente trabalho
ndo avaliaram a associagdo dos polimorfismos da ECA com o tratamento de hipertenséo, o que pode ser
caracterizado como uma nova vertente de estudos dentro dessa tematica.

Assim, recomenda-se que mais pesquisas sejam desenvolvidas com o intuito de reforcar esses
achados e ampliar a literatura acerca dessa tematica com o surgimento de mais estudos de caso-controle e

até mesmo de coorte para melhor fundamento de futuras meta-analises.
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Nesse estudo observamos que o gendétipo DD apresentou-se em 49% dos participantes da pesquisa,

mas as condic¢des de qualidade de vida que foram identificadas nos participantes da pesquisa mostram que

os fatores ambientais serviriam como elemento protetor para que qualquer predisposicdo relacionada ao
polimorfismo da ECA ndo possa se manifestar. Ainda, concluimos que a populacdo amostrada nesse

trabalho possui as caracteristicas para ser usada como um grupo controle.
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