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Hipertensao arterial de dificil controle
e o polimorfismo A1166C do gene AT1

Difficult-to-treat hypertension and AT1 A1166C gene polymorphism

Joelmir Colman’, Lucas Kraeski Krum’, Mara Cristina de Almeida?, Roberto Ferreira Artoni?,
Marcelo Ricardo Vicar?, Gabriela Cordeiro da Costa®, Mario Augusto Cray da Costa’, Viviane Nogaroto?

Fundamentos: Polimorfismos presentes em genes que codificam
proteinas do sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA)
estao associados com o quadro de hipertensao arterial sistémica
(HAS) em algumas populacées. Estudos demonstram a
relacao entre o polimorfismo A1166C no gene do receptor
tipo 1 da angiotensina Il (AT7) com a HAS, mas os dados
ainda sao controversos. Objetivo: Analisar a presenca deste
polimorfismo em pacientes portadores de HAS resistente da
regiao dos Campos Gerais (PR), Brasil. Materiais e Métodos:
Grupos de pacientes com hipertensao de facil (G1) (n =
34) e dificil controle medicamentoso (G2) (n = 39) foram
analisados quanto ao polimorfismo mencionado, utilizando-
se a técnica de Polymerase Chain Reaction — Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (PCR-RFLP). Os pacientes foram
categorizados em trés gendtipos: AA, AC e CC. As frequéncias
alélicas e genotipicas foram calculadas para cada grupo e
os dados confrontados com as caracteristicas metabdlicas
e antropométricas dos individuos. Resultados: nao houve
diferenca entre os grupos quanto a sexo e idade. O indice de
massa corporal (IMC), pressao arterial sistdlica (PAS), diastélica
(PAD) e nimero de anti-hipertensivos utilizados foram maiores
no G2. As frequéncias alélicas e genotipicas mostraram-se
semelhantes entre os grupos (p > 0,05). Conclusao: Nesta
populacao, este polimorfismo ndo esta associado ao facil ou
dificil controle da pressao arterial (PA). Possivelmente, outros
fatores devem estar influenciando a HAS nestes pacientes.

PALAVRAS-CHAVE

Polimorfismo de fragmento de restricao; presséo arterial;
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ABSTRACT

Background: Polymorphisms in genes encoding proteins
of the renin-angiotensin-aldosterone system (RAAS) are
associated with systemic arterial hypertension (SAH)
in some populations. Some reports demonstrated the
relationship between the angiotensin Il type 1 receptor
(AT1) A1166C gene polymorphism with SAH, but the data
are still controversial. Objective: To analyze the presence
of this polymorphism in patients porting difficult-to-treat
SAH from Campos Gerais region (PR), Brazil. Materials and
Methods: Groups of patients porting hypertension easy (G1)
(n = 34) and difficult-to-treat using drugs (G2) (n = 39)
were analyzed according to the polymorphism mentioned,
using the Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment
Lenght Polymorphism (PCR-RFLP) technique. The patients
were categorized into three genotypes: AA, AC and CC. The
allele and genotype frequencies were calculated and the
results were compared with metabolic and anthropometric
characteristics of the patients. Results: There was no
difference between groups regarding gender and age.
The body mass index (BMI), systolic and diastolic blood
pressures and the number of antihypertensive drugs were
higher in G2. The allele and genotype frequencies were
similar between the groups (p > 0.05). Conclusions: In this
population, the polymorphism analyzed is not associated
with easy or difficult-to-treat SAH. Possibly, other factors
are influencing the hypertension in these patients.
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INTRODUCAO
A hipertensao arterial de dificil controle (HADC) é caracterizada
pelo uso de trés classes de anti-hipertensivos diferentes em doses
maximas (sendo um diurético, de preferéncia tiazidico), mas ainda
com a PA acima de 139/89 mmHg; ou, entdo, o uso de quatro
ou mais classes medicamentosas diferentes para manter a pres-
sdo arterial (PA) em niveis tensionais considerados desejaveis.’?

0 SRAA é o principal componente responsavel pelo controle da
PA34 e tem na ligacao da angiotensina Il (ANGII) ao seu receptor
tipo 1 (AT1), a sua via final. 0 AT1 é o principal responsavel pela
atividade cardiovascular da ANGII,'* pois leva a vasoconstricao,
aumenta a liberacéo de aldosterona e vasopressina, estimula o sis-
tema nervoso central,** promove o0 remodelamento cardiovascular,
fibrose, hiperplasia e hipertrofia de células do mdsculo liso vascu-
lar, além de produzir citocinas e adipocinas pelos adipdcitos."*6

Os genes codificantes das proteinas que compdem esse com-
plexo sistema de controle da PA sdo passiveis de mutagao e séo
alvos de estudos em varias populacdes, visto que algumas des-
tas mutacoes estao ligadas as mudangas dos niveis pressoricos,
alem de outras alteragdes cardiacas. Entre os mais estudados,
podemos citar: a enzima conversora de angiotensina (ECA),% o
angiotensinogénio (AGT),® a renina (REN),® a aldosterona sinte-
tase (CYP11B2),° 0 AT1"12 e 0 GNB3."

0ATT esta presente em varios drgaos (vasos, cérebro, figado,
pulmdes, suprarrenais, rins e coragao),' ' sendo um receptor
acoplado a proteina G."® Um polimorfismo (single nucleotide
polymorphism - SNP) bem conhecido neste gene é 0 A1166C
(troca de uma adenina por uma citosina na posi¢ao nucleoti-
dica 1166), na regido 3’ ndo traduzida deste gene. Podem ser
encontrados trés gendtipos diferentes: homozigotos CC (mais
suscetiveis a doengas cardiovasculares'?°); homozigotos AA;
e 0 heterozigoto AC. Assim, o objetivo deste trabalho foi rela-
cionar a frequéncia do polimorfismo A1166C em pacientes com
HAS de fécil e de dificil controle medicamentoso em uma popu-
lagao de pacientes da regiao dos Campos Gerais (PR), Brasil.

METODOS

COLETA DE DADOS E CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

0 estudo foi aprovado pela Comissao de Eticaem Pesquisa da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (COEP n° 116/2011).
Participaram do estudo 73 hipertensos do ambulatério de
Cardiologia do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Ponta
Grossa, Ponta Grossa (PR), e dos municipios de Castro (PR) e
Irati (PR), pertencentes a Regido dos Campos Gerais. Os pacien-
tes foram selecionados por um Unico cardiologista e estavam
em acompanhamento por HAS h& mais de um ano. O grupo de
facil controle medicamentoso (n = 34, grupo G1) era composto
de pacientes que tinham sua PA controlada com uso de até
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dois anti-hipertensivos em doses inferiores ao limite maximo.
Ja o grupo de dificil controle medicamentoso (n = 39, grupo
(2) fazia uso de quatro ou mais drogas anti-hipertensivas em
doses maximas, com a PA controlada ou ndo. Em todos os
pacientes com HADC foram investigadas e descartadas a HAS
secundaria, a HAS do jaleco branco e a HAS por mé aderéncia
ao tratamento. Os critérios de exclusdo foram: necessidade
de uso de betabloqueador e outras medicagdes hipotensoras
por insuficiéncia cardiaca, ou por outras causas; nao aceitagao
do paciente em participar da pesquisa; e, pacientes em uso
de trés classes de anti-hipertensivos, visto que o objetivo do
estudo era a obtencao de dois grupos bem distintos quanto a
necessidade de farmacos para controle da PA (G1: até 2 clas-
ses de anti-hipertensivos diferentes; G2: 4 ou mais classes).

Os pacientes foram caracterizados quanto: sexo; idade; pres-
sdo arterial sistdlica (PAS) e diastdlica (PAD); indice de massa
corporal (IMC); nimero de anti-hipertensivos, classes e doses;
farmacos hipolipemiantes utilizados; e, presenca de diabetes
mellitus tipo 2 (DM2). Além disso, os seguintes padroes meta-
bélicos foram analisados (valores de referéncia de acordo com
American Heart Association/National Heart, Lung, and Blood
Institute Scientific Statement?'): colesterol total — CT (valor de
referéncia < 200 mg/dL), triglicerideos — TG (valor de referéncia
<150 mg/dL), colesterol high-density lipoprotein — HDL (valor de
referéncia homens > 40 mg/dL / mulheres = 50 mg/dL), coles-
terol low-density lipoprotein — LDL (valor de referéncia < 100 mg/dL
ou < 70 mg/dL, em pacientes coronariopatas).

DETERMINACAO DO POLIMORFISMO

Foram coletados 5 mL de sangue em tubos a vacuo contendo
EDTA. A extracao do DNA de leuccitos foi realizada utilizando-se
kits comerciais (kit Biopur®), de acordo com instrugdes do
fabricante. A andlise do polimorfismo A1166C do gene AT7
foi realizada pela técnica de PCR-RFLP. segundo Hingorani e
Brown.? Na reacao de PCR, foram utilizados os seguintes
componentes: 40 ng de DNA molde; 0,4 uM dos oligonucleo-
tideos sense (5 ATAATGTAAGCTCATCCACCAAGAAG 37) e
antisense (5~ TCTCCTTCAATTCTGAAAAGTACTTAA 3"); 2 mM
de MgCl.; tamp@o de reacao 1x (contendo 200 mM Tris-HCl,
pH 8,4 e 500 mM KCI); 0,08 mM de dNTPs; 1,5 U de Tag
DNA Polymerase (Invitrogen®). O termociclador (Biocycler®)
foi programado da seguinte maneira: 95°C 5 min; 35x: 95°C
1 min, 54°C 45 s e 72°C 45 s; extensao final 72°C 10 min.
Aproximadamente, 600 ng do fragmento amplificado de 166
pb foram digeridos com a enzima de restricao Bfr (Fermentas®)
(C"TTAAG), por 16 ha 37°C, segundo instrugdes do fabricante.
Para controle da eficiéncia das reagoes de clivagens, foi utili-
zado um paciente com geno6tipo sabidamente AC. O gen6tipo
dos individuos foi determinado de acordo com o padrdo de
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bandas visualizadas pela eletroforese em gel de agarose 3%,
corado com GelRed (Biotium®). Portadores do gendtipo AA
apresentam uma banda Unica de 166 pb (auséncia do sitio para
enzima de restricao Bfr); trés bandas nos tamanhos de 166,
139 e 27 pb sao encontradas em pacientes com 0 genotipo
AC (individuos com o alelo C apresentam sitio de clivagem
para a enzima Bfr); nos homozigotos CC sao observadas duas
bandas de 139 e 27 pb no gel de agarose (Figura 1).

ANALISES ESTATISTICAS

As anélises estatisticas foram realizadas utilizando-se o SAS
Software release 6.10 (SAS Institute Inc.). Os valores foram
expressos como média £ desvio padréo. Foi utilizado o teste
t de Student para analise entre dois grupos (nivel de signifi-
cancia estatistica p < 0,05). Nas tabelas com 3 grupos, foi
utilizado o teste * de Pearson com correcéo de Yates para
variaveis nominais. Como o desenho do estudo é caso-controle,
foi calculado o odds ratio (OR) como medida de associagao e
seu intervalo de confianga de 95% (IC95%).

M: marcador de peso molecular; 1, 3, 5: Fragmento de DNA de 166 pb referente a amplificacao da regiao
polimérfica; 2: Genétipo homozigoto AA; 4: Gendtipo homozigoto CC; 6: Gendtipo heterozigoto AC.

Figura 1. Gel de agarose 3% evidenciando as bandas resultantes
de ensaios de PCR-RFLP para genotipagem de individuos quanto ao
polimorfismo A1166C no gene AT7.
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RESULTADOS

Dos 73 participantes da pesquisa, 34 foram incluidos no G1 e
39 no G2. 0 IMC, nimero de classes medicamentosas em uso
pelos pacientes, PAS e PAD foram maiores no G2 (p < 0,05)
(Tabela 1). Os valores das médias de idade e sexo mostraram-se
semelhantes entre os grupos. Em relagao ao perfil metabdlico,
os pacientes do G2 apresentaram niveis mais elevados de CT
e TG (p < 0,05), indicando um possivel quadro de dislipidemia
mais grave nestes individuos (Tabela 2), tendo em vista que o
tratamento com medicamentos hipolipemiantes entre 0s grupos
mostrou-se semelhante (p > 0,05) (Tabela 3).

Todos os pacientes do G2 estavam com o SRAA blogueado
por inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA) ou
bloqueador do receptor da angiotensina Il (BRA), além de um
diurético, enquanto o inibidor da enzima conversora de angioten-
sina (IECA) foi 0 medicamento mais utilizado no G1 (Tabela 4).

Atécnica de PCR-RFLP permitiu a correta determinagao dos
gendtipos dos pacientes, quanto ao polimorfismo A1166C pre-
sente no gene AT7. A eletroforese em gel de agarose possibili-
tou a observagao de diferentes bandas, referentes aos genotipos
(Figura 1). A banda referente a 27 pb ndo pode ser observada
no gel apresentado, devido ao seu tamanho reduzido. Foi iden-
tificado apenas um individuo portador do genétipo CC (presente
no G2). No G1, 21 pacientes apresentaram o gendtipo AA e 13
sao heterozigotos AC. No G2, 20 individuos possuem gendtipo
AA, 18 sdo heterozigotos AC e apenas 1 CC.

Ao analisar as frequéncias alélicas e genotipicas dos pacientes
em relacao ao polimorfismo analisado neste estudo, pode-se observar
que nao houve diferencas significativas entre os grupos (p > 0,05),
indicando que a populacéo deste trabalho encontra-se em equilibrio
(Tabela 5). 0 OR indicou que para cada 1,53 pacientes portadores de
HADC com gendtipo AC ou CC, hd um paciente com gendtipo AA
(OR: 1,53; 1C95% 0,6 — 3,9), sendo que a chance de um paciente
nesta condicao clinica ter genatipo AC ou CC é de 60,47%. Quando
observado, o OR entre o alelo e a condicao clinica estudada, a chance
de um hipertenso de dificil controle possuir o alelo C é de 57,08%.

Tahela 1. Caracterizagdo dos pacientes hipertensos de facil controle (G1) e dificil controle medicamentoso (G2).

Caracteristicas G1 G2 p

n 34 39

|dade (anos) 58,7+9,7 596+119 0,72
Sexo 20M (59%)/14F (41%) 13M (33%)/26F (66%) 0,056
IMC (kg/m?) 281+28 30,1+4,7 0,032*
N° Classes 1,7+0,6 57+08 < 0,0001*
PAS (mmHg) 124,4+11,9 152,4 £29,2 < 0,0001*
PAD (mmHg) 774+75 91,7+22,2 0,0006*

Dados expressos como média + desvio padrdo. IMC: Indice de massa corporal; N° classes: Nimero de classes diferentes de anti-hipertensivos; PAS: Presso arterial sistdlica; PAD: Pressao arterial diastélica. p: teste t Student; *p < 0,05.




Hipertensao arterial de dificil controle e o polimorfismo A1166C do gene AT1

Colman J, Krum LK, Almeida MC, Artoni RF, Vicari MR, Costa GC, Costa MAC, Nogaroto V

Rev Bras Hipertens vol. 21(3):163-168, 2014.

Tahela 2. Caracteristicas metabdlicas dos participantes do estudo.

Caracteristicas G1 G2 p
CT (mg/dL) 148,76 + 32,54 167,10 + 43,40 0,04*
HDL (mg/dL)
Feminino 49.28 + 9,80 43,92 +13,90 0,06
Masculino 44,4 +8,73 47+£19,48 0,47
LDL (mg/dL) 7781276 86 +34,7 0,27
TG (mg/dL) 109,4 + 36,3 137,3£61,1 0,022*
DM2 10 (29,41%) 18 (46,15%) 0,22

Dados expressos como média + desvio padrao. CT: colesterol total; HDL: colesterol high-density lipoprotein; LDL: colesterol low-density lipoprotein; TG: triglicerideos; DM2: diabetes mellitus tipo 2. p: teste t Student, *p < 0,05.

Tahela 3. Farmacos hipolipemiantes utilizados pelos hipertensos dos grupos G1 e G2.

Farmacos 61 62 p
n(%) n(%)
Ezetimiba 5 (14,70) 5(12,82) 0,81
Estatinas
Atorvastatina 40 mg 2 (5,88) 0 0,41
Atorvastatina 80 mg 10 (29,41) 9 (23,08) 0,72
Sinvastatina 20 mg 3(8,82) 3(7,69) 0,86
Sinvastatina 40 mg 6 (17,64) 7(17,95) 0,97
Sinvastatina 80 mg 8 (23,52) 10 (25,64) 0,83
Fibrato 9(26,47) 10 (25,64) 0,93
p: teste do %2 com correcdo de Yates.
Tahela 4. Classes de anti-hipertensivos prescritos aos pacientes.
Medicamentos n[(;,,l) “t(;,,z )
ACC* 6(18) 37 (95)
Ant. aldosterona® 0 (0) 37 (95)
Betabloqueador 15 (44) 27 (69)
Blogueador central® 0(0) 27 (69)
BRA' 15 (44) 25 (64)
Diuréticos 7(21) 39 (100)
|[ECA* 16 (47) 16 (41)
Inibidor da renina 0(0) 8 (20)
#Antagonista do canal de célcio; *Antagonista de receptor de aldosterona; *Bloqueador de agdo central; 'Blogueador do receptor AT1 da angiotensina Il; ‘Inibidor da enzima conversora da angiotensina.
Tahela 5. Frequéncias alélicas e genotipicas de G1 e G2, considerando-se 0 SNP A1166C no AT7.
Gendtipos Alelos
GRUPOS
AR AC cC A C
FO 21 13 0 55 13
G1(n = 34)
FE 19,09 14,43 0,46 52,63 15,36
FO 20 18 1 58 20
G2 (n = 39)
FE 21,90 16,56 0,53 60,36 17,63
x2=149;p =047 x?=0,55p =045
OR" 1,53 OR% 1,33

IC95% 0,6 -39

IC95% 0,61 -2.9

OR': Odds ratio entre AA versus AC/CC; OR? relagao entre o alelo A versus alelo C; FO: frequéncia observada; FE: frequéncia esperada; IC: intervalo de confianga.
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DISCUSSAD

Neste trabalho, foi analisado o polimorfismo A1166C no gene AT7
em uma populacéo de hipertensos da regido Campos Gerais (PR),
Brasil, visto que a relacao entre individuos CC e portadores de HAS
ainda se mostra controversa em alguns estudos.?*?*® Ambos o0s
grupos analisados eram compostos apenas por pacientes com
HAS, classificados como de facil ou dificil controle medicamen-
toso, com o intuito de se observar se fatores genéticos estariam
influenciando, e teriam um peso maior que 0 ambiente em si, no
nivel tensional e na resposta ao tratamento. Outros trabalhos ja
relataram a relagdo entre o polimorfismo estudado em pacien-
tes com HAS essencial e normotensos,'? pacientes com infarto
agudo do miocérdio versus pacientes sem lesdo coronariana,?®
ou mesmo comparando-se normotensos ou hipertensos apre-
sentando hipercolesterolinemia.? Porém, nenhum estudo ainda
havia relacionado a presenca do polimorfismo A1166C e a HADC.

Freitas? analisou fatores ambientais e genéticos, entre eles
o SNP A1166C, em hipertensos e nao hipertensos da regiao
Amazbnica e concluiu que seria a presenca do alelo D da £CA
(mas nado o alelo C do AT7), associado a idade avangada, alcoo-
lismo e envelhecimento, como fatores predisponentes para a
HAS. Castellano et al.* estudaram, na populagéo italiana, a rela-
cao entre 0 SNP A1166C com PA e estrutura cardiovascular,
mostrando que pacientes portadores do genétipo CC possuiam
menor nivel pressérico basal de PA e menor niimero de pacien-
tes com HAS, em comparagao aos portadores do gendtipo AA
ou AC. Como néo foram encontradas diferengas significativas
entre o perfil antropométrico e metabdlico na amostra italiana,
provavelmente o perfil genético desses pacientes tenha sido o
grande responsavel pelo resultado encontrado.

Nossos dados revelaram que o polimorfismo A1166C do
gene AT7 nao tem relagao com o facil ou dificil controle da HAS
nos grupos estudados. As frequéncias alélicas e genotipicas nao
apresentaram diferengas entre 0s grupos, evidenciando que a
populacao encontra-se em equilibrio. Por tratar-se de uma doenga
multifatorial, outros aspectos podem ter influenciado o quadro de
HAS, como o maior IMC no G2, além da dislipidemia mais grave
neste grupo, visto que os niveis de CT e TG foram mais eleva-
dos do que em G1, mesmo com doses semelhantes de hipolipe-
miantes entre os participantes do G1 e G2. Houve também uma
tendéncia ao maior nimero de diabéticos no G2. Sabe-se que a
obesidade leva a um aumento do volume extracelular, ocasio-
nando aumento da pés-carga, maior ativagdo dos componentes
do SRAA, aumento da producéo de leptina, que de maneira ainda
desconhecida, estimula o sistema simpatico renal e adrenal.?’
Além disso, esta doenga provoca alteragdes na natriurese € hiper-
filtracao glomerular, acarretando em lesao renal, o que agrava a
retencao de sodio. A associacao da resisténcia a insulina, hiper-
glicemia e DM2 leva a formacéo de radicais livres de oxigénio e
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altera a producéo e acao de fatores de crescimento, citocinas
e hormdnios.? Sabidamente, as alteragdes do metabolismo da
glicose aumentam proporcionalmente com o IMC.?” A hiperco-
lesterolemia, principalmente com aumento do LDL, causa lesao
endotelial diminuindo a producéo de 6xido nitrico (NO) e também
aumenta a expressao do AT7 nas células musculares lisas dos
vasos, favorecendo ao aumento da PA.2 Possivelmente, essas
caracteristicas metabdlicas podem ter exercido uma influéncia
maior no quadro clinico dos hipertensos do presente trabalho,
levando ao quadro de HAS nestes individuos.

CONCLUSAOD

Na populagéo de hipertensos analisada neste trabalho, néo foi
observada uma relagao entre o polimorfismo A1166C de AT7 e a
HAS de facil ou de dificil controle medicamentoso. Provavelmente,
outros fatores devem influenciar a HAS nestes hipertensos, visto
que 0 IMC, niveis de CT e TG apresentaram-se mais elevados no
grupo G2. Além disso, o envolvimento de outros genes rela-
cionados ao quadro de HAS, e ndo analisados neste trabalho,
nao devem ser descartados.
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