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A hipertensdo se tornou um dos males que € cada vez mais associado a
habitos ambientais inadequados como dietas ricas em sal, excesso no consumo de
bebidas alcodlicas e o desenvolvimento de uma rotina sedentaria. Porém, é
necessario ser considerado, durante o diagnodstico do paciente, fatores genéticos
que contribuam para o desenvolvimento dessa condicdo clinica multifatorial. O
objetivo deste trabalho foi determinar o polimorfismo da enzima conversora de
angiotensina e relacionar com habitos ambientais, analises biologicas e possiveis
casos de hipertensdo. Aos voluntarios foram realizadas coletas de amostras de
sangue para a extragdo do DNA gendmico de leucdcitos, analise hematologica e
bioquimica, além da aplicagdo de um questionario com o objetivo de avaliar sua
qualidade de vida. A dosagem bioquimica e hematolégica dos 20 participantes da
pesquisa revelou que estes estavam dentro dos valores de referéncia. A analise por
PCR-RFLP do gene ECA revelou o mesmo padrdo de digestdo para todos os
individuos analisados. Mesmo com todos os resultados obtidos tendo sido normais,
foi possivel avaliar com base nos dados aferidos no questionario que dentre os
habitos ambientais avaliados havia uma abundéncia de praticas consideradas de
risco pois poderiam influenciar no aumento da presséo arterial, além da informagao
da incidéncia de casos de hipertensao recorrente na familia em uma quantidade
majoritaria do grupo de estudados. Ainda que o resultado negativo de um fator que
interfere na homeostasia vascular tenha sido encontrado, € importante que seja
adotado, na triagem clinica, a execugao de testes moleculares para busca de outras
caracteristicas que podem contribuir para o surgimento da hipertensao.

Palavras-chave: Sistema renina-angiotensina, fatores de risco, cardiopatia.
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1. Introducgao

O eixo renina-angiotensina-aldosterona esta relacionado a diversos processos
fisiologicos do organismo como no controle da press&o arterial e na homeostase
hidroeletrolitica. Possui capacidade de se adaptar ou influenciar processos
patoldgicos relacionados néo sé ao sistema cardiovascular e renal, mas também ao
inicio do diabetes mellitus, por exemplo. Novos elementos ainda estdo sendo
descobertos, mas o estudo dos componentes classicos e o avango de novas
metodologias moleculares tem favorecido a compreensdo da abrangéncia de seus
efeitos (SANJULIANE et al., 2011).

Inicialmente a renina € liberada pelas células justaglomerulares e, ao entrar na
corrente sanguinea converte o angiotensinogénio em angiotensina I. Este peptideo é
inativo e necessita ser clivado para exercer sua fungdo no organismo. Esse
processo € realizado pela enzima conversora de angiotensina (ECA), que converte a
angiotensina | em angiotensina Il (JUNIOR; ABRAMOV, 2011).

A ECA também participa do sistema calicreina-cinina, promovendo a inativagéo
da bradicinina, um agente vasodilatador (BUENO et al., 2013). Em ambos os
sistemas a enzima retira dois aminoacidos dos peptideos, promovendo a ativacao de
um vasoconstritor e inativando um vasodilatador (NOGUEIRA, 2011). Esse processo
torna a enzima duplamente importante no controle da integridade vascular e garante
a contragao dos vasos incitada pelo primeiro eixo (UFF, 2016).

Presente no endotélio e plasma sanguineo, a enzima conversora de angiotensina
€ uma megaloprotease de =zinco produzida através da quebra de uma
carboxipepitidase entre as proteinas arg663 e ser664 (BUENO et al., 2013). Esta
localizada no brago longo do cromossomo 17, regido 2, banda 3, sub-banda 3 e
possui 26 exons (NH, 2016).

A quantidade de enzima no organismo € determinada por um fenémeno genético
que acontece no intron 16 do gene. A presenga do polimorfismo de insergéo (l) ou
delecdo (D) de um fragmento Alu, com cerca de 287 pb, provoca a presenca de trés
genotipos distintos na populagédo. Individuos homozigotos Il possuem uma menor
disponibilidade da enzima, individuos homozigotos DD possuem maior quantidade
de enzima e individuos heterozigotos I/D possuem quantidade intermediaria (COSTA



et al., 2009). Essa caracteristica torna possivel associagao da hiperatividade da ECA
com a génese de diversas doengas cardiovasculares (SANJULIANI et al., 2011).

A angiotensina Il esta relacionada com a atividade simpatica e estimula a
atividade noradrenergica periférica, promove vasoconstricdo, sintese e secrecéo de
aldosterona e liberacdo de ACTH e vasopressina. Estudos também indicam seu
envolvimento como ativador de cascatas oxidativas e inflamatdrias ocasionadas por
lesbes endoteliais. Portanto um aumento em sua concentracdo tem impacto em
diversos processos fisioldgicos relacionados com a modulagdo da pressao arterial
(SAMPAIO; PINHEIRO; SANTOS, 2008).

A hipertensdo € uma doenga multifatorial que possui como caracteristica a
presenca de niveis elevados e continuos da presséo arterial (VI Diretrizes Brasileiras
de Hipertensdo, 2010). De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertenséo,
individuos normais possuem pressao arterial abaixo de 120/80 mmHg. Entretanto,
30% da populagdo adulta mundial estd acima desse valor (140/90 mmHg), e um
terco deles desconhece sua condigao (PAOH, 2016).

E considerada um importante fator de risco para doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares, sendo muitas vezes relacionada com altera¢gdes estruturais e/ou
funcionais de o6rgdos como coragdo e rins além de alteragbes metabdlicas
(RADOVANOVIC et al., 2014; VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO,
2010). Das 17 milhdes de pessoas que morrem de doengas cardiacas todo ano, a
hipertensao é responsavel por 45% (WHO, 2013).

Ainda que fatores externos como obesidade e tabagismo influenciam na origem
dessa patologia, € imprescindivel que durante o diagnéstico e tratamento do
paciente, fatores genéticos também sejam considerados (GAMA, MUSSI,
GUIMARAES, 2010).

2. Justificativa

A presente pesquisa buscou aprimorar a atuacdo dos estudantes do curso de
biomedicina ao estudar, no caso, a influéncia do polimorfismo da enzima conversora
de angiotensina em sujeitos hipertensos e normatensos, visando ampliar os

conhecimentos da relagdo dessa enzima com o agravo, oferecer novas estratégias



para identificacdo de doentes, auxiliar na pesquisa de medicamentos e estudos

posteriores, podendo associa-los com casos de hereditariedade.

3. Objetivos gerais

Fazer o levantamento da frequéncia dos genes da enzima conversora de
angiotensina em individuos de uma comunidade académica, assim como, relacionar

fatores clinicos e de qualidade de vida com o polimorfismo da ECA.

3.1. Objetivos especificos

- Fazer analise bioquimica e hematolégica das amostras dos participantes.

- Determinar a frequéncia genética do polimorfismo da ECA.

- Relacionar os resultados obtidos com o questionario de qualidade de vida
dos participantes d apesquisa.

4. Revisao

O estudo feito por Freitas et al. (2007) com 82 individuos hipertensos residentes
na regido norte do Brasil constatou que o gendtipo DD da ECA esta associado a um
aumento consideravel na pressdo sanguinea — cerca de 7,8 mmHg a mais. A
quantidade de enzima sérica encontrada em portadores do gendtipo de delegao era
quase o dobro em comparagdo com portadores do genoétipo de insergédo. Atraves
desses achados ele afirma que a presenga dessa caracteristica no gene da enzima
€ um fator de risco para do desenvolvimento de hipertensdo.

Ramachandran et al. (2008) identificou em pacientes malaios uma
significativa presenca do alelo D em hipertensos quando comparado com pacientes
saudaveis. Dos 65 pacientes hipertensos 36,92% possuiam essa caracteristica,
enquanto do total de 70 individuos controles apenas 22,86% foram identificados com
o esse alelo.

Contudo a literatura sobre o assunto ainda é conflitante. Freitas et al. (2008)
afirma que isso acontece, pois, alguns estudos utilizam um grupo amostral pequeno
e para Houcher et al. (2013) n&o é possivel obter uma confirmagao dessa relagéo
visto que caracteristicas como a etnia dos pesquisados também deve ser

considerada. A prevaléncia do alelo D encontrada em sua pesquisa com 146



argelinos foi de 70,5%, assim como, populagbes arabes, enquanto na populagéo
europeia essa frequéncia € menor.

Outra variavel que também deve ser considerada € a idade. Almeida et al.
(2010) verificaram que dos 180 individuos com idade média de 78 + 8 anos e
hipertensos 86,9% possuiam o gendtipo Il. Analisando os dados do pesquisador,
verificou-se que a frequéncia do alelo D é homogenia entre os grupos de
normotensos e hipertensos.

Inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) sdo uma das
alternativas utilizadas para impedir a progressao desse agravo. Kohlmann Junior et
al. (2010) explicam que esses medicamentos bloqueiam a clivagem da angiotensina
| em angiotensina Il, tanto no sangue quanto nos tecidos e Ribeiro (2002) afirma que
esses medicamentos sao tdo efetivos como outros anti-hipertensivos. Esse autor,
porém, ressalva que pacientes negros reagem menos aos efeitos dos IECAS dos
que pacientes brancos.

Vark et al. (2012) confirmou que em usuarios de tomavam bloqueadores do
receptor AT1 da Angiotensina Il o valor da mortalidade se manteve estavel,
enquanto que houve reducdo 10% dos Obitos de pacientes com hipertensdo que
utilizaram bloqueadores da ECA. A autora conclui que, sendo a hipertensdo uma das
doengas com maior prevaléncia no mundo, o uso desse tipo de medicamento deve
ser difundido.

Lima et al. (2007) revelaram que o polimorfismo inser¢cao/delecédo da ECA foi
caracterizado em 1990 e corresponde a insergéo (I) ou delegcéo (D) de 287 pares de
base no intron 16 do gene ACE. Estudos sugerem que esse polimorfismo influencia
a concentragdo sérica de ECA; individuos com gendtipo DD teriam as maiores
concentragbes séricas da ECA, enquanto aqueles com gendtipo Il teriam as
menores. Estima-se que o alelo D contribuiria com aproximadamente metade da

variagao dos niveis plasmaticos da ECA.



5. Metodologia

5.1.Aprovacao ética

Inicialmente, o projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do Centro Universitario de Brasilia — UniCEUB. E, apds a aprovacao pelo CEP, o
mesmo foi aplicado mantendo-se a integridade, individualidade e inviolabilidade dos
dados obtidos a partir dos sujeitos de pesquisa. O projeto foi aprovado em 10 de
Dezembro de 2015, recebendo o CAAE: 51119215.0.0000.0023, sob o parecer
numero 1.360.268.

5.2.Local

Tanto a coleta de sangue, processamentos e analises dos resultados foram
feitas nos laboratoérios do Labocien do UniCEUB, apds anuéncia da coordenagéo da
respectiva unidade.

5.3.Avaliagao do questionario

Os sujeitos da pesquisa responderam um questionario visando o
levantamento de possiveis padrdes alimentares e regularidade na pratica de
atividades fisicas, além do calculo de IMC (Anexo ).

5.4. Aferigao da pressao arterial

A afericdo da pressdo arterial foi feita pela utilizagdo de um monitor de
pressao arterial de pulso automatico.

Primeiramente o voluntario sentou-se de forma ereta. A bragadeira do
aparelho foi colocada ao redor o pulso esquerdo (de forma que ndo cobriu a regido
proeminente da ulna), deixando que o polegar ficasse para cima. Apos o ajuste da
bracadeira, foi instruido que participante cruzasse o brago sobre o peito, fazendo
com que o aparelho ficasse linear ao coragdo. Apertou-se o botdo indicado para
inicio da averiguagéo, e apds alguns instantes foi anotado o valor que apareceu na

tela do instrumento.
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5.5.Coleta se sangue

Para a realizagao de todos os exames foram coletados um total de trés tubos
de sangue (aproximadamente 15 mL de volume total), dois tubos de EDTA, que
foram destinados a extragdo do material genético e avaliagdo hematologica, e um
tubo com gel, para os exames bioquimicos, de um total de 20 individuos.

A coleta foi feita pela pungcdo de uma veia superficial na fossa antecubital do

braco esquerdo ou direito.

5.6.Grupo de estudo

Os sujeitos de pesquisa foram voluntarios da comunidade académica do
Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB) recrutados conveniéncia convite por
escrito ou oral. Fatores de riscos e beneficios foram propostos, além de critérios de
inclusdo e exclusao.

* Riscos: negacéo dos sujeitos em participar da pesquisa, casos de mal-
estar ou desconforto durante a coleta de sangue.

* Beneficios: Levantamento da frequéncia dos trés tipos de polimorfismo
que o gene da ECA apresenta além contagem de eritrocitos e outros
fatores bioquimicos.

* Inclusdo: ser hipertenso ou possuir pressdo sanguinea levemente
elevada e ter concordado com o termo de consentimento.

* Exclusdo: Individuos que nao correspondessem a ficha de avaliagao
recebida entregue antes dos procedimentos ou recusa em assinar o

termo de consentimento.

5.7.Procedimento para extragdo de DNA genémico dos leucécitos

A extragdo do DNA gendmico de leucdcitos foi realizada segundo o método
descrito por Miller et al. (1988), com algumas modificagdes.

Foram coletados cerca de 5,0 mL de sangue periférico e transferidos para
dois tubos de 15 mL estéreis (2,5 mL em cada tubo) com adi¢do de tampéao lise |
gelado até completar o volume de 12,5 mL. Apdés homogeneizar, a solugédo foi
centrifugada a 3200 rpm por 5 minutos, a 4 °C. O sobrenadante resultante foi
desprezado e 2,25 mL de tampao lise Il sera adicionado ao sedimento, para



11

ressuspender o precipitado; seguido de 62,5 pyL de SDS 10%. Apds agitagao
vigorosa por 10 segundos em temperatura ambiente, 1,0 mL de NaCl 6mol/L foi
adicionado e a mistura resultante foi novamente agitada e centrifugada a 2600 rpm
em temperatura ambiente por 5 minutos. O sobrenadante foi derramado em tubo
limpo de 15 mL, evitando o pellet. Apds adicdo de 3,5 mL de isopropanol absoluto o
tubo foi fechado e a mistura realizada por inversdo. O DNA precipitado foi removido
para um tubo de eppendorf, retirando o excesso de isopropanol. O DNA sera lavado
com 1,0 mL de etanol absoluto a 75%, centrifugado a 5000 rpm, por 5 minutos.

Este procedimento foi repetido e o excesso de etanol, removido
cuidadosamente. O DNA secou a temperatura ambiente e ressuspenso em 200 yL

de agua milli-Q autoclavada para realizagao dos procedimentos descritos a seguir.

5.8.Diagnoéstico da mutagao da ECA

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

O polimorfismo da ECA foi determinado através de PCR, utilizando primers
que reconhecem sequéncias comuns aos dois alelos (D e |) (direto: 5° CTG GAG
ACC ACT CCC ATC CTT TCT 3’; reverso: 5 GAG GTG GCC ATC ACA TTC GTC
AGAT 3’), gerando amplicons de 480 pb para a variante alélica | e de 190 pb para a
variante D. O volume total da reagao foi 25 L, contendo 2mM MgCl,, 2 mM Tris-HCI
pH 8,4, 5 mM KCI, 20 pmol de cada primer (IDT), 200 uM da mistura de dNTPs
(Invitrogen), 1% DMSO (Sigma), 1U Taq DNA polimerase (Invitrogen). As condigbes
da reacdo foram: desnaturagado inicial a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos com
desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 52 °C por 1 minuto e extensao a
72 °C por 1 minuto, extensdo final a 72 °C por 5 minutos (Rigat, 1992). A
visualizagdo dos amplicons foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose
1,5% contendo 0,5 pg/uL de brometo de etidio, seguida de observagdo em luz

ultravioleta.
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5.9.Contagem de hemacias

Para a contagem de hemacias, primeiro foi preparada uma diluigdo de 10 pL
de sangue em 1,99 mL de liquido de Hayem (Diluic&o final 1:200). As células foram
contadas na camara de Neubauer. A contagem foi feita em cinco grupos de
quadrados. Para o calculo final do numero de eritrocitos por mm?® de sangue, o

numero de eritrécitos contados foi multiplicado por 10.000 (5x10x200 = 10.000).

5.10. Dosagem de hemoglobina

Para a dosagem de hemoglobina foram utilizados 5 mL do reagente de cor e
20 L do sangue total. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro em 540 nm.

Para o calculo do fator foi empregada a férmula: Fator (F) = valor do
padrao/absorbancia do padrao.

Em para o calculo da hemoglobina foi utilizada a formula Hg (g/dl) =
absorbancia T x Fator (F).

5.11. Contagem diferencial dos leucoécitos

O distendido sanguineo para contagem de células leucocitarias foi feito com
uma gota do sangue coletado no tubo contendo anticoagulante. A I&mina foi corada
com coloragdo hematologica pandtica e levada para visualizagdo em microscopio
optico. Foram entdo contadas 100 células, diferenciando-as entre neutrofilos,
basdfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos. O numero de células foi transformado

em porcentagem.

5.12. Dosagens bioquimicas

O procedimento para glicose, uréia, creatinina e acido urico foram realizados
de acordo com as instru¢cdes do fabricante conforme orientacdes descritas na bula
dos diferentes kits.

5.13. Destino das amostras

Apo6s a concluséo do projeto todo o DNA coletado foi destruido por método que

garanta a sua inviabilidade funcional.
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6. Resultados e discussao

Inicialmente 20 estudantes do UniCEUB foram selecionados de forma
aleatdria por meio de convite. Os interessados em participar da pesquisa foram
direcionados ao Labocien para assinarem o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, responder o questionario, fazer a afericdo da pressado arterial e
realizagédo da coleta de sangue. Aos participantes que desistiram durante a coleta ou
que nao compareceram quando convocados para recoleta, os documentos
assinados e material colhido foram descartados e novos participantes selecionados.
ApoOs a coleta de sangue o participante foi liberado. Ao total foram avaliadas 12
mulheres e 8 homens, sendo a média de idade entre os participantes foi de 21 (28-
23).

Apés a coleta de sangue, um dos tubos de EDTA foi destinado para a
extragdo do DNA, outro para as analises hematoldgicas e o tubo com gel para a
analise bioquimica, sendo que os resultados podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1- Resultado das dosagens bioquimicas e hematoldgicas obtidas de 20
participantes da pesquisa membros da comunidade académica do UniCEUB.

Testes realizados Resultados*
Homens: 12,7 - 18,0 g/dL
Mulheres: 10,7 - 15,4 g/dL
Neutrdfilos: 50 — 70%
Linfocitos: 20 — 40%
Contagem diferencia de leucdcitos Mondécitos: 2 — 10%
Eosinodfilos: 2 — 8%
Basofilos: 0 — 3%

Homens: 4,5 - 6 milhdes/mm?3

Dosagem de hemoglobina

Contagem global de hemacias .
Mulheres: 4 - 5, 5 milhdes mm?3

Dosagem de glicose 70 - 99 mg/dL
Homens: 2,5 - 7,0 mg/dL
Mulheres: 1,6 — 6,0 mg/dL

Dosagem de Triglicerideos Menor que 150 mg/dL

Dosagem de urato

* Os valores de referéncia foram inseridos pois demonstram que todos os pacientes avaliados
estavam dentro dos padrbes de normalidade para cada teste.
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O perfil dos valores obtidos na afericdo da pressao arterial dos participantes
estava dentro do valor de referéncia preconizado pelo Instituto Nacional de
Cardiologia Preventiva (2011), sendo menor ou igual a 120x80 mmHg.

A analise do perfil genético para a presenga do polimorfismo, associado aos
testes bioquimicos, hematolégicos e a aferigdo da pressao arterial dos voluntarios
constatou que esses estavam saudaveis e eram normais para a caracteristica
pesquisada. Porém na avaliacdo do questionario foi observado que todos os
participantes integram algum grupo de risco para o desenvolvimento da hipertensao.

A maioria dos entrevistados relatou casos de hipertensdo na familia (grafico
1). Ainda que a presenga do polimorfismo de delegdo da ECA néo esteja presente,
outras interferéncias genéticas devem ser investigadas. Para Fermino et al (2009) a
hipertensdo possui uma patogenia complexa sendo resultado de fatores genéticos,

ambientais e demograficos.

Grafico 1 — Porcentagem de casos de hipertensdo na familia do participante da
pesquisa*.

= Sim ®Nao

Kimura (2010) classifica geneticamente a hipertensdo em dois grupos. O
primeiro é a hipertensdo hereditaria monogénica e corresponde a menos de 1% dos
casos. O autor cita casos como a sindrome de Liddle (16p13), sindrome de Gordon
(12p13 e 17921) e o hiperaldoteronismo familiar 1l (7p22), no qual o principal sinal
clinico é a hipertensdo. O segundo grupo, chamado de hipertensdo essencial é
caracterizado por ser de heranga poligénica. Nesses casos, genes relacionados com
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o sistema renina-angiotensina-aldosterona e proteinas regulatorias de sinalizag&o
das proteinas G, por exemplo, seriam possiveis candidatos.

A origem complexa da hipertensdo ndo é restrita pelos fatores genéticos e,
sim, uma associagdo desses com o ambiente (FERMINO et al. 2009). Machado;
Pires; Lobdo (2011) classificam os fatores de risco para ocorréncia da doenga como
nao modificaveis e modificais. Dentro do primeiro entram nao apenas a genética do
paciente, mas também o sexo e a idade. Fatores modificaveis estdo relacionados
com qualidade de vida dos individuos, obesidade, sedentarismo e ingestédo
excessiva de sal.

Apenas 10% dos entrevistados afirmaram que se exercitam com relativa
frequéncia (duas vezes por semana) enquanto que a metade disse que raramente
pratica algum exercicio fisico, como pode ser observado no grafico 2. Aziz (2014)
relaciona a inatividade fisica como uma consequéncia do progresso moderno.
Segundo o autor, o éxodo para os centros tecnoldgicos e a busca pelo conforto
foram responsaveis por tornar o sedentarismo um problema de saude publica,

chegando a afirmar que se trata de uma pandemia.

Grafico 2 - Frequéncia de pratica de atividade fisica dos participantes da pesquisa.
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De acordo com Carlucc et al. (2013) a falta de atividade fisica constitui o
grupo de fatores criticos para o aparecimento de doengas cardiovasculares e é
responsavel por 80% dos casos de desses agravos. Dentro desse grupo, Azis
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(2014) completa, pontuando que a falta de atividade fisica esta fortemente associada
a hipertensao.

Os efeitos do sedentarismo ultrapassam o ambito da saude publica, chegando
a afetar, até mesmo, a economia do pais. Bielemann; Knuth; Hallal (2009)
constataram que mais de 2 bilhdes de reais seriam economizados pelo estado com
internacbes e compra de remédios anualmente caso a populacdo sedentaria
adotasse praticas ativa. Dentro do grupo de pacientes hipertensos, a economia seria
de 13 mil dos 100 mil reais gastos na compra de medicamentos.

O IMC (indice De Massa Corporal) dos participantes foi analisado de acordo
com o guia: Atualizacdo das Diretrizes para o Tratamento Farmacolégico da
Obesidade e do Sobrepeso (ABESO, 2010) e demonstrou que a maioria estava com
seu peso ideal (tabela 3). Amer; Marcon; Santana (2010) consideram o calculo
desde indicador importante, uma vez que, a obesidade pode ser considerada um
fator importante para a ocorréncia da hipertensdo. No estudo feito por Neto et al.
(2008), o calculo do IMC, associado a averiguagdo da circunferéncia da cintura
estdo fortemente relacionados a doenga, principalmente em jovens do sexo
masculino. Os autores concluem que o aprimoramento do sistema cardiorrespiratorio
desde a infancia interfere na génese nao apenas da hipertensdo, mas também de

outras doengas cardiorrespiratorias.

Tabela 3 - Classificagdo do calculo do IMC dos participantes da pesquisa.

IMC Numero de individuos
Abaixo do peso 2
Peso normal 14
Pré-obeso
Obeso |

A mudancga nos habitos alimentares deve ser considerada um importante fator
que interfere na génese da hipertensao (JARDIM et al., 2007). Mais da metade dos
pesquisados relatou que costuma se alimentar de comidas do tipo fast food e oito
adicionam sal nos alimentos ou outros molhos industrializados. Frutas e legumes
sdo consumidos com frequéncia por metade dos pesquisados e nove participantes
se integram salada com regularidade a dieta (grafico 3).
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Grafico 3 — Descricdo dos habitos alimentares dos participantes da pesquisa.
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Nesta questdo € importante destacar a presenca do sal comum, cloreto de
sodio, nos alimentos que de acordo com Bombig; Francisco; Machado (2014) é
composto por dois importantes agentes que interferem na hemostasia do organismo.
Quando ingeridos em altas quantidades eles provocam aumento do volume e
pressdo sanguinea, além de serem relacionados com casos de hipertrofia de
cardiomiocitos. Os autores destacam que grupos de risco como pacientes com idade
avancada, obesos, portadores de sindrome metabdlica possuem maior sensibilidade
ao sal, fator que contribui para uma chance maior de desenvolverem hipertenséo.

Sarno et al. (2013) observaram que a quantidade de sal ingerida pela
populacao brasileira nos anos de 2008 a 2009 foi de 4,7 g/dia, ou seja, maior que o
dobro do recomendado pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude), 2 g/dia. Eles
ainda constaram que o aumento na disponibilidade de sédio €& oriundo da
popularizagao dos alimentos processados.

De acordo com a Sociedade Brasileira de Hipertensao (2016), o consumo
diario de agua deve ser entre 2 L a 2,5 L. Observou-se, portanto, que apenas 20%
dos entrevistados estdo proximos a essa marca (Grafico 4).
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Grafico 4 — Frequéncia de ingestdo de agua pelos participantes da pesquisa.
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Quase todos os participantes declararam n&o ingerem bebida alcodlica
(grafico 5). A relagéo do alcool com a hipertensdo depende da quantidade ingerida
(VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO, 2010). Souza (2014) afirma
que o consumo excessivo de alcool seja responsavel de 10% a 30% dos casos de
hipertensao. Apds a ingestao de etanol ocorre uma resposta bifasica do organismo,
primeiramente por uma vasodilatagcdo, provocada pela atividade simpatica, e uma
resposta mais tardia de vasoconstricdo, relacionada aos barorreceptores. Porém

este ultimo processo ainda nao foi totalmente esclarecido.

Grafico 5 — Frequéncia de ingestao de alcool pelos 20 participantes da pesquisa.
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Na analise do gene ECA foram encontrados 3 gendtipos (DI, Il, DD) conforme
a figura 1. Dos 20 participantes da pesquisa analisados, observou-se que a
distribuicdo dos gendtipos foi: DD (16,7%), DI (55,5%) e Il (27,8%), néo
apresentando diferenga significativa na distribuicdo (p<0,05). A frequéncia alélica
observada para a variante alélica D foi de 0,44 e para a variante | foi de 0,56.

ID I DD

~490 bp

~190 bp

ID I DD

Figura 1 — Gel de agarose corado com brometo de etidio revelando o perfil de
amplificacdo dos alelos | (490 pb) e D (190 pb) e os respectivos gendtipos (DI, Il e
DD).

Os resultados obtidos nesse trabalho muita podem, em parte, ser explicados
pelo tamanho relativamente pequeno das amostras, ou seja, um poder inadequado
para detectar modestas contribuigbes de um fator genético individual para tragos
complexos (Sayed-Tabatabaei et al., 2004).

Outro fator que pode contribuir para os resultados obtidos pode estar
relacionado ao fator étnico que nao foi considerado nesse estudo. As frequéncias
dos diferentes marcadores podem variar de acordo com a estrutura da populagao e
a etnia. Assim, em raz&o das diferengcas genéticas interindividuais ou do estilo de
vida, um fator que é identificado como de risco para uma populagcdo pode nao ser
significante em outro grupo populacional (Ruppert; Maisch, 2003).

A interagdo gene-ambiente também pode ser responsavel por uma parcela
das alteragcbes entre os estudos. Fatores ambientais ou comportamentais como o
exercicio fisico e o cigarro podem influenciar a expressdo de um determinado gene e

assim influenciar o fenoétipo final. Existem evidéncias de que a nicotina aumenta a
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expressdo de varios genes no endotélio, incluindo o gene da ECA (Sayed-
Tabatabaei et al., 2004).

Contudo, nesse estudo ndo foi possivel correlacionar qualquer dos fatores
bioquimicos e hematologicos com os gendtipos da ECA.

7. Consideragoes finais

O sistema renina-angiotensina-aldosterona € um exemplo de como o corpo
integra os sistemas a fim de manter o organismo em equilibrio. Estudar a influéncia
do polimorfismo da enzima conversora de angiotensina na ocorréncia da hipertenséo
se faz importante pois milhdes de pessoas sofrem com esse agravo e muitas vezes
nao sao diagnosticadas.

A utilizagdo de metodologias moleculares para investigagdo de outros fatores
genéticos relacionados a esse agravo devem ser sempre utilizados, uma vez a
doenca é de origem multifatorial, na maioria das vezes sendo resultado de
interferéncias ambientais e genotipicas.

E importante ressaltar que fatores relacionados a qualidade de vida interferem
fortemente na ocorréncia da hipertensdo. A promoc¢ao de habitos saudaveis como
pratica de atividade fisica e alimentagdo balanceada deve ocorrer tanto em grupos
de risco como em individuos higidos.

As analises bioquimicas e hematoldgicas pouco se relacionaram com a
presencga do polimorfismo da ECA, sendo o diagndstico molecular de maior precisao,
devendo ser implantado na triagem clinica de todos os pacientes com suspeita do
agravo.

Com relagao ao polimorfismo observou-se a detecg¢ao dos trés gendtipos mas

nao foi possivel correlacionar os gendtipos com qualquer fator avaliado.
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9. Anexos

9.1 Anexo A - Aprovagio do Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISATiItulo da Pesquisa: Estudo da influéncia do
polimorfismo da enzima conversora de angiotensina em casos

de hipertensdo Pesquisador: Paulo Roberto Queiroz

Area Tematica: Genética Humana:(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética
Humana que néo necessita de analise ética por parte da CONEP;);

Versdao: 1CAAE: 51119215.0.0000.0023Instituicao  Proponente: Centro
Universitario de Brasilia - UNICEUB Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER Numero do Parecer: 1.360.268
Apresentacao do Projeto:

A enzima conversora de angiotensina (ECA) de zinco que atua na conversédo de
angiotensina | em angiotensina Il, além de ser o agente na inativagcédo de bradicinina.
O aumento na quantidade da ECA influencia no desenvolvimento de cardiopatias,
como casos de hipertensdo arterial, uma vez que, € um importante agente na
vasoconstricdo do organismo. O projeto objetiva levantar a frequéncia dos genes da
enzima conversora de angiotensina em individuos normais e individuos hipertensos,
além de relacionar hereditariedade do polimorfismo da ECA em ambos os casos. Os
30 participantes da pesquisa serao recrutados mediante convite e todos estardo na
faixa etaria acima dos 18 anos. A partir de um questionario inicial serdo separados
dois grupos, individuos normais e individuos hipertensos. O DNA sera extraido a
partir de amostras de sangue e sera realizado um exame molecular por PCR para a
deteccao de variantes polimérficas da enzima E.C.A.

Objetivo da Pesquisa:

Fazer o levantamento da frequéncia dos genes da enzima conversora de
angiotensina em individuos normais e individuos hipertensos, além de relacionar
hereditariedade do polimorfismo da ECA em ambos 0s casos.

Endereco: SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 10 andarBairro: Setor Universitario
CEP: 70.790-075UF: DF Municipio: BRASILIATelefone: (61)3966-1511 E-mail:
cep.uniceub@uniceub.br
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CENTRO UNIVERSITARIO DE BRASILIA - UNICEUB
Continuacéo do Parecer: 1.360.268
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos sao devidos a coleta do sangue da fossa cubital. Entretanto, a coleta sera
acompanhada pelo professor orientador € mais 2 alunos. O procedimento sera
realizado segundo os procedimentos operacionais padroes 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. Entre os beneficios o participante da pesquisa tera como beneficio a
realizacdo do hemograma e tera a oportunidade de saber se esta com alguma
alteracdo. E, sem nenhum custo, quando apresentar alteracdo sera encaminhado ao
posto de saude.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa importante e com significativo mérito técnico e cientifico.
Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatodria:

Os termos estdo apresentados de acordo com a Resolugdo no 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude.

Recomendacoées:

Retirar do TCLE a frase: "Em caso de gravacao, filmagem, fotos, explicitar a
realizacdo desses procedimentos", tendo em vista que na pesquisa ndo havera
nenhum desses procedimentos. Além disso, como ha previsdao de desconforto ou
mal-estar durante a coleta de amostras, explicitar no TCLE quais medidas
preventivas serdo tomadas para minimizar qualquer risco ou incémodo.

O CEP-UniCEUB ressalta a necessidade de desenvolvimento da pesquisa, de
acordo com o protocolo avaliado e aprovado, bem como, atencao as diretrizes éticas
nacionais quanto aos incisos Xl.1 e X2 da Resolugdo no 466/12 CNS/MS
concernentes as responsabilidades do pesquisador no desenvolvimento do projeto:

XI.1 - A responsabilidade do pesquisador € indelegavel e indeclinavel e compreende
0os aspectos éticos e legais.Xl.2 - Cabe ao pesquisador:c) desenvolver o projeto
conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatérios parciais e final;e) apresentar dados solicitados
pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento;f) manter os dados da pesquisa em
arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um periodo de 5
anos apOs o término da pesquisa;g) encaminhar os resultados da pesquisa para
publicacdo, com os devidos créditos aos
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Continuacéo do Parecer: 1.360.268

pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; eh) justificar
fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcédo do projeto ou a néo
publicacdo dos resultados.Observacao: Ao final da pesquisa enviar Relatorio de
Finalizacdo da Pesquisa ao CEP. O envio de relatérios deverad ocorrer pela
Plataforma Brasil, por meio de notificacdo de evento. O modelo do relatério
encontra-se disponivel na pagina do UniCEUB

http://www.uniceub.br/instituicao/pesquisa/ins030_pesquisacomitebio.aspx, em
Relatério de Finalizacdo e Acompanhamento de Pesquisa.

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

De acordo com deliberacdo do colegiado, a pesquisa estd em condi¢cdes de ser
iniciada.

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Protocolo previamente avaliado por este CEP, com parecer N° 1.356.937/2015,
tendo sido homologado na 21a Reunido Ordinaria do CEP-UniCEUB, em 04 de
dezembro de 2015.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Endereco: SEPN 707/907 - Bloco 6, sala 6.110, 10 andarBairro: Setor Universitario
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BRASILIA, 10 de Dezembro de 2015

Assinado por:

Marilia de Queiroz Dias Jacome (Coordenador)

30



31

9.2 Anexo B- Anuéncia Labocien

De: Coordenacao do Labocien — Proff Magda V. C. Branco Silva
Discente (s): Nathalia Oliveira Belchior Silva e Riam Fujita Gaston
Orientador: Paulo Queiroz

Curso:

Para: Coordenadora do CEP/Uniceub — prof? Marilia Jacome

Ref.: de — 2°/2015

1. PROJETO: Estudo do polimorfismo da enzima conversora de angiotensina
em casos de hipertensao.

2. SINTESE DO METODO:
“[...] serédo coletados um total de trés tubos de sangue (aproximadamente 15 mL),
dois tubos de EDTA, que serdo destinados a extragcdo do material genético e
avaliacdo hematoldgica, e um tubo com gel, para os exames bioquimicos, de um
total de 30 individuos.
A coleta sera feita através da puncao de uma veia superficial na fossa antecubital do
braco esquerdo ou direito. Os sujeitos de pesquisa serao voluntarios da comunidade
académica do Centro Universitario de Brasilia (UniCEUB). Havera extracdo de DNA
gendmico de leucdcitos sera realizada segundo o método descrito por Miller et al.
(1988) e a presenca da mutagdo ECA sera determinada pela amplificagdo de um
fragmento do intron 16 do gene que codifica a enzima conversora de angiotensina
pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)I[...]
Havera ainda hemograma e bioquimica das amostras colhidas (ver projeto).

3. ANUENCIA:
ApoOs completa tramitacdo pelas demais insténcias institucionais consultivas e
deliberativas, observando as regras funcionais do Labocien (prazos e disponibilidade
dos materiais e espagos compartilhados) o Labocien se posiciona favoravel a

realizacido dos procedimentos de coleta e processamento de amostras da

pesquisa em questao.
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Observa que se, apds atualizacdo de cotagdes, houver exacerbacao financeira
sobre o limite estabelecido pelo Edital do PIC vigente este Setor retomara com os
responsaveis para discutir os novos valores.
ApoOs término dos trdmites o pesquisador devera realizar agendamento das
atividades na secretaria do Labocien.
Magda Vergosa Carvalho Branco
Coordenadora do Labocien
Brasilia, setembro de 2015.
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9.3 Anexo C- Termo de Consentimento Livre e Declarado

Estudo do polimorfismo da enzima conversora de angiotensina em casos de
hipertensao
Instituicao dos (as) pesquisadores (as): UniCEUB
Pesquisador (a) responsavel: Paulo Roberto Queiroz
Pesquisador (a) assistente: Nathalia Oliveira e Rian Fujita

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto de pesquisa acima citado. O
documento abaixo contém todas as informagdes necessarias sobre a pesquisa que
estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de muita importancia para nos,
mas se desistir a qualquer momento, isso n&o causara nenhum prejuizo.

O nome deste documento que vocé esta lendo € Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontédnea vontade) vocé devera
ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso decida participar, vocé sera
solicitado a assina-lo e recebera uma cépia do mesmo.

Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido bem. A
equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e apos o estudo).

Natureza e objetivos do estudo
* O objetivo especifico deste estudo é fazer o levantamento da frequéncia
dos genes da enzima conversora de angiotensina (ECA) em individuos
normais e individuos hipertensos, além de relacionar casos de
hereditariedade do polimorfismo da ECA em ambos os casos.
* Vocé esta sendo convidado a participar exatamente por fazer parte da
comunidade académica do UniCEUB

Procedimentos do estudo
* O procedimento consiste em coletar um total de trés tubos de sangue
(aproximadamente 15 mL), dois tubos de EDTA, que ser&o destinados a
extragcdo do material genético e avaliagdo hematologica, e um tubo com gel,
para os exames bioquimicos. A coleta sera feita através da pungao de uma
veia superficial venosa na fossa antecubital do bragco esquerdo ou direito.
* N&o havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.
* Em caso de gravacdo, filmagem, fotos, explicitar a realizagdo desses
procedimentos.
* A pesquisa sera realizada nos laboratérios do LaboCien (UniCEUB);
* Todos os procedimentos serao realizados por pessoas treinadas e sob
supervisdo de um profissional.
Riscos e beneficios
* Este estudo possui risco de desconforto e/ou mal-estar, que séao
pertinentes do procedimento de coleta
* Medidas preventivas durante a coleta de sangue serdo tomadas para
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minimizar qualquer risco ou incOmodo.

* Caso esse procedimento possa gerar algum tipo de constrangimento vocé
nao precisa realiza-lo.

* Sua participagdo podera ajudar no maior conhecimento sobre a frequéncia
dos genes relacionados a ECA e a sua relagdo com casos de hipertensao.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo

* Sua participagao é voluntaria. Vocé ndo tera nenhum prejuizo se nao quiser
participar.

* Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para
isso entrar em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

* Conforme previsto pelas normas brasileiras de pesquisa com a participacao
de seres humanos vocé nao recebera nenhum tipo de compensacao
financeira pela sua participagdo neste estudo.

Confidencialidade

* Seus dados serdo manuseados somente pelos pesquisadores e ndo sera
permitido o acesso a outras pessoas.

* O material com as suas informacgdes (fitas, entrevistas etc.) ficara guardado
sob a responsabilidade do (a) pesquisador Paulo Roberto Queiroz, garantida
a manutengdo do sigilo e confidencialidade. Os dados e instrumentos
utilizados ficardo arquivados com o (a) pesquisador (a) responsavel por um
periodo de 5 anos, e apos esse tempo serdo destruidos.

* Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos
como um todo, sem revelar seu nome, instituicio a qual pertence ou
qualquer informacéo que esteja relacionada com sua privacidade.

Se houver alguma consideragdo ou duvida referente aos aspectos éticos da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario de Brasilia — CEP/UniCEUB, que aprovou esta pesquisa, pelo telefone
3966.1511 ou pelo e-mail cep.uniceub@uniceub.br . Também entre em contato
para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua participagdo no
estudo.

Eu, RG

, apos receber uma explicagcdo completa dos objetivos do estudo e
dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte deste
estudo.

Este Termo de Consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que
uma coépia sera arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida
ao senhor (a).

Brasilia, de de

Participante

Paulo Roberto Queiroz, celular: 8162-4732
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Nathalia Oliveira, nath.o.b.s@gmail.com

Endereco dos (as) responsavel (eis) pela pesquisa (OBRIGATORIO):
Instituicao: Centro Universitario de Brasilia- UniCeub

Endereco: SEPN 707/907

Bloco: N°: Complemento:

Bairro: Asa Norte  CEP: 70790-075 Cidade: Brasilia- DF

Telefones p/contato: (61) 3966-1200

Telefone:
Email:

Acrescente ao TCLE de sua pesquisa as informagdes abaixo caso sejam
necessarias.

Endereco do(a) participante-voluntario(a)
Domicilio: (rua, praga, conjunto):

Bloco: /N°: /Complemento:

Bairro: /CEP/Cidade: /Telefone:

Ponto de referéncia:

Nas pesquisas com metodologias experimentais na area biomédica, envolvendo
seres humanos, incluir:

a) explicitar, quando pertinente, os métodos terapéuticos alternativos existentes;

b) esclarecer, quando pertinente, sobre a possibilidade de inclusdo do participante
em grupo controle ou placebo, explicitando, claramente, o significado dessa
possibilidade; e

c) ndo exigir do participante da pesquisa, sob qualquer argumento, renuncia ao
direito a indenizag¢ao por dano. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido n&o
deve conter ressalva que afaste essa responsabilidade ou que implique ao
participante da pesquisa abrir mao de seus direitos, incluindo o direito de procurar
obter indenizac&o por danos eventuais.

Contato de urgéncia: Sr (a).
Domicilio: (rua, praga, conjunto)
Bloco: /N°: /Complemento:




9.4. Anexo D- Questionario para analise da qualidade de vida

Idade:
Sexo:
Peso:
Altura:

1. Em sua familia existem casos de hipertensao?

( ) Sim () Nao

2. Com que frequéncia vocé pratica atividade fisica?

() Raramente

() Uma vez por semana

() Duas vezes por semana

( ) trés vezes por semana

() Mais de trés vezes por semana

3. Com relagao aos habitos alimentares, vocé:

36

) Costumo me alimentar de comidas do tipo fast food (exemplo: batatas fritas e

(
hamburguer)

() Dou preferéncia a frutas e verduras
(

(

(

) Geralmente acrescento sal ou outros molhos industriais em minhas refeigdes

) Costumo comer salada com regularidade

) Consumo alimentos em conserva (exemplo: seleta de legumes, azeitonas e milho)

4. Com relagao a ingestao de bebida alcodlica:

() N&o ingiro bebida alcodlica

() Consumo ao menos uma vez por dia

() Consumo ao menos duas vezes por semana
() Consumo ao menos trés vezes por semana
() Consumo mais de trés vezes por semana

5. Com que frequéncia vocé ingere agua?

() Costumo beber 200ml de agua por dia (1 copo americano)
() Costumo beber 400ml de agua por dia (2 copos americanos)
() Costumo beber 800ml de agua por dia (4 copos americanos)
() Costumo beber 1,6L de agua por dia (8 copos americanos)
() Costumo beber mais de 1,6L de agua por dia



