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Resumo

A pressédo arterial € uma variavel quantitativa, sendo influenciada por fatores
ambientais e genéticos. Com isso, novos estudos que investiguem estes
fatores sdo importantes para melhor elucida-los. O sistema renina-angiotensina
€ o principal regulador da pressao, tornando variantes genéticas neste sistema
possiveis candidatos para estes estudos. Dentre estes, estd o polimorfismo
rs5186, presente no gene AGTRL, responsavel pela codificacdo do receptor
tipo | de angiotensina Il. Além disso, sabe-se que o consumo de
micronutrientes como sodio, potassio, magnésio e célcio, também influenciam
nos niveis de pressdo arterial. Ainda, estes fatores genéticos e ambientais
podem interagir, levando a diferentes resultados nos seus niveis. Com isso, 0
objetivo principal deste estudo foi investigar se existe interagdo entre o
polimorfismo rs5186 do gene AGTR1 e consumo de micronutrientes sodio,
potéssio, célcio e magnésio nos niveis de pressdo arterial. A amostra incluiu
526 individuos, oriundos da comunidade académica da Univates (alunos,
professores e funcionarios). A genotipagem dessa amostra foi realizada através
do sistema de discriminacdo alélica TagMan (®) (Applied Biosystems), pelo
método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real. Nao foi
encontrada interagdo significativa entre o consumo dos micronutrientes e o
polimorfismo rs5186 do gene AGTRL1.

Palavras chaves: Hipertensdo Arterial. AGTR1. Sistema renina-angiotensina.
Consumo de micronutrientes.



Introducéo

A pressdo arterial € uma variavel quantitativa, que reflete o aspecto
funcional do nosso sistema cardiovascular. Essa variavel é subdividida em
pressdo sistolica (quando o coracdo contrai) e diastélica (quando o coracdo
relaxa), a mesma tem uma etiologia complexa, sendo influenciada tanto por
fatores ambientais, como a ingestdo de alguns micronutrientes, como por
fatores genéticos. Ainda, estes mesmos fatores podem interagir, levando a
quadros hipertensos ou hipotensos (Ganesh et al. 2014; Rossi et al. 2017). De
modo geral, a presséo arterial tem como principal regulador o sistema renina-
angiotensina (SRA), sendo seus valores normais < 120 mmHg de pressao
sistdlica e 80 mmHg de pressao diastélica (Sociedade Brasileira de Cardiologia
2016; Farag et al. 2017).

O SRA é um sistema importante para o bom funcionamento do sistema
cardiovascular, controlando a pressao a partir de alguns mecanismos que
detectam quando a mesma cai (Ghazi and Drawz 2017; Patel et al. 2017). Para
reestabelecer o abastecimento sanguineo apropriado de nossos 0rgaos,
gquando ocorre uma diminuicdo na pressao arterial, o SRA é acionado,
exercendo efeito nos rins, através da secregcdo de renina (Eaton and Pooler
2015). A renina tem a funcgé&o de clivar o angiotensinogénio em angiotensina |, o
qual é clivado em angiotensina Il a partir da enzima conversora de angiotensina
(ECA). Esta, por sua vez, tem acdo de vasoconstricdo, a partir do seu receptor

tipo I, resultando no aumento da presséao (Silva et al. 2017).

Quando ocorre algum desequilibrio neste sistema, este, se persistente,
pode levar a um quadro de hipertensao arterial (HA) (Ghazi and Drawz 2017).
Esta se desenvolve devido a um aumento constante na pressao, resultando em
valores acima de 140 mmHg de presséao sistélica e/ou 90 mmHg de pressao
diastolica (Poulter et al. 2015; Sociedade Brasileira de Cardiologia 2016). Se
torna importante o estudo da HA, e seus fatores de risco, pois a mesma é um
fator predisponente para o0 desenvolvimento de outras doengas
cardiovasculares, como doenca arterial coronariana e acidente cerebral
encefalico (Wain et al. 2011; He et al. 2013; Surendran et al. 2016). Ainda,

estudos tem mostrado que os casos de hipertensdo entre criangas e jovens
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tem aumentado em todo o mundo, demonstrando que talvez haja algum fator
de risco ainda néo elucidado e que os mesmos devem ser melhor investigados
(Assadi 2012; Simonyte et al. 2017).

Dentre seus fatores de risco, estd a alimentacdo desequilibrada.
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2013), os habitos alimentares séo
responsaveis por variacbes na pressao arterial e se enquadram como fatores
ambientais. Alguns micronutrientes, como magnésio, calcio e potassio, auxiliam
na reducao da pressao arterial, devendo ser ingeridos regularmente (Cunha et
al. 2012; Liu et al. 2013; Buendia et al. 2015). Ja o sédio tem efeito contrario,
quando consumido em niveis altos, interage com o SRA, resultando em um

aumento da presséo (Pilic et al. 2016).

Ja os fatores genéticos, segundo Salfati (2015), contribuem de 20 a 50%
na variabilidade dos niveis de presséo arterial, sendo importantes candidatos
para estudos sobre os fatores de risco . Como o principal sistema regulador da
pressao € o SRA, genes que estejam envolvidos na regulacédo deste sistema
sdo constantes alvos de estudo, a fim de elucidar alguma variacdo genética
gue tenha efeito significativo no controle da presséao arterial (Singh et al. 2016;
Simonyte et al. 2017).

O gene AGTRL1 tem funcdo importante neste sistema, pois codifica o
receptor tipo | da angiotensina Il, sendo responsavel pela vasoconstricdo e
consequente elevacdo na pressdao (Mehri et al. 2012; Singh et al. 2016). O
polimorfismo mais estudado deste gene é o rs5186, o qual esta presente na
regido 3’ ndo traduzida (3’ UTR) do gene (Wang et al. 2010; Patnaik et al.
2014). Ele consiste na troca de uma adenina (A) por uma citosina (C) (Hilliard
et al. 2013), sendo encontrado em uma regiao regulada por pelo microRNA
155. Este, quando presente em individuos com o alelo A, inibe a traducdo do
RNAmM, reduzindo, assim, os niveis de AGTR1. O alelo C, quando presente,
inibe a ligagdo do microRNA 155, influenciando no aumento dos niveis de

AGTRL1 e, assim, no aumento da pressao arterial (Sethupathy et al. 2007).

Levando em consideragdo fatores ambientais e genéticos, e ainda a

combinacédo de ambos os fatores, o objetivo principal deste estudo € investigar



se existe interacdo entre o polimorfismo rs5186 do gene AGTR1 e consumo
alimentar dos micronutrientes soédio, potassio, célcio e magnésio sobre os

niveis de presséo arterial.

Materiais e métodos

A amostra incluiu 526 individuos, recrutados através do projeto de
pesquisa da Universidade do Vale do Taquari - Univates, vinculado ao
Programa de Pdés-Graduacdo em Biotecnologia, intitulado “Aspectos
Moleculares, ambientais e biomarcadores proteicos das doencas multifatoriais”.
Os individuos sao voluntérios, provenientes da comunidade académica da
Univates, sendo alunos ou funcionéarios. Todos foram orientados quanto a seus
riscos e beneficios e assinaram um Termo de Consentimento Livre e
esclarecido (TCLE).

A pesquisa contou com um questionario, composto de perguntas sobre
hébitos de vida, pratica de atividades fisicas, histéria clinica, histérico familiar e
dados demograficos. Além disso, todos individuos passaram por uma
anamnese nutricional, que incluiu a avaliacdo de um recordatério alimentar de
24 horas (R24h), a avaliacdo de medidas antropométricas (verificacdo de peso,
altura e dobras cutaneas) e a afericdo da pressédo arterial. Posteriormente, foi
realizada uma coleta de sangue periférico, para posteriores analises

bioquimicas e moleculares.

O consumo dos micronutrientes foi estimado a partir do R24h, o qual foi
calculado através do software Dietwin V2969. A afericdo da pressao arterial
sistélica e diastolica dos participantes foi realizada com o monitor arterial
automatico da marca OMRON, modelo HEM-7113, utilizando o protocolo
descrito no manual do equipamento. Os valores finais foram determinados pela
meédia de trés afericdes, realizadas pelo mesmo profissional, em momentos

distintos.

A partir da coleta do sangue periférico, foi feita a extracdo de DNA,

através do método de salting out, adaptado da técnica descrita por Lahiri e



Numberger (1991). J4 a genotipagem do polimorfismo rs5186 do gene AGTR1
foi realizada a partir do método de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em
Tempo Real, no equipamento StepOne Real Time PCR System, da Applied
Biosystems, disponivel no Laboratorio de Biologia Molecular da Univates, a

partir do sistema de discriminacao alélica TagMan (®) (Applied Biosystems).

As frequéncias alélicas do polimorfismo foram estimadas por contagem
direta e o Equilibrio de Hardy-Weinberg, para as frequéncias genotipicas, foi
calculado pelo teste do qui-quadrado de Pearson. A comparagao dos niveis de
pressdo arterial entre os diferentes genétipos foi realizada através da analise
de variancia (ANOVA). Para o consumo de micronutrientes que ndo seguiram a
distribuicdo normal, a comparacdo entre os diferentes gendtipos foi realizada
pelo teste de Kruskal-Wallis. As interagdes gene-nutriente foram testadas por

meio de regressao linear multipla.

Resultados

Como podemos observar na tabela 1, a amostra de 526 individuos foi
composta majoritariamente por mulheres (74,7%), com média de idade geral de
25,4 anos. A média da presséo arterial sistélica entre os individuos foi de 116,8
mmHg e de pressdo diastdlica de 72,8 mmHg, estando dentro dos valores
considerados normais. O consumo de calcio obteve uma mediana de 565,5 mg,
de potassio 1786,1 mg, de sbédio 1636,2 mg e de magnésio 199,2 mg. Calcio,
magnésio e potassio ficaram com a mediana abaixo do consumo minimo diario
recomendado, que € de 1000 mg/dia, 3510 mg/dia, 350 mg/dia,
respectivamente (Dietary Reference Intakes 2011). JA o consumo de sédio
ficou dentro do recomendado (até 2000 mg/dia) (World Health Organization
2013). As frequéncias alélicas observadas foram 0,69 para o alelo A e, para o
alelo C, 0,31. As frequéncias genotipicas observadas estao dentro do esperado

para o Equilibrio de Hardy-Weinberg.

A tabela 2 apresenta os testes de associacdo dos gendtipos com o
consumo de micronutrientes e com 0s niveis de pressao arterial. Como

podemos observar, ndo foi detectada nenhuma associacdo significativa. Da
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mesma forma, ndo foram observadas interacdes significativas entre o
polimorfismo e o consumo dos micronutrientes investigados sobre os niveis de

presséao arterial.

Discussao

Este estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos da
interacdo entre o polimorfismo rs5186, do gene AGTR1, com o consumo dos
micronutrientes sodio, célcio, magnésio e potassio sobre os niveis de pressao
arterial. A partir das analises estatisticas, constatou-se que ndo houve nenhum
tipo de interagdo significativa entre os mesmos. Da mesma forma, nao
detectamos nenhum efeito do polimorfismo nos niveis de pressao arterial dos

individuos investigados, ou ho consumo dos micronutrientes.

Forman et al. (2008) desenvolveu um estudo semelhante ao nosso,
avaliando a interagdo entre o consumo de micronutrientes e o polimorfismo
rs5186 na presséo arterial. A pesquisa foi composta de 2722 mulheres e
evidenciou que um consumo abaixo do recomendado de célcio elevava o risco
de desenvolvimento de hipertensdo, além de demonstrar um efeito do
polimorfismo sobre os niveis de pressdo arterial. Porém, corroborando com
nosso estudo, 0 mesmo nao conseguiu encontrar interacdo significativa entre o

seu consumo, o polimorfismo e a hipertensao.

Outros estudos encontraram associacdes significativas entre a presenca
do polimorfismo e o desenvolvimento de hipertensdo. Em um estudo que
contou com 224 pacientes hipertensos e 254 controles saudaveis, o alelo C do
polimorfismo rs5186 foi associado de forma significativa com um maior risco de
desenvolvimento de hipertensdo, com um p de 0,01 (Parchwani et al. 2018).
Em uma meta-analise, composta por 8249 individuos hipertensos e 8225
controles, foi encontrada associacao significativa entre o mesmo polimorfismo e
a hipertensao (Niu and Qi 2010).

Em conjunto, os estudos descritos acima evidenciam que, talvez, o efeito

do polimorfismo rs5186, do gene AGTR1, seja mais pronunciado em quadros



de hipertensdo arterial. Nossa amostra foi composta predominantemente de
individuos normotensos (96,8%), com as médias de pressao arterial dentro dos
valores considerados normais, tornando dificil detectar um efeito do
polimorfismo sobre a pressdo. Sendo assim, sugere-se um futuro estudo com
individuos hipertensos, da mesma populacéo, para confirmar estes resultados.
Além disso, a amostra foi composta, em sua maioria, por jovens, sendo a idade
média 25,4 anos. Com isto, o efeito da interagdo pode néo ter sido evidenciado,
visto que o organismo deveria estar funcionando normalmente nesta idade,
havendo a possibilidade de outros sistemas estarem contrabalanceando a
pressao elevada (Patel et al. 2014; Holappa et al. 2017). Isto levanta a hip6tese
de que estudos com individuos com idade avancada podem apresentar

resultados diferentes.

Do mesmo modo, ndo podemos excluir a hipotese de que outros
polimorfismos do gene AGTR1 e também de outros genes do SRA, como o
AGT, REN e ACE, influenciem nos niveis de pressédo arterial, pois outros
estudos ja demonstraram tais resultados (Takeuchi et al. 2012; Purkait et al.
2017; Sun et al. 2017). Ainda, como a pressao arterial tem etiologia complexa,
salienta-se que outros fatores, como sedentarismo e o tabagismo, também tém
influéncia nos seus niveis, 0s quais ndo foram avaliados neste estudo. Sugere-
se que esta avaliacao seja feita em futuras pesquisas. Cabe ainda salientar que
nossa amostra foi composta de 526 individuos, sendo necessario novos
estudos com amostras maiores. Com isto sera possivel confirmar nossos

achados, buscando resultados ainda mais fidedignos.

Mais recentemente, com a introducdo da bioinformatica, foi possivel
relacionar a ocorréncia de polimorfismos em areas alvos de microRNAs com a
patogénese de certas doencas (Haas et al. 2012). Estando o polimorfismo da
nossa pesquisa na area de regulagcdo do microRNA 155, alguns estudos ja
demonstraram que este influencia nos niveis de AGTR1, aumentando a
pressdo arterial e contribuindo para a patogénese da hipertensao arterial
(Sethupathy et al. 2007; Haas et al. 2012). Diante disso, a avaliacdo da
presenca do polimorfismo neste microRNA torna-se interessante, pois poucos

estudos até hoje avaliaram esta relagéo.



Como conclusao, nossos resultados indicam que ndo houve interacao
entre o polimorfismo rs5186 do gene AGTR1 e o consumo de micronutrientes
sédio, potassio, magnésio e célcio, devendo estes achados serem confirmados
a partir de novos estudos, com um numero amostral maior e que inclua,

também, individuos hipertensos.
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Tabela 1: Caracteristicas gerais da amostra.

n=526
Sexo (mulheres) 393 (74,7)
Idade (anos) 25,4 (6,7)
Tabagismo
N&o 501 (95,6)
Sim 14 (2,7)
Ex-fumante 9(,7)
Hipertensdo Arterial (ndo) 505 (96,7)
IMC (Kg/m?) 24,3 (4,1)
Presséao arterial
Sistolica (mmHg) 116,8 (12,1)
Diastolica (mmHg) 72,8 (8,9)
Genétipos (rs5186)
AA 259 (49,2)
AC 213 (40,5)
CC 54 (10,3)
Alelos
A 0,69
C 0,31
Consumo de micronutrientes
Calcio (mg) 565,5 (466,5)*
Potassio (mg) 1786,1 (957,2)*
Sadio (mg) 1636,2 (1348,0)*
Magnésio (mg) 199,2 (144,4)*

Os dados estédo expressos como média e (desvio padrao) ou n e (%);
*Mediana e (amplitude interquartil);
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Tabela 2: Consumo de micronutrientes e presséo arterial de acordo com os
genatipos do rs5186 do gene AGTRL.

AA AC CcC p

Consumo de Micronutrientes

Célcio (mg) 583,3 (487,7) 574,9 (457,2) 503,6 (469,1) 0,488

Potéassio (mg) 1749,1 (949,2) 1784,9 (1036,9) 1831,1 (795,1) 0,715

Sadio (mg) 1677,6 (1273,8) 1652,0 (1405,4) 1467,2 (1518,3) 0,652

Magnésio (mg) 196,1 (157,5) 205,8 (149,6) 200,1 (125,9) 0,328
Pressao arterial

Sistélica (mmHg)* 116,8 (12,2) 116,4 (12,2) 118,7 (10,5) 0,451

Diastélica (mmHg)* 73,2 (9,3) 72,1 (8,7) 73,1 (8,4) 0,401

Os dados estédo expressos como mediana e (amplitude interquartil) e *média e (desvio padréo).
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