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Resumo

Introdugio: A Hipertensio Arterial (HTA) é um fator de risco cardiovascular muito prevalente em Portugal. Esta patologia é
multifatorial, envolvendo fatores genéticos e ambientais.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo investigar a potencial implicagio de polimorfismos genéticos nos genes eNOS e ECA e da
sua interagdo na suscetibilidade para a HTA na populacio portuguesa.

Meétodos: Foi realizado um estudo de caso-controlo para uma amostra de 377 individuos portugueses, dos quais 243 hipertensos (90
hipertensos ligeiros e 153 hipertensos graves) e 134 normotensos. As andlises polimdrficas do VNTR no intrio 4 do gene eNOS e do
polimorfismo ECA inser¢io/delecio (I/D) foram realizadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Resultados: Encontrou-se uma associagio entre o alelo 4a do gene eNOS e a hipertensio (p=0,001), sendo mais forte para a
hipertensao grave (p<0,001). Em relagio ao gene ECA, nio se encontraram diferengas estatisticamente significativas entre doentes
e controlos. No entanto, ao analisar os 2 polimorfismos em epistasia, encontrou-se uma tendéncia para associagio entre a combinagdo
do alelo 4a do gene eNOS e do alelo D do gene ECA e a hipertensio ligeira (p=0,061).

Conclusdo: Os nossos resultados evidenciam o contributo do gene eNOS na HTA, assim como da interagdo epistdtica entre os genes
eNOS ¢ ECA ¢ a suscetibilidade para a hipertensio ligeira na populagio portuguesa. A identificacio de polimorfismos genéticos que
possam influenciar o desenvolvimento e gravidade da HTA, bem como as suas interagbes epistdticas, pode permitir um diagndstico
mais precoce e especifico para esta doenga tio prevalente em Portugal.

Abstract

Introduction: Arterial hypertension (AHT) is a highly prevalent cardiovascular risk factor in Portugal. This pathology is
multifactorial, involving genetic and environmental factors.

Objective: This study aimed to investigate the potential implication of genetic polymorphisms in eNOS and ACE genes and their
interaction in the susceptibility to hypertension in the portuguese population.

Methods: A case-control study was conducted in a sample of 377 Portuguese individuals, 243 hypertensives (90 mild hypertensive
patients and 153 severe hypertensive patients) and 134 normotensives. The polymorphic analyses of intron 4 VNTR in the eNOS
gene and the insertion/deletion (I/D) in ACE gene were performed by polymerase chain reaction (PCR).

Results: An association between the 4a allele of eNOS and hypertension was found (p=0. 001), bein g stronger for severe hypertension
(_p< 0.001). ACE shows no statistically significant differences between patients and controls. However, when tested the epistatic
interaction between the two polymorphisms, a tendency for association was found between mild hypertension and the combination
of the 4a allele (eNOS) with the D allele of ACE (p=0.061).

Conclusion: Our results highlight the contribution of the eNOS gene in AHT and the epistatic interaction between eNOS and
ACE genes to the susceptibility for mild hypertension in the Portuguese population. The identification of genetic polymorphisms
that may influence the development and severity of hypertension, as well as their epistatic interactions, may allow a more early and
specific diagnosis for this disease, so prevalent in Portugal.

12 MARGCO/ABRIL 2020



mailto:laurasoaresaguiar@gmail.com

ORGAO OFICIAL DA

SOCIEDADE
PORTUGUESA DE
HIPERTENSAO

Portuguese Society of Hypertension

Introdugio

A hipertensio arterial (HTA) é reconhecida como um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares,
sendo muito prevalente em Portugal (1, 2). Esta patologia ¢
multifatorial uma vez que resulta da interagdo de vérios fatores
ambientais e genéticos que atuam aumentando a pressio arterial (3, 4).
A fungdo endotelial estd intimamente associada a regulagio da
pressdo arterial (5, 6). A enzima sintase do ¢xido nitrico endotelial
(eNOS), que sintetiza 6xido nitrico (NO) a partir da L-arginina,
¢ um dos principais determinantes da fun¢io endotelial (7, 8),
sugerindo que polimorfismos no gene eNOS possam influenciar a
suscetibilidade para a hipertensio.

Da mesma forma, a enzima conversora da angiotensina (ECA), que
faz parte do sistema renina-angiotensina, desempenha um papel
central na regulacido da pressio arterial, por catalisar a conversio de
angiotensina I em angiotensina II, um potente vasoconstritor, que
estimula a reabsor¢do de sédio no rim (9, 10). A produgio constante
de angiotensina II pode resultar na remodelagio e reestruturagio
de vérios componentes do sistema cardiovascular (11). Assim,
polimorfismos genéticos no gene ECA podem estar implicados na
patogénese da hipertensio arterial.

Neste contexto, investigdmos a potencial implicacio de
polimorfismos genéticos nos genes eNOS e ECA e da sua interagio,
no desenvolvimento da HTA na populagio portuguesa.

Materiais e Métodos

Amostra populacional

Foi realizado um estudo de caso-controlo para uma amostra de
377 individuos portugueses entre os 19 e os 98 anos, sendo 243

hipertensos (150 do sexo feminino e 93 do sexo masculino), dos quais
90 hipertensos ligeiros e 153 hipertensos graves, e 134 normotensos
(84 do sexo feminino e 50 do sexo masculino). As amostras dos
controlos e dos hipertensos ligeiros foram recolhidas na Clinica de
Endocrinologia, Diabetes ¢ Metabolismo de Lisboa. As amostras
dos hipertensos graves, com insuficiéncia cardiaca, foram recolhidos

no Hospital de Santa Maria, Centro Hospitalar Lisboa Norte.

Genotipagem

As analises polimérficas do nimero varidvel de repetices em
tandem (VNTR) no intrdo 4 (repeti¢io em tandem de 27 pb) do
gene eNOS e do polimorfismo ECA 1/D (inser¢io/ delegdo) foram

realizadas por reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Andlise estatistica

As diferengas entre os grupos estudados foram analisadas recorrendo
ao teste do M2 de Pearson ou teste exato de Fisher. Todas as anilises
estatisticas foram realizadas recorrendo ao software SPSS, versio
24.0, sendo o nivel de significincia estatistica estabelecido para

p <0,05.

Resultados

Quando os polimorfismos foram analisados isoladamente,
encontrou-se uma associagio entre o alelo 4a do gene eNOS e
a hipertensio (p=0,001) (Tabela 1). O valor de significincia
aumentou ao selecionarmos apenas os casos de hipertensio
grave (p<0,001) (Tabela 2). Em relagio ao gene ECA, nio
se encontram diferencas estatisticamente significativas entre
doentes e controlos (Tabela 1, Tabela 2 e Tabela 3). No entanto,

Tabela 1- Comparagdesentre normotensos e hipertensosde genétipos nos geneseNOS e ECA

easuainteracio
Gene Gengétipo AR | S Valorp
sos nsos
102
Presenca do alelo 4a 34 (26,4)

eNOS

Auséncia do alelo 4a

(44,3)
128
(55,7)

0,001!
95 (73,6)

ECA

Presenca do alelo D
Auséncia do alelo D

71(93,4)
5(6,6)

84 (89,4)

1
10(10.6) 34

Presen¢a do alelo 4ae do

ECA+ eNOS alelo D

Outras combinacdes

19 (25,3)
56 (74,7)

27 (32,1)
57(67,9)

0,3451

"2 de Pearson — n (%)
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Tabela 2 — Comparagées entre normotensos e hipertensos graves de genétipos nos genes eNOS

e ECAeasuainteracio
. Normote i Valor
Gene Genétipo Ly
nsos p
graves
Presencado alelo 4a 34 (26,4) ( 47737) <0.00
eNOS 20 11
Ausénciadoalelo4a 95 (73,6) (52,3)
30
ECA Presencado alelo D 71 (93,4) (90,9) 0,696
Auséncia do alelo D 5(6,6) 3(9,1)
Preser(ligoajglsl]ejlo 4ae 19 (25.3) 6(18,2)
ECA+ eNOS 27 0,417t
Outras combinagées 56 (74,7) (81,8)

1y2 de Pearson — n (%)
2Teste exato de Fisher — n (%)

para a combinagio entre o alelo 4a do gene eINOS e do alelo D
do gene E£CA encontrou-se uma tendéncia para associagio com a
hipertensio ligeira (p=0,061) (Tabela 3).

Discussio

Estando a enzima eNOS envolvida na fung¢io endotelial, virios
estudos exploraram a associagio entre polimorfismos no gene eNOS
e a suscetibilidade para doengas cardiovasculares e hipertensio
(12-19). Um dos principais polimorfismos estudados neste gene
¢ o VNTR no intrio 4 do gene eNOS. No presente estudo, este
polimorfismo foi genotipado em hipertensos, ligeiros e graves,
e controlos de modo a estudar a sua associagio com a HTA na
populagio portuguesa. Assim, encontrou-se uma associagio entre
o alelo 4a (quatro copias de repeticdes de 27 pb) e a hipertensio,
sendo esta associagdo mais forte na hipertensio grave. Este alelo estd
associado a niveis mais baixos de NO uma vez que hd diminuicio
da expressio de eNOS (20, 21). A diminui¢io de niveis de NO
pode levar 4 perda de integridade do endotélio que pode conferir
suscetibilidade para a hipertensio (6-8). Associagbes entre o alelo
4a e a doenga arterial corondria foram estabelecidas (12, 13). Na
hipertensdo, também existem estudos que associaram este alelo
isoladamente ou em haplétipo 4 doenga (14-18).

Apés a implicagio do sistema renina-angiotensina na patogénese
de doengas cardiovasculares e hipertensio, estudos de associag¢do
exploraram a relagdo entre variantes genéticas dentro deste sistema
e o risco para estas patologias (22-30). Um dos polimorfismos mais
estudados neste sistema é o ECA 1/D, que no presente trabalho foi
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estudado na populagio portuguesa normotensa e hipertensa ligeira e
grave, nio se encontrando diferengas estatisticamente significativas.
Existem resultados de outros estudos que estdo concordantes com os
nossos, nao se encontrando diferengas estatisticamente significativas
entre doentes e controlos (25, 27). No entanto, também existem
vérios estudos que associam o alelo D a hipertensio (24, 28-30).
De facto, o alelo D estd relacionado com uma maior atividade
da enzima ECA (31). Neste estudo, quando foi feita a interagio
entre os polimorfismos nos genes eNOS e ECA, encontrou-se
uma tendéncia para associagdo entre a intera¢do dos alelos 4a do
gene eNOS e D do gene ECA e a hipertensio ligeira, sugerindo
que este alelo por si nio se associa 2 HTA mas em interagio com
outros, nomeadamente o alelo 4a do VNTR do intrdo 4 do gene
eNOS, podera conferir alguma suscetibilidade para a HTA ligeira.
Ainda outros genes relacionados com o metabolismo do NO (32,
33), como CYB5R3 e G6PD, bem como genes que fazem parte do
sistema renina-angiotensina (34, 35), como AGT' e AGTRI, também
poderio estar associados com a suscetibilidade para a HTA.

Os nossos resultados mostram uma associagio entre o gene eNOS
e a HTA na populagio portuguesa. Os resultados sugerem ainda
uma relagio entre a interagio epistitica nos genes eNOS e ECA e
a suscetibilidade para o desenvolvimento de hipertensio ligeira. A
identificagdo de polimorfismos genéticos que possam influenciar o
desenvolvimento e gravidade da HTA, bem como as suas interagdes
epistdticas, pode permitir um diagndstico mais precoce e especifico,
que pode proporcionar melhores estratégias terapéuticas e de
prevencio, para esta doenga tdo prevalente em Portugal.




ORGAO OFICIAL DA

SOCIEDADE
PORTUGUESA DE
HIPERTENSAO

Portuguese Society of Hypertension

Tabela 3 — Comparag¢des entre normotensos e hipertensosligeiros de genétipos nos genes
eNOS e ECA e asuainteracao

. Normoten Hiperten Valor
Gene Genétipo Sos
s0s lives p
geiros

Presenca do alelo 4a 34(26,4) 29(37,7) .

eNOS Auséncia do alelo 4a 95 (73,6) 48(62,3) 0,088
Presenca do alelo D 71(93,4) 54 (88,5) .

ECA Auséncia do alelo D 5(6,6) 7 (11,5) 0,314

Presenca do alelo 4ae do

ECA+ eNOS alelo D 1925,3)  21(41,2) 0,0611

Outras combinagoes

56 (74,7)

30 (58,8)

1y2 de Pearson — n (%)
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