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APRESENTACAO

O presente trabalho encontra-se dividido 3 partes. Na parte |, a sessao
INTRODUCAO introduz o tema abordado neste documento. Posteriormente, s&o
apresentadas informagfes atuais sobre o estado da arte dos principais temas
abordados na sessdo REVISAO BIBLIOGRAFICA, que é seguida pela
JUSTIFICATIVA do estudo e seus OBJETIVOS.

Os materiais e métodos, bem como os resultados que compde esta dissertacdo sao
apresentados na parte Il, composta pelo ARTIGO CIENTIFICO publicado no
periodico cientifico “Free Radical Research” (fator de impacto 4.148 [2020], Qualis
B1 em Ciéncias Biologicas Il — 2016). Na parte Ill da dissertacdo apresentamos uma
breve DISCUSSAO final, em portugués, bem como as CONCLUSOES do estudo e
as PERSPECTIVAS FUTURAS. A sessdo REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
apresenta as referéncias incluidas na primeira e na ultima parte desta dissertacao.

As referéncias citadas no artigo cientifico estao listadas ao final do mesmo.



RESUMO

O POLIMORFISMO VAL16ALA DO GENE DA SUPEROXIDO DISMUTASE DEPENDENTE
DE MANGANES (SOD-2), MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO E HIPERTENSAO
EM UMA POPULACAO AUTO DECLARADA NEGRA DE URUGUAIANA-RS

As inequidades que atingem a populacdo negra estdo presentes desde o século
passado, sendo que fatores sociais e ambientais afetam negativamente as
condicbes de saude desta populacdo. Os negros brasileiros sdo mais suscetiveis
que os caucasianos a doenca cardiovascular clinica, incluindo insuficiéncia cardiaca,
acidente vascular cerebral, infarto do miocérdio e também apresentam uma maior
prevaléncia de hipertensdo. Entretanto, ndo esta completamente elucidado qual o
mecanismo envolvido nestes fendmenos, uma vez que 0S negros apresentam
menores indices de sindrome metabdlica. O estresse oxidativo pode afetar a
fisiopatogénese de véarias doengas, como as cardiovasculares, as
neurodegenerativas e até alguns tipos de cancer, estando relacionado com o
processo de envelhecimento. Assim, tanto 0 excesso de espécies reativas geradas,
quanto a ineficaz disponibilidade de antioxidantes (enziméticos e ndo enzimaticos),
pode comprometer o balanco redox e favorecer o surgimento ou agravamento de
doencas. A Superoxido Dismutase (SOD) € uma enzima com importante
participacdo nas defesas antioxidantes, responsavel por catalisar a dismutacdo do
radical super6xido em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular. Sua forma
mitocondrial dependente de manganés, conhecida como MnSOD ou SOD2, é
sintetizada no citosol e se torna ativa apO0s ser carreada para a mitocondria. A
MnSOD ¢ sintetizada pelo gene SOD2 que pode possuir mutacdes estruturais e
polimorfismos de nucleotideo Unico. No polimorfismo Vall6Ala ha uma substituicdo
de uma timina (T) por uma citosina (C) na sequéncia codificadora, que converte o
cédon GTT (valina) para GCT (alanina). A presenca do alelo C resulta na producao
de uma enzima com conformacao alterada. Participaram do estudo 158 individuos,
sendo 100 hipertensos e 58 n&o hipertensos, a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) determinou o polimorfismo Vall6Ala, parametros bioquimicos foram avaliados
através de um equipamento semiautomatizado e as analises de estresse oxidativo
foram analisadas com auxilio de um espectrofotdmetro utilizando técnicas padrdes.
Diferencas significativas foram encontradas na TAC onde genoétipo Val/Ala
apresentou maiores niveis de TAC quando comparado ao Val/Val; IMA o gendtipo
Val/Ala apresentou niveis aumentados quando comparado ao Ala/Ala; TBARS o



gendtipo Val/Ala apresentou niveis mais elevados quando comparado ao Ala/Ala;
carbonil o gendtipo Val/Val apresentou niveis mais elevados quando comparado ao
Ala/Ala; e Nox o gendtipo Val/Val apresentou niveis mais baixos quando comparado
ao Ala/Ala. Os resultados da analise de regressao logistica indicaram que o genotipo
SOD Val/Val é fator de risco independente das demais variaveis para hipertensao.
Nossos dados sugerem que o polimorfismo Vall6Ala do gene MnSOD esti
associado a hipertensdo, sendo o gendtipo Val/Val considerado de risco para

desenvolver hipertensdo em negros

Palavras-chave: Estresse oxidativo; hipertensdo; negros; polimorfismo genético;
SOD2.



ABSTRACT

THE VAL16ALA POLYMORPHISM OF THE MANGANESE DEPENDENT
SUPEROXIDE DISMUTASE (SOD-2) GENE, MARKERS OF OXIDATIVE STRESS
AND HYPERTENSION IN A SELF-DECLARED BLACK POPULATION OF
URUGUAYAN-RS

The inequities that affect the black population have been present since the last
century, and social and environmental factors negatively affect the health conditions
of this population. Brazilian blacks are more susceptible than Caucasians to clinical
cardiovascular disease, including heart failure, stroke, myocardial infarction, and also
have a higher prevalence of hypertension. However, the mechanism involved in
these phenomena is not fully understood, since blacks have lower rates of metabolic
syndrome. Oxidative stress can affect the pathophysiology of several diseases, such
as cardiovascular, neurodegenerative and even some types of cancer, being related
to the aging process. Thus, both the excess of generated reactive species and the
ineffective availability of antioxidants (enzymatic and non-enzymatic) can
compromise the redox balance and favor the emergence or worsening of diseases.
Superoxide Dismutase (SOD) is an enzyme that plays an important role in
antioxidant defenses, responsible for catalyzing the dismutation of the superoxide
radical into hydrogen peroxide and molecular oxygen. Its manganese-dependent
mitochondrial form, known as MnSOD or SOD2, is synthesized in the cytosol and
becomes active after being carried into the mitochondria. MnSOD is synthesized by
the SOD2 gene which may have structural mutations and single nucleotide
polymorphisms. In the Vall6Ala polymorphism there is a substitution of a thymine (T)
for a cytosine (C) in the coding sequence, which converts the codon GTT (valine) to
GCT (alanine). The presence of the C allele results in the production of an enzyme
with an altered conformation. A total of 158 individuals participated in the study, 100
of which were hypertensive and 58 were non-hypertensive, the polymerase chain
reaction (PCR) determined the Vall6Ala polymorphism, biochemical parameters
were evaluated using a semi-automated equipment and the oxidative stress analyzes
were analyzed with the aid of a spectrophotometer using standard techniques.
Significant differences were found in TAC where the Val/Ala genotype showed higher
TAC levels when compared to Val/Val; IMA the Val/Ala genotype showed increased
levels when compared to Ala/Ala; TBARS the Val/Ala genotype showed higher levels



when compared to Ala/Ala; carbonyl, the Val/Val genotype showed higher levels
when compared to Ala/Ala; and Nox the Val/Val genotype showed lower levels when
compared to Ala/Ala. The results of the logistic regression analysis indicated that the
SOD Val/Val genotype is a risk factor independent of the other variables for
hypertension. Our data suggest that the Vall6Ala polymorphism of the MnSOD gene
is associated with hypertension, and the Val/Val genotype is considered to be at risk
for developing hypertension in blacks.

Keywords: Oxidative stress; hypertension;black; genetic polymorphism; SOD2.
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PARTE |
1 INTRODUCAO

O Brasil é o pais com a maior populacdo de negros (pretos e pardos) fora do
continente africano, e o segundo pais no mundo em numero de negros, atras apenas
da Nigéria (ministério da saude, 2017).
Apesar da populagcdo em geral apresentar mudancas relacionadas aos
comportamentos de saude como reducdo nas taxas de tabagismo, observa-se
prevaléncia crescente de sobrepeso e obesidade, habitos alimentares pouco
saudaveis e atividade fisica insuficiente (Ribeiro et al., 2016). A elevada prevaléncia
de hipertensdo e o aumento da prevaléncia de diabetes mellitus também séo
motivos de preocupacdo e podem estar relacionadas ao fato de as doencas
cardiovasculares (DCV) serem a principal causa de morte no
pais, especialmente quando a taxa de mortalidade € ajustada por idade, raca, sexo e
nivel socioeconémico, os individuos negros e as populacées de baixa renda sao os
gue sofrem maior impacto de DCV, especialmente em idades mais jovens (RIBEIRO
et al., 2016).

Sabe-se que diferentes fatores ambientais e genéticos estdo associados a uma
maior producdo de radicais livres (RL). RL sdo agentes altamente reativos
produzidos continuamente no organismo ou originarios de fontes exdgenas
(Halliwell, 2006; Biesalski, 2002). O aumento na producdo de espécies reativas e/ou
a reducao na sua eliminacao gera desequilibrio fisiol6gico
e caracteriza 0 estresse oxidativo, onde espécies reativas de oxigénio (EROS)
reagem e danificam macromoléculas celulares (Valko et al, 2007; Bakalova et al,
2013), como proteinas, lipidios e DNA, o que pode resultar em uma parada do ciclo
celular, senescéncia celular e morte (Martindale; Holbrook, 2002). Essa reatividade é
caracteristica dos atomos que contém numero impar de elétrons na sua ultima

camada eletronica (Schneider e Oliveira, 2004).

Para a protecdo dos efeitos deletérios causados pelos radicais livres, o
organismo conta com a atuacdo concomitante de um sistema antioxidante
enzimatico e um sistema antioxidante ndo enzimatico. O sistema enzimatico,

primeira linha de defesa antioxidante, € representado pelas enzimas superoxido

dismutase (SOD), catalase (CAT) e o sistema glutationa peroxidase/glutationa
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redutase GSHPx/GSHR, entre outras (Valko et al, 2007; Halliwell e Gutteridge,
2007). Dentre estas, a SOD é uma metaloenzima que
catalisa a dismutacédo do radical superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio
molecular e existe em trés formas no organismo: a SOD2 ou MnSOD a isoforma
mitocondrial dependente de manganés, SOD1 encontra-se no citosol com
Cu(I+zZn(ll) no sitio ativo (Cu/ZnSOD) e SOD3 no liquido extracelular (FeSOD)
(Ambrosone et al, 1999, Zelko et al, 2002). A defesas antioxidantes ndo enzimaticas
exdgenas, em sua maioria, sdo absorvidas através da alimentacdo. As principais
sdo: Vitaminas lipossoluveis, como, vitamina A, vitamina E, e beta-caroten, vitaminas

hidrossollveis: Vitamina C e vitaminas do complexo B, e os oligoelementos.

A mitocéndria é a maior fonte endégena de EROs, tornando o DNA mitocondrial
exposto a elevados niveis de EROs e sujeito a mutac¢des (Zorov et al, 2006; Fukai e
Ushio-fukai, 2011; Dedoussis et al, 2008). A enzima MnSOD ¢ sintetizada no citosol
e precisa ser carreada para dentro da mitocondria para se tornar funcional, &
codificada pelo gene SOD2 nuclear localizada no cromossomo 6 regido ¢25.3.
(Wispe et al, 1989; Shimodamatsubayashi et al 1996). Uma mutacgao estrutural no
gene da MnSOD gera um polimorfismo na sequéncia peptidica responsavel por esse
carreamento (WISPE et al, 1989). O polimorfismo denominado Vall6Ala, provoca a
substituicdo de uma timina por uma citosina na sequéncia codificadora, convertendo
0 c6don GTT(valina) para GCT(alanina) (Farias et al,2018).

A prevaléncia de hipertenséo e o risco de DCV relacionada a hipertensédo sao
altos entre adultos negros (Clark et al., 2019) sendo importante identificar potenciais
marcadores envolvidos nesta condicdo ainda ndo totalmente esclarecida. Deste
modo marcadores genéticos e de estresse oxidativo poderiam auxiliar na elucidagao
de mecanismos de base para esse risco aumentado de DCV na populagéo negra.
Uma terapia antioxidante pode vir tornar-se necessaria no auxilio do controle da
pressao arterial, sendo que o estresse oxidativo tem seu papel no desenvolvimento
da hipertensdo. Tendo esses mecanismo bem estruturados, pode-se evitar
complicagbes na saude do individuos bem como diminuir gastos no sistema unico de

saude.
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2.0BJETIVOS:

2.10bjetivo geral:

Investigar a associacéo entre variantes genotipicas Vall6Ala do gene da enzima
Superdéxido Dismutase Dependente de Manganés e do estresse oxidativo com
marcadores de hipertensdo em uma populacdo negra da fronteira oeste do RS.
2.2 Objetivos especificos:

1. Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo Vall6Ala da
MnSOD, nesta populacgéo;

2. Determinar marcadores de estresse oxidativo e de enzimas antioxidantes, nesta
populacao;

3. Relacionar os gendtipos encontrados com alteracé@o na atividade enzimatica da
SOD e danos oxidativos

4. Buscar associagao entre os genoétipos do polimorfismo Vall6Ala da MnSOD e

hipertensédo na populacao negra.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Populacédo Negra e Hipertensao

Dados do ultimo censo demografico realizado em nosso pais mostram que
grande parte da populacdo brasileira € composta por individuos pretos e pardos,
conforme mostra a figura 1. Ha dados mais recentes relatando que, em 2015, 53,9%
das pessoas se declararam de cor ou raca preta ou parda (Secretaria de vigilancia
em saude., 2015). Na figura 2 pode-se observar, a porcentagem de individuos que
tem algum plano de saude em relagcdo a cor ou raca, podendo observar que os
brancos assumem uma maior porcentagem, o que significa que ndo contam apenas
com o Sistema Unico de Satde (SUS).

120

Populagio (Milhdes)
o
:

(=)

16 a 35%

[V}
b
wn
ES

76 a 100%

Populagdo tota Populacdo pretae parda

Figura 1. Quantidade de populacdo negra por classe social — Censo demogréfico
2010- IBGE.

Fonte: Censo demogréfico 2010

Branca - 38,8
Preta — 21,4
Parda = 20,1

Figura 2. Porcentagem de pessoas que tem plano de saude conforme a cor/raca.

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacgédo de Trabalho e Rendimento, Pesquisa Nacional de Saude
2019.

Diante deste contexto populacional a Politica Nacional de Saude Integral
Populacdo Negra (PNSIPN) foi criada em maio de 2009, visando combater as
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desigualdades no SUS e desenvolver promoc¢do de saude da populagdo negra de
forma integral, levando em consideracdo que as inequidades existentes s&o

consequéncias de resultados injustos nos processos socioecondmicos e culturais.

As doencas genéticas ou hereditarias mais comuns na populacdo negra sao:
Anemia falciforme, diabetes mellitus tipo Il, hipertensédo arterial e deficiéncia de
glicose-6-fosfato desidrogenase (Ministério da Saude, 2017). Os negros tem uma
alta prevaléncia no desenvolvimento da hipertensdo quando comparado a
caucasianos e pardos (Benjamin et al., 2018). E ainda, os afro-americanos tem uma
maior prevaléncia de hipertensdo (40,35%) quando comparado a europeus (27,8%)
(Fryar et al., 2017).

Estudos atribuem esta alta prevaléncia a varios fatores clinicos e sociais, como
dietas, propor¢éo alimentar no consumo de sodio e o nivel educacional (Howard et
al.,2018). Consequéncias oriundas da hipertensdo, como acidente vascular cerebral
(AVC) ocorrem em maior frequéncia em negros. Quando comparada a faixa etaria,
negros sao em média uma década mais jovens que 0S caucasianos, portanto, esta
alta prevaléncia a hipertensdo apresenta-se precocemente nos negros, ou seja em

individuos mais jovens (Khan et al., 2021).

Dentre os fatores que estéo relacionados a maior suscetibilidade a hipertensao
entre negros temos a alta sensibilidade ao sal, a baixa escolaridade, dieta,
dependéncia do SUS e a ancestralidade, também obeserva-se que polimorfismos
sdo encontrados majoritariamente nesta populacdo. A migracdo da Africa para
outras localidades geograficas fez com que ficassem sujeitos a diferentes
exposicdes ambientais, como mudanca na dieta, clima e doencgas infecciosas, que
poderiam ter exercido pressao seletiva sobre seus genomas (Singh et al., 2021;
Howard et al., 2018; Meeks et al., 2021).

Condicdes na escravizagcdo negra e colonizacdo mercantilista expuseram 0s
africanos e seus descendentes brasileiros, frente a fatores de risco que néo existiam
em seu habitat natural levando a efeitos fisiolégicos como: aumento da atividade do
sistema nervoso simpatico com alteracds funcionais cardiacas e renais, alteracdes
no sistema renina angiotensina aldosterona, disfungdo endotelial e outros

mecanismos humorais. (Howard et al., 2018).
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3.2 Hipertenséo

A pressao arterial € determinada pelo volume de sangue que o coracdo
bombeia por vez, sendo assim o coragdo aplica uma forca através da resisténcia
vascular sistémica dando origem a presséao arterial (Magder, 2014). A hipertenséo
arterial (HA) é considerada uma doenca crénica ndo transmissivel, caracterizada
pela elevacéo persistente da pressao arterial, pressao arterial sistélica 2140mmHg
e/ou pressao arterial diastélica 290mmHg.Esta patologia trata-se de condi¢des
multifatoriais, os quais dependem de fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e
sociais. Por se tratar de condicdo frequentemente assintomatica, a HA costuma
evoluir com alteracdes estruturais e/ou funcionais em oOrgaos-alvo, como coracéao,
cérebro, rins e vasos sanguineos, podendo levar a doencgas cardiovasculares,

doencas renal cronica e morte prematura. (Barroso et al., 2021).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que cerca de 600 milhdes de
pessoas tenham HA, com crescimento global de mais de 50% dos casos até 2025,
além disso contando com cerca de 7,1 milhdes de 6bitos anuais. (Organizacao
Mundial da Saude,. 2017).

Apesar das abordagens para controlar a pressao arterial como, modificacées no
estilo de vida e a farmacoterapia disponivel no mercado, ndo é uma tarefa facil
manter os niveis pressoricos dentro da normalidade (<140/90mmHg) (Alghorani et
al.,, 2021). Com a grande quantidade de tratamentos disponiveis, ainda assim,
apenas cerca de 31% dos individuos tem sua hipertensdo controlada. A variabilidade
genética interindividual, pode explicar esse dado, pois muitos polimorfismos podem
alterar a resposta a medicamentos. Assim quando a hipertenséo € =140/90mmHg
com administracdo de trés ou mais anti-hipertensivos, ela é considerada hipertensao

resistente ao tratamento (Mabhida et al., 2021).

Pode-se dizer que as cinco principais classes de farmacos anti-hipertensivos
sao: diuréticos, bloqueadores dos canais de calcio, inibidores da enzima conversora
de angiotensina, blogueadores dos receptores de angiotensina Il e
betabloqueadores. Dependendo do risco do paciente em desenvolver doencas
cardiovasculares, pode ser feita administragdo apenas de um medicamento, ou uUsos

combinados (Barroso et al., 2020).
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3.2.1 Fisiopatologia da hipertenséo arterial na populacédo em geral

A manutencdo da pressao arterial envolve uma interagdo complexa entre
diversos fatores, como elementos de um sistema neuro-humoral integrado que inclui
0 sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), 0s papeis de peptideos
natriuréticos , o sistema nervosos simpatico (SNS), o endotélio e o sistema
imunoldgico (Figura 3). Qualquer alteragdo em um desses fatores pode levar ao
descontrole da presséao arterial, levando entdo a danos ao 6rgéo alvo, resultando em

doencas cardiovasculares ( Oparil ela t., 2018).
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Figura 3. Os principais sistemas neuroenddcrinos envolvidos na regulacdo da
pressdo arterial. Sistemas neuro-humorais, imunolégicos e organicos envolvidos na
manutencdo da pressdo arterial (PA). Na+, sodio; SRAA, sistema renina-
angiotensina-aldosterona; SNS, sistema nervoso simpético.

Fonte: Adaptada de Oparil,2018.

3.2.2 Regulacdo da homeostase de sadio:

O sd6dio € um regulador crucial no volume sanguineo, uma vez que o sédio
promove retencdo de &gua, consequentemente aumentando a pressdo arterial.
Existem individuos que apresentam sensibilidade ao sal, a qual é definida como uma
elevacdo acentuada da pressdo arterial apdés uma ingestdo de sodio (=5g) e é
caracterizada por uma elevacdo da pressdo arterial sistélica de pelo menos

10mmgHg dentro de algumas horas apés ingestado (Oparil et al., 2018).
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A alta ingestéo de sal de maneira cronica, pode resultar em disfuncéo endotelial,
mesmo em individuos ndo sensiveis ao sal e também afeta a microbiota intestinal.
Um estudo relatou que alta ingestdo de sal reduz a presenca de Lactobacillus
murinus na microbiota, e também pode estar relacionado a inducéo de células T
helper 17 (TH17) em camundongos, sendo que quando administrado uma
suplementacdo com L.murinus preveniu-se a exacerbacéo da hipertenséo sensivel
ao sal, e a ativacdo da célula imunologica TH17 (Wilck et al.,, 2017). Devido a
condicBes historicas da colonizacdo das Américas, hoje 0s negros apresentam uma

maior sensibilidade ao sal (Josue, 2005).
3.2.3 Sistema renina-angiotensina-aldosterona:

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) controla o0s niveis
pressoricos por diversos mecanismos, mediando a retencdo de sodio, natriurese,
vasoconstricdo, possuindo portanto um papel importante na patogénese da
hipertenséo. Esse sistema esta presente em varios 6rgdos, mas seu papel crucial é
o controle da pressao/volume no rim (Wilck et al., 2017). A renina e seu precursor,
pré renina, sao sintetizados e armazenados nas células justa glomerulares do rim e
sdo liberadas através de varios estimulos, como baixas concentracdes de sédio,
diminuicdo da perfusdo renal, vasodilatacdo e ativacdo do sistema nervoso
simpatico. A funcéo da renina é clivar angiotensinogénio para formar angiotensina I,
a enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva a angiotensina | para formar a

angiotensina Il, a qual tem seu papel na hipertenséo (Singh et al., 2017).

Angiotensina Il ligada ao receptor de angiotensina Il tipo | (AT1), promove
contragdo das células musculares lisas, vasoconstricdo sistémica, aumento da
resisténcia vascular e diminui¢cdo do fluxo sanguineo medular renal. Quando ligada
ao receptor de angiotensina Il tipo Il (AT2), promove vasodilatacdo, natriurese e
acOes antiproliferativas. Ha estudos que observaram as acdes sistémicas e renais
da angiotensina Il sdo relevantes para a manutencao da pressao arterial e que seus
danos na hipertensdo sdo mediados principalmente pelos rins (Crowley et al., 2006),
aumentando a reabsorcdo de sodio no tubulo proximal, aumentando a atividade do
trocador de sodio/hidrogénio 3, aumentando atividade do co transportador
eletrogénico bicarbonato de sodio 1 e Nat+/K+ ATPase e também induzindo a

sintese e liberagdo de aldosterona. Sendo assim a angiotensina Il esta intimamente
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ligada ao dano de 6rgéo alvo na hipertensao através desses mecanismos (Hall et al.,
2018).

A enzima conversora de angiotensina Il (ECAII), converte a angiotensina Il em
angiotensina 1-7, a qual induz a vasodilatacdo sistémica e regional, diurese,
natriurese e exerce efeitos antiproliferativos e anticrescimento das células
musculares lisas vasculares, a mesma também tem efeitos protetores a 6rgaos
alvos, como rins e coracéo (Varagic et al., 2014). A aldosterona mencionada logo
acima, desempenha um papel crucial na hipertensdo, ao se ligar no receptor
mielocorticoide, induzindo a ativacdo do canal de sédio sensivel a amilorida, o que
resulta na reabsorcdo de sddio renal, além de ter também efeitos que contribuem
para a vasoconstricdo e disfuncdo endotelial, como a deposicdo de matriz extra
celular vascular, remodelacdo vascular, fiborose e aumento do estresse oxidativo
(McCurley et al., 2012).

3.2.4 Peptideo natriurético:

Os peptideos natriuréticos atrial e cerebral (PNA , PNC) desempenham um papel
importante na sensibilidade ao sal e hipertensdo. Apos a ingestdo de uma carga de
sodio o estiramento atrial e ventricular leva a liberacdo de PNA e PNC,
respectivamente, levando a vasodilatacdo sistémica e redu¢do no volume uma vez
que h& um deslocamento do fluido intravascular para o compartimento intersticial
resultando na diminuicdo da presséo arterial. Os peptideo natriuréticos aumentam a
taxa de filtracdo glomerular através do aumento do tbnus arteriolar eferente, inibem
a reabsorcdo de soédio, diminuem a atividade da Na+/K+-ATPase e do co-
transportador sodio-glicose no tdbulo proximal além de inibirem a liberacdo de

renina e aldosterona (Woodard et al., 2008).

Corin, a enzima conversora de peptideo natriurético atrial, € uma serina
protease amplamente expressa no coragao, e converte PNA e PNC em precursores
pro-PNA, pro-PNC, em suas formas ativas. Sua deficiéncia tem sido associada a
sobrecarga de volume, insufuciéncia cardiaca e hipertenséo sensivel ao sal (Armaly
et al., 2013).
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3.2.5 Endotélio:

As células endoteliais produzem uma série de substancias vasoativas, sendo a
principal delas o 6xido nitrico (NO). O NO é liberado pelas células endoteliais em
resposta ao estresse de cisalhamento induzido pelo fluxo sanguineo, relaxando o
musculo liso vascular através da ativacédo da guanilato ciclase e geracdo de células
ciclicas intracelulares GMP. A interrupcdo na producao de NO via inibicdo da enzima
oxido nitrico sintase (eNOS) eleva a PA. (Spieker et al., 2006). Varios estudos
relatam que hipertensos tem baixas concentracdo de NO (Ayub et al., 2011; Panza
et al., 1993).

As células endoteliais também secretam endotelina | (ET1), o qual € um potente
vasoconstritor, os niveis de ET1 sdo consideravelmente aumentados em hipertensos
(Kohan et al., 2014).

3.2.6 Sistema nervoso simpatico:

Os barorreceptores, sdo mecanoreceptores que detectam mudancas na pressao
do sistema circulatério e estdo alojados em varios locais na arvore arterial, sendo o
local mais importante o seio carotideo, uma area dilatada na base da artéria caroétida
interna. Quando a pressdo arterial esta aumentada essa artéria é estendida e os
feixes nervosos que se projetam nos barorreceptores enviam uma mensagem ao
cérebro para reduzir o fluxo simpético de impulsos nervosos e assim a PA também
reduz (Leeuw et al., 2017). Geralmente o sistema nervoso central € mais ativado em
individuos hipertensos e a maioria dos pacientes hipertensos tem aumento da

atividade simpética e diminui¢do da atividade parassimpatica (Mancia et al., 2014).

A hiperatividade simpética resulta em uma disfuncdo endotelial mediada pelo
receptor a-1 adrenérgico, vasoconstricao, proliferacdo do musculo liso vascular e
aumento da rigidez arterial o que contribui para o desenvolvimento e manutencéo da
hipertensdo arterial (Fujita et al.,, 2014). Alguns estudos ja relataram que a
hiperatividade simpéatica aumenta a sensibilidade ao sal devido a redugdo da
atividade proteina quinase deficiente em lisina 4 (WNK4) a qual codifica a
serina/treonina quinase, que inibe o co transportador Na-Cl sensivel as tiazidas,

resultando em um aumento da retencao tubular distal de sédio. (Mu et al., 2011).
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3.2.7 Sistema imunoldgico:

O quadro hipertensivo gera uma inflamacgéao a qual contribui para a génese da
hipertenséo e danos a 6rgéos alvos. A inflamacao esta associada com o aumento da
permeabilidade vascular e liberagdo de potentes mediadores, como espécies
reativas de oxigénio, citocinas e metaloproteinases. As citocinas mediam a formacéao
de neointima, diminuindo o didmetro do lumen dos vasos, levando ao aumento da
resisténcia vascular. As mesmas também estdo envolvidas na fungéo tubular renal,

aumentando a sintese de angiotensinogénio e angiotensina Il (Agita et al., 2017).

Metaloproteinas de matriz, estimulam a degradacdo da matriz extracelular,
permitindo entdo a infiltracdo de células imunoldgicas através da parede do vaso
para o intersticio dos érgdos afetados, promovendo apoptose e aumento da sintese

de colageno e deposicao de matriz (Harrison et al., 2018).

Tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa tem associacdo com a
hipertenséo. A reposta imune inata especialmente a mediada por macréfagos, induz
a producédo de angiotensina ll, aldosterona e inibe a producédo de NO (Harrison et al.,
2018). Respostas imunes adaptativas através das células T, também estédo
associadas a hipertenséo. Células T expressam o receptor AT1, através da deplecéo
de linfécitos maduros obteve-se bons resultados na hipertensdo e na lesao renal
(Mattson et al., 2013).

3.3 Aspectos genéticos ligados a hipertenséo:

E reconhecido que alteracdes genéticas podem apresentar papel decisivo no
aparecimento de diferentes tipos de doencas humanas, entre elas a hipertensao
arterial. As alteracbes genéticas mais frequentes sdo as mutacbes e o0s
polimorfismos. As mutacdes geram substituicio de bases, alteragcbes na
organizacdo ou no tamanho das sequéncias, incorporagdo do DNA
extracromossOmico e alteracdes anafasicas ou da citocinese e frequentemente
estdo associadas a frequéncia de alelos heterozigotos presentes em menos de 2%
da populacdo (Lima et al., 2022; Brasileiro-Filho et al., 1998). Ja os polimorfismos
genéticos sdo variacbes na sequéncia de DNA em que a frequéncia de alelos
heterozigotos ocorre em mais de 2% da populacdo e suas alteracdes podem
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acontecer em sequéncias codificadoras ou ndao do gene e, do mesmo modo, afetar

ou néo sua fungéo (Lima et al., 2022).

Dentro os polimorfismos envolvidos na hipertensdo, os mais estudados sao nos
genes que envolvem o sistema renina-angiotensina-aldosterona, incluindo a enzima
conversora de angiotensina (ECA) rs4340, angiotensinogenio rs699, receptores de
angiotensina rs5186 bem como genes envolvidos com fatores endoteliais. (Yako et
al., 2018)

Além de fatores ambientais e estilo de vida, a genética também desempenha
um papel importante na facilitagdo da ocorréncia de hipertenséo. A herdabiliade da
hipertenséo varia de 24-50% (Van et al., 2007). Além da hipertensdo monogénica,
existe a hipertensdo essencial, essa envolve uma interacdo de mudltiplos

polimorfismos, em varios genes (Padmanabhan, 2015).

Existem individuos sensiveis ao sal os quais tem a funcdo da 11-b-
hidroxiesteroide desidrogenase prejudicada, esses dados foram observados através
da relacdo cortisol-cortisona, e individuos sensiveis ao sal tiveram niveis elevados
de cortisol. Ha fortes evidencias que algumas variantes nessa enzima podem vir
tornar-se marcador genético para hipertensdo arterial (Palermo et al., 2004). Como
mencionado acima, o endotélio também tem participacdo na fisiopatologia da
hipertenséo arterial, um estudo relatou uma associagéo do polimorfismo Lys198Asn
(no gene da endotelina) e hipertensao arterial em individuos com sobre peso (Luft.,
2004).

A hipertensdo arterial € geneticamente complexa, visto que varios genes
influenciam o fendtipo da pressédo arterial por meio de efeitos alélicos de genes
anicos e interacdes genes-genes e além disso fatores ambientais também modificam
o fendtipo. Estudos mais recentes estdo estudando polimorfismo em enzimas, as
guais biotransformam medicamentos utilizados no tratamento da hipertenséo,
diminuindo assim o tempo de estudo do esquemas terapéutico e trazendo bons

resultados ao paciente (Rossi et al., 2017).

E importante esclarecer mecanismos moleculares envolvidos na geracdo de
espécies reativas, visto que as mesmas sao geradas durante a fisiologia celular

normal. Algumas alteragfes genéticas em enzimas, podem aumentar ou diminuir a
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sensibilidade ao estresse oxidativo (Sies, 2015). Alguns fatores de transcricdo
auxiliam na resisténcia ao estresse oxidativo, nesse caso o fator nuclear eritroide 2

(Nrf2) promove resisténcia ao mesmo (Wu et al., 2017).

Montar uma resposta defensiva a niveis elevados de ROS é um passo crucial
na prevencao da morte celular por perda do equilibrio redox fisiolégico. Uma
alternativa chave é a reprogramacdo transcricional da expressdo genica para
fornecer mudancgas necessdrias nas proteinas para o controle desse desequilibrio
(Morano et al., 2012).

3.4 Espécies reativas de oxigénio e Hipertensao

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas que contém um par de
elétron desemparelhado. Este grupo inclui radicais livres de oxigénio como, radical
anion superoéxido (O2e), hidroxila (OHe), peréxido de hidrogénio (H202), oxigénio
singlete (102), peroxinitrito (ONOO-), &cido hipocloroso (HOCI) bem como os
radicais de nitrogénio livre. Observa-se que nem todos os intermediarios reativos
apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima camada, sendo consideradas

espécies reativas (Harrison and Gongora, 2009).

O tempo de meia vida do superoxido € o mais curto, sendo 0 mesmo
transformado em peroxido de hidrogénio, o qual fica sem carga, facilitando a
passagem para o meio intracelular, podendo ter uma atividade sinalizadora. O tempo
de meia vida dessas moléculas é muito curto, pois elas buscam uma estabilidade,
com isso a reacdo com outras moléculas acontece rapidamente, emparelhando

entdo os elétrons ou removendo substancias reativas. (Menshchikova et al.,2006).

As espécies reativas de oxigénio, sdo produzidas como intermediarios de
reacOes de reducdo-oxidacdo, gerando metabdlitos de oxigénio, os quais podem
doar elétrons a outras moléculas, reacdo de reducao, ou receber elétrons de outras
moléculas, reacdo de oxidacdo e ainda podem reagir com outras moléculas como
acido desoxirribonucleico (DNA), lipideos e proteinas. Os radicais livres séo

moléculas muito instaveis e reativas (Harrison and Gongora, 2009).

A hipertensdo € acompanhada por uma resposta inflamatdria sistémica, a qual

ativa células mieloides, ativa inflamassoma e perturba as células vasculares,
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promovendo uma disfuncdo renal e vascular, piorando o prognéstico levando a

danos nos 6rgaos alvos (Xiao et al., 2020).

Diversos fatores no meio hipertensivo, como angiotensina Il, niveis de sodio
aumentados , catecolaminas, e forcas mecanicas alteradas, favorecem o aumento
da producao celular de espécies reativas (ROS) em alguns 6rgao especificos (figura
5) (Lorena et al., 2017; Voet, Voet & Pratt, 2000).

- | Aumenta ROS por varios 6rgaos
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Figura 4. Tecidos com producdo aumentada de espécies reativas na hipertenséo.
Fonte: montada pelo autor, utilizando imagens livres obtidas na internet

O aumento de espécies reativas, causa a hipertrofia do musculo liso vascular
reduzindo o didmetro luminal, aumentando a resisténcia vascular sistémica, ha
relatos de que o principal radical livre responsavel por esta hipertrofia € o peroxido
de hidrogénio. Além dessas acdes as especeis reativas também estimulam a
producdo de colageno e fibronectina e a remocdo das mesmas previnem alteracdes
fibridticas (Vasc, 2006; Linjen et al., 2006).

3.4.1 Baixa biodisponibilidade do 6xido nitrico:

7

Um dos principais vasodilatadores € o NO, o qual é produzido pelas células

endoteliais, a diminuicdo na biodisponibilidade do mesmo pode se dar por falta de
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substratos e também pela reacdo oxidativa que acontece o com 0 anion superoxido,
formando o peroxinitrito. A baixa biodisponibilidade do NO compromete o
relaxamento do endotélio, favorecendo uma pressao arterial elevada (figura 6)
(Loprena et al., 2017).
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Figura 2. Porcentagem de pessoas que tem plano de salde conforme a cor/raca.

Figura 5. Vasoconstricdo induzida por radical livre, superéxido.

Fonte: o autor, utilizando imagens livres obtidas na internet (Google Imagens).

3.4.2 Formacéao de aterosclerose:

O peroxido de hidrogénio tem capacidade de oxidar a lipoproteina de baixa
densidade promovendo processos inflamatérios que dao origem a aterosclerose,
além disso o peréxido de hidrogénio quando presente em um meio onde contenha
ferro e cobre, acontece as reacOes de Fenton e Haber Weiss, as quais tem como
produto o radical hidroxil 0 mais reativo de todos promovendo danos a biomoléculas,
como membrana plasmatica, DNA e proteinas (figura7) (Loprena et al., 2017; Qi e
tal., 2021).
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Figura 6. Formacao de placas de aterosclerose e danos a biomoléculas.
Fonte: montada pelo autor, utilizando imagens livres obtidas na internet

3.4.3 Formacédo de anion superoxido e peroxido de hidrogénio através da respiracao
celular:

Durante a fungdo mitocondrial normal, ha uma transferéncia de elétrons de um
complexo para o outro € eficiente e h& perda ou vazamento minimo do transporte de
elétrons, porém, quando presente a hipertensdo o vazamento de elétrons é
aumentado e pode levar a reducéo de oxigénio e formacao de 02" e H202 (Loprena
et al.,2017).

3.4.4 Radicais livres e sistema renina angiotensina:

A angiotensina Il, provoca retencdo de sodio e ainda tem capacidade de
promover uma inflamacéo e estresse oxidativo a renal e vascular. A angiotensina Il
age através de dois receptores, tipo | (AT1) e tipo Il (AT2). O AT2 é expresso em
pequenas quantidades nos adultos em condicbes normais e em condi¢des

patolégicas sua expressao € aumentada (Vaziri et al.,2006).

A estimulagédo desses receptores tem consequéncias contrarias, quando AT1 &
super expresso ha o estimulo do crescimento celular, angiogenese e vasoconstricdo
e quando super expresso o0 AT2 ha anti-proliferagcdo, anti-angiogenese e
vasodilatacao (Cariello, 2008). Quando a angiotensina Il atua através dos AT1,

estimula a NADPH oxidase o que leva o aumento de radicais livres, peroxido de
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hidrogénio e peroxinitrito. Quando bloqueado o AT1 h4 um aumento na expressao
de AT2 obtendo entéo efeitos benéficos. (Vaziri et al.,2006).

3.4.5 Radicais livre e alterac¢des da fisiologia renal:

No rim ha presenca da NADPH oxidase na maioria dos seus elementos
estruturais, e os principais alvos dos radicais livres sdo: arteriola aferente, glomérulo,
tubo contorcido proximal, a porcéo espessa do ramo ascendente da alca de Henle e

a porcéo cortical do tubo coletor (Figura 8) (Harrison et al.,2009).

A NADPH oxidase € ativida pela Angiotensina Il, com isso hd um aumento do
anion superdxido, promovendo uma vasoconstricdo renal favorecendo a reabsor¢éo
de sodio, diminuicdo da natriurese e aumento da pressdo arterial (Banday et
a.,2007).

estimula transporte de sédio
|Angiotensina|
1 /

Tubulo contorcido proximal
" ROS e NADPH oxidase ->
[ modulam transporte de sédio |
através da alteragdo da fungdo
de trocadas
ATPase Na+/K+ e ATPase
Na+/H+, quando presente o
estresse oxidativo haum
aumento no efeito da
angiotensinall e inibigdo do
efeito da dopaminaa qual tem
| afungdo de inibir o transporte
de sodio

Glomérulo

Arteriola aferente

/ Aumento de espécies reativas, diminui "\
biodisponibilidade de NO, aumentando
vasocontrigdo

i

Redugdo da filtragao glomerular

Tubo coletor

Figura 7. A¢des do radical a nivel renal.
Fonte: o autor, utilizando imagens livres obtidas na internet (Google Imagens).

3.4.6 Estresse oxidativo e alteragGes na parede vascular

A hipertensdo aumenta a producédo de espécies reativas em todas as camadas da
parede vascular, sendo as principais fontes a NADPH oxidase e a 6xido nitrico
desacoplada, o radical é o anion superoxido que promove uma vasoconstricdo ja

mencionada acima (Harrison et al., 2019). Uma consequéncia das espécies reativas
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a nivel vascular, € a hipertrofia do musculo liso, e esse efeito tem sido atribuido ao

radical peroxido de hidrogénio (Zafari et al., 1998).

3.5 Defesas antioxidantes

7

O estresse oxidativo € caracterizado pelo desequilibrio entre a producdo de
espécies reativas e a atividade de defesa antioxidante, e seu estado aumentado tem
sido associado a muitas das doencas cronicas, como cancer, diabetes, doencas

neurodegenerativas e cardiovasculares (McCord., 2000).

A ativacdo de sistemas antioxidantes ocorre quando as células tentam
neutralizar os efeitos oxidantes e restaurar o equilibrio redox (reacfes de oxidacao-
reducdo). Existem dois tipos de sistema antioxidante, o enziméatico e n&o
enzimatico, os quais tem origem de fontes endégenos e exdégenas , mesmo que em
baixas concentracdes conseguem atrasar ou prevenir a oxidacao de biomoléculas. O
sistema antioxidante enzimético conta com as enzimas: superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e tioredoxina redutase (TRXP)

entre outras(Paravicini et al., 2008).

Antioxidantes nao enzimaticos interrompem as reacdes em cadeias dos radicais
livres, ja os enziméaticos funcionam quebrando ou removendo as espécies reativas
(Nimse .,2015). Ha varios estudos relatando que ha uma maior efetividade no
tratamento de algumas doencas quando sabe-se 0 mecanismo de acao do radical,
onde ele vai agir para desenvolver a patogénese, e além disso, ha relatos de que é
mais eficaz desenvolver moléculas que imitem a atividade de enzimas
anitioxidantes, do que administracdo de alguma outra o molécula exégena com

funcdo antioxidante, pois o alvo seria a inibicdo na formacao de espécies reativas e

n&o controle das mesmas (NCT01921426, NCT02603081, (NCT01335971).

Os antioxidantes exdgenos, em sua maioria, sao absorvidos através da
alimentacdo. Os principais sdo: Vitaminas lipossoluveis, como, vitamina A, vitamina
E, e beta-cartoeno, vitaminas hidrossoluveis: Vitamina C e vitaminas do complexo
B, e os oligoelementos : Zinco, cobre, selénio, magnésio, e os fitoquimicos, onde 0s
mais estudados sdo os compostos fendlicos e os carotenoides (Ferreira, 2007).
Produtos naturais estdo sendo bastante estudados quanto aos seus potencias

antioxidantes, pois o0 mesmo contem grandes quantidades de hidroxilas em sua
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formula molecular, o que estd sendo proposto na literatura é que a atividade
antioxidante é proporcional ao numero de grupos hidroxila presentes nos anéis
aromaticos (White et al., 2014).

3.6 Superoxido Dismutase e Polimorfismo genético MnSOD Val16Al

A enzima SOD, contém trés isoformas, SOD1 encontra-se no citosol com
Cu(ID+Zn(Il) no sitio ativo (Cu/ZnSOD), SOD2 na matriz mitocondrial (MnSOD), e
SOD3 no liquido extracelular (FeSOD). A SOD2 é primeira enzima de defesa contra
as espeécies reativas, ela catalisa a formacao de peroxido de hidrogénio, a partir de
radicais superoxido, consumindos-os livrando as células de um processo oxidativo, e
também inibindo a producéo de peroxinitrito (ONOO"), o qual inibe a producédo NO, o

qgual é um potente vasodilatador (Moncada et al.,1991).

20274+2HY ——— 3 H202

SOD
Dentro das células, a eliminacédo do superéxido por pequenas moléculas torna-

se insignificantes quando comparado a enzima SOD, onde a efetividade da enzima é
milhdes de vezes mais eficaz. O produto gerado pela enzima SOD2, o perdxido de

hidrogénio, sua eliminacdo é catalisada pela enzima antioxidante catalase e

glutationa peroxidase transformando-o em agua e oxigénio (Forman et al., 2021).

Apesar de haver inUmeros fatores que possam desencadear a hipertensao, como
exposto acima, pode-se perceber o quanto o estresse oxidativo pode ajudar no

desenvolvimento da hipertenséo e até mesmo no controle da mesma.

A SOD2 é a enzima mais relevante por atuar dentro da mitocéndria, € uma
molécula homotetramétrica composta por tetrameros de aproximadamente 21 kDa
por subunidade. E codificada pelo gene SOD2 nuclear, localizado no cromossomo 6
regido g25.3. Como sua sintese € a partir de um gene nuclear, incialmente esta
enzima é inativa e a mesma se liga a um ion de manganés por subunidade. A SOD2
inativa € sintetizada no reticulo endoplasmatico rugoso, posteriormente é enviada
para o interior da mitocondria, esse caminho se da pela presenca de uma pequena
sequencia peptidica denominada sequencia mitocondrial alvo (do inglés:
mitocondrial target sequence, MTS). Ao passar pelos poros da membrana
mitocondrial interna, o MTS é clivado por lisossomos, e a proteina torna-se na sua

forma ativa tornando-se funcional (Zelko et al., 2002; Sutton et al., 2005).
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O polimorfismo Vall6Ala € um polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés:

single nucleotide polymorphism) o qual envolve a troca de um uUnico nucleotideo.

Nesse caso ocorre a troca de uma timina (T) por uma citocina (C) no exon 2,

nucleotideo 47. Essa substituicdo afeta o cédon 16, o qual codifica 0 aminoacido 9,

resultando na substituicdo do amino&cido valina (GTT) pela alanina (GCT) (Zelko et

al., 2002).

A existéncia de dois alelos, A (Alanina) e V (Valina) dao origem a trés gendtipos:

AA, AV e VV. A variante Ala-SOD2 possui uma estrutura a-hélice a qual facilita a

passagem para o interior da mitocéndria, jA a variante Val-SOD2, possui uma

estrutura B-lamina, o que dificulta a passagem nos poros da membrana mitocondrial.

A variante Ala/Val-SOD2 apresenta uma estrutura helicoidal (Sutton et al., 2003; Bag
e Bag, 2008).

.

—> Exon1 - Exon 2 - Exon 3 - Exon 4 -

[}
[}
]
Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 41
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‘ : :} %, 5
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Figura 8. Polimorfismo MnSOD Vall6Ala. Envolve a troca do nucleotideo Timina por

uma Citocina e tal substituicdo afeta a formacdo do aminoacido Valina cédon GTT,
formando entdo o aminoacido Alanina cédon GCT. Em termos fenotipicos, a variante
Ala-SOD2 possui estrutura a-hélice, Val-SOD2 3-lamina e a variante Val/AlaSOD2

apresenta uma estrutura helicoidal.

Fonte: o autor, utilizando imagens livres obtidas na internet (Google Imagens).
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Abstract

Hypertension is the leading contributor to cardiovascular disease worldwide; the
prevalence of hypertension is higher among black adults than other racial/ethnic
groups. One of the cellular defense mechanisms against reactive oxygen species are
the antioxidants, such as the enzyme superoxide dismutase (SOD). Therefore, this
study aimed to analyze the influence of the SNP Vall6Ala of the SOD2 gene on
oxidative stress and hypertension in a community population of self-declared black
individuals in southern Brazil. The 158 participants declared themselves black
(black/brown) regarding their skin color, being 89 (56.3%) self-declared black and 69
(43.7%) brown. A real-time polymerase chain reaction determined the MnSOD
Alal6Val polymorphism, and oxidative stress marker levels were significant, in
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addition to differences in the hypertensive group regarding the levels of carbonyl (p =
0.016), thiobarbituric acid reactive substances (p=0.040), ischemia-modified albumin
(p=0.046), total antioxidant capacity (p=0.011), and Nitric oxide metabolites
(p=0.029). The SOD Val/Val genotype was considered a risk factor regardless of the
other variables for hypertension (p = 0.034). The Vall6Ala polymorphism of the
MnSOD gene presented an association with hypertension

Keywords: Oxidative stress; hypertension; genetic polymorphism; SOD2.
1. Introduction

Hypertension is the leading contributor to cardiovascular disease worldwide;
the prevalence of hypertension is higher among black adults than other racial/ethnic
groups [1]. According to the World Health Organization (WHO), hypertension affects
roughly one billion individuals [2]. Despite the plethora of data on managing and

treating hypertension, its control remains a challenge [3] .

Hypertension has a multifactorial origin, and there may be several changes in
genetic and molecular levels in its pathophysiology, including reactive oxygen
species (ROS), which are produced through cell metabolism and are important
signaling molecules that mediate transcription factor activation in vascular tone,
endothelial function, and vascular remodeling [4], thereby affecting cellular
functioning. Antioxidants are one of the cellular defense mechanisms against ROS
that neutralize these reactive species and can have exogenous or endogenous
origins (e.g., the enzyme superoxide dismutase; SOD). Superoxide dismutase is
present in three types of isoforms in the cell; SOD2 (i.e., manganese-dependent
SOD; MnSOD) is found in mitochondria and catalyzes the dismutation of superoxide
radicals to H202 and oxygen in mitochondria, being a first-line defense against ROS
[5,6] .

The SOD2 enzyme is coded by a single gene containing five exons
interspersed with four introns and the promoter, which controls SOD2 expression at
6925 [7] . Given its relevant antioxidant role, it is postulated that SOD2 gene
polymorphisms affect the maintenance of ROS levels in cells [6,8]. The single
nucleotide polymorphism (SNP) Vall6Ala (47C>T or rs4880) has been identified in
exon 2 of the human SOD2 gene. It is known to cause conformational changes,
affecting the mitochondrial direction sequence, which appears to modify the peptide

structure and disturb protein translocation and maturation in the mitochondrial matrix
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[9]. Moreover, this polymorphism has been associated with the aging process and
different diseases such as cancer, diabetes, among others [10,11,12].

Excess ROS, especially the superoxide anion (O,e¢-), play important roles in
the pathogenesis of many cardiovascular diseases, including hypertension and
atherosclerosis. In this scenario, the different SOD isoforms play a critical part in
inhibiting the oxidative inactivation of nitric oxide, thus preventing peroxynitrite
formation and endothelial and mitochondrial dysfunction. Research has also shown
an influence of oxidative stress in racial groups and that people of African descent
are more susceptible to damage by reactive species than white individuals [13].
However, given the increased risk for hypertension and its consequences and
greater susceptibility to oxidative stress in black individuals, the role of candidate
genetic polymorphisms in antioxidant defenses may be a critical factor in
understanding the higher risk of hypertension in black populations. Therefore, the
SNP Vall6Ala of the SOD2 gene could influence blood pressure control in these

individuals through unregulated oxidative stress.

Given the above, this study sought to analyze the influence of the SNP
Vall6Ala of the SOD2 gene on oxidative stress and hypertension in a community
population of self-declared black individuals in southern Brazil.

2. Methodology
2.1 Participants

Participants were invited and recruited from Uruguaiana, Rio Grande do Sul
State, Brazil. The inclusion criteria were: self-declared black (black or brown) and
being over 18 years of age; the exclusion criteria were not accepting to participate in
any stage of the study and having previous diseases such as hemoglobinopathies,
cancer, and autoimmune diseases. One hundred fifty-eight (158) subjects voluntarily
participated, being 31 men and 127 women with a mean age of 37.16 + 13.62 years;
the participants were divided into two groups: hypertensive (n = 100) and non-
hypertensive (n = 58). After explaining the study and signing the informed consent
form, a structured interview questionnaire was carried out with each participant,
followed by anthropometric and blood pressure measurements and venipuncture

blood collection after a 12-h fast using tubes with and without anticoagulants.
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2.2 Anthropometric and blood pressure assessment

Each participant’s body weight (expressed in kilograms) was measured using
a portable digital scale while being barefoot in an upright position. The height
(expressed in meters) was determined using a portable stadiometer with the
individual in an upright position, arms by the body, heels together, and the occipital
and gluteal regions touching the vertical plane of the stadiometer. The body mass
index (BMI) was calculated by the formula weight in kg divided by height in meters
squared. According to the criteria of the WHO, the subjects were classified as:
underweight (BMI < 18.5 kg/m2), normal weight (18.5 kg/m2 > BMI < 24.9 kg/m?),
overweight (25 kg/m? > BMI < 29.9 kg/m?), and obese (BMI = 30 kg/m?). Systolic and
diastolic blood pressure were measured using a digital sphygmomanometer
calibrated and suitable for checking blood pressure and expressed as millimeters of
mercury (mmHg). Lastly, the Brazilian Hypertension Guideline was used for pressure

classification [14] .
2.3 Biochemical parameters

Peripheral blood samples were collected after 12 h of fasting. The samples
were centrifuged for 15 min at 3000 rpm and aliquots of serum and plasma were

stored at 20 °C for further analysis.
2.3.1 Lipid profile and blood glucose

Blood glucose, total cholesterol, high-density lipoprotein (HDL), triglycerides,
gamma-glutamyl transferase, and transaminases were determined with a commercial
kit from the LABTEST company in automated ChemWell Labtest equipment,
according to the manufacturer’s instructions and following all quality control criteria.
Low-density lipoprotein (LDL) cholesterol levels were measured using the equation of
Friedewald [15] .

2.3.2 Nitric oxide metabolites

Nitric oxide (NO) was indirectly determined by plasma nitric oxide metabolite
(Nox) measurements based on the Griess reaction using the automated Cobas Mira
analyzer. Before the analysis, the sample was deproteinized with 20 pL of ZnSO4
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30%, 400 pL of serum 27, and subsequently centrifuged at 2000 rpm for 15 min.
Then, 50 pL of the sample and 50 pL of 8 mg/mL vanadium chloride were pipetted to
reduce the nitrate to nitrite. After adding 50 pL of Griess reagent and incubating at 37
°C for 20 min, the reading was performed at 550 nm. The results are expressed in
pmol/L [16] .

2.3.3 Ischemia-modified albumin

The ischemia-modified albumin (IMA) was measured on a Cobas Mira
analyzer through a colorimetric assay based on the biochemical properties of
albumin binding to cobalt metal [17] .

2.4 Oxidative stress markers

Lipid peroxidation was evaluated by the presence of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) [18]. Oxidative damage to proteins was evaluated by
determining carbonyl groups; this test is based on reacting proteins with the reagent
2,4-dinitrophenyl-hydrazine [19] . Catalase assay was performed by the hydrogen
peroxide (H202) decomposition rate at 240 nm [20]. The SOD and GPx
measurements were performed with commercial kits (Ransod and Ransel,
respectively; Randox Laboratory Ltd., UK) according to the manufacturer’s
instructions. Both tests were performed with the collected erythrocytes [21] . The
plasma iron reduction ability (FRAP), according to Benzie, on the CobasMIRA®
analyzer (Roche Diagnostics,Basel, Switzerland) [22]. Advanced protein oxidation
products (AOPP), the test was performed on the Cobas MIRA® analyzer (Roche
Diagnostics,Basel, Switzerland), according to Hanasand [23]. The total oxidizing
state (TOS) and total antioxidant capacity (TAC) were determined in a Cobas MIRA®
analyzer (Roche Diagnostics,
Basel, Switzerland) analyzer at 600 nm [24,25].

2.5 Genetic analyses

The DNA was extracted from total peripheral blood leukocytes using the
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) following the manufacturer’s
recommendations. The Vall6Ala polymorphism of the SOD2 gene (rs 4880) was
genotyped on the StepOne RT-PCR instrument (Thermofisher Scientific, USA) using
the TagMan SNP genotyping assay (Applied Biosystems, California, USA).
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2.6 Statistical analyses

The Hardy-Weinberg equilibrium test was performed with the Arlequin
software (Geneva, Switzerland). Quantitative variables were analyzed by means *
standard deviation, and the differences between the means between the
hypertensive and non-hypertensive groups were assessed using the Student’s t test.
The samples were tested for normality using the Kolmogorov-Smirnov test (p > 0.05
for considered normal distribution) and homogeneity using Levene’s test (p > 0.05
considered homogeneous). In order to compare the means and medians of the
markers according to the genotype, the Student’s t and Mann—-Whitney U tests were
applied according to the distribution of variables and whether they were parametric or
non-parametric, respectively. For differences between genotypes in groups, analysis
of variance (ANOVA) with post hoc Bonferroni test and Kruskal-Wallis test were
applied according to the distribution of the variables and if they were parametric or
non-parametric, respectively. Qualitative variables were analyzed by frequency
analysis (%) followed by the chi-square test. To test the interfering factors and
independence of the risk genotype variable and the others, logistic regression
analysis (Backward Wald method) was used through relative risk estimates and a
95% confidence interval (Cl). Statistical analyses were performed using the SPSS
Statistical Package software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA), and values were

considered statistically significant when p < 0.05.
3. Results

The 158 participants declared themselves as black (black/brown) regarding
their skin color, being 89 (56.3%) self-declared black and 69 (43.7%) brown (Table
1). As expected, the hypertension group showed differences in age, BMI, systolic
blood pressure, diastolic blood pressure, glucose, total cholesterol, triglycerides,
HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, aspartate aminotransferase, and alanine
aminotransferase. Significant differences were also observed in the oxidative stress
profile of hypertensive patients who obtained significantly higher levels of AOPP,
carbonyl, TBARS, and lower SOD and GPx levels. The analysis of the Vall6Ala
polymorphism of the MnSOD gene yielded three types of genotype variants:
CC(Ala/Ala), TC(Val/Ala), and TT(Val/Val). The genotypic and allelic frequencies are
in Hardy-Weinberg equilibrium (%= 0.102) are listed in Table 2.
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The difference between genotypes within groups was performed. There was a
statistically significant difference between total cholesterol levels of the Ala/Ala and
Val/Ala genotypes compared to the Val/Val genotype, with Val/Val showing higher
levels in the non-hypertensive group (Table 3). Oxidative stress and antioxidant
defense markers were also analyzed between genotypes between hypertensive and
non-hypertensive groups (Figures 1 and 2). There was a significant difference after
post hoc Bonferroni’'s analysis in TAC, IMA, and TBARS. The Kruskal-Wallis revealed

a considerable difference in carbonyl and NOx in hypertensive individuals (Figure 1).

The TAC presented a significant difference in the Val/Ala and Val/Val
genotypes, in which Val/Ala showed higher TAC; IMA had a significant difference in
the Val/Ala and Ala/Ala genotypes, in which Val/Ala genotype had increased levels;
there was a notable difference in TBARS of the Val/Ala and Ala/Ala genotypes, in
which Val/Ala had higher levels; carbonyl showed a significant difference for Val/Val
and Ala/Ala, where the Val/Val genotype had higher levels; and Nox showed a
significant difference for the Ala/Ala and Val/Val genotypes, as the Val/Val genotype
had lower levels. For the non-hypertensive group, regarding oxidative stress
markers, no statistically significant differences were obtained (Figure 2). The SOD
Val/Val genotype was considered a risk factor regardless of the other variables for
hypertension (p = 0.034; Odds Ratio (OR) 3.2; 95% CI; 1.1-9.3; Table 4).

4. Discussion

Oxidative stress and genetic variations are believed to play important roles in
endothelial dysfunction and arterial damage, which are risk factors for vascular
diseases and arterial stiffness. Together with early vascular compromise, these
factors are more pronounced in black populations [26] . Hypertension is not easily
controlled, although several drugs are available to control blood pressure [27] ; these
products do not contain all the factors that contribute to developing this pathology.
According to Montezano [28] and McMaster [29] , oxidative stress is related to
hypertension and target organ damage. Dikalova [30] reported that MnSOD
inactivation contributes to the pathogenesis of hypertension since enzymatic
antioxidant defenses may be intertwined with it. Our data showed that the Vall6Ala
polymorphism affected the levels of carbonyl, TAC, IMA, TBARS, and Nox in the

hypertensive group. In addition, the SOD genotype (Val/Val) was considered an
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independent risk factor for hypertension and, as there is no previous research on the
effects of the SNP Vall6Ala on markers of oxidative stress and systemic arterial
hypertension, we consider the results reported herein as crucial in elucidating the

role of these factors in controlling hypertension in the black population.

The highest concentrations of lipid and protein damage markers found in the
Val/Ala and Val/Val genotypes in the hypertensive group demonstrates that the C
allele allows MnSOD to be efficiently transferred into the mitochondrial matrix, in
contrast to the variant T allele, which seems to cause a partial arrest of the precursor
within the inner membrane and decreased formation of the active form of the enzyme
[31]. Verma [32] compared lipid damage in hypertensive and normotensive
individuals and observed that damage was more pronounced in hypertensive
patients and that FRAP was lower in the same group. Gbadamosi [33] observed
higher protein damage in hypertensive rats, and when administered an antioxidant,
these values improved the oxidative state. Both authors reported the involvement of
oxidative stress in hypertension, a pathology whose etiology is still not well
understood but known to be an essential risk factor for cardiovascular disease.

Considering the oxidative stress generated by hypertension and added to the
transfer of the enzyme into the mitochondrial matrix, which is dependent on the
alleles that form the genotype, our logistic regression data can thus be understood,

indicating the Val/Val genotype as an independent risk factor for hypertension.

Nitric oxide is a free radical with various physiological and pathological
conditions and plays an important role as a vasodilator, vasoprotector,
bronchodilator, and inflammatory mediator [34,35] . Furthermore, nitric oxide
metabolites are nitrite/nitrate (NOX), representing an alternative for monitoring the
health status of patients with cardiovascular diseases and even being considered a
good predictor of cardiometabolic risk in black individuals [36] . The Ala/Ala genotype
showed higher Nox levels than the Val/Val genotype in this study. As the C allele can
enter the mitochondrial matrix more easily and make the antioxidant enzyme active,
there are consequently lower concentrations of free radicals that would not damage
the endothelium and not causing lower NO levels. Regarding the Val/Val genotype,
there would be lower SOD2 activity, which would increase the concentrations of free

43



radicals and promote endothelial damage in response to decreased nitric oxide
levels, which is responsible for the contraction and relaxation of the arterial wall [37] .

Serum IMA is used as a serum biomarker for cardiac ischemia; when the N-
terminus of albumin is altered in response to the low oxygen environment, it forms
IMA, which is also a possible marker of oxidative stress [38]. Ischemia-modified
albumin was found in more significant amounts in the genotype Val/Ala than the
genotype Ala/Ala, and studies have shown that IMA is higher in vascular endothelial
dysfunction and oxidative stress-related diseases [39] . Considering that damage to
the vascular endothelium cell membranes and that the same genotype showing
higher IMA levels is the same one with higher TBARS levels, it is plausible that

endothelial dysfunction occurs in individuals with the Val/Ala genotype.

Therefore, individuals with genetic variants for lower SOD activity would have
difficulties controlling reactive species generated by hypertension, allowing them to
reach target organs. Considering that SOD2 is the first enzyme in the antioxidant
defense line, changes in its composition jeopardize the entire defense system

against reactive species since other enzymes act through their substrates [40] .

The TAC is useful for analyzing the cumulative effects of antioxidants [41] ; the
Val/Ala genotype had higher TAC levels than Val/Val. Abbasi [42] reported that the
presence of the C allele is related to higher TAC levels when comparing the
Ala/Ala+Val/Ala genotypes; the presence of just one allele of the most efficient form
of the enzyme can provide a good prognosis for total antioxidant capacity since
oxidative stress is present in several pathologies. Notably, one exciting finding of our
study was in the non-hypertensive group, in which the Val/Val genotype had higher
total cholesterol levels compared to the other genotypes. Duarte [43] reported that
the Val/Val genotype was associated with the risk of having hypercholesterolemia,
and the same individuals have inadequate responses to medications to control
cholesterol; these authors attribute these findings as a consequence of low SOD2
activity. Deficient enzyme activity plus high cholesterol levels may lead to an
unfavorable prognosis as reactive species is closely linked with atherosclerotic
processes due to inducing the expression of scavenger receptors (e.g., CD-36, SRA,
and LOX-1) into muscle cells and transforming them into foam cells, which, when

present, indicate an early process of atherosclerosis [44] .
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Despite the promising findings demonstrated herein, a limitation of this study is
the difference between ages observed between both groups. Given the nature of this
study (i.e., community sample), the fact that older people are diagnosed with
hypertension is inherent to the diagnosis. Hence, the hypertensive group was
expected to be older, which was not our goal, although it would be interesting to
analyze the age cohorts using SOD2 Vall6Ala genotypes and oxidative stress
markers between hypertensive and non-hypertensive groups. Nevertheless, our
study provides unprecedented and important data as it elucidates genetic factors in
hypertension development in self-reported blacks. In conclusion, our data suggest
that the Vall6Ala polymorphism of the MnSOD gene was associated with
hypertension, being the Val/Val genotype considered a risk for developing
hypertension in black individuals and that alterations in the studied markers indicated

that polymorphism affects the oxidative stress of this population.
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Tablel Baseline characteristics of studied populations.

Parameter Hypertensives (n=100) Non Hypertensives (n=58) p

Age 51.16 + 19.91 37.16 + 13.62 <0.001°

BMI (kg/m?) 32.24 £ 6.17 28.93 + 4.80 0.002 °
SPB (mmHg) 142.41 + 27.47 125.60 + 20.51 <0.001°

DPB (mmHg) 91.53 + 18.03 82.26 + 14.46 0.001°

Glucose (mg/dL) 138.44 + 45.24 115.80 + 18.44 0.002 °

Total cholesterol (mg/dL) 192.47 + 45.94 174.08 + 34.99 0.004 "
Triglycerides (mg/dL) 156.13 + 70.21 124.80 + 82.14 0.007°
HDL- cholesterol (mg/dL) 45.40 + 10.01 51.60 + 10.05 0.031°
LDL-cholesterol (mg/dL) 117.63 + 43.30 97.52 +31.11 <0.001°
Ast (U/L) 29.88 + 11.66 26.46 £ 9.73 0.013°

Alt (U/L) 12.31 +5.67 11.10 £ 7.72 0.036 "

Ggt (U/L) 28.16 + 17.93 26.10 + 13.52 0.486"°

Tac (mmol Trolox Equivalent/L) 0.27 +0.14 0.26 + 0.13 0.602 °
Tos (mmol Trolox Equivalent/L) 84.53 + 47.79 53.20 + 43.80 0.053 "
Nox (umol/L) 133.89 + 54.73 159.24 + 87.38 0.074°

Ima (ABSU) 0.51+0.17 0.58 + 0.31 0.057°

Aopp (pmol/L) 77.74 + 40.58 63.86 + 37.98 0.036 °

Frap (umol/L) 736.2 + 76.53 908.60 + 554.65 0.806 "
Carbonyl (nmol/mg.prot) 6.37 £2.71 4.42 +1.58 0.002 °
Tbars (nmol/mg.prot) 28.61 + 11.06 24.53 £9.13 0.045 *
Catalase (U/mg prot) 55.54 + 13.17 56.96 + 14.35 0.529°
Sod(U/gHb) 0.17 + 0.04 0.20 + 0.04 <0.001 °
GPX(U/mg.prot) 1716.69 + 180.17 1840.64 + 119.73 0.031°

a: Student's t-test; b: Mann - Whitney. Data are presented as mean + standard

deviation (a). median and interquartile range (b) BMI, body mass index; SPB, systolic blood pressure; DPB, diastolic blood pressure;

AST, Aspartate aminotransferase; ALT, Alanine aminotransferase; GGT, g-glutamyl transferase; TAC, total antioxidant capacity; TOS,

total oxidative state; NOXx, Nitric Oxide Metabolites; IMA, Ischemia-modified Albumin; AOPP, Advanced Oxidation Protein Products;
FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma

Table 2 Genotype and allele frequencies os the MnSOD Alal6Val polymorphism

compared between hypertensives and non hypertensives subjects.

Hypertensive Non p
(n=100) hypertensive
(n=58)
GENOTYPE
Ala/Ala 24 (24.0%) 15 (25.9%)
Val/Ala 53 (53.0%) 28 (48.3%) 0.84
Val/Val 23 (23.0%) 15 (25.9%)
ALLELE
FREQUENCY
T 101 (50.5%) 58 (50%)
C 99 (49.5%) 58 (50%)

Results are given as n (%). X2 analysis p-value
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Table 3 Anthropometric characteristics, age and blood pressure in the MnSOD
Alal6Val genotypes in hypertensive and non hypertensive groups

Genotypes hipertensives (N=100) Genotype Non Hipertensive (N=58)
Ala/Ala Val/Ala Val/Val Ala/Ala Val/Ala Val/val

Variables P P
Age 4858+14.34 52.08+12.15 51.74+1331 0.535° 3273+11.23 38.75+15.06 3860+12.77 0.350°
BMI (kg/m?) 32.90+5.69 3240+6.11 31.406.92 0.486° 28.77 £ 5.67 29.37+4.76 28.18+4.33  0.486 b
SPB (mmHg) 132.05+15.84 149.98+30.61 137.90%25.37 0.111° 117.27+16.34 127.58+20.82 128.69+22.57 0.111°
DPB (mmHg) 857411679 9320+1823 94.15+18.69 0342° 76911227 8581+1525 79.69+13.53 0.342°
Glucose (mg/dL) 152.21+69.51 139.95+53.53 130.85+3461 0.921° 106.82+11.74 116.65+19.20 110.85+12.63 0.921°
Total cholesterol (mg/dL) 186.95459.74 189.91+39.48 187.50+42.74 0.347° 167.00+43.78 165.86+29.99 194.91+2590 0.045°
Triglycerides (mg/dL) 127.68+48.01 146.39+4856 151.35£49.15 0.239° 96.42+28.25 116.38442.24 132.08+57.52 0.066"
HDL- cholesterol (mg/dL) 47.05+1091 46.39+10.74 46.90%9.55 0.491° 5245+13.18 47.69+858 58.85+12.46 0.491°
LDL-cholesterol (mg/dL) 117.53+60.86 112.93+35.23 113.35+29.20 0.467 b 93.73+3426 90.73+21.98 107.92+28.06 0.467°
Ast (UIL) 2589+8.12 31.05+13.60 31.35+9.64 0.207° 24.27 £ 6.80 2642+897 28381015 0.207°
Alt (UIL) 1047 +4.34 13.00+6.43 12.00 +3.42 0.363° 11.10+5.46 10.18 +3.44 1009+4.18 0918°
Ggt (UIL) 33.84+19.84 28.96+1573 26702008 0328° 216741193 2631+1099 30.23+12.22 0.154°

a:  ANOVA; b: Kruskal-Wallis Test. Data are presented as mean =+ standard deviation, median and
interquartile range. BMI, body mass index; SPB, systolic blood pressure; DPB, diastolic blood pressure. ; AST, Aspartate

aminotransferase; ALT, Alanine aminotransferase; GGT, g-glutamyl transferase

Table 4 Logistic regression and proportional hazards analyses.

End point Model variables Multivariate analysis
Tac: Ima: Carbonyl: Thars OR 95%Cl P-value
Risk of hipertension ~ SOD2 genotype: Val/Val vs Val/Ala vs Ala/Ala 32 1.1-93 0.034

NOTE: Odds ratios (OR) or hazard ratio > 1 or < 1 indicate an increased or decreased risk, respectively.
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Figure 1 . Antioxidant defense markers and Oxidative damage markers in
hypertensive.
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1- Significant difference from Val/Val genotype and Ala/Ala genotype;
2- Significant difference from Val/Ala genotype and Val/Val genotype by post hoc Bonferroni’s;
3- Significant difference from Val/Ala genotype and Ala/Ala genotype by post hoc Bonferroni’s;
4- Significant difference from Val/Ala genotype and Ala/Ala genotype by post hoc Bonferroni’s;
5- Significant difference from Ala/Ala genotype and Val/Val genotype.

Figure 2 . Antioxidant defense markers and Oxidative damage markers in non

hypertensive.
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oxidative state; IMA, Ischemia-modified Albumin; TOS, total oxidative state; AOPP, Advanced Oxidation Protein Products; NOX,
Nitric Oxide Metabolites; FRAP, Ferric Reducing Ability of Plasma.
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Parte Il
Discusséo geral:

A hipertensdo € um problema de saude publica, pela sua alta prevaléncia e é
uma patologia de dificil controle, causando morbidade e mortalidade cardiovascular.
E uma doencga cronica com condigcdes clinicas desenvolvida por vérios fatores de

risco modificaveis (Dikalova et al.,2017).

A hipertensdo em negros € mais dificil de ser controlada, complicages renais e
cardiovasculares ocorrem com maior frequéncia nessa populacdo quando
comparado com caucasianos. Ha estudos relatando a ineficacia de alguns
medicamentos na populagdo negra, como, inibidores da enzima conversora de
angiotensina e bloqueadores dos receptores de angiotensina. Essa ineficacia
possivelmente se deve a diferencas étnicas no metabolismo e no sistema renina-
angiotensina-aldosterona. Variantes genéticas na familia de enzimas do citocromo
P450 que sdo responsaveis pela biotransformacdo dos medicamentos também

podem estar envolvidas (Helmer et al., 2018).

O presente estudo demonstrou que individuos com o gendétipo SOD2 Val/Val
tem maiores concentracdes de carbonilacdo de proteinas, uma baixa capacidade
antioxidante total e menores niveis de oOxido nitrico demonstrando sua possivel
relacdo com marcadores no sangue de estresse oxidativo na populacdo estudada.
Além disso observamos que, SOD2 Val/Val foi fator de risco independente para
hipertensdo em negros, ou seja um novo marcador para hipertenséao esta populagao.
Através desses achados pode-se observar uma nova via que pode favorecer o
descontrole da presséo arterial na populacdo negra, sendo a presenca da variante
ValSOD2 um fator de risco extra no controle provavelmente, associado a outros

fatores ainda nao estudados.

Em mulheres diabéticas ja foi observado que o mesmo genotipo foi associado a
um maior risco de doenca cardiaca coronariana
e menores defesas antioxidantes (Jones et al.,, 2010). O alelo Ala, favorece a
locomocdo da SOD2 para o interior da mitocondria, tornando-a mais eficiente

guando comparado ao alelo Val (Sutton et al.,2003).
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O estresse oxidativo estd envolvido na hipertensdo de uma forma geral,
contudo, ndo existem terapias antioxidantes para auxiliar no controle da presséo
arterial. Sabe-se que compostos que atuam mimetizando as enzimas antioxidantes
possuem um prognéstico favoravel em relacdo a hipertensdo, reduzindo

efetivamente os niveis pressoricos (Tao et al., 2014).

A enzima SOD2 torna-se inativa quando acetilada. Sabe-se que na mitocondria
existe a presenca de uma sirtuina (Sirt3) de classe 1 que tem atividade desacetilase.
Portanto existem estudos demonstrando que com o passar dos anos a expressao de
Sirt3 diminui, com isso maiores concentracdes de SOD2 inativa, por esse motivo
70% da populacdo depois dos 70 anos desenvolvem hipertensdo e uma curiosidade
€ que a expressdo de SOD2 nao seja alterada com o passar dos anos (Chaundhry
et al.,2012). A deplecdo de Sirt3 resulta em uma SOD2 acetilada, 0 que aumenta 0s
niveis de O2- mitocondrial, diminuindo a producéo de 6xido nitrico, e desencadeando
uma hipertensdo. He e colaboradores (2019), relataram que a hipertenséo interfere
nos niveis de Sirt3, promovendo um aumento de espécies reativas mitocondriais
(mtROS), o que leva a uma baixa capacidade de regeneracéo endotelial em células

progenitoras endoteliais.

Bresciani e colaboradores (2013) relataram uma menor eficiéncia da SOD2 com
0 genotipo Val/Val, o que pode levar ao aumento do anion radical superéxido o qual
rapidamente reage com o6xido o nitrico formando peroxinitrito, este que por sua vez
tem que tem afinidade com lipideos o que promove danos nas membranas celulares,

dificultando a regeneracéo celular, principalmente das células endoteliais.

A presenca do Alelo Val foi associado a alto risco de desenvolver doencgas
metabdlicas como a hipercolesterolemia a qual é um fator de risco no
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A hipercolesterolemia é controla por
alguns medicamentos, sendo a rosuvastatina o medicamento mais utilizado, sua
efetividade foi estudada em pacientes com o polimorfismo Vall6Ala e observou-se
gue pacientes com o gendétipo Val/Val apresentaram uma resposta atenuada ao
medicamento quando comparado com demais genétipos (Duarte et al.,, 2016). O
genaotipo Val/Val tem sido associado a doencas cardiometabdlicas, justamente por
formar uma SOD2 menos eficiente aumentando as concetracdes de espéceies

reativas as quais reagirdo com lipideos presentes nas membranas das organelas e
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também na membrana plasmatica ocorrendo entdo o processo denominado

lipoperoxidagao, causando danos celulares (Costa et al., 2018).

Entretanto, salienta-se que muitos estudos envolvendo o polimorfismo MnSOD
Val6Ala demonstram resultados controversos quanto aos genotipos e o
desenvolvimento ou progressao de doencas. Estudos epidemiolégicos descrevem a
associacdo do genotipo Ala/Ala ao cancer de prostata, Linfoma ndo-Hodkin, cancer
de mama (Taufer et al., 2005; Wang et al., 2006; Bica et al., 2009). Liu e
colaboradores (2009) relatou que o alelo Ala quando presente € um fator protetor

contra o desenvolvimento de nefropatia diabética.

O polimorfismo pode estar associado ao processo de envelhecimento, visto que
o0 mesmo pode provocar um desequilibrio no sistema redox, um estudo analisou a
relacdo do polimorfismo com o processo de envelhecimento e ndo obteve nenhum
dado significativo em relacdo ao envelhecimento, mas mostrou que 0 genaétipo
Ala/Ala foi associado a um perfil de imunossenescéncia e também a danos no DNA
(Taufer et al., 2005).

N&o ha dados na literatura envolvendo o polimorfismo com a hipertensdo em
negros, sendo, desta forma, os resultados aqui apresentados, inéditos. Uma
limitacdo no nosso estudo é que o grupo hipertenso tem uma faixa etaria maior, o
que pode favorecer o aumentos de radicais livres neste grupo, como € um estudo
realizado na comunidade, e a hipertenséo tende a ser mais prevalente em pessoas
com mais idade, seria interessante avaliar coortes de idade usando os 3 gendtipos.
Contudo, apesar dos fatores limitantes considera-se os resultados aqui obtidos
promissores para elucidacéo dos efeitos da variante Val/Val da SOD-2 como fator de
risco independente para hipertensdo em negros e que medidas de controle e

prevencao da hipertensdo devem ser priorizadas nesse grupo.
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CONCLUSAO

Os dados apresentados mostram que o polimorfismo Vall6Ala do gene MnSOD esta
associado a hipertensdo, sendo o gendtipo Val/Val considerado fator de risco
independente de outras variaveis para hipertensdo nesta populacdo estudada e
alteracdes nos marcadores estudados indicaram que o polimorfismo afeta o estresse

oxidativo nesta populagao.
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PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta pesquisa trazem informacdes importantes, porém
estudos adicionais deste gene poderiam auxiliar como a avaliacdo da expresséo do
gene da SOD2 nesses individuos e também avaliar outros polimorfismos genéticos
como do 6xido nitrico sintase endotelial que € muito relevante nesta abordagem do
estudo da hipertensdo, devido ao controle que o endotélio desempenha nesta
funcdo. Outra importante abordagem estaria relacionada a polimorfismos em
enzimas que biotransformam medicamentos utilizados no tratamento da hipertenséo

na populacdo negra.
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