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Abstract
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The genstic vatant of the sibhe-adducin gane (ADDN) has been described &5 & risk factor for EH, bt with controverz il reauis.

The ohjectiveof fis atudywes to evaliusts the asaockafion of ADDA { Gl 60T gene polymaorpinism with T B risk In 2 popuistion
fom Madara isand.

A case-coniral atudy with 1614 indhvidualz of Gaucsaien g was pafonmed,|inciuding 817 indnidusi with BH and 797 controb.
Caaes and control were metched for sex and age, by Fequency-maiching mathod . All paricpants collecied blood for biochemical
and genctypic analy=s for the GhelB0Trp poymombam. W furthar mvaesgeted which varebies was independently associeted to
BH, and, consequently, enslyzed ther intaractions.

In car study, we found & Significant essodation betwesn e ADDN gene poymorphem and BH jndds rafio 22484, P=01). Thiz
sEsocizfon remaned safistically Sgrficant aftar the mutiverete analygs fodds retio 2548, P= 02

The ADDN Gh&IT o geme poymophem iz significantly and Indspendently assodated with B4 nsl inowr populaton. The
krowiedge of gensdc polvmorpiisms sssocited with EH & of paramount importance because it isads 1o s bate understanding of
the eficlogy and pathophyaiciogy of s pathabgy.

Abbreviations: A000 _aﬁi\a-ndchm-gﬂn Bl = body mass index, Gl = confidanca inenvel, DEP =destalichiood pesars,
BH =eszenial GENHYMAPE= Ge:maﬂ:lH;pBﬂHm:ml&l:lu&ﬂy ghycing, HDL-C =high-dendity lipoprotain
choleaten, L -C = low-density fipoprotein choestend, MOR = muitfactorid dimensionsity reduction, OF = odds r2fio, PCR =
polymarase dhain reaction, SBP = ayabic blood pregaurs, Tm=

Kayworda: A0D1 Ghya0 T gene polymorphiam, case-control study, essential ypartension

1. Introduction

Esential ]lypérb:mn::rl [EH} affects cmeguaner of adult
w!:rrhlwulc‘ and is estimated o incredse w onethind by
22500 Ibuwu'zll prevalence in the Porguese adult population
s about 42 % o Fwlich 44.4% & inomen and 40.7% in women, P
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Several meta-analyss have demonstrated comsstemtly and
inearly that elevated blood presure (BP) & a powerful rsk
factisr foar candivvascular disese and progression to renal failoe,
i ependently of ather vascular risk factons, Perdstently kigh BP
valies lead o candiac, vascular, and remal dsease P4

Esential hypetendon & a complex and muli factonal disrder
resultig from emimnmental and genetie factors, amd their
intemetions. ™ Epidemiological studies have shown that 20%
0% of BP variation & genetically determined 7! In the lmt
decades, many effors have been made to clarify the pathophys-
wvhogcal mechanisms of hypertenson,

Several genetic variants have been studied and amociated with
the development of EH Y However, the molecular genetics o (EH
remains une lear.

Cssd et al ™ first deseribed a genetic variant at alpha-adducin
[ADDT) gens level, which reashed from a glycine (Gly) o
wyptophan [Trp) substition at aming acd posttion 460
[Glyda0 Teph ™ This genetic varant Gly4#60Trp modiulites the
overall ability of tubular epithelial cells w mansport o, leading
10 an increased Ma K ™ATPase pump activity and this o a
preater sislnom reabsorption at the proximal remal tubul,
increasiny, conseguently, the BRI

The assxiation of this genetic vadant with hypertension was
confrmed i some stidiey " bt not in othe ] * 1%

The purpose of this study was to evaluate the ssociation
between the ADD1T Gly46iTrp polymorphism and EH in a
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cohort from Madeim Idand. The ientification of these casal
atullor ssociated vafams promotes the development of

approaches for BH prediction and prevention,
2. Material and methods

2.1. Study population

All inalividheals were selected from Genes and Hypertension m
Madeita [GENHYMAPE sudy,® an ongoing Madeira
population-based sty which started in 2006, and consiss of
adults aged 30 w TS5 years. Tt % a hospital-based cave-comtrol
stdy, with patients enrolled frim Cardiokgy consulmation and
controk selected from the Internal Medicmes, on condition thar
they were nomndtensive and matched for sex and age,

Tt pramose 15 to ddentify determinants of sssential kypertensaon
11 Madeira Idand [Portugal), This Iiland is located on the African
plate, in the Aflantic Ceean, between 30° and 33° north lattude,
TR km soothwest of Lsbon, about 700 km west of the African
cant.

Pamicipants of this stsdy inclede native mhabiants and
residents in Madeira Island for at least 3 generations with no
migraton history, from both mumal and wrhan orggiee This
popelation & considend a genetically fairly homogeneous South
European Caveasian population.

22 Study design

This cae-comtral stsdy was pedformed with a total of 16814
indivihals with 2 mean age of 506 £8.2 yearm {50.1% male),
namely §17 patients diagnosed with EH [mean age 50.8£8.1
years; $1.5% male) and 797 nomotensive contro b (mean ageof
S04 28,3 years; 48.6% male).

This study was approved by the ethis commines of the
Funchal Hospital Center, and was performed in condumity with
the gudelines outhned inthe Declaration of Helsinki gatement.
Written informed consent was obained from each participant,
including explict pernimion for the DMA anmalyses and the
collection of relevant climeal data.

2.3 Data collection

Diata were collected from all subjects in a2 sandardied Rl
comprsing demographic, clinical characteristics; and traditional
rsk Bactors [sex, age, sedemary hifeayle, smoking and aleahol
habits, body mais index [BMIL, disbetes, and dyslipademia ), The
lefimitiomn if the traditional nak factors was bassd on the standand
cntena, as previously rEpm'u:d.h"‘"“

Sedentary Tfestyle was comidersd when individuals practiced
lesis than 150 minfwk of moderate activiy /2! Akohol consumg-
i was consdersd 25 a rik factor when individuak comsimed
T0g of aleohdal per week for mone than 1 year, “Smoking stans”
refers 1o current smoken or subjects with less than § vears of
smuoking cetation " BMIwas defined a5 budy mas divided by
the sgizare of the body heght, univers ly exp reise d tnow s of kgl
m*, with oheity defined 2 2 BMI 230

Subjects wen chissified & being diabere when taking ol
antidisbetic medication or insolin, or if their fz.til?; plasma
gliscose was higher than 7.0 mmolil or 126 meid LY

2.4, Definfion of essential hypertension

Blipond prressu e was measned by an Intenal Medicine specaalist,
after 10mmutes of resting, in the nght arm, wing 3 sandand
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Welh Allyn sphygmomanometer {phases | thmagh V). The
averajm of 3 readings taken 3 mimntes apart was recorded, 711

Essential hypertension was conddered when patients, at the
emtry it thas study, were already diagnosed andior had been on
anthypertensive mediation for more than 3 months or eewly
diagnmed hypertensives with systolic BP (SBP pMdisstolic BI
(DBFY =1 405 0mm Hy messured o at leas 3 occaion

The normotensive controls had never been treated with
antih tve medications, amd presemsd with SEP/DBP
< 14 mm Hg. In addition, subjects with seoondary hyperten-
sion, pregnant amd hoatng femaks, and those mecetving
medications for other indications that could afect BP were
exclided from this sudy, Participants with multiple organ
failiere, 2 mental disorder, or chronic inflammatory dsease were
b exclibed from this stusdy.,

25 Blochemical analyses

Blood samples preme extracted after 14 to 16 hours of fasing.
Biochemical analyses wene performed in the Central Laboratory
wf the Hospital, acconbing to the wsial tech ques.,

T determine total cholsterol and triglyceride s, Blood samples
were placed in dry tubes and centrifisged half an b later at
3500k, and subsequently quantified by an eneymane techm gue
wing a Hitachi 911 awto analyer,

2.6 Genofype analysis

Genomic DNA was extracted froom 80pl of penpheral blood
wsing a standard phenol-chlono form me tesd, To ddentify ADDD
genity pes, a Taghfan alleli discdmination svay was perfformed
wsing labelled probesand primen pre-sitablished by the supplier
(TagMan SMP Genotyping Assavs, Applied Blosystems).

The genotyping reaction was amplified and detected on an
Agprplied Blosysterms 7300 Real-Time PCR System, and genotypes
were determined by uwslng the 7300 Syaem SDS Software
(Applied Biosystens, Fomer Ciny, CA} withow any prior
knowledge of mdividua] chnical data

2.7, Statistical analyss

Deviation from Hardy-Weinbeny equilibnum for gemtypes at
inddividisal locies was amessed wsing the chi-spuare pest
Comparisons of characterstics between cases and controls were
amalyzed by chisguare test for categorical varables and Stsdent ¢
test or Mamn—Whimey [ test for contineous variables, a
appropriate, Mo mising data were observel

The emecortrol matcling procedure wa bassd wpon the
dimributions of the charactensties among the cases, named
“Iredquenc y-matching. "

Gremoty pic Fregusncies were determined From observad counts
and companed by chisguan analysie. Theee statistcal genetic
musdels were tested, namely addmive [distribution of Trp allelic
frequency of ADDTY, recessive (TrpTrp v GlyGly +GlyTrp), amd
dominant (GlyGly vs GlyTrpe TrpTrph The odds mtio (OR) and
cutresponding 95 % confidence interval [CT) wen determined.

A mulivariate Jogstic regressaon modsl was performed ming
forwand Wald method to examine asociations between AT
genotypes and o account for dgnificant risk factom as deserbed
[sex, age smoking states, aleohol comsumption, BMT, diabetes,
sedentary Hiestyle), The environmental rik Betors were further
stubied for their imeraction with ADD1 pulymeorphism by wong
mulifacional dinemsionality redwction [MDR) 3.0.2 softwarne.,
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Varisties Tatsl (M= 1614) Hyperensies (o< E17 Conireds | T97) r
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The best combination pattem was searched on the primnciple that
both cros-validation comistenc y and e balame accuracy were
maximized to evalune the imemetion of the genete polymor-
phasm with the emvirommental rek factorsy, in relation o EH.

Statktical analysi was done using SPSS softwan vemsion 19.0
[TBM, Armonk, MY} and B versdon 3200, Pvaloee <08 was wied
as the kvel of swnificance,

3. Results

3.1. Basefine characteristics of the population

The haseline charactenstics of the study subjects are shown m
Tahle 1. This stly included a total of 1614 mdividuals, namely
B17 patients diagnosed with FH and 797 nommotensve comtmk.
The coevontol matching procedune was based upoi the
“Fregquency-matching. ® Specifically, wdng chi-sguare test, we
wohtained a male Fequency of 51.5% for cases and 48.6% for
controls, withonn statistical significance {P = 05}, meaning that
iy sggifcamt diferences exist between the 2 groups Addition-
ally, wding Stsdent £ test, we obtained 2 mean (50} age of 508
{281} years for cases and $004 (£ 83) years for controli, withoot
stattstical sigmificance (P> 05) shirwing that the variahle age i3
correctly adprsted for cases and comtrol {Table 1)

Sedentary lifestyle, ol cholesterl, and low-density lipopro-
tein choksterol (LDL-C) showed no sgribcam differences
betwesn cases and controls {all P> 05 However, SBP and
DEF, BML, akobol consumption, diabetes, dyslipidemia, triglye-
erides, and fasting ghecose were sgnificantly higher in the
hypertensive gminp than i camtrok (P 085

Smokmg and hgh-demay lpoproten choleseral (HDL-C)
were higher in the comtm] group, with satstical signifcance
(P=.001 and P <001, respectively) (Tahle 11

3.2, Genofype distnbution of ADDY (Gl 4607} gens
polymorphism among cases and controls, and BH risk

The genoty pe dstribo tons of ATDT ane shown in Table 2. Inoowr
population, genotype distributions wene in Hardy—Wenbeng
equilibamm P> 05)L The wild genotype [GlyGly) was more
prevalent in comtrok than in cases {T1LE% ve TLT1%L On the
contrary, the mutated genotype [TpT) was more fregoent in
cases than in comtrols (3.1% w129 ) with statistical signi Reanos
|P=.01) (Table 2},

Risk prediction was svaluated wnder 3 genetic models of
inherdtance (Table 2 The alfa-adkdwem GlydilTrp gene
polymarphizm showed a statistical significant merease in BH
nsk, imder the recesive genetic modsl [odds rato [OR] 2,484,
95% confidence mierval [CI] 1. 1855207, P= 01} No signifi-
cairt asoctation was found wsing 2 dominant gnetic mode | [OR
1083, 95% O 0873-1.342, P=47) or additive model (OR
1143, 95% CI (L9%43-1.386, P=.17) (Table 2}

A muldvanate analyas [logetic raressdon) was perbormed to
determine which variables were agocited with FH
nisk (Table3), ADDT TryfTry gemoty pe remamed tnthe squadon
2 siggni ficant and independentrisk acwr for EH{OR 2548, 95% CI
L1559-5.601, P= 02). Additionally, dia betes,, alshol comswmption,
and BMT were also agmibeantly assoctated with EH msk [Table 31
Remarkahly, smoking habits appeared in e equation as a
sgmficant protecive vadable o FH develipiment [Table 3.

Genotype di stribution of ADD1 gene polymorphizm among hypertensive subject and controls and sssential hy perenson sk
odels (0, 05% O

A GiydsOTrp Coames [ E1T) Cemrois (= T97) Dmin 2eri [ At

CRGH B 57 o SRR 1.083 2454 114

EWT, 0 (5 260 (6 H5 @ AT (1.165-5.207) 9431 388

T, o (%) E@ Ll ] P= 47 P= 07 PeAT

Snemtnly sgnifiomt for P

&I = - A gL O —mifidenon it 3y —imne. (F =03 min mm fin gont fsk models, Win e moesa {7 e showny e bt et Im—mypnpn.
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The MDR software was fnally employed to analvee the
imteraction between the nongenstic vanables and the ADDI
polymomphim [Table 4). The bet association model melimbed
diabetes, BML and ADD1 polymomphism, which showed a
maximal tevtng aceumracy of (LE41 and a crnssvalidation
comsstency of 10 out of 10 (Table 4}, Theve resuls indicas
that ADDT interacts with diabetes and BMI i a symergstic way,
with a 3.77-fuld greater rak of EH {Tahle 4).

4. Discussion

In owr population from Madeira Tdand, subjecs who wens
carriers of the muated ADDT T é0Trp genotype had an
increased rak of EH. This association was further strengthensd m
the mulivariate amalyk, minforcng the impomance of this
vanant in the susceptibility to EH in e population, Cisi etal*
published the Bt Caucasdan study that has proved a significan
linkage between ADD 1 Gl 0Tm gene palymorphism and EH.
Similar resulis have ako been found in other ethnicities, such as
Antam™ Y g Africanm ' Neverthelen, the asmociation of the
ADDT polymorphivm with the simceptibility 1o FH was not
always clearly demonstrated, "% The lack of association did
nit exchude the mvolvement of this genstic vartant with nenal
salim-hamdling abmormalives

The ADDI polymorphism sl in the amino acid substine-
tiom of glyeme by ryptophan (Glye460T m), which is reported o
he associated with a salt sensitive form of hypertenson patients.

Manunta et 2l have studied the mvolvement of ADDT
polymomphism m abmormalives o f renal fenction @ by pertensive
patients, and have conchuded that the fraction of «xeretons of
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lithium and wrie acid, martkes of proximal remal tebular
Fumetion, was e duced in patients with the alpha-addiscmn varant
TepTrp. This supporns the hypothess that this variant is relaed
o an increas inproxinal Ma® reabmorption at thek idne v level ¥
by an merease in the Ma™ pump activity and 2 higher member of
MNa™ pump aits expreised on the el surface 271

Cusd et af? exposed hypertensive subjects to an acume sal
semsitivity test and investigated the effect of ADDT polymorphism
on the neponse of acute BP to sodiom changer  Autwn
com hudedd that heteroeygotes | Gly460Tr) had a greater decreate
in BP and sgmificamtly lower plasma menin activity than
hameeygotes (Gle460G Ty ) 1A

This leads 1= to comclode thar alphsaddiscin 460Trp
polymorphizm it amociated with an increase i BP, not m all
hypertznsive individiale™ hit in the specific hypertenmive
phenotype—salt-wnstive and low remn by perteisdon.

Other investigatons have fomd decremed remin scnivity levels
in subects mr,?‘tr“ the 460Trp allele P44

Grant et al™¥ showed that this genetic vanam modifies wdium
hesmens tasis and associates with intermediate phenotypes of sal
semitiaty and low nenin hypertenion. This may be explained by
the Fact that a defeiont alpha-addicin fynction leads to increased
tisbular sodhum reabsutption, prsdeing sodiem rtention and
imravascular volume expansion with suppresdon of plasma
remn activity.

The genetic vanance of 1 or more of these genes may ety the
incremed alt emitvity of some individeak; hemce the
imporance of their knowledge to individushze EH contrl
amd therapeutic meatmres

In addimion w ADDI TrpdTrp genotype, other varables
suwch s BMIL aleohol habis and diabetes remamed o the
eguation = mdependent risk factors of FH, Accorditg to vur
resu s, smiok ingy status appeared o be a protective factor. A kely
explanation of these apparent protective effecs of smoking on
hypertension might be related o the facr thar hypertensive
jatents am most kely to have been advised by their physicians
o qutt smaking, so that the proporton of smoking by pertensves
s lower than the proporton of nomsmoking onee MDR analyes
burther showed the interaction between ADD polymorphism,
BML and diabetes as the best maodel for FH sssmeptibiling. Since
BMI plays akey rok in devekspment of high BP and ADD1 & 1 of
the mest important tagets for salt sensitivity and expanded
plasma volume, itis not aercprising that their interaction may play
an impimant mle in the ascepnbilay oo hypertension. On the
contrary, it & now estshlshed thar maulin rebance, which
predices type 2 diabetes, ako has a mle in the development of
by pertenion. Y Indesd, hy perension and disbetes subsantially
shame common pathways such as obedry, inflammation, o xdda-
tive stres, tsulin reststance, and mental sres.

Bast models to anayze ger
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Essential hypertension is a muhifactonal diseme caued by
emvimmmental, genetic, and individical Bfestyle intemctions that
lead to the ot ufﬂ:ipuﬂm]am.r Further stindies are needed to
study gene—gene and ger it ent interactions andior the
dhvemity afmd:whln] netic and environmental chamcteritics
that lead wo the development of EH.

4.1. Study strengths and limitations

We muzst ponnt out that this is the Eritstudy done with 2 population
from Madeim Kland, a genetically homogenows and solaed
Sosthern European population, This has been especially valuable
For mappiig rare recesive disonde rs, but many resanchers belicw
ﬂli:qm“hz:uhﬁmflxmmmnphlﬁﬁnkﬂa:ﬂhﬂau
of the relatively wmiform genetic hackground of the population.
Some cultumally arh‘]gum_ﬂh- dsilated pns]‘!u]:ﬁmn}u\! A e
stmilar way of living, esting habits, and natural environment,
which reduce envimmmental varaton,™"

A significant limiaton of the stiudy & the lack of bochemical
data on plisma renin, sl intake, and salt ewmitivity, and other
oo fonznders such as stresafan ety levels and insomnia to explain
the specific physiokgical role of alpha-adducin polymo mhism n
our prpulation,

Amnother limitation 15 that hypertensives are inclsded in the
study after their dagnois and are already takoing antihyperten-
stve therapy, for ethical masone In this stisdy, only 38
hypertensive mdividieals were mot medicated, which limis the
bassline BP ssesament of mdividials with and without this
geneticvanant, [t would be very interesting to measone the impact
of gene polymonhims in relation to SEP and DBP.

5. Conclusions

In cmmary, the present stidy shows that the ADD Gly460Trp
gene polymon hism i independ ently and dgnificantly associaed
with the EH nsk amongst Madeim Bland's population.. The
knowledi of the genetic polymorphicms :uuu:ml with FH
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Essential hypertension (EH) 15 & complex and mulofactonal disease resulting from multiple environmental and
genetic factors,

Aims: Evaluste the imtersction model between genetic varimts and envimonmental nsk factors that most po-
tentiate the EH development.

Methods: We performed o case—control study with 1641 participants (mean age 50.6 8.1 vears), specifically
B4R patients with EH and 793 controls, adjusted for gender and age. Traditional risk factors, biochemical and
genetic pammeters, including the genotypic discrimination of 14 genetic variants previously associated with
EH, were investiguted, Multifactorial dimensionality reduction (MDR) software was used 1o analyee pene—
environment interactions, To validate this, a logistic regression unulysis was performed with environmental nisk
fuctors, significant genetic vanants, amd the best MDR model,

Rexults: The best model indicates that the interaction between ADDI rs49%1 6407 allele, dinbetes, and obesity
(body mass index =3} may increase spproxmately four-fold the fsk of EH (odds rato=3725; 95% confi-
dence interval: 294547115 p < 00001 1

Conclusion: This work showed that the interaction between ADDI rs4961 variant, obesity, and the presence of
dinhetes incrensed shout four times the susceptibility 1 EH onset. In these circomstances, lifestyle adjustment
und dishetes comtml should be imtensified in patients who carry the ADD | vanunt,

Keywords: Genes, ADD L, environmental risk factors, obesity, MDR softwam, disbetes

Introduction

ALSE

sxEnTIAL Hyrerrension (EH) is a complex and multi-

factorin] dizease nesulting from maltiple environmental
and genetic factors (Carretero and Oparil, 2000; Kunes and

Ficha, XA Joseph er af, 2013),

Both clinical and experimental studies kave aleady iden-
tified plausible mechanisms underying e development of
EH: increased activity of the sympathetic nervows sysem,
overactivity of the renn-mngiotensin aldosterone system,
diysfunction of the vasoular endothelium, thrombogenesis,
and impaimment of the pressure-rariunesis mechanism lead-
ing tozalt reention sndelev aled peripheral resismnce, among
wthers (Oparil er o, 2003 ). All these systems ane under strict
genetic contro ], and thisis the casse tat some individuals ame

mane susceptible to EH than others. The majonity of cornently
aydilahle knowledge has greatly benefited by mapping the
genes responsible for Mendelian forms of hyper- and hypo-
tension (Lifton er o, 3001 ) and smdying rodent models with
vanous blood pressure (BP) affecting phenotypes { Okamoto
and Aoki, 1963 Cowley, 2006). These associmtion stdies
have snccessfully identified multiple ineracting molecular
padway s et sre involved in te determinmion of asuhjec’s
BF. Consequently, penes coding for the components of tese
malecular pathways have boen targetad for the identification
of genetic varations affecting imerindividunl differences in
BPlevels {Meineral, 2004d; Tier ol , 2008). However, eaults
of a large number of assocition sudies conducted with BP
wrais have been inconsistent. Genome-wide association
studies {GWAS) have emerged as a novel alternative to

"Unidade de Ty estigacio, Hospital Dowor Melio Mendonca, Funchal, Pormugsl.
A sherstinio de (lendtica Humnama, Universidede da Madeira, Funchal, Poriugal
ALUI®  TRacalty of Medical Sciences, New University of Lishon, Lishan, Portugsl
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explome simultaneously a large mumber of genomic loci for
assnciations with a phenotypic orat This method bas shown a
great promise in detemiining common polymorphisms re-
sponsihle for several complex phenotypes like dishetes,
stoke, and comnary anery disesse (Altshaler of al ) 20081
However, GWAS have not produced clear results in respect
of hypemension-ssociated gene polymorphizms (Wellooms
Trust Case Conwol Consortivm, 2007, Levy &5 al, 2007
Ehret er ol , J008). Although it has identified numernous loci
asmciaed with BP tmits (Levy e o, 20000, they only ex-
plain asmall proportion of inenndividual BP variabiliy. The
29 Toci identified by GW AS and reported by the International
Consantium of Blood Pressure accounts for shout 1'% of BP
variation in the general population (Ehret ar o, 2011).

Knowing the universal natue of epismsis in determining
susceptibility to complex dizease, one possible way to ap-
proach these complex condifions is to examine dwe joint im-
pact of multiple genes involved in particular cellular or
physiclogical pathways along with several environmental
nisk factors underlining it. Momover, many clinical and ex-
perimental stdies have bypassed important environmenis]
faciors that can affect BP development and progression
(Fwoguang er af |, 2013,

Inthese circumstances, in complex diszases, like EH, more
than io evaluate e polymaorphisms ane by ane, it is impor-
tant to evaluate several polymorphisms togedver with envi-
ronmental Fastors,

Objective

The goal of the curment study is o evalusie the best iner-
action model between 14 zingle nuclootide polymorphisms
{SNPsz) associated to EH and several environmental risk
faciors, in predicting the sk of EH in the population of
Madesira Island (Pomugal).

Methods
5 fori

All zubjects panicipaing i the presem sty were ss-
lected from the Indernal, General, and Familiar Medicine
from our Hospiml

This study received approval from the ethics commities of
ithe Funchal Hespital Center and was performed in confor-
mity with the guidelines owlined in the Declamtion of Hel-
sinki statement Written informed consent was obtained from
each participant, including explicit permission for the DNA
andly=es and the collection of relevant clinical data

Study design

A case—oontrol study was perfonmed with acohort of 1641
individuals (306+8. 1 yearm; 49.9% malke), namely 848 po-
tiemts diagnosed with EH (mean age 50,8+ £.1; 51.8% male)
and 793 nomotensive controls {mean age of 50,3+ 8.2 479%
meale ). Cases and controls were matchod for sex and age.

EH was conzidered when patients, at the entry into this
study, were already diagnosed andfor had been on andhy-
penensive medication for more than 3 months or newly di-
agnosed hypertensives with systolic blood pressure (SEPY
diaswolic blood pressure (DEP) 2| 40V mmHg measued on
at least three oocasions Society of Hypenension—
European Society of Cardiology Guidelines Commitiee,

GTME-2017-0048-ver9-Sousa_1P.3d  08/22117 2:2Bpm Page 2
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2131 The nomotensive condmls had never been treated
with antihypertenzive medication and prezented a SBFYDEP
< 140/ mmHg.

BPF waz measured afier [0 min of resting in the right am,
using a standard Welch Allyn sphygmomanometer | phases T
through V). The averge of three readings tsken 2 min apan
was reconded (Eurmopean Society of Hypenension—European
Society of Cadinlogy Guidelines Committee, 2003).

Data collection

Datn recorded from each suhject comprized demographic,
clinical profile, and rraditional risk factors {gender, age, body
mass index [BMI), sedentary lifestyle, alcokol and smoking
habits, and diabetes).

BMI was defined as body mass divided by the square of e
body height, universally e in umits of kgim®, with
obesity defined a5 a BMI 230 (Mational Instimnies of Health,
Nmional Heam, Lung, and Blood Instinne Nonh American
Amocistion for the Smdy of Obesity, 2000}, Sedentary life-
style was considered when individuals practiced <150 min'
week of moderate activity or 73min of vigornus activity)
{The Department of Health, Government of Aostralia, 2014).
Akohol consumption was considerad & a nsk factor when
individizals comsumed T g of alcobol perweek for more than
| year. Moreover, individeals who smoked 270 cigareties
per week for more than | year were defined as “smokers""
{Jier al, 2013). Subjects were classified as being diabetic
when taking oral antidiabetic medication or nalin or if
their fasting plazma glucose was higher than 7.0mmol/L or
126 mg/dL. {Expent Commitiee on the Diagnosis and (assi-
fication of Diabewes Mellitus, 20031

Bipchemical ana lysis

Blood samples were extracted after [4-16h fasting. Bio-
chemical analyses were performed in the Central Labominry
of the Hospital, acconding to standand techniques. To deter-
mine total cdholesiem], high-density Tpo protem (HDL ), low-
densify lipoprotein, irig y cerides, and glucose, blood samples
were placed in dry tubes, centrifuged half an hour later at
3500g and subsequently quantified by an enzymatic iedh-
nigue usng 3 AL 5400 (Beckman Coulter) auto analyzer.
Biochemical markers such as lipopmiein-a, apolipoprotein B,
and high-sensitivity Creactive proein (hs-CRF) were guantified
by immunonbidmetry usng an AU 5400 (Beckman Coulier)

ic syatem. To fibrinopen, ples were placed
in & whe containing sodum citrate, and MESWTEMENS Wt
taken with an ACT. TOP Tl amomestic ambyzer,

SNP selection

SNPs wem selected either from GWAS or candidate gene
association audies for loci biclogically plausible to EH or
BP, specifically: ACE 4340, ACE rs433 ATIR 5186, AGT
00, AGT 762, ADD| %61, CYPIIBZ =I799098,
CYPITAL =11 191548, ADRPL 51801253, ADRA2 s KM2713,
GNA3 =343, ATIB] =XR147 SLOCHIAT m2303934, and
SCNNIG 5718

Entering. erienia inchided genes with a minar dlele fre-
quency { MAF) =5%. Genes in Hardy—Weinbe rg disaguilibriam
{00036, afer Bonfermni comecdon) were awnmatically
exchuded.
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Genstic analyses

Genete analyses were done ot the Homan Genetics La-
bomtory of the University of Madeima, Genomic DNA was
extractad from B0 ul of peripheral blood using a standard
phenal-chloroform method. A Taghan allelic discriminaton
assay for genotyping was perfonmed using labelad probes and
jprineers pre-established by de supplier (TagMan SKP Gen-
otyping Assays; Applied Biosystems).

Ouality check of TagMan genotyping technigue was main-
mined by the inclusion of one nontemplae control incach plate
of 36 wells Also, all SNFP TagMan assays had blind duplicaies
accounting for 20% of all samples. Same SNP genotypes were
randomly confimed by conventiona] direct DN A sequencing,
a5 [0-15% of all samples were reamplified for sequencing.

Al reactions were done on an Applied Biosysiems T300Real-
Time PR Sysiem and genotypes were delermined using the
T30 Syzem SDS Softwane ( Applied Biosysems, Foster City,
CA) withaut any prior know ledge of indvideal's clinical data

Statistical analyses

CGenotypic flrequencies were: determined from observed
connnis and compared by Chi-sguare analysis. Reprezenmtive
samples were judged by companng the genatic palymor-
phizm frequency and Hardy-Weinberg equilibrium was tes-
ted at each locus on a contingency tahle of observed versus
predicted genaty pe using the Chi-squared test

Continuous and categorical vanahles were compared between
e oo groups by the unpaired Student's r-test, Mann—Whitney,
e thee Chi-sgpuone d test when s ppropriate. A owo-tailed p vale
aof 5% was considered aatizically significant, whereas a value
of Pb (FBonfermoni divided by total number of campanisms) was
conddered significant after the Bonfiemoni comecton.

Five stafistical genetic models were tested . ramely domi-
nant, recessive, additive, muliplicative, amnd codominant.
The relative risk factor was evaluated using odds mtio (OR)
and 95% confidence interval | CT) for each madel.

Inemactions between vanants significantly sssociaed with
EH and five environmental risk factors for EH {sedentry
lifestyle, BML, diabetes, smoking, and alcohol habiz) were
analyzed by using mulifactorial dimensionality reducdon
{MDR) 3.0.2 softwame { Guy e al, 2000, Yang eral, 20151,
The best combinaton pattemn was searched on the principle
that both cross-validation consstency and test balance ac-

aumey were moaximized to evalete the inmeraction of the
genatic palymarphism with each other and with the five en-
vimnmental risk factors, in relation o EH

Totest dre validity of MDR method, we funther conduced
& classical logistic regression analysis that included the five
envirmnmental risk facinrs and the bes MDE model.

Statistical analyses were performed using the Siatistical
Package for the Social Sciences Saftware version 190 (TBM,
Armonk, WYL

Results
Characieristics of the populaton

Bascline characteristics of our populaton ae listed in Tahle |, <71

There were o significant differences beiween cases and oo
tmk in terms of age and sex. When compared with controls,
patients with EH had higher aleohol consumption {(p=0008),
BME { p= 00001 ), ohesity { p<00001), dabetes | p<00001),
SBP{ p<0.0001), DBP { p 0.0001 ), and heart rate{ g (L0001 )
{Table 1. Controls had more smoking habis in relation to hy-
penensive sibjects, with smiistical significance ( p <0001}

Biochemical apalysis of the population is shown in Table 2. 4T2
Compamtvely to contrals, hypenensive patients had signifi-
cantly higher levels of hemaglobin {p<0.0001), leucocyies
{=0.0001), Abinogen {<0.0001), glucoe (<0.0001), miglye
erides (= (0001, apolipopratein B {p<0.0001), and he-(RP
{=<0.0001 ). On the other hand, HDL chalesterol showed higher
values in comtrals, with 4 p<0.0001 (TaHe 2.

Genefc polymorpiusms and EH msk

Rizk prediction of 14 polymorphizms relaed to EH was
ev aluated under five genetic models of inherimnce. Tahle 3 73
shows the msults obtained from the best genetic model for
each SNP. ATl variants were in Handy—Weinberg aguilibriom
(Table 31 However, SLOAAZ ra2303034 was excluded due
its low MAF (3.2) (Tabk 3). The remaining 13 genetic var-
iants were included for furdver analysic,

Only two showed a stfstically significant increase in
EH risk {p<0.06), namely, the ADD 1 rsd96] variam in de
recessive model (OR=2.370; 5% CTL: 1. 13595, p=0.0l8)
and the GNP3 =543 varant in the dominant model (OR=
1275, 965% (O: 1{H2-1.559, p=0.015 (Table 31 Additionally,
the ACE rs4343 was marginally significant being at the

Tapre 1. Baseriwe CHARACTERISIES OF THE Pomsianon

Varighles Toral {n=11adl) Hypertansives (n=5848) Comtrods {n=793) p Vialie
Age, years S.6+E.1 S08+R1 SN3ILRD 0212
Male sex, i (%) B19 (49.9) 439 (518) IR0 (47.9) e
Sedentary life, (%) BRT (34.1) 476 (56.1) 411 (51.8) 0080
Aleohal, n (%) 627 38.7) 350 (41.3) 277 (26.6) 0008
Smalking, x (%) 375 (22.9) 164 {193} 211 {26.6) 00001
BMI, kg/m® T T+49 252 .2k 4 =00 |
O sity, 1 (%) 441 (265 326 (384) 115 (14.5) <01
Dighetes, n (%) 169 (10.3) 134 (158) 35 (4.4) <001
SBEP, mmHg 1344 £20.4 147.24 189 I07+108 <0000 1
DBEF, mmHg B2 9L1+117T TIALTT <0001
Heart mte, bpm TLIEILE Til: IX2 TIx1L2 <{D0 1

Sisastically signitican for p<005.

BMIL bady o meen; SBP, sysiolic hlood présicre; DAP, dizgolic bood pressune; hpm, besis per mimie.
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Tapre 2. BocHEsicAL CHARACTERISTICS OF THE Popuiamion
Variables Toral {n= I641) Hypertensives {n= 848} Comrroli (n=793) p Value
Hemaoglobin, g/dl. 143 (9.6-18.2) 144 9.6-18.2) 14.2 (10.1-17.6) <0001
Flatelets, 1077l 20 (23-664) 233 (23-6064) 22T (63-544) 0,206
Leucocytes, 107/l a4 ([Z.1-18) 66 {29-18) 6.2 {21-166) ). 0001
Fibrinogen, ma/dl 362 {179.2-874) 371 (179.2-874) 355.3 (224-6RE) <0001
Glucose, mgdL OF (66-364) 98 (T0-360) o3 (663640 <0001
Lipoprotein (a), mg/dl 163 {0.6-236) L 66 {0.6-236) 16.2 (0.8-198.2) 0,730
Chalesterol, mg/dL 207 (107-370) INRS (115344 206 { 107-370) 0.193
HDL. 48 (17.2-111.7 460 (17.2-103) 49 (2081117 <0001
LDL, mg/dl. 131 (37.7-260) 131 (37.7-269) 131 (42-2600 0,944
Triglycenides, mg/dL 11D (2 1-1098) 119 {29-1(08) OO {21-6RR) <0001
Apolipoprotein B, mefdl. 104 {3.9-737) 10646 §5.1-205) 997 {319-237) ). 0001
hs-CRP, mg/dl. 022 {0.01-18.51) 025 i0.02-13.1) 019 (D0]-1851) <0001

Binchemacal vanahles are presented by e s {msim - oo om um ).

Statutically sagnalicani for p<{005,

HIL, high-density hpoprotein; LOL, low deasity ipoproiem; ha- CRP, hgh-semativily C-reacive proein

theshold of significance { p= 0.053) with mn OR of 1,148 (95%
CT; 0.999-1.321 ) (Table 31

Gene—environment interacions and the EH rgk

MDR software was employed o analyze the interaction be-
rween the three mendoned varans (ADD] w4961, GNB3
5443, and ACE rsd 343) and five nongenstic nsk factors for EH
(sedentary lifestyle, obesity, dishetes, smoking, and aleohal
heabits) {Tahle 4). The beat sssociation maodel e haded disbetes,
obesity, and ADD] 4% polymorphism, which showed a
maximal testing accuracy of 0638 and a crossvalidation con-
sistency of 10 ow of [0 (Table 4). These results indicae that
ADDI 54961 interacts with diabetes and obesity in a synergistic
way witha 3. 725-fold greater risk of EH (Table 4 ). Conse quendy
thiz mede] was chnsen s the overall hea MOR model, which

was significant at a level of 00002, indcating overal] 4 betier
performance by 2 out of 1000 permarstions and was thus un-
likely wnder e mall hypothesis of null sssoction.

To test the validity of the MDR method, we funher con-
ducied a logistic megression analyss that combined the two
individually s gnificant polymaorphismars496] and md 343, the
confiunding factors (sedentary lifestyle, smoking, and alcobol
habitz), and the best intermction MDR mode]{ diabetes, obesity,
and ADD | rs4961) (Table 51 The results confirmed that the 4TS5
interacfion between diabeles, obesity, and ADDI md961
showed a significant association of 10-fold increased EH risk
(95% CI: 2.336-43184; p=0.002) (Tahle 5. Fenhemone,
zedentary lifesty e and akeohol preseneed a risk for EHof 1.229
and 1 39, respectively, with statistical significance | p<005).
Smoking appeared with a proective effect for EH{OR=0615
95% CT0.485-0.780; p<Q0ODDL).

Tapce 3. Rizk Prepcmios oF Fourtees Pocymorrasys ReLaten 1o Essesmia. HyreRTesson
1w Our Porvraton (v= 16410, SeLecTen From THE Best GERETc MoDEL oF INHERITANCE

MAF p Valie
Gene SNP Chr Position  Cases  Conrrals OR® (95% CI) p Valee (%1 HW
ACE I'Dy 54340 I7  6L565892 65.7 628 1137 (D9BS-1312F Q079 343 0.110
ACE 1350 A/G 4343 17T GIABRETO 584 351 LI148 (09901 321F 0053° 416 0721
AGT TM(TI74M) =476 I B3Oyl - 307 206 198 (094115257 0,143 307 0790
AGT M/T {MI35T) b0 1 BDTI0ME 435 421 LT (0809-1373F 0291° 435 0.766
ATIR A/C 3186 3 148742201 248 0 10A (00001 33 l)‘f 0.366° M8 0097
CYPIIB2CIT mITO000R B L4201R1B4 555 555 0927 (OT24-LIRTE OS4E 445 0823
CYPI7AL TIC mLI191548 10 103086421 107 103 LIS0(0473-2704)° 07577 107 0.629
ADDI GT 54961 4 2004980 163 147 2379 1'[.[].1-'—&1.‘?1!5)’L 00187 163 0.550
GN3 CT S E] 12 6E45TIL 407 33 LITS(LMI-1559)) 0018 407 0140
ADRpl R/G (R380G) mIB0I253 1D 114045297 307 206  LOBO(0R97-1322° 0387 307 0.213
ADR[D R/G (RI6G) mI042713 5 148826877 558 578 (925(0B05-1062¢ 0.268° 442 0716
SCNNIG AG s5T1E 16 23182544 568 337 LI {0.‘?%—I.«1-’?8)'f 0187 432 0014
SLCAA2 CIT m23030W T IS0TETSD 32 28 LIGB(0T60-LTIS) Q467 32 Q021
ATP2B1 MG mIGEI4TI 12 BOGISIE2 153 151 0780 (043314051 0407° 153 0745

*OR from the hest model
"Multplicative madel
kit ve mndel.

DR, odkls ratio; SNP, angle nuckoade polymerphasm; Chr, chromesiome; MAF,

<04 after Bondemom comection ; CL conlidencs interval.

mmor allele frequency ; HW, Handy -Wanbery udng
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Tasce 4. Best Mopers 1o ANaLyzE GENE-ENVIRONMENT INTERACTIONS
BY MurniFactomal DMessiowaLTy REpucnos

Trazining Testing

Balaneal Training Training e Texting Testing v
Besr muodel ATy addy Fario p-valie  gooiracy andhil§ Fabrice powalie  consistency
Ohesity 0.620 1682 28554.748)  <0.0001 0620 6RI(LTIT-T200) 00005 110
Disbetes, obesity 0.635 31726 (2.936-4.728) <0.0001 0635 3T726(1R23-T614) 00002 110
Dishetes obesity: 0638 3735 (R0454.TI <0000 0638 3715 (1LB42-T535) 00002 1vin

ADDI*
3552 (3. 105-5.0300  <0.0001 0628 34674 LT04-T035) 0000 &1

Digbates, obesity;
i |

*Crveral] hest combination model with highed s=ining balanced s couracy, highes! tedime sccurscy, and best OV consisency.

OV, croas validation

Because ohesity appeared to be an important risk factor
for EH development in our MDR analysiz, we have furtier
done a crossover analysis (Table 6) and a strarified analysis
{Table 7) to imvestigate whether the obesity or ADDI md961
mepresented the greatest effect on the EH nsk.

Results showed that both obesity and the TT genotype
of ADDI rsd486] greatly increased the susceptibility o hy-
pertension, bt obesity seems to have the major effiect
(OR =5.936 va. OR=21638) (Tahle 6).

I the stratified analysis, results showsd that on obese in-
dividials, the ADD] m4961 TT genotype had no significan
assaciation with EH { p=0.544). On the other hand, the TT
penntype showed a sgrificant increase i EH risk in pon-
ohese individuals (OR=2648, 93% CI: LI125-6236;
p=0.021), indicating that the risk for this polymaorphism is
greater when the persan is nonobese {Table 7). The effect of
ohesity s moch stronger fan the existence of he ADDIL
variant: however, an interacion beiween the two variahles
synergistically increases the sk of EH.

Dizscussion

It is well estahlished that both genetic and envimnmental
tactors conmibate 1o the regulation and maintenance of BP.
With the beginning of #ie human genome project and the
Intemational HapMap Project, SNPs have become increas-
ingly prominent in gudies of both multifactorial and muli-
genomic discases (Kuned ad Zicha, 2009

T the presentwaork, there wene three poty momphic variamts,
which were significantly msociated w EH individually—
mAGG6], m53, and 54343, this last on the threshald of

significance. ADD rsd96] was selected in the theee-factor
made] along with obesity and diabetes as the best association
made]l to predict EH. The four-facior model that included
obesity, diabees, ADDI rsd96], and ACE r«4343 was also
selected but had a slightly lower testing balanced accumcy
and a wedk crmoss-validation consistency.

The ADDI GGI4T palymorphism (m4061) resulis in the
amin acid substtution of glycine by tryptophan (Gly460Trp),
which is reponed to be sssociated with a salt-sensitive fiorm
of hypertension. Cusi efal (1927) found significant linkage
of the alpha-adducin locus to EH ( p=0.0003) and greater
sensitivity to changes in sodiom balsnce among patiems
with the mutant allele, suggesting that alphs-adducin is as-
socigied with a salt-sensitive form of EH (Cusi et al |, 1997),
However, epidemiological studies have shown that the
contriboton of ADDI Glyd 60Trp mutation to kypertension
varies among different ethnic groups. A positive association
af this genetic variant with EH has been confimmed in-some
studies (Tamaki er al, 1908, Barlassing eral, 2000; Ju eral,
003 L eral, 20120, bt not inothers {Lason erall, 2000;
Wi er al., 2010).

Asfar as we know, thisstody is the firstattempt to establizh
the interastion between polymaorphic varnans associated with
EH amnd several environmental risk factors, in the suscepti-
bility i develop EH, in acobortof Southem European ongije.
The interaction between ADD | polymaorphism and non ge-
meiic risk factors, swch as obesity and diabetes was identified
a8 the overall optimum synergigic mosde] by using 4 prom-
ising dats minin g analytical method, MDR This method has
been successfully applied to dateat high-onder gene—gene and
genc—environment interaction (Guy ef ol J010L

Taste 5. Lociste ReGrEssion Axavyss with Mormeacromar Dimerssioranrty REpocmos
Best Moper anp ConFoumnoms. VARIABLES

Variabies B SE Wald df Oy rario (93% 7] p Value

Smoking —0.487 0:121 16105 I 0615 (04850, TRD) <000 |

Sedentary life 01206 0.101 4. 190 I 1229 {1.009-1.497) LT

Aleohal 0.3 o104 9957 1 1390 (1. 1331, 705) LT

ADD] {GT + TT) = Diabetes 2307 0744 a6l I L0 (2.336-43.184) LTl
Wes)= Obesty (Yes)

Comstam —L08] 008G L 1] 9x: 345

Forwand Wald method (SPES ws. 190 with all vanshles soymg m the medel.

Saatigtically signilicand for p<@0.05.
B, hets coefliciem; SE, standand ermr; df, deprees of fresdom,




TabLg 6, CrossovEr AMarvas BETween OrpesiTY
arn ADD] GeEwoTyPEs

Dbesity ADDI Cases Controls  OR (95% C1) p Value

No oo 373 W2 - —
GT 133 178 0986 (0759-1.261) 0913
T 16 § 2ES(LIT-6A20) 0022

Yeu oo o T8 LTI (2R19-5044)  <OUNNT
ar 94 35 A543 (230-5W7) <Ok
T 9 2 SWE{LITE-TTAIS) G0

Stmistically significant for p <005,
“0R and povalues cbtzned by the genotype frecuency nung the
ADDT G0 geootype a refénincs minong the nonobese individm k.

Such best imteraction cannaot be overlooked becanse in
ohezity there are a variety of endocrine, genetic, and mets-
bolic mechanisms linked to each other that include insulin
resistance, hypernsulinemia increased serum aldosterone
levels, sali sensitivity, and expanded plasma volume with
increased peripheral vascular resistance, which can lead to
EH. Since BMI represents the internal metabolic and phoysi-
ological envirmnment that plays akey mle in the development
of high BP(Feng et al, 2012), and ADD] 14961 is ane of the
mast important targets for sak sensitivity and expanded
plasma volume, it is pot surprizing that their interacion may
play an important mle in e susceptibility to hypertension.
However, the exact pathophysiological mechanisms that
contribute to this assocision reguire funther stdy.

On the other hand, it is now esmblished that insulin re-
sistance, which predictz type 2 disbetes, also kas a mole in the
development of hyperension (Sowers, 2004, Conen #f af,
20073, Indeed, by perension and diabetes substantially shane
common pathways, such as obesity, inRammation, oxidative
stress, and insulin resistance.

In owr case-control stidy, diabetes, obesity, aleohol eon-
sumption, and ADD] TT genotype wene confinned as inde-
pendent risk factors for EH by multivariate logistic regression.
Curiously, smoking hahit= appear io be a protector facior, A
likely explmation of these apparent prowctive effects of
smoking on hyperiension might be relaed to the faxt tha
physicians had likely advised their hypeniensive patients to
quit ameoking , <0 tat the proportion of smoking hyperensives
is lower than the propartion of norsmoking ones.

Further research on gene—gene and gene—envimnment
imteraction with well-designed studics conmining large
sample size and mukiple genetic poly morphisms and envi-
ronmental fsk faciors are needed to provide more precise
evidence for the Esue.

Tame 7. STRATIFIED ANALYSIS WITH THE INTERACTION
Berween Oeesmy avp ADD 1 Gexorypes

Chberity ADIN  Caves Comtroly OR{HE%C1) 1 Vabie

Mo L& s] 73 4
OaT 133 1T 264K (L125-6236 0021

™ 16 L]

Yes e e] 23 TR
OorT 94 35 Lol (D32]-7536 0546

9 2

OR 2l p-valnes obtamed by the recesd ve mode] (TT v GG+0T),
Srstissically signilicant for p <005
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Strength and kimiations

One limimtion of the study was that only 13 polymar-
phisms of relevant genss for EH were myalyzed, and it s of
added imerest to explore other candidate genes within dif-
ferent metabolic axes and other emerged from GWAS with
yei unknown pathophysiological mechanizms.

Other limitation to the approach is that MDR method
does not have a way to adjust for covanate effects, such as
age, gender, aleohol, and smoking states, an often neces -
sary step to obtain an wneonfoamded SNP interactions
oumcome. For this reason, we wsed a second logistic re-
gression with the MDR best model adjusted for con-
founded variables and s0 we wene able to confirm the
independence of this interaction.

A strength of our study was the specificity of our popu-
lation, which is supposed to be a genetically homoge neous
Southem European Cacasian population {Brehm er al,
2003: Gongalves er al, 2005). The use of genetically izolaed
populations has been particularly v aluable for mapping e
recessive disorders, or maore complex disorders due @ oa
relatively unifarm genstic background of the populations
{ Kristiansson er al, 2008 Some culturally and genetically
isolated populations have a more similar way of living,
cating habits, and nataral environment tha meduces onvi-
ronmental vanation | Jorde and Wooding, 2004).

Conclusion

Acconding 1o our findings, the evolotion i EH may acm-
ally be affected by the interaction of ADDI =4961 . chesity,
and type 2 dishetes in our population. In patients carrying this
palymarphism, involved insalt handling, it will be of utmos:
importance the madification of lifestyle.
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POLIMORFISMOS GENETICOS ASSOCIADOS AO APARECIMENTO DE
HIPERTENSAO ARTERIAL NUMA POPULAGAO PORTUGUESA

Introdugdo: A Hipertensdo Arterial € uma doenga complexa, multifatorial,
controlada por fatores genéticos e ambientais.

Objetivo: Avaliar se um conjunto de variantes genéticas especificas sao fatores
de suscetibilidade para a hipertensdo numa populagdo portuguesa e avaliar a
sua interac¢cao com os factores de risco tradicionais.

Métodos: Estudo caso-controlo com 1712 individuos, idade média de 51,0 £ 7,9
anos (860 hipertensos e 852 controlos). Avaliaram-se os fatores tradicionais,
bioquimicos e as variantes genéticas: ACE 1/D rs4340, ACE A2350G rs4343,
AGT T174M rs4762, AGT M235T rs699, AGTR1 A1166C rs5186, CYP11B2 C-
344T rs1799998, ADRB2 R16G rs1042713, ADD1 G460W rs4961, SCNN1G G-
173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 AIG rs2681472, CYP17A1 T/C
rs11191548 e SLC4A2 C/T rs2303934. Calculamos o risco de cada gene para a
hipertensao, pelos modelos dominante, recessivo, co-dominante e multiplicativo.
Através da regressao logistica, avaliamos as variaveis associadas a hipertensao.
Elaboraram-se curvas ROC com os fatores tradicionais e posteriormente
adicionando as variantes genéticas associadas com hipertensdo. Analisamos os
dados através do SPSS for Windows 19.0 e MedCalc vs. 13.3.3.0.

Resultados: As variantes genéticas ADD1 rs4961, GNB3 rs5443, ACE rs4340
e ACE rs4343 associaram-se a hipertensdo. A curva ROC com os factores
tradicionais e estas variantes mostrou um incremento na capacidade preditiva de
hipertensao (p=0,018).

Conclusoées: No nosso estudo os polimorfismos associados a hipertenséo,
estdo ligados ao eixo renina-angiotensina-aldosterona (ACE rs4340 e rs4343),
bem como a gestdo de sal e agua (ADD1 rs4961, GNB3 rs5443). A analise
multivariada detectou interacdo significativa entre as variantes ADD1, GNB3 e

os fatores tradicionais na capacidade preditiva de hipertenséo.

Palavras-chave: Polimorfismos genéticos; Hipertensao Arterial; Factores de

risco tradicionais; estudo caso — controlo



Abstract

Introduction: Arterial Hypertension is a complex, multifactorial disease,
controlled by genetic and environmental factors.

Objective: Evaluate whether a set of specific genetic variants are susceptibility
factors for hypertension in a Portuguese population and evaluate its interaction
with traditional risk factors.

Methods: Case-control study with 1712 individuals, mean age of 51.0 £ 7.9 years
(860 hypertensive patients and 852 controls). Biochemical and traditional risk
factors, and genetic variants were evaluated: ACE I/D rs4340, ACE A2350G
rs4343, AGT T174M rs4762, AGT M235T rs699, AGTR1 A1166C rs5186,
CYP11B2 C-344T rs1799998, ADRB2 R16G rs1042713, ADD1 G460W rs4961,
SCNN1G G-173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 AIG rs2681472,
CYP17A1 T/C rs11191548 and SLC4A2 C/T rs2303934. The risk of each gene
for hypertension was estimated by the dominant, recessive, co-dominant and
multiplicative models. By logistic regression, variables associated with
hypertension were evaluated. ROC curves were first performed with traditional
risk factors and then adding the genetic variants associated with hypertension.
Data were analyzed by SPSS for Windows 19.0 and MedCalc V. 13.3.3.0.
Results: The genetic variants ADD1 rs4961, GNB3 rs5443, ACE rs4340, ACE
rs4343 were associated with hypertension. ROC curve with traditional risk factors
and these variants showed an increase in the predictive capacity of hypertension
(p =0.018).

Conclusions: In our study, the hypertension-associated polymorphisms are
linked to the renin-angiotensin-aldosterone axis (ACE rs4340 and rs4343), as
well as to salt and water management (ADD1 rs4961, GNB3 rs5443). Multivariate
analysis showed significant interaction between the ADD1, GNB3 and traditional

risk factors in the predictive capacity of hypertension.

Introducao



A Hipertensao Arterial (HTA) € um importante problema de saude publica que
afeta mais de 1 bilido de pessoas em todo o mundo, sendo um fator de risco para
enfarte do miocardio, acidente vascular cerebral e doenca renal crénica. ' Na
populagdo adulta portuguesa, a sua prevaléncia global é de 42%, sendo de
44,4% nos homens e de 40,2% nas mulheres.?

O principal obstaculo para a compreensao dos mecanismos patogénicos da HTA
humana, decorre da complexidade e heterogeneidade da doenga. De fato,
embora no nivel clinico o quadro parega bastante uniforme, uma variedade de
fatores poligénicos e ambientais poderdo estar envolvidos na sua génese.® A
maioria dos fatores ambientais que influenciam a pressao arterial foi ja
identificada*®, mas os fatores genéticos sdo pouco conhecidos. Varios estudos
confirmam a natureza multigénica da pressao arterial em geral®’ e da HTA
essencial em particular®. Estima-se que os fatores genéticos sejam responsaveis
por cerca de 30% da variagdo tensional em varias populagdes.®

Com o aparecimento dos estudos de associagdao gendémica em larga escala
(GWAS), muitos se tém dedicado a HTA essencial. Em 2009, dois estudos de
GWAS, cada um com mais de 25.000 individuos de ascendéncia europeia,
identificaram 13 loci associados a Presséo Arterial Sistdlica (PAS), Diastolica
(PAD) e HTA.'%" Um outro estudo feito numa populagio afro-americana,
evidenciou associagdes entre varios genes e a PAS.'? Mais recentemente, em
2011 s&o relatados pelo Consoércio Internacional de Presséo Arterial (ICBP), 29
variantes genéticas independentes, identificadas pelo GWAS que influenciam a
PA em pessoas de ascendéncia europeia.’?

A identificacdo de genes candidatos que medeiam a suscetibilidade para a HTA,
continua a ser objeto de estudo, principalmente utilizando estudos de associagao
em seres humanos, mas também utilizando estudos fisiolégicos e
farmacolégicos de intervencdo em modelos animais e em estirpes
geneticamente modificadas. Sendo assim novas abordagens genéticas,
avangam no sentido da compreensao e estudo dos genes que codificam os
componentes das vias bioldgicas, fisioldgicas e fungdes celulares da HTA.1°
Foram incluidos no presente estudo, polimorfismos genéticos de loci

biologicamente plausiveis para HTA, nomeadamente: a enzima conversora de



angiotensina (ACE) 1/ID ref snp (rs) 4340; ACE A2350G rs4343; o
angiotensinogénio (AGT) T174M rs4762; AGT M235T rs699 ; o receptor da
angiotensina Il tipo 1 (AGTR1) A1166C rs5186 ; o citocromo P450 membro 2 da
familia 11, subfamilia B (CYP11B2) C-344T rs1799998; o citocromo P450
membro 1 da familia 17, subfamilia A (CYP17A1) T/C rs11191548; o receptor

adrenérgico beta 2 (ADRB2) R16G rs1042713; a alfa-aducina 1 (ADD1) G460W

rs4961; o canal de sodio epitelial 1, subunidade gama (SCNN1G) G-173A
rs5718 ; a proteina G, subunidade beta 3 (GNB3) C825T rs5443;
ATPase de Transporte de Calcio da Membrana Plasmatica (ATP2B1) A/G
rs2681472 e a familia portadora do soluto 4, membro 2 (SLC4A2) C/T rs2303934.

O objetivo do presente estudo foi avaliar se estes polimorfismos genéticos séo
factores de susceptibilidade para o aparecimento de HTA Essencial numa
populagdo portuguesa. Procurou-se investigar também se ha interaccdo
significativa entre as variantes genéticas e os fatores de risco tradicionais (FRT)

na capacidade de predizer o risco de HTA.

Material e Métodos

Populagao do Estudo

O estudo foi realizado no Arquipélago da Madeira (Portugal), cuja populagao é
de cerca de 300.000 habitantes. Todos os participantes incluidos no estudo sao
de raga Caucasiana, naturais do Arquipélago da Madeira, sendo os seus
progenitores na 12 e 22 geragdes igualmente Caucasianos e nascidos neste
arquipélago.

Este estudo foi aprovado pela Comissao de Etica do Hospital Central do Funchal
e conduzido de acordo com a Declaragdo de Helsinquia. O consentimento
informado de cada participante foi obtido por escrito, com permissao explicita
para as analises bioquimicas e de ADN bem como para a colheita de dados
clinicos relevantes.

Fizemos um estudo caso-controlo com 1712 individuos com média de idade de
51,0 £ 7,9 anos, sendo 51% do género masculino Constituimos dois grupos, um



com 860 individuos hipertensos (idade média 51,4 + 8; 53,3% do género
masculino) e outro com 852 controlos (idade média 50,7 + 7,7; 48,7% do género
masculino). Os casos foram seleccionados consecutivamente durante um
periodo de 3 anos a medida que recorriam a consulta com o seu médico
assistente. Os controlos também foram seleccionados por uma amostragem
aleatdria dos ficheiros clinicos da consulta de Medicina Geral e Familiar. Os
controlos foram ajustados com os casos em termos de sexo e idade.

Dos 860 hipertensos, 38 (4,4%) nao faziam qualquer tipo de terapéutica

hipertensiva.

Definicao de Hipertensao Arterial

A HTA foi considerada quando os pacientes, a entrada do estudo, ja estavam
diagnosticados e/ou tinham medicagéo anti-hipertensiva ha pelo menos 3 meses
ou quando diagnosticados com PAS/PAD 2140/90 mmHg medido em pelo
menos 3 ocasides.'

Os controlos normotensos nunca tinham sido tratados com medicacédo anti-
hipertensiva e apresentaram PAS/PAD <140/90 mmHg.

A pressao arterial foi medida, apdés 10 minutos de repouso, no bracgo direito,
posi¢ao de sentado, usando um esfigmomanometro Welch Allyn padréo (fases |
a V). Registou-se a média de trés leituras obtidas com 2 min de intervalo.'
Excluiram-se do estudo os individuos com hipertensdo secundaria, insuficiéncia
de 6rgaos multiplos, disturbios mentais, doencga inflamatoria cronica, gravidas ou
doentes medicados para outras patologias com farmacos que pudessem afetar

a pressao arterial.

Recolha de dados

Na primeira consulta, todos os participantes responderam a um questionario
padronizado feito pelo médico assistente com referéncia a idade, sexo, estilo de
vida, tabagismo, consumo de alcool e terapéutica medicamentosa. A altura foi
medida em centimetros e obtido o peso em quilogramas. Calculamos o indice de
massa corporal (IMC), utilizando a formula (IMC=Peso, kg/Altura, m?). A

obesidade foi definida como IMC> 30 kg/m?.1®



O diagnéstico de diabetes mellitus foi verificado quando os pacientes tinham uma
historia de diabetes confirmada e/ou cumpriam terapéutica para esta condi¢cao
clinica ou quando o seu nivel de glicose em jejum excedia os 126 mg/dL ou
quando a hemoglobina glicosilada A1C era superior a 6,5%. 16

Considerou-se o sedentarismo quando os individuos nao praticavam pelo menos
150 minutos por semana de atividade fisica moderadamente vigorosa.'”
Considerou-se o tabagismo e os habitos etilicos quando os individuos tinham
estes habitos a data de entrada do estudo. O tabagismo foi categorizado
consoante o numero de cigarros consumidos por dia (<10; 10-20; >20). Os

habitos etilicos foram quantificados consoante as gramas/dia ingeridas.

Analise bioquimica

As analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério Central do Hospital, de
acordo com as técnicas usuais.

As amostras de sangue foram extraidas apos 14-16 horas de jejum e o plasma
foi preparado para a quantificagcdo dos perfis bioldgicos. As concentragdes
plasmaticas de glicose, colesterol total, triglicéridos, colesterol das lipoproteinas
de alta densidade (HDL-C) e colesterol das lipoproteinas de baixa densidade
(LDL-C) foram medidas utilizando métodos padronizados no Laboratoério Central

do Hospital.

Analise genética

Extraimos o ADN gendmico das células leucocitarias do sangue periférico
usando o método padrdo de relargagem. A genotipagem foi realizada em placas
oticas de 96 pocgos, com recurso a técnica TagMan (Applied Biosystems/Life
Technologies/ThermoFisher Scientific), conforme as especificacbes do
fornecedor: ACE I/ID rs4340  (polimorfismo Alu  substituido  no
ensaio TagMan pelo SNP rs4341, C_ 29403047 _10, com o qual se encontra em
estrito  desequilibrio de ligagdo alélica), ACE A2350G rs4343
(C__11942562_20), AGT T174M rs4762 (C__ 1985480 20), AGT M235T rs699
(C__ 1985481 20), AGTR1 A1166C rs5186 (C__ 3187716_10), CYP11B2 C-
344T  rs1799998 (C__ 8896484 _10), ADRB2 R16G  rs1042713
(C__ 2084764 _20), ADD1 G460W rs4961 (C__11764545 20), SCNN1G G-



173A rs5718 (C___ 894888_10), GNB3 C825T rs5443 (C__ 2184734_10),
ATP2B1 AIG rs2681472 (C__16057071_10), CYP17A1 TI/C rs11191548
(C__31979323 10) e SLC4A2 CI/T rs2303934 (C__15972981_20). Os
oligonucledtidos foram sintetizados e os marcadores fluorogénicos FAM e VIC
acoplados as extremidades 5’ das sondas de modo a alcangar a discriminagcao
alélica. A reacgédo de polimerizagdo em 2 passos consistiu em 40 ciclos de
desnaturacdo a 92°C durante 15 segundos e de hibridizagado/extensédo a 60°C
durante 1 minuto. Apds a amplificacdo no aparelho ABI Prism 7300 Real-Time
PCR System (Applied Biosystems/Life Technologies/ThermoFisher Scientific),
os resultados foram analisados com recurso ao7300 System Sequence
Detection Software (SDS) (Applied Biosystems/ Life Technologies/ThermoFisher
Scientific), com a respectiva atribuicio de gendtipos, sem qualquer
conhecimento prévio dos dados clinicos individuais. O controlo de qualidade as
técnicas de genotipagem fez-se com a inclusao de um non-template control
(NTC) em cada placa de 96 pogos. Somente foram consideradas para posterior
analise as amplificacbes cujo NTC nao ultrapassou a linha cut-off de
amplificagao. Efetuaram-se  duplicados cegos para todos o©s
ensaios TagMan utilizando cerca de 20% do total de amostras. A genotipagem
foi ainda confirmada por sequenciacao direta de 10% das amostras para todos
0os SNPs. Os resultados foram replicativos e tiveram uma correspondéncia na
ordem dos 95-99% em relacdo a técnica TagMane/ou ao primeiro

ensaio TagMan.

Anidlise estatistica

As variaveis continuas foram expressas pela média + desvio padrédo nas
variaveis de distribuicdo normalizada, ou, se tal ndo aconteceu pela mediana
(minimo - maximo). Para comparar estas variaveis entre casos e controlos foi
utilizado o teste t de Student para amostras independentes ou Mann-Whitney
(conforme apropriado). As variaveis categoricas foram apresentadas através da
frequéncia e percentagem e comparadas pelo teste Qui-quadrado.

O equilibrio de Hardy-Weinberg para os gendtipos dentro de cada locus foi

calculado através do teste Qui-quadrado e considerou-se em equilibrio os genes



que apresentavam valor p menor que 0,05/14=0,004, apdés a correccao de
Bonferroni.

Na analise multivariada, para verificar quais as variaveis associadas
independentemente com a HTA, fizémos uma regressédo logistica em que
entraram os os FRT: obesidade, diabetes, habitos tabagicos e alcodlicos,
sedentarismo assim como as variantes genéticas que, na analise univariada, se
associaram de forma significativa com a HTA: ADD1rs4961, GNB3 rs5443, ACE
rs4340 e ACE rs4343. Para a selecao da ordem de entrada das variaveis no
modelo foi usado o método Forward Wald.

Para avaliar a capacidade preditiva para a HTA, elaboramos curvas ROC
(receiver operating characteristic) e calculo das respectivas AUC (Area Under
the Curve) inicialmente s6 com os FRT, e posteriormente adicionando as
variantes ADD1 rs4961, GNB3 rs5443, ACE rs4340 e ACE rs4343 aos FRT. As
duas curvas foram comparadas pelo teste Delong. Fizémos a calibragao dos
modelos pelo teste de Hosmer Lemeshow.

Analisamos os dados estatisticos recorrendo ao SPSS (Statistical Package for
the Social Sciences Software version 19.0) (IBM, Armonk, NY, USA) e ao
software MedCalc vs. 13.3.3.0.

O limiar de significancia foi de p<0,05. Todas as analises foram bilaterais.

Resultados

Caracteristicas gerais da populagao estudada

A populacao estudada foi composta por 860 casos com HTA, com idade média
de 51,4 + 8 (53.3% sexo masculino), e 852 controlos sem HTA), com idade média
de 50,7 + 7,7 (48,7% sexo masculino).

As caracteristicas basais da nossa amostra sdo apresentadas na Tabela 1. O
sexo e a idade foram semelhantes nos dois grupos pelo ajustamento das
populagdes de acordo com a metodologia do estudo. Comparando o grupo dos
casos com o dos controlos (Tabela 1), houve uma diferenga significativa em
relacdo as seguintes variaveis que apresentaram valores médios mais elevados
no grupo dos hipertensos em relagdo aos controlos: sedentarismo (p=0,018),
habitos etilicos (p=0,019), diabetes (p<0,0001), obesidade (p<0,0001), IMC



(p<0,0001), PAS (p<0,0001), PAD (p<0,0001) e frequéncia cardiaca (p=0,001).

Em relagc&do ao tabagismo, verificdamos uma maior percentagem no grupo dos

controlos em relagdo aos hipertensos e com significancia estatistica (p=0,001),

com exceg¢ao dos individuos que fumavam mais de 20 cigarros por dia. A

percentagem de ex-fumadores mostrou ser superior nos individuos com

hipertensao (p<0,0001).

Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo

Variaveis '[otal Hipe:tensos Con_trolos Valor p
(n=1712) (n=860) (n=852)
Idade (anos) 5179 51,4%8 50,7+7,7 0,069
Sexo masculino, n (%) 873 (51) 458 (53,3) 415 (48,7) 0,060
Sedentarismo, n (%) 915 (53,4) 484 (56,3) 431 (50,6) 0,018
Habitos etilicos, n (%) 634 (37) 342 (39,8) 292 (34,3) 0,019
Habitos etilicos, gr/dia 0(17-425) 0(17,3-425) 0 (14,3 -212,5) <0,0001
Tabagismo, n (%) 392 (22,9) 169 (19,7) 223 (26,2) 0,001
1 a 10 cig/dia, n (%) 144 (37,4) 59 (35,1) 85 (39,2)
10 a 20 cig/dia, n (%) 120 (31,2) 42 (25) 78 (35,9) 0,004
>20 cig/dia, n (%) 121 (31,4) 67 (39,9) 54 (24,9)
Ex-fumadores, n (%) 178 (10,4) 126 (14,7) 52 (6,1) <0,0001
Diabetes, n (%) 203 (11,9) 163 (19) 40 (4,7) <0,0001
Diabéticos medicados, n (%) 188 (92,6) 160 (98,2) 25 (62,5) <0,0001
Obesidade, n (%) 457 (26,7) 330 (38,4) 127 (14,9) <0,0001
IMC (kg/m?) 27,748 29,1+5.2 26,2*4 <0,0001
PAS (mmHg) 1341+20,5 147,5%19 120,7 £ 11 <0,0001
PAD (mmHg) 84,2+ 122 91%+11,9 77,279 <0,0001
FC (bat./min.) 72+11,7 72,9+ 12,2 71111 0,001

IMC — Indice de massa corporal; PAS — Press3o arterial sistolica; PAD — Presséo arterial
diastélica; FC - Frequéncia cardiaca; bat./min. - batimentos/minuto; Valores continuos

expressos pela média £ desvio padrao exceto os “habitos etilicos” que estao representados
pela mediana (Percentil 75 - maximo); Valores significativos para p<0,05.




Em relacdo as variaveis bioquimicas (Tabela 2), houve uma diferenga
significativa entre ambos os grupos relativamente a hemoglobina, leucdcitos,
triglicerideos, glicose em jejum e proteina C reativa de alta sensibilidade (PCR
as) que apresentaram valores médios mais elevados no grupo dos hipertensos
em relagéo aos controlos (p<0,0001). Os niveis de HDL foram mais baixos nos
hipertensos do que nos controlos (p<0,0001). Em relagao ao colesterol total, LDL

e plaquetas n&o houve diferenga significativa entre os dois grupos (p>0.05).

Tabela 2: Caracteristicas bioquimicas dos participantes do estudo

Variaveis Total Hipertensos Controlos Valor
(n=1712) (n=860) (n=852) P

Hemoglobina (g/dl) 14,2 (9,6-18,2) 14,4 (9,6-18,2) 14,2 (10,1-17,6) <0,0001
Plaquetas (10%/pl) 229 (23-664) 233 (23-664) 228 (65-544) 0,099
Leucécitos (10%/pl) 6,4 (2,1-16,6) 6,7 (2,9-14,8) 6,3 (2,1-16,6) <0,0001

Colesterol (mg/dl) 206 (100-370) 206,5 (100-346) 206 (107-370) 0,776
HDL-C (mg/dl) 48 (17,2-111,7) 47 (17,2-104) 49,0 (20,8-111,7) <0,0001
LDL-C (mg/dl) 129 (37,7-269) 128,4 (37,7-269) 130 (42-260) 0,082

Triglicéridos (mg/dl) 111 (21-1098) 122,5 (29-1098) 100 (21-688) <0,0001
PCR-as (mg/dl) 0,22 (0,01-19,62) 0,23 (0,02-19,62) 0,2 (0,01-18,51) <0,0001
Glicose (mg/dl) 96 (66-364) 99 (70-360) 94 (66-364) <0,0001

HDL-C — colesterol das lipoproteinas de alta densidade; LDL-C — colesterol das lipoproteinas
de baixa densidade; PCR-as — Proteina C reactiva-alta sensibilidade; Valores apresentados
pela mediana (minimo - maximo); Valores significativos para p<0,05.

Variantes genéticas que se associaram com o aparecimento de HTA
Avaliamos as 13 variantes genéticas, mas apenas 4 mostraram associagdo com
o aparecimento de HTA (Tabela 3). Nomeadamente, os polimorfismos da: alfa-
aducina ADD1 rs4961 nos modelos recessivo (p=0,003) e co-dominante
(p=0,004); os da subunidade B3 da Proteina G (GNB3 rs5443) nos modelos
dominante (p=0,004) e multiplicativo (p=0,044); os da enzima de conversao da
angiotensina (ACE rs4340) nos modelos recessivo (p=0,032) e multiplicativo
(p=0,025) e co-dominante (p=0,059) e os da ACE rs4343 nos modelos recessivo
(p=0,036), multiplicativo (p=0,023) e co-dominante (p=0,028).



Tabela 3: Variantes genéticas que se associaram com o aparecimento de
hipertensao arterial

Genes Casos Controlos Modelos
(n=860) (n=852) Dominante Recessivo | Multiplicativo | Co-dominante
ACE il | 110(12,8) | 128 (15) 1,205 1,233 1,173 1,327
rs4340 ID | 368 (42,8) | 389 (45,7) | (0,916-1,586) | (1,018-1,495) | (1,020-1,348) | (0,989-1,780)
DD | 382 (44,4) | 335 (39,3) p=0,182 p=0,032 p=0,025 p=0,059
ACE AA | 143 (16,6) | 167 (19,6) 1,222 1,244 1,170 1,369
rs4343 AG | 424 (49,3) | 435 (51,1) | (0,955-1,564) | (1,015-1,526) | (1,022-1,340) | (1,035-1,811)
GG | 293 (34,1) | 250 (29,3) p=0,110 p=0,036 p=0,023 p=0,028
ADD1 GG | 600 (69,8) | 617 (72,4) 1,138 2,763 1,202 2,805
rs4961 GT 230 (26,7) | 224 (26,3) | (0,923-1,402) | (1,376-5,551) | (0,999-1,446) | (1,393-5,647)
TT [ 30(3,5) 11 (1,3) p=0,226 p=0,003 p=0,051 p=0,004
GNB3 CC | 286 (33,3) | 341 (40) 1,339 0,998 1,152 1,201
rs5443 CT | 440 (51,2) | 378 (44,4) | (1,100-1,631) | (0,769-1,296) | (1,004-1,321) | (0,902-1,600)
TT | 134 (15,6) | 133 (15,6) p=0,004 p=0,987 p=0,044 p=0,210

ACE — Enzima Conversora de Angiotensina; ADD1 — alfa-aducina 1; GNB3 - subunidade B3 da
proteina G.

Posteriormente, fizemos uma analise de regresséo logistica (Tabela 4) com as 4

variaveis genéticas que, na analise univariada, se associaram a HTA e com os

FRT como a obesidade, diabetes, habitos tabagicos e etilicos e sedentarismo.

As variaveis que permaneceram na equacao e que se associam de forma

significativa e independente com o aparecimento de HTA foram: obesidade
(p<0,0001), diabetes (p<0,0001), habitos etilicos (p=0,013) e o gendtipo WW do
gene ADD1 (p=0,013) e o CT do GNB3 (p=0,010).
Os habitos tabagicos surgem na equagéo como variavel protetora em relagéo ao
aparecimento de HTA (p=0,001).




Tabela 4: Analise de regressao logistica* para predi¢cao da doenga hipertensiva

Variaveis B S.E. Wald df Odds ratio (IC 95%) Valor p
Tabagismo -0,413 0,125 10,959 1 0,662 (0,518 — 0,845) 0,001
Habitos

etilicos

Obesidade 1,144 0,122 87,372 1 3,138 (2,469 — 3,989) <0,0001
Diabetes 1,256 0,193 42,265 1 3,510 (2,404 — 5,126) <0,0001

0,267 0,108 6,171 1 1,306 (1,058 — 1,613) 0,013

ADD1 - e 6,252 2 0,044
GW 0,047 0,117 0,163 1 1,048 (0,834 —1,317) 0,687
ww 0,927 0,372 6,214 1 2,527 (1,219 — 5,239) 0,013
GNB3 - 7,027 2 e 0,030
CT 0,292 0,113 6,673 1 1,339 (1,073 — 1,671) 0,010
T 0,249 0,155 2,682 1 1,283 (0,947 —1,739) 0,108
Constante -0,620 0,106 34,269 1 0,538 <0,0001

*Método Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que sairam da equagdo as seguintes variaveis:
sedentarismo; genes ACE 4340 e rs4343. B — Coeficiente de Beta; S.E. — Standard error; df —
degrees of freedom; IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0.05.

Elaboramos uma curva ROC e calculamos a AUC primeiramente com os FRT e,
posteriormente, adicionamos os polimorfismos genéticos que, na analise
univariada, se associaram com a HTA (Fig. 1). Verificamos que a adigdo dos 2
polimorfismos genéticos (ADD1 e GNB3) aos FRT acrescentou um valor
preditivo (AUC) de 0,668 para 0,681, com significado estatistico de acordo com
o Delong test (p=0,018).
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Discussao

Os nossos resultados mostram que as variantes genéticas ADD1 rs4961, GNB3
rs5443, ACE rs4340, ACE rs4343 sao factores de susceptibilidade para a HTA
na nossa populagéo.

Duas dessas variantes, ACE rs4340 e rs4343, interferem no Sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) que tem um importante papel na regulagéao da
press3o arterial, por regular a hemodinamica renal e a volemia.'®Assim, os genes
que codificam os componentes do SRAA s&o candidatos naturais ao
desenvolvimento e progressdo da HTA.™®

O gene ACE localiza-se no cromossoma 17923 e a sua variante ACE (rs4340),
um polimorfismo de inser¢ao/delecéo (I/D) de uma sequéncia Alu de cerca de
287 pb no intrdo 16, tem sido extensamente utilizado como marcador genético.
20 A enzima conversora da angiotensina (ACE) tem um papel chave na geragao
da angiotensina Il e degradagdo da bradicinina e através destas, afeta a
morfologia e a reatividade da parede vascular, assim como a fungéo renal. Os
niveis plasmaticos individuais da ACE na populacdo normal sao reproduziveis e
estaveis, havendo no entanto uma ampla variabilidade inter-individual. O

polimorfismo do gene ACE |/D rs4340 modula fortemente o nivel de ACE



plasmatica?’??2, sendo que cerca de metade dessa variabilidade pode ser
explicada por este polimorfismo.23 Alguns estudos descreveram o alelo D como
fator de risco para HTA em varias populagdes.?*25 Numa amostra constituida por
3095 participantes do Framingham Heart Study, foi verificada uma associagéo
do gendtipo DD com aumento da PAD em homens, mas ndo em mulheres.?®
Num outro estudo populacional, o locus da ACE foi associado a PAD e a presséao
arterial média em adolescentes, com idade média de 15 anos.?” Numa meta-
analise Zang et al.?® reportou que o genodtipo DD do polimorfismo ACE |/D
associou-se com a hipertensdo com um risco de 1,61 e através de modelos
genéticos dominantes, recessivos e aditivos, também foram encontradas
associagbes positivas.?®. No entanto, outros estudos ndo comprovam esta
associagdo.2%-31

Assim, o presente estudo reforga, numa populagdo portuguesa, o conceito de
que o gendtipo DD da ACE se associa, de forma significativa, com a HTA. O
Odds Ratio encontrado foi, no entanto, relativamente baixo, na ordem de 1,2, o
que sugere uma influéncia isolada relativamente modesta e pode explicar que
noutros estudos, nomeadamente com amostras de dimensao inferior, esta
diferenca nao atinja a significancia.

Um outro polimorfismo do gene ACE (rs4343), uma substituicdo A/G na base
2350 do exdo 17 (A2350G) foi estudado por Zhu et al®?> numa amostra
populacional da Nigéria com 1343 individuos. Neste estudo, este polimorfismo
associou-se a uma maior concentracdo de ACE plasmatica e a pressao
sanguinea.?? Saeed et al.3® também concluiu que o gendtipo ACE GG estava
associado com o aparecimento de HTA (OR=1,06-3,07; p=0,02). Mas outros
estudos apresentaram resultados inconclusivos34. Na nossa populacgéo,
confirmamos a importancia do polimorfismo da ACE A2350G na HTA. Numa
meta-andlise com 1699 casos e 1274 controlos, Niu et al. 3%, comparou o alelo
2350G com o alelo 2350A, concluindo que este conferiu um efeito protetor em
relacéo a hipertensdo (OR=0,81, IC 95% 0,56 - 1,18; p=0,28). Também concluiu
que o alelo ACE 2350A, conferia uma reducdo significativa do risco de
hipertensdo nos mugulmanos do Golfo Arabico e do Paquistdo e um risco
elevado de HTA na populagéo Chinesa Han 35.

O gene da alfa-aducina ADD1 localizado no cromossoma 4p16.3 apresenta uma

variante missense (rs4961) que consiste na substituigdo de uma glicina pelo



triptofano (G460W) que tem sido associada com o aumento da suscetibilidade
de desenvolver Hipertens&o,3-4° embora com resultados contraditorios.*!-43 A
aducina é uma proteina heterodimérica do citoesqueleto, presente em muitos
tecidos, com subunidades a, B e y envolvidas no contacto célula a célula,
transporte de ides da membrana celular e transducdo de sinal. E uma das
proteinas que regulam a actividade da Na+/K+-ATPase membranar.*445 A
variante genética ADD1 460W, leva a alteragdo da actina e tém demonstrado
influenciar a expressao superficial e a velocidade maxima da Na+/K+-ATPase e
subsequentemente uma mais rapida reabsorcdo de Na+ tubular renal € a um
aumento da pressdo sanguinea.*® No presente trabalho, os polimorfismos da
alfa-aducina, quer no modelo recessivo, quer no co-dominante, associaram-se a
um risco importante de HTA, com um OR de 2,8. Numa populacdo conhecida
por ter elevado consumo de sal, faz sentido que estes polimorfismos possam ter
impacto na reabsorgao de Na*, e, consequentemente, no desenvolvimento de
HTA. Varios investigadores descreveram uma associagao do polimorfismo do
gene GNB3 (rs5443) com a HTA,*7-% mas outros estudos n&o confirmam este
resultado.’'%2 O gene GNB3, esta localizado no cromossoma 12p13.5 O
polimorfismo GNB3 rs5443 resulta dum splicing alternativo do exao 9 que elimina
41 aminoacidos na proteina, associando-se assim a expressdo de uma nova
variante truncada (G3-s) que se correlaciona com a ativagdo da proteina G.%
Esta variante truncada é uma proteina funcional mas confere uma ativacao
aumentada das proteinas G, facilitando a sinalizag&o intracelular.5* Além do que,
uma atividade aumentada da proteina G, aumenta a troca dos ides de Na+/H+ e
associa-se a maiores niveis plasmaticos de Na+ e menores de potassio. Isto
evidencia o papel dessas proteinas na patogénese da HTA.% O trabalho que
apresentamos revela uma influéncia modesta destes polimorfismos no
aparecimento da HTA, significativo nos modelos dominante e multiplicativo, com
riscos na ordem de 1,2 a 1,4.

Adicionalmente, os nossos resultados mostram que, apds analise de regressao
logistica, as variaveis que permaneceram na equacgao, demonstrando estarem
associadas ao aparecimento de HTA de forma significativa e independente,
foram a obesidade OR=3,138 (p<0.0001), habitos etilicos OR=1,306 (p=0,013),
diabetes OR=3,510 (p<0.0001) e os gendtipos WW da ADD1 rs4961 OR=2,527,
(p=0,013) e 0 CT do GNB3 rs5443 com OR=1,339 (p=0,010).



Curiosamente, os habitos tabagicos aparecem como um fator protetor, ou seja,
os individuos hipertensos apresentam uma menor percentagem de habitos
tabagicos ativos em relacdo aos controlos (19.7% vs. 26.2%; p= 0,001).
Analisando a cessagao tabagica, verificou-se uma maior percentagem nos
hipertensos (14,7 vs. 6,1; p<0,0001), o que nos leva a crer que, este resultado
aparentemente paradoxal, possa ser explicado pela modificacdo de
comportamento dos doentes hipertensos por intervengdo médica.

Apods elaboragao da curva ROC e calculo das AUC inicialmente s6 com os FRT
e posteriormente adicionando as variantes ADD1 rs4961, GNB3 rs5443, ACE
rs4340 e rs4343 aos FRT, verificamos ter havido um incremento no valor
preditivo de HTA, relativamente ao existente s6 com os FRT, com significado
estatistico (p= 0,018).

Estes resultados sugerem que a HTA é uma doenga multifatorial, causada por
fatores ambientais, genéticos e estilos de vida que interagem entre si e levam ao

aparecimento desta patologia.

Pontos fortes e limitagoes do estudo

O presente estudo é o primeiro caso-controlo feito na populacéo da llha da
Madeira, uma populagdo portuguesa, geneticamente homogénea®-® e
relativamente isolada, em que se investiga a associagao de variantes genéticas
anteriormente relacionadas por estudos de ligagcao génica ou por GWAS, com a
suscetibilidade para a HTA essencial.

Esta populagdo, com as caracteristicas citadas, representa uma mais valia para
0 mapeamento de disturbios raros e além disso, segundo varios investigadores,
o estudo de populagdes culturalmente e geneticamente isoladas que apresentam
um estilo de vida, habitos alimentares e ambiente natural idénticos, pode reduzir
a variagdo ambiental.%®

No entanto o nosso estudo avalia um numero limitado de variantes genéticas
associadas a HTA. A inclusdo de mais variantes genéticas poderéao reforgar ou

acrescentar novos resultados.



Conclusoes

Este estudo mostrou haver uma interagdo significativa entre as variantes
genéticas ADD1rs4961, GNB3 rs5443 e os fatores de risco tradicionais de HTA,
como o tabaco, alcool, obesidade e diabetes, na capacidade preditiva de HTA.
O presente estudo destaca a complexidade da HTA e demonstra a importancia
da interagao entre fatores comportamentais e fatores genéticos no aparecimento
da HTA.
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Exmao 5r Editor-Chefe da
Revista Portuguesza de Cardiologia

Estamos a submeter a Revista Portuguesa de Cardiologia um manuscrito intitulado <A
variante genética CB25Tda subunidade B3 da proteina G associa-se com a Hipertensao
Arterial numa Populag3o Portuguesa” para possivel avaliacao.

0 nosso estudo € um estudo de caso-controlo e teve como principal objetivo avaliar a
associacdo do polimorfismo da Proteina G (GMB3 CB25T, rs5443), com o aparecimento
de Hipertensao Arterial (HTA), numa populagao portuguesa do Arguipglago da llha da
Madeira.

0= nossos resultados mostraram que o polimorfismo da subunidade B3 da Proteina G
CB25T esta associado, de forma significativa e independente, com o aparecimento HTA
na nossa populacdo.

Dado a HTA ser uma patologia multifactorial resultante de factores ambientaiz e
genéticos e das suas interagdes, o conhecimento dos polimorfismos genéticos que se
associam ao seu aparecimento tem suma importancia.

Este € o primeiro estudo a ser publicado sobre o polimorfismo do gene GME3 CB25T &
a sua associacao com a HTA, na populagio da [lha da Madeira. O facto deste estudo ter
sido feito na Ilha da Madeira, com uma populacio homogénea e isolada, pode ser uma
mais valia para o0 mapeamento genético de distirbios raros, além do que, segundo
varios pesguisadores, o estudo de populagdes culturalmente e geneticamente izoladas
gue apresentam um modo de vida, habitos alimentares e ambiente natural idénticos,
pode reduzir a variacdo ambiental.

O conhecimento genético & das suas associagdes, podem ser a base para descobertas
farmacoldgicas importantes para a terapéutica da HTA e de muitas outras doengas.
Além disso, confirmamos que todos os autores aprovaram este manuscrito e estdo

cientes de sua submiss3o 3 Revista Portuguesa de Cardiologia.

Q autor correspondente
Ana Célia Sousa
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Resumo

Introducio: A Hipertensio Arterial € um importante problema de Sadde Piblica, afectando 25% da
populacdo adulta mundial. Factores genéticos & ambientais contribuem para a sua patogénese. O
polimorfismo CB25T da subunidade B3 da Proteina G (rs5443) favorece a producdo de uma variante
alternativa, truncada, que facilita a sinalizag3o intracelular, podendo interferir na regulacao da
Pressao Arterial. Esta variante genética tem sido descrita como factor de risco para a Hipertensao,
com resultados controversos.

Objectivos: O objectivo deste estudao foi avaliar a associacdo do polimorfismo C825T do gene GHNE3
com o aparecimento de Hipertens3o Arterial, numa Populac3o Portuguesa do Arquipélago da
Madeira.

Métodos: Com uma amostra de 1641 individuos (idade média de 50,6+8,1 anos), fizemos um
estudo caso-controfo com 848 individuos com Hipertens3o Arterial & 793 controlos, ajustados em
termos de sexo e idade. Todos os participantes colheram sangue para analises bioguimicas e foram
genotipados para o polimarfismo CB25T. Foi feita a analise de regress3o logistica para ver quais as
variaveis que se relacionam com o aparecimento de Hipertensao. A analise dos dados foi feita
através da utilizacdo do software estatistico SPSS, vers3o 19.0. Usamos como limiar de significancia
o valor de p=<0,05.

Resultados: Mo nosso estudo, encontramos associac3o significativa entre o polimorfismo C825Te o
aparecimento de Hipertensdo (Odds Ratio= 1.275; 95% IC (1.042 - 1.55%); p = 0.018) no modelo
dominante, apds analise multivariada.

Conclusdo: Concluimos que o palimorfismao C825T da subnidade £3 da Proteina G estd associado,
de forma significativa e independente, com o aparecimento hipertens3o na nossa populacio.

Palavras-chave: Estudo caso-controlo; Hipertens3o Arterial; Polimorfismos; Proteina G; GMB3




Abstract

Arterial Hypertension is an important public health problem, affecting about 25% of the world's
adult population. Genetic and emvironmental factors contribute to its pathogenesis.

The polymorphism of the B3 subunit of the G protein (C825T, rs5443) favors the production of an
alternative, truncated variant that enables intracellular signaling and may interfere with the
regulation of blood pressure. This genetic variant has been described as a risk factor for arterial
hypertension, with controversial results.

Objective: The objective of this study was to evaluate the association of the CA25T polymarphism
of the GNE3 gene, with the appearance of Arterial Hypertension in a Portuguese population from
Madeira Archipelago.

Methods: A case-control study with 1641 Caucasian individuals (mean age of 50.6 = 8.1 years) was
performed with 848 subjects with EH and 793 controls. All participants collected blood for
biochemical and genetic analysis, including the genotyping of the GMBE3 CB25T polyrmorphism. A
logistic regression analysis was performed to verify which variables were significantly associated EH
onset. Statistical analyses were performed using SP5S version 19.0 and p-values were statistically
significant for p<0.05_

Results: In our study. we found a significant association between the polymorphism C825T of the
GMB3 gene and the appearance of EH (Odds Ratio= 1.275; 95% €] (1,042 - 1,559); p = 0,018) in the
dominant model, after multivariate anafysis.

Conclusion: With our results, we conclude that the polymorphism CB25T of the B3 Subunit of the G
Protein is associated, in a significant and independent way, with the appearance of EH in our
population.

Keywords: Case-control study; Arterial Hypertension; G Protein; Polymorphisms; GNB3
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INTRODUCAD

A Hipertens3o arterial {HTA) & um importante problema de sadde plblica, afectando cerca de 25%
populac3o adulta mundial®. E um factor de risco de doenca Cardiovascular e de progressao para
insuficiéncia renal, independentemente de outros factores de risco vascular™®, Na Populaci3o adulta
portuguesa, a sua prevaléncia global € de cerca de 42% (44,4% nos homens e 40,2% nas mulheres)*.
Mas dltimas décadas, muitos estudos tém sido feitos no sentido de esclarecer qual o contributo
genética no desenvalvimento da HTA. Sahe-se que cerca de 20-40% da variacdo da pressao arterial
é determinada geneticamente™, Mo entanto, a genética molecular da HTA ainda permanece pouco
esclarecida.

As proteinas G e seus receptores tém um papel crucial na sobrevivéncia celular. Estas proteinas
fazem parte duma superfamilia de proteinas que, no estado inactivo, encontram-se acopladas a
receptores da membrana celular. Quando activadas, por estimulos adequados, gracas a
propriedades funcionais e estruturais, migram pelo citosol activando miltiplos efetores, como
sejam enzimas, canais idnicos, hormonas, neurotransmissores, quimiccinas e factores autécrinos e
paracrings’ consumando a transmiss3o de sinais. Este € um processo de activacio dos eventos
intracelulares por estimulos externos.

A transducdo de estimulos externos em sinais intracelulares € comprovadamente um dos factores
de grande importancia para a perpetuacio das caracteristicas viaveis na escala evolutiva. Tendao em
vizta o seu papel abrangente, a deficiéncia da express3o ou formas alteradas destas importantes
proteinas podem levar a distirbios metabolicos globais ou restritos. Doencas humanas, incluindo
endocrinas, neoplasias e cardiovasculares, s3o reconhecidas actualmente como conseguéncia, em

parte, do comprometimento da expressao ou funcio das proteinas G2
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As proteinas G tém uma estrutura heterotrimeérica, composta por 3 subunidades denominadas alfa
{a), beta (B) e gama (y), codificadas por genes distintos. A subunidade alfa (o) € a mais
caracteristica de cada proteina G e € esta subunidade que interage com o receptor, ligando-se ao
GTP e regula os sistemas efetores®. As subunidades f e y est3o associadas por ligagdes nao
covalentes e, quando se encontram ligadas 3 subunidade o, configuram o estado inactivo da
Proteina G'° O dimero B e y. para além de servir para ancorar a subunidade a. também tém
influéncia em processos celulares especificos'™"™ e pode modular a actividade de determinados
efetores™, Devido ao seu papel crucial na funcdo de muitos tipos de células, as anormalidades
genéticas nas subunidades das proteinas G tém o potencial de estarem envolvidas na etiologia de
uma vasta gama de situagdes clinicas.

O polimorfismo genético da subunidade B3 da Proteina G {C825T) re5443, situa-se no exdo 10 do
gene GNB3, e apresenta substituic3o da citosina (C) pela timidina (T) no nucledtido 825, o que induz
3 formacdo dum «splicings alternativo dentro do ex3o 2, no qual os nucledtidos 498-620 sao
eliminados**Y, Como resultado os aminoacidos 167 a 197 est3o ausentes na proteina codificada
(designada GB3-5). Esta variante truncada «splices - GBE3-5 € uma proteina funcional que confere
uma activacdo aumentada das proteinas G, facilitando a sinalizacdo intracelular™ . Esta variante
genética foi descrita como associada a virias patologias, nomeadamente HTAM ST pheasidade™,
depressan™ e doengas cardiovasculares™. Em outros estudos, no entanto, n3o se demonstrou a
associacdo desta variante genética com a HTA™,

Havendo estudos gue confirmam e outros que rejeitam a ligacdo do polimorfismo da subunidade
B3 da Proteina G CB25T e a HTA, justifica-se avaliar a sua eventual associacdo numa populacio

portuguesa.
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OBJECTIVO

Avaliar 3 eventual associacdo do polimorfismo CB25T da Proteina G (GMB3, rs5443), com o

aparecimento de HTA, numa Populagio Portuguesa do Arquipélago da Madeira.

METODOS

Protocolo do estudo e aprovacdo etica:

Este estudo foi aprovado pela Comiss3o de Ftica do Hospital Central do Funchal e realizado de
acordo com as orientagdes apresentadas na Declaragdo de Helsinguia. O consentimento informado
por escrito foi obtido de cada participante, incluindo permissdo explicita para as analises de ADM e

a coleta de dados clinicos relevantes.

Populacdo do Estudo:

Este estudo foi feito no Arquipélago da Madeira - Partugal, cuja populacdo € de cerca de 300.000
habitantes. Os individuos participantes no estudo 530 de raga caucasiana, naturais do Arguipélago
da Madeira e os seus progenitores (1% e 2 geracio) s3o tambérn nascidos neste arguipélago e da
mesma raca. Procuramos desta forma, gue esta populacdo de individuos fosse geneticamente
homogénea e representasse assim uma populagdo da Europa do Sul.

Com uma amaostra de 1641 individuos com idade média 50.6+8.1, 848 (49.9%) eram do génera
masculino, seleccionados sequencialmente das consultas de Medicina Geral e Familiar e da

Consulta de Medicina Interna do Hospital Central do Funchal.
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Constituimos dois grupos, com a nossa amostra, consocante tinham ou n3o Hipertensio Arterial,
procurando que ndo houvesse diferencas significativas entre ambos os grupos em termos de sexo e

idade.

Hipertensao Arterial:

A Hipertens3o Arterial foi considerada quando os individuos 3 entrada no estudo ja estavam
diagnosticados e/ou cumpriam medicagdo anti-hipertensiva ha mais de 3 meses ou ainda eram
hipertensos recém-diagnosticados com Press3o Arterial Sistdlica (PAS) efou Press3o Arterial
Diastolica (PAD) =140/90 mmHg, avaliada em pelo menos 3 ocasides?”,

Foram excluidos todos os individuos com hipertens3o secundaria, tais como hiperaldosteronismao
primario ou doenca renal clinicamente relevante € os que receberam medicagdo para outras
indicacdes gue pode afectar a press3o arterial.

Os controlos, normotensos nunca tinham feito medicagdo anti-hipertensiva € apresentavam PAS/
PAD <140/20 mmHEg.

Foi avaliada a press3o arterial a todos os individuos, apos 10 min de repouso, em posigao sentada,
no brago direito utilizando um esfigmomandmetro Welch Aliyn padrao (fases | a V) e foi registada a

media de 3 leituras feitas com intervalo de 2 min™.

Recolha de dados:

Todos os participantes responderam a um guestionario padronizado em relagdo a idade, sexo,
estila de vida, tabagismo, consumo de alcool & terapéutica medicamentosa.

Foram avaliados, em todos os participantes, a altura em centimetros & o peso em kilogramas e

calculado o indice de Massa Corparal (IMC) utilizado a formula (kg / m?)E.
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A Diabetes foi definida por um nivel de glicose em jejum 2126 mg / dl e fou um nivel de glicose
=200 mg / dl e / ou uma histaria de tratamento para diabetes™.

Sedentarismo fol definido guando os individuos no praticavam pelo menos 150 minutos/ semana
de actividade fisica moderada a vigorosa®.

A obesidade foi definida com um indice de massa corporal {IMC)> 30 kg/m#®.

Considerou-se fumadores agueles que 3 data da entrada no estudo tinham habitos tabagicos e

alcoolismo quando tinham habitos alcodlicos 3 entrada do estudo.

Andlise bioguimica:

As amostras de sangue foram extraidas apos 14-16 horas de jejum e o plasma foi preparado para a
quantificacio dos perfis biolagicos. As analises bioguimicas foram realizadas no Laboratario Central
do Hospital, de acordo com as técnicas usuais.

Para determinar o colesterol total, HDL, LDL, triglicéridos e glucose, as amostras de sangue foram
colocadas emn tubos secos, centrifugadas durante meia hora a 3500 g e posteriormente
guantificadas por uma técnica enzimatica utilizando um analisador automatico “AU 54007
{Beckman Coulter). Os marcadores bioquimicos de risco: lipoproteina (3), apoliproteina B e a
Proteina C reactiva de alta sensibilidade (PCR-as) foram guantificados por um aparelho automatico
“al) 5400" (Beckman Coulter) pela técnica de Imunoturbidimetria. Em relagdo ao Fibrinogénio a
colheita também foi feita com o doente em jejum, para um tubo com citrato de sadio, utilizando-se

um analisador automatico "ACL TOP 700",

Andlise genética do polimorfisme C825T do gene GNB3:

0 ADM genomico foi extraido das células leucocitarias do sangue periférico usando o método de

“salting-out”. A analize genotipica foi efectuada uzando sondas oligonuclectidicas marcadas com
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fluorescéncia especifica para cada um dos alelos num ensaio que combina a técnica convencionada
de PCR e a técnica TagMan (Applied Biosystems). Os “primers" e as sondas foram as pré-
estabelecidas pelo fornecedor (TagMan SMP Genotyping Assays, Applied Biosystems) para o
polimorfismo C825T do gene GMNB3 (rs5443), os oligonucledtidos foram sintetizados e os
marcadores fluorogénicos FAM e VIC acoplados as extremidades 5° das sondas de modo a alcangar
a discriminagao alélica. A reaccdo de polimerizagio em 2 passos consistia em 40 ciclos de
desnaturacdo a 22°C durante 15 segundos e de "primer annealing” e extensao a 60°C durante 1
minuto e foi efectuada num aparelho 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Os
genotipos foram determinados recorrendo ao 7300 System SDS Software (Applied Biosystems) sem

gualguer conhecimento prévio dos dados clinicos individuais (Figura 1).

Andlise estatistica:

As variaveis categdricas s3o apresentadas pela frequéncia e a sua respectiva percentagem, usando
o teste de gui-guadrado. As variaveis continuas 30 expressas com 3 media + desvio padrao ou
mediana (minimo — maximo). Para comparar as varidgveis continuas foram usados os testes t de
Student ou o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, conforme apropriado.

0 equilibric de Hardy-Weinberg foi calculado para cada um dos genes usando o teste de qui-
quadrado. Um valor de p inferior a 5% foi considerado estatisticamente significativo, enquanto o
valor Pb (p dividido pelo nimero total de comparagoes) foi considerado apas a correcgao de
Bonferroni.

Para determinar, por analise multivariada, quais as varidveis associadas ao aparecimento de HTA,

foi elaborada uma regressao logistica usando o método Forward Wald.
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Os dados estatisticos foram analisados usando o software estatistico SPSS {Statistical Package for

the Social Sciences) versdo 19.0. Usamos como limiar de significancia o valor de p<0.05.

RESULTADOS

Caracteristicas dos participantes do estudo:

A populacdo estudada € composta por 1641 individuos, sendo 848 casos com HTA, com idade
media de 50,8281, sendo 51.8% do sexo masculino, e 793 controlos sem HTA, com idade media de
50 3+8,2 (47,9% do sexo masculing). As variaveis género e idade foram ajustadas entre os grupos.
Apresentamos as caracteristicas basais dos participantes do estudo na Tabela 1. Comparando o
grupo dos casos com o dos controlos, verifica-se que houve diferenca significativa em relagao as
seguintes variaveis: consumo de alcool (p=0,008). IMC (p=<0,0001). Obesidade (p=0.0001), Diabetes
(p=0,0001), Dislipidémia (p<0,0001), Pressio Arterial Sistdlica (p<0,0001), Pressaoc Arterial
Diastolica (p<0,0001) e Frequéncia cardiaca (p<0,001} gue eram mais frequentes ou apresentaram
valores médios mais elevados no grupo dos hipertensos em relacdo aos controlos.

Constatou-s2 também haver uma maior percentagem de fumadores no grupo dos controlos em

relacio ao grupo dos hipertensos e com significancia estatistica (p=0.0001).

Em relacdo as variaveis biogquimicas (Tabela 2), houve diferenca significativa entre ambos os grupos
em relacdo 3 Hemoglobina (p<0,0001), Leucocitos (p<0,0001), Fibrinogénio (p<0.0001), HDL-
Colesterol (p<0.0001), Triglicerideos (p<0,0001), Apolipoproteina B (p<0,0001), Glicose em jejum
(p=0,0001) e PCR (as) (p<0,0001} que também apresentaram valores médios mais elevados no
grupo dos hipertensos em relagio aos controlos. Em relagio 3z varidveis Colesterol total, LDL-

Colesterol, Lipoproteina [a) e Plaguetas nao houve diferenca significativa entre os grupos (p*0.05).
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Frequéncias alelicas e genotipicas do polimerfismo genético GNB3 CB25T e risco de HTA:

Apresentamos as frequéncias dos alelos do polimorfismo genético CB25T do gene GHE3 na Tabela
3. A frequéncia dos alelos C e T do polimorfismo GMB3 C825T na populagio total da nosza amostra
foi de 60,5% e de 39,5% respectivamente. Mo grupo dos casos e controlos seguiu a mesma
tendéncia, atingindo um valor de OR de 1.104, mas sem significancia estatistica (p=0.158) {Tabela
3.

A frequéncia de cada genotipo em ambos os grupos, casos e controlos, foi encontrada em
conformidade com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 4). O gendtipo mais frequente, no
modelo aditivo, foi o heterozigoto CT, que apresentou valores de 50,7% e 44.3% nos casos e
controlos, respectivamente, quando comparado com o gendtipe homozigoto de referéncia CC. Este
genotipo acarretou um risco maior de 1.336 (p=0.008), em relacdo ao homozigoto mutado
{OR=1.107; p=0.494) (Tabela 4).

Mo modelo dominante (Tabela 5), os individuos com genotipo (CT ou TT) tinham um maior risco de
desenvolver hipertensao arterial com um OR de 1,275 {IC 95% (1,042-1.559)) quando comparados

com o gendtipo de referéncia (CC) e com significancia estatistica (p=0,018).

Andlise de regressao logistica:

Foi feita uma analise de regress3o logistica (Tabela &), sendo que as variaveis que permaneceram
na equacao foram: diabetes, obesidade, consumo de alcool, e os gendtipos CT e TT do polimorfismo
GMB3, associando-se de forma significativa e independente ao aparecimento de HTA (Tabela ).

Os habitos tabagicos surgem na equagdo como varidvel protectora em relacio ao aparecimento de

HTA. O sedentarismo saiu da eguacdo, n3o influenciando o aparecimento de HTA [Tabela &).

10
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DISCUSSAD

Mo presente estudo, investigamos a existéncia duma associacdo entre a variante GHB3 825T da
Proteina G & a HTA, numa populagao portuguesa do Arquipélago da Madeira. Os individuos com o
modelo genético dominante, apresentaram maior risco de desenvolver HTA {Odds Ratio de 1.275
5% IC (1.042-1,559), p=0.018), mesmo apds 3 analise multivariada, com comeccdo para os
factores de confusio (Obesidade, diabetes, sedentarismo, ingestao de dlcool e habitos tabagicos).
Estes resultados demonsiram que, nesta populac3o, as variantes da Proteina G se associam a HTA
de forma independente dos factores de risco de HTA ja conhecidos, ou seja, acrescentam risco de
HTA aos factores de risco tradicionais.

ta nossa populacdo, a frequéncia encontrada para o alelo T foi de 39 5% nesta populac3o, o que
superior a relatada em outras populagdes de raga caucasiana (37,7%), =endo inferior 3 descrita para
o5 asiaticos (48.4%) e para os afro-americanos (74,3%) 5,

Oz presentes resultados, inovadores na populacao portuguesa, vao na sequéncia de alguns estudos
com resultados semelhantes.

Pela primeira vez, Siffert et al 1998" num estudo com 424 pacientes demonstrou uma associagao
significativa do polimorfismo no gene B3 da proteina G sensivel & toxina pertdssis (GME3) com a
HTA, (OR 1,79; 95% IC= 1,05 -3.05; p= 0,03) numa populacdo da Alemanha. Posteriormente, muitos
estudos a nivel mundial & em diferentes grupos étnicos, encontrararmn associagdo entre o
polimorfismo do GMB3 C825T com a HTA=15.1520 gy com a variagao da press3o arterial 333,

Adam et al. 198" em estudo realizado na raga caucasiana concluiu gue a variante GMNB3 825T da
Proteina G se associava com HTA (OR = 2,3; 95% IC= 1,7-3,3)".

Também numa populacio Egipcia encontrou-se a associaco desta variante genética com a HTA
{OR= 1.4; 95%CI (0,9-2,1)) no modelo genético dominante e que aumentava significativamente no
modelo recessivo (OR=2,3; 95% 1C [1,5-3,7)*.
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Theng H. et al™® numa meta-analise que envolveu 36.802 individuos, confirmou uma associacdo
significativa entre o polimorfismo GHB3 (CB25T) e o risco global de HTA em caucasianos e chineses,
mas essa associagao nao fol comprovada noutras populacdes asiaticas™,

Em contraponto. Guo et al. 2013%% numa meta-analise realizada. sugeriu pela analise global das
evidéncias que o alelo GMB3 825T pode ser um bom indicador de risco de hipertensao, mas no
entanto nao evidenciou nenhuma associagao com a HTA em asidticos e caucasianos?.

Varios mecanismos fisiopatologicos poderao justificar o papel importante da variante genética
GMB3 CB25T rs5443, no desenvolvimento de HTA

Siffert et al. 1998 descreve que a variante truncada «splices - GB3-5 € uma proteina funcional que
provoca uma atividade aumentada das proteinas G nos sistemas reconstituidos, promovendo
melhor sinalizacao intracelular's.

Uma pressio arterial mais elevada, deve-se ao facto duma maior sensibilidade 3s hormonas
pressores vasoactivos, aguelas gque transmitem os seus sinais atraves de proteinas GMB 3.

Este conceito &€ demonstrado em estudos in vivo, provado pelo facto dos individuos portadores da
variante genetica GNB3 825T, terem maior reactividade vascular na estimulacao de receptores al -
adrenérgicos coronarios™.

Meirhaeghe et al. 2001 avaliou a vasomotilidade das artérias coronirias em resposta 3 injeccdo
intravenosa dum farmaco vasoconstritor (metil-ergonovina), concluindo gue oz individuos
portadores de pelo menos um alelo T do GMB3 825T apresentaram maior susceptibilidade 3
vasoconstricio, em resposta 3o vasoconstritor, quando comparados com os do gendtipo sslvagem
CC. A subunidade GB3-s, que estd associada a aumento da actividade desta proteina podendo,
portanto, incrementar a actividade do al&-adrenoreceptor acoplado as proteinas G, explicando a
maior vasoconstricao observada em resposta ao farmaco vasoconstritor, em individuos com o alelo

GMB3 B25T.
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Outra hipdtese defendida por Siffert et al 1998 de que o inicio da hipertensao nos portadores do
alelo T do GMB3, podera ndo se dever 3 vasoconstrigdo aumentada por hormonas vasoconstritoras
como a noradrenalina € a angiotensina Il gue activam heterotrimeros das Proteinas G ndo sensiveis
4 toxina pertssis, mas sim resultar da proliferacdo das células musculares lisas vasculares que
levam gradualmente 3 hipertrofia vascular®s.

Realizamos na nossa populacdo uma anadlise de regress3o logistica onde foram estudadas as
variaveis de confundimento como sejam, obesidade, diabetes, habitos alcodlicos, tabagismo e o
modelo genético dominante do polimorfismo GMNE3, a fim de avaliar quais as variaveis que =ze
relacionavam de forma significativa & independente com o aparecimento da Hipertens3o Arterial. A
chesidade e a diabetes s30 varidveis que conferiram risco significativo de aparecimento de HTA
com um odds ratio de 3.270 (2555 - 4,184} p<0.0001 e 3.397 (2275 - 5.074) p<0.0001
respectivamente. O polimorfismo GMB3 também s manteve na equacdo, com odds ratio de 1,276
11,024 - 1.566) p=0,022, o que demonstra que se associa de forma significativa e independente
com O aparecimento de HTA.

Segundo os resultados do nosso estudo no grupo dos Controlos havia uma maior percentagem de
individuos com habitos tabagicos do gue no grupo dos Hipertensos (26,6% wersus 19,3%,
respectivamente). Apos a analise multivariada, os habitos tabagicos surgiram na equagao como
variavel protectora em relag3o ao aparecimento de HTA. Isto deve-se ao facto de =zer considerado
ter habitos tabagicos aquando 3 entrada do estudo, portanto os individuos que eram fumadores
activos e n3o agueles que tinham tido historia de habitos tabagicos. Salienta-se o facto dos
individuos Hipertensos, 3 entrada do estudo, ja estavam a ser seguidos em consultas médicas, em
abordagem geral do risco cardiovascular, o que tera levado a que alguns deixassern de fumar.
Sabemos que a Obesidade & também um importante factor de risco para o desenvolvimento de

HTA. Estudos transversais demonstram gue obesidade esta associada a niveis mais elevados de
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press3o arterial (PA), de ganho de peso, ao longo da vida € & um importante preditor de
desenvolvimento de HTA®®%, Virios estudos, em populagdes de virias etnias, demonstraram a
associacdo do alelo T do polimorfismo GME3 com a obesidade*™! o que pode afectar as variagoes
da pressao arterial*=+,

Cutros estudos que correlacionem a anormalidade dos complexos mecanismos transdutores a nivel
celular com outros processos patoldgicos, podem ser a base para descobertas farmacoldgicas

importantes para a terapéutica da HTA e de muitas outras doengas.

Pontos fortes do estudo:

0O presente estudo € o primeiro estudo caso-controlo feito na populagdo da llha da Madeira, uma
populagio portuguesa, geneticamente homogénea® = e relativamente isolada, em gue se investiga
a associacdo do polimorfismmo GHE3 CB25T com a susceptibilidade para a HTA

Esta populac3o, com as caracteristicas citadas, representa uma mais-valia para o mapeamento de
distirbios raros e além disso, segundo varios pesquisadores, o estudo de populagdes culturalmente
e pgeneticamente isoladas que apresentam um modo de vida, habitos alimentares & ambiente

natural idénticos, pode reduzir a variagao ambiental®”.

CONCLUSAO

Mo estudo, o polimorfismo GNB3 C825T associou-se de forma significativa € independente, com o
aparecimento Hipertensdo Arterial, numa populagdo portuguesa (Odds Ratio de 1,275 95% IC
(1,042 - 1.559), p=0,018) no modelo dominante mesmo apds analise de regressao logistica, onde

foram estudadas outras variaveis que podem também azsociar-se ao aparecimento de HTA.

14



B27
G828
(i tat]
830

832
G633

835
836
837
630
839
B4D
341
2
543

345
346

g48
B4g
850
851
852
853
B54
855
856
ao7
858
859
B60
861

5
Fa

863

C
= )

67
868
BE9
870
g7
872
B73
874
875
a76
BIT
878
879

itiy
B32
883

885

O estudo, a identificacao de genes candidatos & a compreensao da sua fung3o, contribuem para o
estabelecimento duma base molecular especifica para HTA. Serdo necessarios mais estudos com
tamanhos de amostra maiores, em diferentes populagdes para determinar se o polimorfismo GMB3

C825T desempenha um papel relevante na etiologia da HTA.
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Legendas
Figura 1: Discriminacio genotipica do polimorfismo €825T do gene GNE3 no Aparelho 7300 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems)
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Tabela 1: Caracteristicas demograficas e clinicas dos participantes do estuda

Total Hipertensos Controlos
Varidveis Valorp

(n=1541) {n=848) [n=793)
Idade, anos 50.6+8,1 50,8481 50,3382 0212
Sexo masculino, n (%) B19(49.9) 437 (51.8) 380 (47.9) 0,119
Sedentarismo, n (%) 887 (54.1) 476 (56.1) 411(518) 0.080
Alcool, n (%) 427(38.2) 3501(41.3) 277(349) 0.008
Tabagismo. n (%) 375(22.9) 164(12.3) 211 (26,6 <0,0001
IMC, kg/my? 27,7449 29245 3 26,244, <(0,0001
Obesidade, n (%) 441 (26 .9) 326(38.4) 115(145)  <0.0001
Diabetes, n (%) 169 (10,3) 134 (15.8) 35 (4.4) <0,0001
Dislipidémia; n (%) 815 (49.7) 470 (554} 345 (43,5) <0,0001
PAS, mmHg 13442704  1472+189 12074109  <0,0001
PAD, mmHg Ba.5+121 211117 TT 477 =(0,0001
Frequéncia cardiaca (bat_/min.) 72.1x118 73,1+122 710+11.2 =(0,0001

IMC - indice de massa corporal; PAD - Pressdo Arterial Diastitica; PAS - Pressdo Anterial Sistdfica; Significincia

estatistica para p-0 05




Tabela 2: Caracteristicas bioquimicas dos participantes do estudo

Total Hipertensos Controlos Valor
Variaveis
(n=1641) (n=848) {n=793) p
143 (9.6 142 (10,1- <0,000
Hemoglobina, g/dl 14.4{9.4-18.2)
18.2) 17.6) 1
229.0{23- 2270 (65
Plaguetas, 10%/pl 233,0 (23-664) 0,204
&h4) 544)
<0,000
Leucdcitos, 10%pl 44(2,1-18)  64{29-18 £.2(2,1-16.6)
1
342 (179,2- 371,0{172.2- 3553 (224- <0,000
Fibrinogénio, ma/dl
874) &74) 488) 1
<0,000
Glicose, mg/dl 95 (A6-364) 98,0 (70-360) 230 [66-364)
1
Lipoproteina (a). 16,2 (0,8~
16,3 (0,6-235) 16,6(0,6-238) 0,730
mg/dl 198.2)
Colesterol, mg/dl 207 (107-370) 208,5({115-344) 206 (107-370) 0,193
48 (17 2- 49 {20.8- <0,000
HOL-C, mg/dl 46,9 (17 2-103)
111.7) 1117} 1
131 (37.7-
LDL-C, mg/dl 131(37,7-269) 131(42-240) 0.944
269)
<0000
Triglicéridos, mg/dl 110 (21-1098} 119,0(29-1098) 99,0 (21-688)
1
Apolipoproteina B, <0000
104 (3.9-232) 106.6{5.1-205) 99.7(3.9-233)
mg/dl 1
PCR (as), mg/dl 0,2 (0-18,5) 0.2{0-13,1) 0.2 {0-18.5) <0 000




Az varidveis bioguimicas sio apresentadas pela mediana (mvnima - mdsamo); HOV-C - colesteral das lipoproteinas de
alta densidede; L -C - Colestersd das lipoproteings de bata densidade; PCR (as) - Protedng Creactiva de afta

sensibifidade; Significincia estotisticn parg p<0 05,




Tabela 3: Frequéncias alélicas do polimorfismo genético C825T do gene GNE3.

C825T Total % Casos % Controlos % OR (IC 95%) Valor p
[ 1985 60.5% 1006 59.3% ore 61.7%
1,106
T 1297 39.5% 620 40.7% 607 38.3% 0,158
(0,962-1273)
Total 3282 100% 1696 100% 1586 100%,

IC - intervaio de confianga: OR - Odds ratio: significincia estetiztica para p=0.05.




Tabela 4: Gendtipos do palimarfismo genético CE25T do gene GNE3 e risco de

Hipertensao Arterial (Modelo aditivo).

Genotipo Casos Controlos
Polimorfismo OR (IC 95%) Valor p
(Modelo aditivo) (n=848) (n=793)
cC 288(340%) 314 (39.6%) Referéncia =
GMPB3 CA25T L o 430 (50,7%) 351 (44 3%) 1.336 (1,079 - 1,653) 0,008
1 130(15.3%) 128 (16,1%) 1,107 (0,827 - 1,482) 0494

OR - Odds rafio; IC - Intervalo de confianca; significdncia estatictica para p 05




Tahela 5: Genatipos do palimarfismo genético CB25T do gene GMES e risco de

Hipertensao Arterial (Modelo dorminante).

Gendtipo Casos Controlos
Polimorfismo OR {IC 95%) Valor p
(Modelo aditiva)  [n=848) (n=793)
cC 288 (340%)  314(39.6%) Referénda —
GMB3 CB25T
CT+TT 5S40 (64 0%) 479 (40,.4%) 1,275{1,042 - 1,559) 0,018

IC - intervalo de confignga; OR - Odds ratio; significdnco estetistica para p<R.05.




Tabela 6: An3lise de regress3o logistica” com o modelo genético dominante do

polimorfismo GMB3 e as variaveis de confundimento.

Variaveis B S.E. Wald df OR (IC 95%) Valor p
Diabetes 1,223 0205 35711 1 3.397(2275-5074) <00001
Obesidade 1,185 0,126 88484 1 3,270(2555-4,184) <0,0001
Alcool 0,243 0,109 5010 1 1276(1031-157%) 0025
Tabaco -0.464 0,127 13359 1 0429(0490-0806) <00001

GMA3
0,236 0108 4755 1  1267(1024-1566) 0029
(CT+TT)
Constante  -0477 0102 21881 1 0,621 <0,0001

* Metodo Forvwald Wald {5P55 versao 170 - Saiw do equagdo o sedentansm, sexo £ idade; B - Bebe coefficent; df —

degrees of freedom;: 1 - Intenvaio de Confianga; OR - Odds ratio; 5 E. - Standard Emor; significanog estatistica para

peall05




