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RESUMO

Introdugao:

A Hipertensdo essencial (EH) afeta um quarto dos adultos em todo o mundo, e estima-
se 0 seu aumento para um terco em 2025. A sua prevaléncia global na populacdo adulta
portuguesa é cerca de (42%), sendo (44.4% nos homens e 40.2% nas mulheres).

A etiologia da HTA é suscetivel de compreender como sendo um disturbio multifatorial
resultante de fatores ambientais e genéticos e das suas interagdes.

Estudos epidemioldgicos revelaram que 20-40% da variagao da pressao arterial é
determinada geneticamente.

Objetivos:

Avaliar quais as variantes genéticas que se associam com EH, numa populagao da llha
da Madeira. Estudar as suas interacdes gene-gene e com os fatores de risco tradicionais
(FRT), no aparecimento de HTA.

Investigar, na populacdo de Hipertensos, quais as variantes genéticas que se associam
com as lesGes de orgdo alvo (LOA), assim como as suas interacbes com os Fatores
preditivos de LOA, na eclosdo destas lesdes.

Construgdo de um score genético de risco hipertensivo (SRG), calcular o seu poder
preditivo e compara- lo com o risco conferido pelos FRT. Finalmente estimar o valor
adicional conferido por esta associagao.

Métodos:

Com uma amostra de 1712 individuos com idade média de 51+7,9 anos (51% género
masculino), fizemos um estudo caso-controlo. O grupo dos casos constituido por 860
hipertensos com idade média 51.4 + 8 anos; 53.3% género masculino). Ambos os grupos
foram ajustados em termos de sexo e idade. Considerou-se ter HTA quando os
individuos a entrada do estudo ja estavam diagnosticados e /ou faziam terapéutica anti-
hipertensora ou apresentavam TA >140/90 mmHg em mais de 3 leituras. Os controlos
normotensos, ndo faziam qualquer medicacdo ou apresentavam PAS/PAD <140/90
mmHg.

Comparamos entre os grupos as suas carateristicas clinicas, parametros laboratorias,
assim como as 14 variantes genéticas estudadas que se associavam ao aparecimento
de HTA.

Foi investigada através de duas andlises de regressao logistica a associacdo dos fatores
de risco ambientais e genéticos no aparecimento de HTA.

Por Data mining nomeadamente Multifactor Dimensionality Reduction (MDR), foram
analisadas as interagdes gene-gene e gene-ambiente no aparecimento de HTA.

Através de duas curvas ROC foi comparado o valor preditivo dos fatores de risco
tradicionais e genéticos e o valor adicional desta associacdo, no aparecimento de HTA.
Seguidamente num grupo de 600 hipertensos foram estimadas as Lesdes de Orgdo Alvo
(LOA) e estudados os fatores genéticos e ndo genéticos de risco para LOA.



Por MDR, foram investigadas as intera¢Oes das variantes genéticas e fatores preditores
ndo genéticos que na analise univariada se associaram ao aparecimento de LOA. Foram
construidos dois modelos de Score genético (SRG), tendo sido usado o modelo
multiplicativo e avaliado através de duas curvas ROC o seu poder preditivo de HTA assim
como o valor adicional da jungao aos FRT. Este modelo foi aplicado aos dois géneros.

Resultados:

Das variantes genéticas investigadas as que, na nossa populagdo e no melhor modelo
genético se associaram de forma significativa com a Hipertensdo Arterial, foram a ACE
rs4340 (OR 1,233 p=0,032), ACE 2350 rs4343 (OR 1,244, p=0,036), ADRB1 rs1801253 (OR
1,408, p=0,033), ADD1 rs4961 (OR 2,763 p=0,003) e GNB3 rs5443 (OR 1,339, p=0,004).
O melhor modelo de interagdo gene/ambiente, no risco de HTA, foi o que era constituido
pela jungdo da variante ADD1, pela existéncia de obesidade e de diabetes na populagao,
com OR nos dados de teste = 3,79 (IC a 95% 1,92-7,50) e com consisténcia de validacdo
cruzada 10/10 (p<0,0001).

Com duas curvas AUC calculdmos e comparamos a capacidade preditiva dos FRT e das 5
variantes genéticas + FRT. Existia diferenca significativa (p=0,014), entre as duas curvas.

No grupo de doentes hipertensos com lesdo/Insuficiéncia Renal o polimorfismo ATP2B1
associou-se, de forma significativa, com a existéncia de Insuficiéncia/lesdo renal (OR
3,726; p=0,028).

As variantes genéticas que se associaram na andlise univariada com o aparecimento de
Lesdo de Orgdos Alvo, nos hipertensos, foram o ADRBI1 (p=0,005), ATP2B1 (p=0,041) e
SCNN1G (p=0,014) (de forma protetora).

O melhor modelo de interacdo entre fatores genéticos e ndo genéticos preditivos de
Lesdo de Orgdos Alvo foi o constituido pela idade, tempo de diagndstico e pelos genes
ADRB1 e ATP2B1 com OR no treino de 2,58 (IC a 95% 1,82 — 3,66; p<0,0001) e com
consisténcia de validagdo cruzada de 10/10.

Dos dois scores elaborados, o multiplicativo mostrou melhor poder preditivo de HTA (OR
1,592; p <0,0001).

Quando aos Fatores de Risco Tradicionais se adicionava o SRGm, o incremento adicional
do risco de HTA foi significativo (p=0,0004). No género masculino este acréscimo foi
também significativo (p=0,004) e a sua significancia manteve-se no género feminino
(p=0,006), embora com um valor ligeiramente inferior.

Conclusoes:

Existem na nossa populagao da Ilha da Madeira, variantes genéticas que se associaram
com HTA (ACE, ACE 2350, ADRB1, ADD1, GNB3).

Quando estudada a interacdo gene ambiente, o melhor modelo foi o que incluia a
variante ADD1, obesidade e diabetes.

Nos hipertensos encontramos 3 variantes genéticas que influenciaram o aparecimento
de LOA: ADRB1, ATP2B1 e SCNN1G.

O SRGm associou-se de forma significativa e independente com o aparecimento de HTA
Quando aos FRT se adicionou o0 SRGm o modelo apresentou incremento no seu valor
preditivo de HTA.
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ABSTRACT

Essential Hypertension (EH) affects one-quarter of adults worldwide, and is estimated
to increase to one-third by 2025. Its overall prevalence in the Portuguese adult
population is about 42%, of which 44.4% is in men and 40.2% in women.

EH is a complex and multifactorial disorder resulting from environmental and genetic
factors and their interactions.

Epidemiological studies have shown that 20-40% of blood pressure variation is
genetically determined.

Objectives

Our goal was to evaluate the genetic variants associated with EH in a population of
Madeira Island, as well as to study gene-gene and gene-traditional risk factors (TRF)
interactions in EH onset.

We also intend to investigate, in the hypertensive population, which genetic variants are
associated with the target organ damage (TOD), as well as their interactions with the
predictive factors of TOD, in the occurrence of this injuries.

Our intention was to construct a hypertensive genetic risk score (GRS), calculate its
predictive power and compare it with the risk conferred by TRF in order to finally
estimate the additional value conferred by this association.

Methods

We performed a case-control study with a cohort of 1712 individuals with a mean age
of 51+ 7.9 years (51% male), namely 860 patients diagnosed with EH (mean age 51.4 +
8; 53.3% male) and 852 normotensive controls (mean age 50.7 + 7.7; 48.7% male). Cases
and controls were adjusted in terms of sex and age.

EH was considered when patients, at the entry to this study, were already diagnosed
and/or had been on antihypertensive medication. The diagnosed hypertensives had
systolic blood pressure (SBP)/diastolic blood pressure (DBP) 2140/90 mmHg measured
on at least 3 occasions. The normotensive controls had never been treated with
antihypertensive medication and presented a SBP/DBP <140/90 mmHg.

We compared, between the groups, the clinical characteristics, laboratorial

parameters as well as the 14 genetic variants studied that were associated with the
advent of EH.

Receiver Operating Characteristic

Through two analysis of logistic regression we investigated the association of
environmental and genetic risk factors in the emergence of EH.

By Data mining, namely Multifactor Dimensionality Reduction (MDR), we analysed the
gene-gene and gene-environment interactions in the onset of EH.

The predictive value of traditional and genetic risk factors and the additional value of
this association at the onset of EH were compared through two receiver operating
characteristic (ROC) curve.
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Next, in a group of 600 hypertensive patients, the TOD and genetic and non-genetic risk
factors for TOD were estimated.

Using MDR, the interactions of the genetic variants and non-genetic predictive factors,
which were found to be associated with TOD in the univariate analysis, were
investigated.

Two genetic score models (GRS) were built, using the multiplicative model and
evaluated through two ROC curves, to access EH predictive power as well as the
additional value of the TRF junction. This model was applied to both genders.

Results

Amongst the genetic variants investigated the ones that, in our population, were
significantly associated in the best genetic model with EH were: ACE rs4340 (OR 1.233
p=0.032), ACE 2350 rs4343 (OR 1.244, p=0.036), ADRB1 rs1801253 (OR 1.408, p=0.033),
ADD1 rs4961 (OR 2.763 p=0.003) and GNB3 rs5443 (OR 1.339, p=0.004).

The best model of gene/environment interaction in the risk of EH was the one including
the combination of the ADD1 variant, the presence of obesity and diabetes in the
population, with an OR in test data of 3.79 (95% ClI 1.92-7.5) and a cross-validation
consistency of 10/10 (p<0.0001).

With two AUC curves we calculated and compared the predictive capacity of the TRF
and the 5 genetic variants + TRF. There was a significant difference (p=0.014) between
the two curves.

In the group of hypertensive patients with lesion/Renal Insufficiency, ATP2B1
polymorphism was significantly associated with the existence of renal
insufficiency/injury (OR 3.726, p=0.028).

The genetic variants that were associated in the univariate analysis with the appearance
of TOD in hypertensive patients were ADRB1 (p=0.005), ATP2B1 (p=0.041) and SCNN1G
(p=0.014) (in a protective way).

The best interaction model between genetic and non-genetic predictors of TOD included
age, time of diagnosis, and ADRB1 and ATP2B1 genes with training OR of 2.58 (95% ClI
1.82-3.66, p <0.0001) and a cross-validation consistency of 10/10.

Of the two elaborated scores, the multiplicative showed a better predictive power of EH
(OR 1,592; p<0.0001).

When SRGm was added to the TRF, the additional increase in EH risk was significant
(p=0.0004). In the male gender this increase was also significant (p=0.004) and its
significance remained in the female gender (p=0.006), albeit with a slightly lower value.

Conclusions

There are genetic variants in our population in Madeira Island, that were associated with
EH (ACE, ACE 2350, ADRB1, ADD1, GNB3).

When studying the gene-environment interaction, the best model was the one that
included the variant ADD1, obesity and diabetes.

In the hypertensive group we found 3 genetic variants that influenced the appearance
of TOD: ADRB1, ATP2B1 and SCNN1G.

When the SRGm was added to the TRF, the model showed an increase in its predictive
value of HD.
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I. INTRODUGCAO - FUNDAMENTOS TEORICOS DO ESTUDO

I.1. Definigao de Hipertensao Arterial

Definicao:

A Hipertensdo Arterial (HTA) é o aumento persistente da pressao arterial (PA), tendo
sido definida pelo «Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and
Treatment of High Blood Pressure», como uma pressdo arterial sistélica (PAS)
persistentemente acima de 140 mmHg e / ou pressdo arterial diastélica (PAD) acima de

90 mmHg. (%)

A HTA tem vindo a ser descrita como o fator de risco mais relevante para as doencas
cardiovasculares e cerebrovasculares, nomeadamente o Enfarte Agudo do Miocardio e
o Acidente Vascular Cerebral, as quais se encontram entre as mais importantes causas

de morbilidade e mortalidade em todo o mundo (?).

Classificacao da Hipertensdo Arterial

A Hipertensao Arterial foi classificada em dois grandes grupos: hipertensao primaria,
conhecida como hipertensdo arterial essencial e hipertensdao arterial secundaria,

correspondendo a 95% e 5% de todos os casos de HTA, respetivamente (3).

A hipertensao arterial, dita essencial, ndo tem uma causa aparente denominando-se
idiopatica. E uma doenca reconhecidamente complexa e parece resultar de uma
interagao, nem sempre linear, entre fatores genéticos e ambientais. Estima-se, com base
em estudos recentes que a contribuicdo da carga genética para a variacdo da pressao

arterial se situa entre os 30 a 50% (%).

Denomina-se HTA secundaria, quando ha uma condicdo pré-existente. Esta pode
resultar de uma série de disturbios como sejam hiperaldosteronismo, estenose da

arterial renal, doenca do parénquima renal, excesso de catecolaminas, coartacdo da



aorta, apneia obstrutiva do sono, sindrome de Cushing e outros disturbios enddcrinos
(°)-
Quanto ao modo de hereditariedade a HTA pode ser classificada como poligénica e

monogénica.

A forma poligénica ou essencial € uma doenca multifatorial resultando da interacdo de

diversos fatores genéticos e ambientais.

Sdo conhecidos diversos fatores ambientais que contribuem para o aumento da pressao
arterial, como sejam o consumo excessivo de sal, consumo de alcool, tabagismo,
obesidade, stress e sedentarismo. Os fatores genéticos responsaveis pela predisposi¢ao
a hipertensdo arterial tém sido exaustivamente investigados e vao ser também um dos

objetivos deste trabalho.

As formas monogénicas de hipertensao arterial sdo raras ao contrdrio da hipertensao
arterial essencial, como doenca multifatorial que afeta mais de 40% da populacdo adulta

dos paises industrializados (°).

A Hipertensdo Arterial monogénica de transmissdo mendeliana, resulta da mutacao de
um unico gene como acontece no Hiperaldosteronismo familiar tipo | e I, na sindrome
de Liddle, na sindrome de excesso aparente de mineralocorticdides, na sindrome do
recetor mineralocorticéide, na sindrome de Gordon entre outros. O que estas doencas
monogénicas tém em comum é um Unico defeito genético nas vias reguladoras de

sal/dgua do rim. Todas estas condi¢cdes levam a Hipertens3o arterial sensivel ao sal ().

Estadios da Hipertensao Arterial

As normas da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) e da Sociedade Europeia de
Hipertens3o (ESH) e da Sociedade Europeia de Cardiologia (ESC) 2013 (&) preconizam os

valores de classificagao dos niveis de pressao arterial como:

e PA 6tima (PAS < 120 e PAD < 80 mm Hg) — ndo existem evidéncias de redugdo de

risco cardiovascular com valores de PA abaixo destes niveis.



e PA normal (PAS 120-129 e PAD 80-84 mm Hg).

e PA normal alta (PAS 130-139 e PAD 85-89 mm Hg) — com estes valores de PA, ja
ha aumento do risco cardiovascular, sobretudo se existem outros fatores de risco

cardiovascular concomitantes, ex: Diabetes.

e Hipertensdo Arterial — (quando a PAS > 140 e /ou PAD =90 mm Hg), é classificada

em trés graus diferentes: 1-2-3.

e HTA sistodlica isolada — (quando PAS > 140 e neste caso sempre com PAD < 90
mmhg). E classificada em trés graus diferentes (1-2-3), de acordo com os valores

obtidos da PAS nos intervalos indicados na alinea anterior.

Categoria Sistolica Diastolica
Otima <120 e <80
Normal 120-129 e/ou 80-84
Normal alta 130-139 e/ou 85-89
Hipertensdo de Grau 1 140-159 e/ou 90-99
Hipertensdo de Grau 2 160-179 e/ou 100-109
Hipertensdo de Grau 3 >180 e/ou >110
Hipertensao sistdlica isolada >140 e <90

A categoria da pressdo arterial (PA) é definida pelo nivel mais elevado da pressdo arterial, sistélica ou
diastdlica. A Hipertensao sistdlica isolada deve ser classificada em graus 1, 2 e 3, de acordo com os valores
da PAS nos intervalos indicados.

Quadro 3 - Defini¢oes e classificagcdes dos niveis da pressao arterial no consultério (mmHg)

Durante muito tempo, as recomendacdes de tratamento para HTA focavam-se nos
valores da Hipertensdo Arterial como principais variaveis a preconizar o tipo de
tratamento. Hoje sabe-se que existe uma relagao continua entre a pressao arterial e a
morbilidade e mortalidade cardiovascular e que esta é modificada quando existe
concomitantemente outros fatores de risco cardiovascular. Além do que a presencga de

Lesdes dos Orgdos Alvo, mesmo em fase assintomdtica, aumenta o risco cardiovascular.

Atualmente, segundo as Guidelines ESH/ESC 2013, s3o classificados os doentes em baixo
risco, moderado risco, alto risco e muito alto risco, consoante o risco de mortalidade

cardiovascular aos 10 anos (8).




Com o objetivo de estratificar o risco cardiovascular (CV) total (Quadro 4), em categorias
de baixo, moderado, alto e muito alto risco, preconiza-se a utilizacdo de varias variaveis
como sejam: a PAS, a PAD, a prevaléncia de fatores de risco CV, lesdo de orgao alvo
assintomatica, diabetes, estadio de doenca renal cronica e a doencga cardiovascular

sintomatica.

Outros fatores de risco, N ER HTI:((e;ssaolArterlaI:ITAn:;Hg) 3 TAGrau3
les3o de 6redos ormal alta rau rau rau
int E PAS 130-139 PAS 140-159 PAS 160-179 PAS 2180
assintomatica ou PAD 85-89 ou PAD90-99 | ou PAD 100-109 | ou PAD >110
Sem fatores de risco Risco baixo Risco moderado Risco alto
. . . . Risco moderado .
1-2 fatores de risco Risco baixo Risco moderado aalto Risco alto
23 fatores de risco Risco baixo a Risco moderado Risco alto Risco alto
moderado a alto
LOA, DRC em fase 3 ou Risco moderado . . Risco alto a
X Risco alto Risco alto .
diabetes aalto muito alto
DCV, DRC sintomatica fase > 4 Risco muito alto Risco muito alto Risco muito alto Risco muito alto
ou diabetes com LOA/FR

CV = cardiovascular; DCV = doenga cardiovascular; DRC = doenca renal crénica; FR = fator de risco; HTA =
hipertensao arterial; LOA = lesdo de dérgdo alvo; PA = pressdo arterial; PAD = pressdo arterial diastdlica;
PAS = pressao arterial sistélica.

Quadro 4 - Estratificacdo do risco cardiovascular (CV) total, em categorias de baixo, moderado, alto e
muito alto risco, de acordo com a PAS, a PAD, a prevaléncia de fatores de risco CV, Lesdo de érgao
alvo assintomatica, diabetes, estadio de Doenga renal cronica ou Doenga cardiovascular sintomatica.

I.2. Epidemiologia da Hipertensao Arterial

Segundo o relatdrio da Organizagdo Mundial de Saude da década de 2007-2017, as
doencas cardiovasculares sdo a principal causa de mortalidade a nivel mundial. Estima-
se que estas doencas sdo responsaveis por 17,5 milhdes de mortes por ano,
representando cerca de 31% de todas as mortes em todo o mundo. Cerca de 80% do
total das mortes por doenga cardiovascular (DCV) sdo causadas por enfarte agudo do
miocardio e acidente vascular cerebral (AVC). A HTA representa mais de 12% destas

mortes (°).
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Figura 1 — As 10 principais causas de morte a nivel mundial

A pressao arterial tem uma relagao continua e independente com a incidéncia de varios
eventos cardiovasculares nomeadamente, acidente vascular cerebral, enfarte do
miocardio, morte subita, insuficiéncia cardiaca e doenca arterial periférica, assim como

com a doenca renal terminal. Isto verifica-se para todas as idades e grupos étnicos ().

Estima-se que cerca de 40% dos adultos maiores de 25 anos de idade, a nivel mundial,
tém hipertensdo arterial segundo os dados da OMS 2008. O niumero de pessoas afetadas

aumentou de 600 milhdes em 1980 para 1000 milhdes em 2008 (°).

A maior prevaléncia de HTA regista-se na Africa com 46% dos adultos maiores de 25
anos e a menor prevaléncia observa-se no continente Americano com 35%. A
prevaléncia a nivel da popula¢do adulta europeia é cerca de 40% (Figura 2). Segundo os
dados da OMS, a prevaléncia da HTA é menor nos paises mais ricos em relacdo aos

menos ricos (35% vs 40% respetivamente) (°).
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Figura 2 — Prevaléncia da HTA nos adultos com mais de 25 anos por regidao. World Health Organization
2011.

Nas proximas décadas a prevaléncia das DCV e da Hipertensdao tem tendéncia a
aumentar, devido a mudanca dos estilos de vida e ao numero crescente da populacao

idosa a nivel mundial (°).

Estima-se que em 2025, cerca de 1,56 bilhdes de pessoas em todo o mundo sofrerao de

hipertens3o arterial (com intervalo de confianca de 95%: 1,54 bilhdes - 1,58 bilhdes) (°).

Com base nestes dados, torna-se imperiosa a necessidade de implementar medidas de

ambito populacional para controlo da pressao arterial.

O tratamento da HTA pode reduzir o risco de eventos cardiovasculares, incluindo
acidente vascular cerebral (AVC), doenca das artérias corondrias (DAC), insuficiéncia

cardiaca e renal (1%).

Uma redugdo de 5 mmHg na pressao sanguinea reduz em 26% a incidéncia de AVC e em

15% na DAC (*2).

E atualmente consensual que o controlo dos principais fatores de risco da HTA, através
das intervengdes no estilo de vida e tratamento farmacoldgico adequado, podem

reduzir a progressado deste flagelo.



O conhecimento da etiologia, e da arquitetura da hipertensdo, assim como a melhor
caraterizacdo dos seus fatores genéticos, pode reduzir o impacto desta doenca na saude
publica, além de abrir novos caminhos para farmacos especificos para o tratamento

desta doenga.

Epidemiologia da Hipertensdo Arterial em Portugal:

O estudo PHYSA (Portuguese Hypertension and Salt Study) (*}), m grande estudo
nacional, transversal, realizado em Portugal, sobre a prevaléncia e controlo da

Hipertensao Arterial.

No estudo PHYSA, foi avaliada uma amostra representativa da populacdo portuguesa,
constituida por 3.720 pessoas, com idades entre os 18 e os 90 anos, recrutadas nos
centros de saude. Os resultados deste estudo, comprovam a grande prevaléncia desta
patologia, 42,2% da populacdo adulta portuguesa, sendo significativamente mais

elevada nos homens (44,4%) em comparacao as mulheres (40,2%).

A prevaléncia da hipertensdo arterial € maior na popula¢do mais velha em comparacdo
com a mais nova, sendo de 6,8% na populacdo menor de 35 anos, 46,9% na com idade

entre 35-64 anos e de 74,9% na acima de 64 anos, respetivamente.

Em outro estudo realizado na populacdo portuguesa em 2003 (1#) a prevaléncia global

de hipertensdo arterial era semelhante (42,1%).

Segundo os dados do Estudo Physa (3), 76,6% dos individuos tém conhecimento que
sdo hipertensos, 74,9% sao tratados e 42,5% controlados (com PA <140/90 mmHg). A
PA média global, no Estudo Physa foi de 127,4 / 74,6 + 17,7 / 10,5 e de 134,7 / 80,4 +
21,2 / 14,1 mmHg no estudo de 2003.

Segundo estes estudos, a prevaléncia da HTA na ultima década em Portugal, é idéntica,
no entanto hd melhor controlo da doenca (11,2% vs 42,5%, em 2003 e 2012
respetivamente). Isto deve-se as melhorias significativas nas taxas de prescricdo de

medicacdo anti-hipertensora ao longo desta década. Em relagdo aos eventos



cardiovasculares relacionados com a hipertensao arterial, houve também diminuicdo

nesta ultima década (*3).

I.3. Fisiopatologia e regulagao da pressao arterial

A regulacdo da Pressdo Arterial (PA) é uma das fun¢es mais complexas do organismo,
dependendo da interacdo de varios sistemas cardiovascular, renal, neuronal e

endodcrino.

A pressao arterial é determinada pelo produto do débito cardiaco (DC) e da resisténcia

vascular periférica (RVP) (*°).

Nos individuos normais e nos portadores de hipertensao arterial, existe um espetro de

variacdo do DC, com respostas concomitantes da RVP para um determinado nivel de PA
(16).
Esta heterogeneidade, existe tanto em condi¢cbes normais de repouso como em

situacdes de estimulo (*°).

O Débito Cardiaco é influenciado pela contratilidade e o relaxamento do miocardio, pelo
volume sanguineo circulante, pelo retorno venoso e pela frequéncia cardiaca. A RVP é
determinada por varios mecanismos vasoconstritores e vasodilatadores, como sejam o
sistema nervoso simpatico, o sistema renina angiotensina aldosterona e a a¢do do

endotélio vascular ().

A RVP depende também da espessura da parede das artérias, havendo nos vasos em

gue hd espessamento das suas paredes, uma potencializacdo ao estimulo vasoconstritor
(17).
Em muitos pacientes portadores de HTA, a elevacao da PA é decorrente do aumento da

RVP, enquanto noutros é devida ao aumento do DC (*7).
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Hipertensdo com aumento do débito cardiaco:

Alguns hipertensos, geralmente jovens, tém uma forma de HTA chamada de hipertensao

hiperdindmica, com aumento do DC e reduzida RVP (/).

Muitos desses individuos tém taquicardia em repouso, enquanto outros tém aumento
da PA sistdlica e volume circulante elevado. Provavelmente isto deve-se ao excessivo
estimulo do miocardio pelo sistema nervoso simpatico. Estima-se que este subgrupo de

hipertensos corresponde a menos de 5% dos pacientes com HTA (%/).

Hipertensao com aumento das RVP:

Os pacientes idosos com HTA, tém aumento da RVP e DC normal ou reduzido (*2).

Como muitos pacientes idosos sdo portadores de aterosclerose, ha maior RVP, levando
ao aumento da PA sistdlica nesses pacientes. A diminuicdo da complacéncia da aorta e
o aumento reflexo da onda de pulso, causam elevagao da PA sistélica, o que contribui

para hipertrofia ventricular esquerda (*8).

Hipertensdo com alteracdoes hemodinamicas mistas:

Carateristicamente nos doentes hipertensos existe uma combinagdao entre o aumento
do DC com o aumento da RVP. Geralmente nos hipertensos jovens encontramos um
aumento do DC e na grande maioria dos idosos o DC é reduzido. Existe, no entanto

muitas interligacdes entre esses dois perfis hemodinamicos (*8).
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1.3.1. Sistemas Reguladores da Pressao Arterial

1.3.1.1. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), é a chave da regulacdo da pressao

arterial, da hemodindmica renal e da homeostase do sal/agua (*°).

O envolvimento do SRAA na fisiopatologia da Hipertensdo Arterial estd bem

estabelecido (%°).

Duas formas distintas do SRAA, mas com func¢des similares, foram identificadas: O SRAA
enddcrino e o local. No SRAA enddcrino inicia-se principalmente no aparelho

justaglomerular dos nefrdénios, enquanto que para o SRAA local ocorre a nivel endotelial

(21)'
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O SRAA enddcrino é um eixo, no qual cada componente da cascata é produzido por
diferentes dérgdos, havendo interacdo de vérios sistemas organicos, com o objetivo de
manter a estabilidade hemodindmica. Os rins sdo os 6rgdos responsaveis por este
mecanismo enzimatico/hormonal, estando assim, relacionados diretamente com a

regulacdo da pressdo-arterial (*%).

A nivel das células justaglomerulares que circundam a arteriola aferente do glomérulo
renal, a renina, uma protéase aspartica, é sintetizada a partir de um precursor inativo a
pro-renina. Tanto a pré-renina como a renina ativadas sao armazenadas nos granulos
das células do aparelho justaglomerular. A libertacdo da renina é regulada em resposta
a uma variedade de estimulos como sejam: 1) a diminuicdo do fluxo da artéria aferente
do glomérulo renal, 2) a diminuicdo do sddio plasmatico (estimula a macula densa do
aparelho justaglomerular do nefrdnio), 3) estimulacdo simpatica (estimulacdo beta 1-
adrenérgica das células justaglomerulares), 4) fatores locais como as prostaglandinas, a
dopamina, a adenosina e o 6xido nitrico (NO) e por 5) «feedbck» negativo pela agdo

direta da Angiotensina Il nas células justaglomerulares.

A pro-renina tem uma baixa atividade intrinseca, de menos de 3% da atividade da renina

completamente ativada.

O principal local de producdo de renina sdo as células justaglomerulares do nefrénio. A
pro-renina é produzida no rim, glandulas suprarrenais, ovarios, testiculos, placenta e

retina (22).

O mecanismo primario pelo qual o RAAS contribui para mudangas agudas na pressao

arterial e homeostase de volume é a regulacio da libertacgdo de renina na circulacio (?2).

A Renina converte o Angiotensinogénio (produzido no figado) em Angiotensina I. A
Angiotensina | é um péptido intermedidrio (uma substancia inativa), que é convertido
nos pulmdes, no octapeptideo Angiotensina Il pela acdo de uma enzima catalisadora, a

Enzima de convers3o da angiotensina (ECA) (*3).

A Angiotensina Il atua sobre varios tecidos e érgaos, sendo que a sua a¢do deve-se
essencialmente a trés mecanismos — aumento da frequéncia cardiaca, da resisténcia

vascular periférica e do volume sanguineo, levando ao aumento da press3o arterial (%*).
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A Angiotensina Il, exerce os seus efeitos fisioldgicos através de dois subtipos de
recetores especificos, duas isoformas estruturalmente distintas, localizadas na
membrana celular: o recetor tipo | da Angiotensina Il (AT1R) e o recetor tipo Il da
Angiotensina Il (AT2R). A maioria dos seus efeitos fisiolégicos é mediada pelo recetor
AT1R, que é um membro da familia dos recetores acoplados a proteina G e esta

distribuido em muitos tipos de células (*3).

Através dos recetores AT1R presentes nas arteriolas, a Angiotensina Il, atua sobre as

células do musculo liso que circundam o endotélio vascular, causando vasoconstrigao

(25).

Esta por sua vez, leva a nivel sistémico a diminuicdo do didmetro das arteriolas e
consequentemente aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo e a nivel renal a
diminuicdo do fluxo de sangue no rim (intra-renal), aumentando assim a reabsorc¢do de

sal e agua.

O recetor tipo 2 (AT2R) é abundante durante a vida fetal e os seus niveis decrescem
acentuadamente no periodo pds-natal. Ha evidéncias que apesar dos baixos niveis de
expressao no adulto, o recetor AT2 pode mediar a vasodilatacdo (via bradicinina e
libertacdo de oxido nitrico), os efeitos antiproliferativos e apoptdticos no musculo

vascular liso e inibe o crescimento e remodelacdo cardiaca (%°).

Por outro lado, a Angiotensina Il estimula o sistema nervoso simpatico, através da
ativacdo de recetores adrenérgicos. Estes recetores, localizados no tecido cardiaco e no
musculo liso, sdo estimulados pela adrenalina e noradrenalina. Na presenca de
Angiotensina Il, ha aumento da libertacdo de noradrenalina e diminuicdo da sua
reabsorc¢ao, estimulando os adrenorecetores 1 adrenérgicos no tecido cardiaco, o que
induz ao aumento da frequéncia cardiaca. Esta por sua vez, leva ao aumento do débito

cardiaco e consequentemente da pressdo arterial (%4, ?7).

Sob a agdo angiotensina Il a nivel do cértex da glandula suprarrenal e da glandula

pituitaria, ha maior retencdo de sal e dgua pelo rim.

A angiotensina Il provoca a libertacdo de aldosterona pelo cortex da glandula
suprarrenal, fazendo com que haja reabsorgao de sal a nivel renal, enquanto que a nivel

da glandula pituitaria, causa libertacdo da hormona antidiurética (ADH), também
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conhecida como vasopressina), o que aumenta a permeabilidade do nefrénio a agua,

promovendo a reabsorc¢3o de dgua (%8, 24).

Estes mecanismos, através da retencdo de dgua, causam um aumento do volume

sanguineo, elevando assim, o débito cardiaco e consequentemente a pressao arterial.

A Angiotensina Il tem meia-vida muito curta, porque é rapidamente degradada pelas

angiotensinases em peptideos com reduzida atividade bioldgica (*3).

Evidéncias cientificas sugerem que a Angiotensina exerce agao tanto pela via endécrina
(como hormonio circulante), como pela via paracrina (secretado de uma célula para

outras) ou autdcrina (produzido pela célula para si mesma) (%°).

A Enzima de Conversdo da Angiotensina (ECA) é secretada nos pulmdes e no rim. Vdrios
estudos sugerem que as células endoteliais tém capacidade de secretar ECA podendo

esta enzima produzir-se no endotélio vascular.

A ECA, é a enzima que converte a Angiotensina | em Angiotensina |l e metaboliza a
Bradicinina, uma substancia vasodilatadora, em bradicinina 1-7, que é um metabolito
inativo. A Bradicinina atua como uma substancia vasodilatadora, através da libertacao
doutros mediadores vasculares importantes, como sejam: o éxido nitrico (um fator de
relaxamento derivado do endotélio), da prostaciclina e o ativador do plasminogénio
tecidual. Portanto a ECA aumenta a produgao de um potente vasoconstritor, a
Angiotensina Il e promove a degradacdo de um vasodilatador, a Bradicinina. A a¢do da

ECA induz vasoconstric3o e a inibicdo da ECA conduz a vasodilatac3o e natriurese (21).
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Figura 4 — Acdo da Enzima de Conversc¢do da Angiotensina (ECA)

A Enzima de Conversdo da Angiotensina 2 (ECA2), descoberta por Tipnis et col (*°) é uma
enzima homoéloga da ECA, mas com acdo diferente desta, sugerindo outro mecanismo
na regulacdo do SRAA. A ECA2 encontra-se no rim, coragdo e em outros orgaos e facilita
a conversao da Angiotensina Il em Angiotensina 1-7 (Ang- (1-7)) e da Angiotensina | em

Angiotensina 1-9 (Ang- (1-9)). (39)

Crackower MA et al (3), descreveram em ratos que a ECA2 se relacionava com a reducdo

da contratibilidade cardiaca e da pressdo intraventricular e adrtica (3%).

O coeficiente de ECA/ECA2 estd aumentado no cortex renal dos hipertensos em

comparacdo com os n3o hipertensos (32).

O ECA2 e os peptideos vasoativos, Ang- (1-7) e Ang- (1-9), sdo componentes de uma
nova via do SRAA ndo-candnica protetora, que neutraliza os efeitos proliferativos e
hipertensivos do eixo classico SRAA. Numerosos estudos tém provado o efeito da ECA2
e destes peptideos, na regulagao da pressao arterial e remodelagao cardiovascular e

renal (33).

A aldosterona é sintetizada na zona glomerular do cértex da glandula da suprarrenal e
¢ a principal hormona mineralocorticdide circulante. Atua a nivel renal via recetores dos

mineralocorticéides, induzindo a reabsorcdo de agua e sddio e aumenta a excrecdo de
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potdssio. A sua acdo da-se essencialmente atuando na regulacdo dos canais epiteliais de
sodio ou canais amiloride-sensiveis (ENaC), que estdo presentes nos ductos coletores

(34), contribuindo assim, para a regulacdo da homeostase e do volume de fluido corporal.

A Aldosterona, através de dois mecanismos, também modula o tonus vascular, pois
aumenta a resposta vasopressora as catecolaminas e diminui a resposta vasodilatadora

a acetilcolina, além do que estimula os recetores de Angiotensina Il (3°).

1.3.1.2. Sistema Simpatico Adrenérgico

O Sistema Nervoso Auténomo (SNA) compreende o sistema nervoso simpatico (SNS) e

parassimpatico (PNS) e tem papel importante no controlo da pressao arterial.

A sua acdo centraliza-se na estabilidade do sistema cardiovascular através do controle

da pressdo arterial, do volume sanguineo e dos sinais dos quimiorrecetores ().

Os mecanismos pelos quais a estimulacdo SNS provoca aumento na pressado arterial sdo
complexos, com interacdo de vdrios sistemas, que resultam no aumento do débito

cardiaco, da resisténcia vascular e na retencdo de liquidos (?8).

A rotura desse sistema, por exemplo, na hiperatividade no sistema nervoso simpatico,
aumenta a pressao arterial e envolve o desenvolvimento e a manutencdo da pressao

arterial elevada (3¢).

Acdo dos Recetores vasculares adrenérgicos:

O sistema nervoso simpatico (SNS) pela acdo das catecolaminas (adrenalina e

noradrenalina), ativa os recetores adrenérgicos localizados em varios 6rgaos e sistemas.

A noradrenalina é libertada pelas fibras nervosas simpdticas pds-ganglionares e tem
uma agao importante no coragdao e nas estruturas vasculares. Estimula os recetores
adrenérgicos Beta 1 a nivel do musculo cardiaco, aumentando o débito cardiaco, através

da elevagao da frequéncia cardiaca e da fracao de ejecao.
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Os recetores alfa 1 e alfa 2 estdo localizados no musculo liso, na parede das arteriolas.
Sob a acdo das catecolaminas nesses recetores, ha contracdao do musculo liso, levando
a vasoconstricdo das arteriolas. A consequente diminuicdo do didmetro da arteriola,
resulta em maior resisténcia vascular e contribui para um aumento da pressao arterial.
A inibicdo da estimulacdo do SNS tem o efeito oposto na pressdo sanguinea, pois inibe

a vasoconstricdo do musculo liso (*7).
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Figura 5 — Ac¢do do Sistema Nervoso Simpatico

A hiperatividade do SNS tem sido implicada no desenvolvimento da hipertensdo arterial.
Varios investigadores demonstraram que doentes hipertensos tém maior ativagdao do
SNS, com aumento da frequéncia cardiaca basal e da pressdo arterial em resposta aos
estimulos. Esta hiperatividade resulta do aumento dos impulsos nervosos para os

centros cerebrais, maior resposta hipotaldmica e desregulacdo dos barorrecetores (38).
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Estimulacdo simpdtica do Sistema Renina angiotensina aldosterona (SRAA):

O SNS também estimula o SRAA através do estimulo Beta-adrenérgico nas células justa-
glomerulares levando a libertacdo de Renina e desencadeando toda a cascata do SRAA,

finalizando na retencdo de volume (3°).

Fisiologia dos reflexos cardiovasculares:

Os reflexos cardiovasculares estdo envolvidos na modulacdo da atividade simpatica e a
disfuncdo destes reflexos autondmicos estdo na génese e na manutencdo da
hipertensao. Os trés maiores arcos reflexos cardiovasculares sdo: os barorrecetores
arteriais (de alta pressdo), os recetores cardiopulmonares (de baixa pressdo) e os

quimiorrecetores arteriais (*°).
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Figura 6 — Fisiologia dos reflexos cardiovasculares
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Os Barorrecetores arteriais:

A manutencgdo da pressao arterial exige um controlo rigido, mediado por mecanismos
periféricos e centrais, sendo que os barorrecetores arteriais desempenham um papel

muito importante.

Os barorrecetores sao mecanorrecetores constituidos por terminagdes nervosas que se
situam na parede dos grandes vasos, como sejam a aorta e as cardtidas. Sdo estimulados
pelas deformagbes das paredes destes vasos, provocada pela onda de pressao

sanguinea e pelas carateristicas eldsticas da parede.

Aquando a elevacdo da PA, ha grande deformacdo da parede com consequente ativacdo
dos barorrecetores. Estes sinais sdo conduzidos ao sistema nervoso central (SNC), mais
especificamente ao nucleo do trato solitario, via nervo glossofaringeo (fibras carotideas)
e vago (fibras adrticas). Os neurdnios secundarios do nucleo do trato solitario excitam
0s neurodnios pré-ganglionares do parassimpatico, localizados no nucleo dorsal motor
do vago e no nucleo ambiguo. Por via vagal eferente estimulam os neurdnios pds-
ganglionares intramurais cardiacos, levando assim, ao aumento da atividade vagal e
diminuicdo da frequéncia cardiaca. O tonus simpatico para o coragdo, rins e vasos, por
outro lado, é reduzido, uma vez que outros neurdnios do nucleo do trato solitdrio,
guando estimulados pelo aumento da PA, excitam o bulbo ventrolateral caudal que
inibe os neurdnios pré-motores simpaticos do bulbo ventrolateral rostral. Ocorre assim,
reducdo da contratilidade cardiaca e bradicardia, com diminuicdo da resisténcia vascular

periférica e renal, levando a redugdo da pressdo arterial ().

Os Recetores cardiopulmonares:

As mudancas da pressdo nas camaras cardiacas ativam os trés grupos de recetores

cardiopulmonares.

O primeiro grupo de recetores, localizado nas jun¢des veno-atriais sao ativados pelo
enchimento e pela contracdo das auriculas. Estes recetores por via vagal aferente, ligam-
se ao SNC. A distensao mecanica das jungdes veno-auriculares provoca um aumento da

frequéncia cardiaca pela atividade simpatica do nodo sino-auricular.
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O segundo grupo de recetores cardiopulmonares estdo difusamente distribuidos em
todas as camaras cardiacas. Comportam-se, quando ativados, como mecanorrecetores,

reduzindo a atividade simpatica e aumentando a atividade vagal do coracdo.

O terceiro grupo de recetores cardiopulmonares aferentes, estdao também difusamente
distribuidos por todas as camaras cardiacas e estimulam a medula espinhal via simpatica
aferente cardiaca. Sao ativados por estimulos mecanicos ou por substancias quimicas

aplicadas diretamente no epicardio (*°).

Quimiorrecetores arteriais:

Os quimiorrecetores periféricos representam um importante grupo de estimulacdo
aferente que participam no controlo da funcdo autondmica. Estdo localizados nos
corpusculos adrticos e carotideos, detetam as variacGes das pressdes parciais do O;, CO;

e pH e desencadeiam respostas homeostaticas a fim de corrigi-las (*°).

1.3.1.3. Outros

Disfuncdo do Endotelial e Substancias Vasoativas:

O envolvimento do endotélio na modulagdo da contratibilidade da musculatura lisa
vascular, foi confirmado com os estudos de Furchgott e Zawadzki (*!), que ao estudarem
o relaxamento de fragmentos da aorta pré-contraidos com norepinefrina em resposta a
infusdo de acetilcolina, observaram que, s6 aqueles com integridade do endotélio,
respondiam a infusdo da acetilcolina. Quando o endotélio estava desnudado, ndo havia
relaxamento ou vasoconstricido do vaso em resposta a acetilcolina (*?), concluindo
assim, que o endotélio produzia fatores que atuavam sobre as células musculares lisas
vasculares, modulando a atividade da parede vascular. Esses fatores produzidos pelo
endotélio sao uma variedade de estruturas quimicas tais como oxido nitrico, radicais

livres, moléculas de ades3o, endotelina e fatores de crescimento (*?).

Estes fatores derivados do endotélio interagem entre si, com efeitos opostos e outras

vezes sinérgicos, produzindo uma complexa regulacdo endotelial do tédnus vascular (*?).
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Um dos produtos mais importantes produzido nas células endoteliais é o éxido nitrico.
A sintese de dxido nitrico realiza-se por acdo da enzima, a 6xido nitrico sintetase a partir

do aminodcido L-arginina com produgao de éxido nitrico e L-citrulina. O 6xido nitrico

controla o tonus vascular — por relaxamento do musculo liso da parede vascular levando

a vasodilatac3o (3°).

Varios estudos foram realizados no sentido de estudar a acdo do sistema do Oxido
nitrico, na redugao da fungao vasodilatadora endotelial observada em pacientes com
HTA. Nestes ha comprometimento da atividade do éxido nitrico que leva a disfuncdo

endotelial nestes doentes (*?).

A disfungao endotelial observada em hipertensos deve-se a diminui¢ao da atividade do
oxido nitrico que resulta da reducdo da sua sintese, aumento da sua degradacdo ou

integracdo com outras substancias derivadas do endotélio (*?).

Ao contrdrio do 6xido nitrico, a endotelina é um potente vasoconstritor, produzido a
nivel endotelial. Existem trés isoformas de endotelina (ET-1, ET-2, ET-3) que ativam
recetores especificos do musculo liso vascular, que estdao acoplados a proteina G,
levando a libertacao de cdlcio do reticulo sarcoplasmatico, o que induz a vasoconstri¢do

(36)'

A ET-1 é a que tem maior importancia nas doencas cardiovasculares por ser produzida
nas células endoteliais e pela sua potente propriedade vasoconstritora. Esta relacionada

com a elevacdo da PA e também com as doencas dos 6rgdos alvo envolvidos na HTA (*3).

A atividade da ET-1 leva a: efeito miocdrdio inotrdpico positivo, fibrose do musculo
cardiaco, vasoconstricdo coronaria, secrecdao de peptideo natriurético atrial,
vasoconstricdo renal, reducdo do ritmo de filtracdo glomerular e da excrec¢do urinaria de
sodio, aumento da secrecdo de aldosterona, vasoconstricao, broncoespasmo pulmonar

e hipertrofia vascular ().

A Bradicinina é uma importante substdncia vasoativa sistémica que atua como um
potente vasodilatador. E um produto n3o-peptidico do sistema cinina-calicreina, tendo

papel importante na coagulacdo, inflamacdo e na regulacdo da pressdo arterial (*°).
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A calicreina plasmatica atua sobre o cininogénio induzindo a formacdo das cininas. A
bradicinina atua nos recetores da bradicinina 1 e 2 (B1 e B2) que se expressam
normalmente em algumas células, como as do musculo liso, sendo responsaveis pelo

efeito vasodilatador (*°).

O principal papel do miocardio na pressdo arterial deve-se a sua acdo como uma
estrutura mecanica, no entanto também exerce fungbes enddcrinas e paracrinas. O
péptido natriurético auricular € uma hormona secretada pelos miécitos do miocardio
em resposta ao alongamento, provocado pelo aumento do volume sanguineo e tem

importante papel na regulacdo da pressdo arterial (*°).

O péptido natriurético auricular modula o equilibrio dos fluidos e eletrdlitos, com
consequente aumento da excrecdo de sddio e dgua no rim, através da ligacao especifica
a um recetor de superficie celular, denominado recetor tipo A do peptidico natriurético.

Isto provoca a redu¢do do volume sanguineo e a diminuicdo da pressdo arterial (*/).

Um outro mecanismo importante na regulacdo da pressdo arterial é o sistema
dopaminérgico. A dopamina é sintetizada nos tubulos proximais renais e inibe o
transporte de sédio através destes, reduzindo a sua reabsorcdo. O sistema
dopaminérgico exerce a sua funcdo, por meio da ativacao de recetores de superficie
celular acoplados as proteinas G. A estimulacdo destes recetores regulam a excregao de
agua e eletrdlitos, atuando indiretamente na hemodinamica renal e na libertacdo de
hormonas e peptideos vasoativos. As proteinas G acopladas a recetores do tipo quinase
(GRKs), tém uma acdo importante na fosforilacdo e dessensibilizacdo dos recetores da

dopamina (*, 4).

As proteinas G também desempenham um papel fundamental nos processos de
sinalizagdo intracelular. O aumento da atividade de canais de sddio e hidrogénio levam
a reabsorcdo do sddio pelos tubulos renais, o que induz ao incremento do volume
sanguineo, e consequentemente elevacdo da press3o arterial. Siffert et al (2005) (°°),
estudaram em culturas de linfécitos de pacientes hipertensos, as vias de estimulo e
resposta, verificando um aumento da sinalizacdo por ides de calcio e a formacdo de
mensageiros intracelulares secunddrios, em resposta ao aumento da ativa¢do das

proteinas G (50).

24



1.3.2. Fisiopatologia da Hipertensdo Arterial

1.3.2.1. Fatores de risco da Hipertensdo Arterial

1- Fatores de Risco Demograficos:

Idade, sexo e etnia:

Os fatores demograficos como sejam a idade, sexo e etnia contribuem para a variacao

da pressao arterial.

Idade:

As alteracdes da pressao arterial ocorrem com o aumento da idade. A pressao arterial
sistolica (PAS) aumenta ao longo de toda a vida. A pressdo arterial diastélica (PAD),
também aumenta predominante até aos 50 a 60 anos, apds esta idade tende a

estabilizar ou até a ter um decréscimo (3).

A PAS é um melhor fator de previsdo de eventos cardiovasculares do que a PAD apds os
50 anos de idade. Nos individuos idosos a pressdo de pulso (a diferenca entre os valores
da pressao arterial sistélica e diastdlica), € um fator adicional de progndstico de doenca
cardiovascular (DCV), além do que, os individuos com pressdo sistdlica isolada (PAS

elevada e PAD normal ou baixa), também tém maior risco de DCV (°1).

Sexo:

Existe no sexo masculino maior percentagem de hipertensos do que no sexo feminino,
pensa-se que é devido a protecdo dos estrogénios no sexo feminino. Dai que na pods-
menopausa, ha aumento da prevaléncia de HTA nas mulheres, diminuindo assim a

diferenca na prevaléncia entre homens e mulheres (°2).
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Etnia:
Mesmo dentro do mesmo pais, a prevaléncia de hipertensao difere por etnia.

Segundo estudo realizado nos EUA a prevaléncia de HTA nos afro-americanos foi de
32,4%, nos caucasianos americanos de 23,3% e nos mexico-americanos de 22,6%. POs-
se a hipotese de neste estudo haver um fator de confusdo, o estatuto socioeconémico,
indicador do estilo de vida e que esta inversamente relacionado as taxas de prevaléncia,

morbidade e mortalidade da hipertens3o (>3).

2- Consumo de sal:

Em varios estudos epidemiolégicos demonstrou-se uma correlagcdo direta entre o
consumo de sddio e a prevaléncia de HTA (**) e recentemente, em outros estudos,
concluiu-se que maior ingestdo de sddio também esta associada a risco mais elevado de

Acidente Vascular Cerebral (AVC) e de DCV (*°).

A evidéncia da associagdo do consumo de sédio com a hipertensao foi também
demonstrada pelo INTERSALT Group (°°), ao serem estudadas as prevaléncias da
Hipertensao arterial em populagdes com niveis de industrializacdo diferentes.
Concluindo que populagdes ocidentais, com maior industrializacdo, tinham alto
consumo de sal e maior prevaléncia de HTA comparadas com as populag¢des rurais ou

primitivas com baixo consumo de sal (°°).

3- Diabetes, resisténcia a Insulina e HTA:

A resisténcia a insulina per si, é considerado um fator de risco de doenca cardiovascular
(57)'

A associagdo entre HTA e a resisténcia a insulina esta bem estabelecida. O mecanismo
pelo qual a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia predispéem a HTA ndo estd

totalmente esclarecido.

O principal papel da insulina no organismo humano é o aumento da captagdo de glicose,

principalmente, pela musculatura esquelética. Também sob o efeito da insulina ha
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maior vasodilatacdo, recrutamento de capilares, aumento de fluxo sanguineo, havendo

maior oferta de glicose e insulina ao musculo esquelético (°8).

Além destes citados, a insulina provoca aumento da reabsorc¢ado renal de sédio e dgua,
alteragcGes do transporte de eletrélitos através da membrana, resultando em
hiperpolarizacdo da musculatura vascular, aumento da atividade Ca ++ - ATP ase, com

maior acumulacdo de Ca++ intracelular e aumento da atividade simpatica (*3).

Nos seres humanos normais a insulina aumenta a atividade simpatica noradrenérgica
do musculo esquelético. Isto é normalmente contrabalancado pelo efeito vasodilatador
direto da insulina sobre a musculatura do vaso (que é maior do que o da atividade
simpatica noradrenérgica), dando como efeito final vasodilatacdo. Nos obesos e / ou
hipertensos ha um desequilibrio, a insulina por um lado potencia a ativacdo simpatica e
por outro, atenua a vasodilatacdo, resultando finalmente no aumento da pressdo

arterial (%3).
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Figura 7 — Agdo da Insulina em seres humanos normais, obesos ou hipertensos
(adaptado de Norman Kaplan, 22 edigdo)

Isto evidencia-se pelo facto dos individuos resistentes a insulina, terem menor

vasodilatacdo em resposta a infus3o de insulina, do que os individuos normais (*°).
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Sabe-se que a hiperinsulinemia aguda provoca diminui¢do na excrec¢do de sddio, porém,

isto n3o afeta a press3o arterial em individuos normotensos (¢°).

A administragdo de insulina mesmo em doses farmacoldgicas, nao causa elevagao da

pressdo arterial (°1).

A hiperinsulinemia crdénica exerce acdo trofica na musculatura do vaso sanguineo
resultando num aumento da resisténcia vascular periférica e consequentemente

aumento da pressdo arterial (52).

4- Obesidade:

A relacdo entre a HTA e a obesidade / indice de massa corporal (IMC) estd bem

caraterizada (53), existindo uma relacdo direta entre o IMC e a press3o arterial (3).

Estudos transversais demonstram que obesidade estd associada a niveis mais elevados
de pressdo arterial (PA) e que o ganho de peso, ao longo da vida, é um fator preditor

importante de desenvolvimento de HTA (54).
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Figura 8 — Fisiopatologia da hipertensdo associada a obesidade

Fisiopatologia da Hipertensao Arterial associada a Obesidade:

e Estimulacdo da atividade simpatica

Nos obesos ha uma atividade simpatica aumentada, especialmente a nivel renal e da
musculatura lisa dos vasos, discutindo-se, no entanto se hd aumento da atividade

simpatica cardiaca (%°).
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A leptina é um peptideo produzido no tecido adiposo. O aumento dos seus niveis

plasmaticos esta relacionado com um incremento da atividade simpdtica renal ().

Também ja foi demonstrado a correlagdo da leptina plasmatica com a pressao arterial

média e com indice de massa corporal em adolescentes (¢7)

e Ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona:

Na obesidade ha aumento da retengdo renal de sddio, expansdo do volume extracelular
e aumento do fluxo sanguineo, levando ao aumento do débito cardiaco. A obesidade
estd relacionada com o aumento da atividade da renina, aumento do angiotensinogénio,
da enzima de conversdo da angiotensina e da aldosterona. Isto evidencia-se com
estudos realizados em modelos experimentais e em humanos obesos, em que o
bloqueio crénico do recetor tipo 1 da angiotensina Il ou da enzima de conversao da

angiotensina, diminui a reten¢do de sddio e o aumento da pressdo arterial (5°).

e Aumento da reabsorcdo de sédio na obesidade

Na obesidade ha maior retencdo de sddio e 4gua pelo rim. Isto leva a um desvio da curva
pressao-natriurese, de modo que os individuos obesos necessitam de uma pressao
arterial, maior do que a normal, para manter o balango entre a ingestao e excregao de
sodio. Este aumento da reabsorcdo de sddio é compensado com o aumento da taxa de
filtracdo glomerular. A obesidade esta também associada ao desenvolvimento de
proteinuria e perda gradual da fun¢do renal que condiciona a maior deslocamento da
curva pressao-natriurese, levando consequentemente a maior elevagdao da pressao

arterial (®°).

e Aumento da resisténcia a insulina

O aumento da atividade simpdtica nos obesos, estd relacionado com a Hiper-

insulinemia, isto podera explicar o mecanismo fisiopatoldgico da resisténcia a insulina,
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gue é um dos achados importantes nos individuos obesos com fatores de risco

cardiovascular ().

e Aumento da resisténcia vascular periférica

A resisténcia vascular periférica é mais elevada nos obesos hipertensos quando

comparada com os hipertensos n3o obesos (%°).

5- Atividade fisica

A atividade fisica tem efeito sobre a PA. Os pacientes com estilo de vida mais sedentdria
tém maior prevaléncia de hipertensao, independentemente da obesidade ou ingestdo

de sédio (7°).

O exercicio fisico também melhora a resposta terapéutica anti-hipertensiva
independente de modificacGes dietéticas ou da obesidade. A perda de peso e o exercicio
demonstraram aumentar a resposta ao farmaco anti-hipertensivo, porém desconhece-

se se esta a melhoria na resposta se deve ao exercicio fisico ou a perda de peso (7).

6- Stress:

O stress contribui para a elevacdo da pressao arterial, através da estimulacdo do sistema
nervoso, leva a maior producdo de adrenalina e consequentemente vasoconstricdo e

aumento da frequéncia cardiaca (°3, 7%)

Isto pode ser amplamente comprovado na pratica clinica com a «Hipertensao da bata
branca» em que os individuos em ambiente de consultério, elevam a pressdo arterial a

valores superiores aos habituais (72).

Pensa-se que os individuos sdo hipertensos ndo soé por serem submetidos a maior stress,
mas também por responderem a este de maneira diferente. Comprovou-se que tanto
em hipertensos como em normotensos com maior risco de ter HTA, tém maior

reatividade cardiovascular e nervosa simpética (23).

31



Além do que, os hipertensos tendem a ficar mais emocionados e ansiosos durante mais
tempo. A hipotese de uma predisposicdo genética podera ser levantada, pelo fato dos
filhos de pais hipertensos terem maior hiperreatividade ao stress. Os individuos
expostos a stress psicolégico podem apresentar hipertensdao arterial mais

frequentemente do que individuos similares submetidos a menor stress ().

Também varios estudos tém enfatizado a associacdo entre stress laboral e o risco
aumentado de doencas cardiovasculares e desenvolvimento progressivo da hipertensado

arterial (73).

Havendo estudos que sugerem a implementac¢do de um programa de gestao do stress
no local de trabalho, o que poderd ser uma boa medida preventiva para a hipertensdo

arterial (74).

7- Tabaco:

O tabaco tem varios constituintes, dentro deles, a nicotina age como um agonista
adrenérgico, promovendo a libertacdo sistémica de catecolaminas e consequentemente
ativacdo do sistema nervoso simpatico, com aumento da frequéncia cardiaca e da

pressdo arterial (7>, 7).

Apds o uso agudo do tabaco, durante os primeiros 30 minutos, ha um aumento da

press3o arterial e da frequéncia cardiaca (’>, 7).

No entanto sobre efeito dos habitos tabagicos no aumento da pressao arterial, os

resultados dalguns estudos levantaram controvérsia.
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8- Alcool e Hipertensio Arterial:

De acordo com diversos estudos publicados, existe uma relagdo entre o consumo de
alcool e 0 aumento da pressao arterial, além do que a quantidade consumida relaciona-

se de forma direta com a elevacdo da pressdo arterial (”7).

Isto é confirmado por estudos epidemioldgicos transversais em que as sociedades onde

hd maior consumo de &lcool, também apresentam maior prevaléncia de HTA (78).

Estima-se que o consumo de dlcool contribui de 5-20% para a prevaléncia de

hipertens3o arterial na populagdo (7°).

Alguns estudos demonstram uma relacdo linear entre o consumo e a Hipertensao
arterial, mas outros estudos, mostram esta relacdo, sob a forma de uma curvaem J, em
gue individuos com baixo consumo, tém niveis de pressdo arterial mais baixos do que
os abstémicos, mas a medida que o consumo de alcool aumenta, ha também um grande

aumento da PA (20).

Embora alguns estudos sugiram que em relacdo ao risco de HTA ha diferengcas em
relacdo ao tipo de bebida alcodlica. Os individuos que bebem vinho tém menor risco de
ter HTA em relagdo aos que bebem cerveja ou outras bebidas alcodlicas. Em outros
estudos concluem que a relagdo entre o consumo de alcool e os niveis da PA, depende

exclusivamente da quantidade de alcool ingerido (3%).

Principais mecanismos de elevacdao da PA com o uso do alcool:

O efeito imediato do consumo de alcool é a vasodilatacdo nos diversos leitos vasculares
levando a discreta redugao da pressdo arterial. O uso continuado de alcool, eleva os

niveis da pressao arterial pelos seguintes mecanismos:

e Alteracdes das membranas celulares que permitem maior entrada de calcio
(Ca++) intracelular da musculatura lisa.

e Estimulacdo da atividade nervosa simpatica.

e Estimulagao do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.

e Aumento da resisténcia a insulina e consequentemente hiperinsulinemia.
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e Induz um desequilibrio entre os vasoconstritores enddgenos especifico, como

angiotensina Il, endotelina-1 e nora-epinefrina e o éxido nitrico vasodilatador.

(82, 83, 84)

Segundo as Guidelines europeias de HTA (2013) (°!), os hipertensos ndo devem
ultrapassar o consumo de alcool de 20 -30 gr/dia de alcool nos homens e de 10 a 20
gr/dia nas mulheres. O consumo total de etanol ndo deve exceder 140 gr /semana nos

homens e 80 gr/semana nas mulheres (°1).

I.4. Genética da Hipertensao

1.4.1. Hipertensao monogénica

Formas mendelianas de HTA:

Nos ultimos anos, varios estudos, tém contribuido para elucidar as diferentes formas de
hipertensao monogénica, os seus genes etioldgicos, assim como 0s seus mecanismos
moleculares, ajudando a compreender o contributo dos fatores genéticos na
patogénese da hipertensao arterial essencial.

As formas de heranca mendeliana de HTA, sdo formas monogénicas, raras,

correspondendo a menos de 1% de todos os casos de HTA (%°).

A suspeicdo desta etiologia faz-se, quando existe na genealogia um padrdo de heranca
definida, dominante ou recessivo. Na generalidade, o quadro clinico nestas formas de
heranca mendeliana, trata-se de uma hipertensdo arterial grave com inicio cedo,

frequentemente na infancia ou adolescéncia (%°).
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1- Hiperaldosteronismo familiar tipo | (HF- 1):

A aldosterona, o principal mineralocorticéide circulante, participa do volume sanguineo
e da homeostase do potassio sérico. O aldosteronismo primario € um disturbio
caraterizado por hipertensdo arterial, podendo também nas formas mais graves, surgir
hipocalemia, por haver secrecdo auténoma de aldosterona da zona glomerular da

glandula suprarrenal (7).

O Hiperaldosteronismo familiar tipo | foi a primeira forma descrita de
hiperaldosteronismo familiar. Esta sindrome foi também chamada «Aldosteronismo
tratavel com glicocorticdides» por ser uma sindrome que responde bem a terapéutica
com Dexametasona. O seu fendtipo clinico que pode variar de hipertensdo grave de

inicio precoce a uma elevac3o ligeira da pressdo arterial e hipocalémia ligeira (8).

Carateriza-se por retencdo anormal de sal e agua nos tubulos renais devido a
hipersecrecao moderada de aldosterona. Nestes doentes a secrecdo da aldosterona é
regulada pela hormona adrenocorticotréfica (ACTH) e ndo pela Angiotensina Il. H3

supressdo da atividade da renina plasmatica (28).

E uma doenga autossémica dominante, causada por uma mutacdo no cromossoma
humano 8 que contém os genes CYP11B2 que codifica a aldosterona sintetase e o
CYP11B1 que codifica o esteroide 11B-hidroxilase. Durante a meiose pode formar-se por

um «cross-over» de material genético entre o gene CYP11B1 e o gene CYP11B2 (¥').

Este gene hibrido resultante da fusdo da regido reguladora da 11B-hidroxilase com a o
gene da aldosterona sintetase, leva a um aumento da expressdao da hormona
aldosterona sintetase, com consequente aumento dos niveis de aldosterona (%7). Esta
vai produzir maior absorcdo de sodio e agua no rim, aumento da volume circulante,

conduzindo finalmente & hipertensao arterial (87).

2- Hiperaldosteronismo familiar tipo Il (HF-I1):

-

E causado por hiperplasia adrenocortical ou aldosteronoma ou ambos e

-

frequentemente transmitido de forma autossdmica dominante. A sintomatologia
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idéntica ao Hiperaldosteronismo familiar tipo I, mas ndo responde ao tratamento com
dexametasona. Ndo se conhece bem qual o gene que o causa, mas varios estudos

indicam que estd localizado no braco curto do cromossoma 7 regido 7p22 (%°).

Uma grande familia com esta sindrome foi estudada e seus membros foram avaliados,
medindo a razdo entre a aldosterona e a renina. Nagueles com uma razdo
aumentada, confirmou-se o HF-II pelo teste de supressao de fludrocortisona. Ao estudar
todo o genoma, a ligacdo genética foi identificada nos marcadores polimérficos D75511,
D7S517 e GATA24F03 no cromossoma 7, uma regido que corresponde a banda
citogenética 7p22. Este é o primeiro locus identificado para o Hiperaldosteronismo

familiar tipo 11 (22, 7).

3- Sindrome de Liddle

s

E uma sindrome autossdmica dominante, causada por mutacbes dos genes que
codificam a subunidade beta ou gama do canal epitelial de sédio (SCNN1B e SCNN1G,
respetivamente), ambos localizados no cromossoma 16p13-12. Estas mutagdes
resultam na eliminagdo dos ultimos 45-76 aminoacidos normais do C terminal das

subunidades beta ou gama que est3o adjacentes ao braco curto do cromossomo 16 (°°,

91).

Nesta sindrome hd desregulacdo do canal epitelial de sddio a nivel do nefréonio, com
aumento da reabsorcdo de sddio e consequente hipertensdo arterial que pode ser
moderada a grave. H4a hipocaliemia por maior excre¢do de potassio, alcalose metabdlica
e expansdao do plasma. Os niveis séricos de renina e aldosterona encontram-se

suprimidos (28).

Esta sindrome, chamada também pseudoaldosteronismo, por ter sintomas semelhantes
a Sindrome de excesso de mineralocorticéides, mas porém, nao tem resposta eficaz a

terapia com dexametasona (2°).

Na Sindrome de Liddle a pressdo arterial elevada responde especificamente ao

amiloride (8).
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O aumento da atividade do canal ndo é explicado pela alteracdo individual do canal
epitelial de sddio mas sim por um aumento dos niumeros de canais ativos da membrana

celular (88).

A ubiquitina-proteina ligase Nedd4 liga-se ao C terminal do canal epitelial de sédio e
inativa-o. Quando ha mutag¢des dos genes que codificam a subunidade beta ou gama
deste canal, em que ha delecdo ou alteracdo do C terminal, a ubiquitina-proteina ligase

Nedd4, n3o atua e ndo hd inibicdo da atividade do canal (%8).

4- Sindrome de excesso aparente de mineralocorticdides

E uma forma autossémica recessiva de hipertensio monogénica que resulta de
concentracOes elevadas de cortisol no rim. A enzima 11B-hidroxi-esteroide
desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2) é co-expressa com o recetor mineralocorticéide nos

rins, convertendo o cortisol em cortisona, o seu metabolito inativo.

A aldosterona faz parte do SRAA, a nivel do rim liga-se aos recetores
mineralocorticéides, levando ao aumento de volume e consequentemente da pressao
arterial. O cortisol também tem afinidade para estes recetores mineralocorticéides.
Quando ha uma deficiéncia desta enzima 11B-HSD2, o cortisol ndo é metabolizado,
ligando-se aos recetores mineralocorticdides levando a retengdo de sddio, hipocalémia,
alcalose e hipertensdo. Nesta sindrome ha supressdo do SRAA, com hipoaldosteronismo

e baixa de renina.

O gene HSD11B2 que codifica a enzima 11B-HSD2 esta no cromossoma 16qg22. Estao

descritas mais de 30 mutacdes diferentes em aproximadamente 60 familias afetadas

(92).

5- Sindrome do recetor mineralocorticéide

As mutacobes no gene do recetor mineralocorticoide causam pseudo-

hipoaldosteronismo tipo 1 e hipertensdo arterial.
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O recetor mineralocorticoide (RM), também chamado recetor da aldosterona, é

um recetor nuclear da subfamilia 3, grupo C, membro 2 (NR3C2), de

grande afinidade para os mineralocorticdides. Nos seres humanos é codificado

pelo gene NR3C2 que estda localizado no cromossomo 4q 31.2. O recetor

mineralocorticéide tem igual afinidade para os mineralocorticdides e para os

glucocorticoides. (*3)

Uma mutacdo que resulta da substituicdo de uma leucina por serina, no coddo 810 no
gene do RM, é responsavel por uma sindrome de hipertensao monogénica. Clinicamente
carateriza-se por uma hipertensao de inicio precoce, com exacerbagdes graves durante

a gravidez e com complica¢des de parto prematuro (°%).

Os esteroides incluindo a progesterona, tém propriedades antagonistas quando ligadas
ao recetor mineralocorticdide (MR) de tipo selvagem, mas sdo capazes de ativar o
recetor MR mutante, resultando num efeito semelhante a aldosterona. Isto justifica o

agravamento da hipertens3o nas portadoras desta mutacdo durante a gravidez ().

As pessoas afetadas tém baixa atividade de renina plasmatica e baixas concentracoes

de aldosterona (°%).

Nienke van Leeuwen et al 2010, descobriram uma variante genética do recetor
mineralocorticéide C.-2G > C (rs2070951). Os individuos com gendtipo GG apresentam
valores de renina plasmatica significativamente mais elevados e associa-se também com
niveis plasmaticos mais elevados de aldosterona. O alelo G do polimorfismo genético C.-
2G > C no gene RM, associa-se ao aumento da ativacdao do eixo renina-angiotensina-
aldosterona e consequentemente com o aumento da pressao arterial, sendo

provavelmente devido a diminui¢do da expressdo do recetor mineralocorticéide ().

6- Sindrome de Gordon

A sindrome de Gordon também chamada pseudo-hipoaldosteronismo tipo Il, é uma
doenca que cursa com Hipertensdo arterial, hipercaliemia com filtracdo glomerular

renal normal, que é corrigida pela terapéutica com diuréticos tiazidicos.
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A anadlise das familias com Sindrome de Gordon mostra que é uma doenca de
transmissao autossomica. O fendtipo hipertensivo é ligeiro, levando a que muitas vezes

seja uma doenca sub-diagnosticada (28).

As WNKs (with-no-lysine K) sdo uma familia de proteinas quinases serina-treonina. As
mutacdOes das proteinas quinases WNK1 e WNK4 causam a Sindrome de Gordon. Estas
quinases WNK desempenham um papel importante na regulagdo do transporte de sédio
e potassio a nivel do rim, que na presenca da mutacdo ficam desregulados. Hd maior

reabsorcdo de sddio que levam a retenc3o de dgua e aumento da press3o arterial (°,%7).

7- Hipertensdao autossomica dominante com braquidactilia

Foi descrito pela 12 vez numa familia turca. Uma sindrome semelhante foi descrita numa

familia no Canadd e noutra nos EUA (8).

Os membros da familia afetados tém braquidactilia, estatura baixa estatura e
hipertens3o grave de inicio na infancia (°%).

s

E uma doenca herdada de forma autossémica dominante e a mutacdo estd no
cromossoma 12p2, no entanto ndo se conhece bem qual o mecanismo fisiopatologico.
Foram excluidos com causa desta doenca varios mecanismos, incluindo a sensibilidade

ao sal, desregulacdo da renina, angiotensina, aldosterona ou das catecolaminas (°%).

Maass el al. (2015) identificou em seis familias com Hipertensdo mendeliana e
braquidactilia, seis mutacdes na fosfodiesterase 3A (PDE3A) e sugeriu que estas
mutacdes causam hipertensao independente do sal, mas dependente da idade. Ha
desregulacdo dos barorrecetores e aumento da taxa de crescimento dos fibroblastos,
contribuindo esta para a hiperplasia da parede vascular e aumento da resisténcia

vascular periférica (°°).
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1.4.2. Hipertensao Arterial Essencial

1.4.2.1. Estratégias para estudo genético da Hipertensao

Estratégias para estudo genético da Hipertensao Arterial Essencial:

Com o avanco tecnoldgico na identificacdo e genotipagem de marcadores polimérficos
de DNA, permitiu a identificacdo de SNPs (single nucleotide polymorphisms), que hoje
em dia sdo frequentemente utilizados. Segundo o (International HapMap Consortium,

2007) (199), existem mais de 3 milhdes de SNPs no genoma humano.

Para o estudo genético das doengas complexas e multifatoriais utiliza-se basicamente

duas metodologias, os estudos de ligacdo e de associacgdo (10).

1.4.2.1.1. Estudos de liga¢gao Génica

Os estudos de ligacdo fundamentam-se no conceito de «ligacdo génica», que é a
presenca de alelos em dois locus diferentes, com localizagao préoxima, numa mesma
regido cromossdmica, que nao sofrem recombinacdo entre si e sdo transmitidos na
meiose conjuntamente. Estes permitem o estudo do genoma de uma forma indireta. Os
estudos de ligacao podem ser baseados em marcadores polimorficos que ocorrem em
sequéncias de DNA codificadoras ou em sequéncias de DNA ndo codificadoras, que nao

tém qualquer efeito no fendtipo (1°%).

Os polimorfismos localizados nas regides codificadoras, podem ser detetados pelo

estudo do polimorfismo das proteinas (1°).

S3o usados para estudar a co-segregacdo de marcadores genéticos com o fendtipo (ex:

HTA) em familias com multiplos membros afetados (1°?).
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Nos ultimos anos os estudos de ligacdo gendmica em larga escala — os genomewide
linkage studies, tém sido utilizados para a detecao de genes reguladores da pressao
arterial e com suscetibilidade para a hipertensdo arterial. Através destes pode-se
estudar a co-segregacdo de marcadores genéticos distribuidos por todo o genoma tais
como os Short tandem repetitive - SRTs e os Single nucleotide polymorphisms- SNPs com

a HTA (193).

O Lod Score é a analise estatistica utilizada para avaliar se os resultados de um estudo
de ligacdo sdo significativos, comprovando ou ndo a ligacdo entre o marcador e a
doenca. O Lod Score (é um logaritmo com base em 10 das probabilidades, se maior que

3 evidencia ligacdo a patologia) (13).

Uma das principais vantagens destes estudos é o facto de se poder analisar nos
membros das familias afetados, variantes comuns no genoma completo, permitindo

identificar em todo o genoma diferentes Locis envolvidos na HTA.

No entanto estes estudos de ligacdo tém limitacGes, tém baixo poder estatistico, dada
a dificuldade em obter um grande numero de familias e com varios membros afetados
com HTA. Além do que a HTA é uma doenga multifatorial e poligénica, com multiplos
genes suscetiveis, mas com baixa penetracdo. Por esta razdao, os estudos de ligacdo
génica, ndo tém tido grande éxito para definir quais os genes envolvidos na

fisiopatologia da HTA (193).

1.4.2.1.2. Estudos de Associagao

Estudos de associacdo genética sdo realizados num contexto caso-controlo, a fim de
identificar as variantes genéticas associadas a um determinado fenétipo. Diferencas
significativas nas frequéncias alélicas ou genotipicas entre casos (individuos afetados) e
controlos (individuos ndo afetados), sdo tidas como evidéncias para a associacdo destes

fatores a caracteristica fenotipica sob estudo.
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E uma abordagem de natureza indireta, que consiste na detecdo de um marcador
associado a elevado risco para a doenca em estudo, mas que ndo é o responsavel da

doenca.

Os Estudos de Associacao dividem-se em dois tipos:

1) Os estudos de casos e controlos — Individuos doentes ndo relacionados
parentalmente, comparados com controlos sdos que também ndo sdo
relacionados parentalmente.

2) Estudos em familias, mais especificamente estudam-se 3 elementos, os

progenitores e o individuo doente.

O objetivo dos estudos de associacdo é comparar a incidéncia de um polimorfismo
marcador (ex: SNP) na populacdo de individuos afetados por uma doenca, com a
incidéncia do mesmo marcador na populacdo controlo e testar se existe diferenca
significativa entre os grupos. Se a variante € mais comum nos casos do que nos controlos
e com significancia estatistica, dizemos que a variante esta associada a suscetibilidade
da doenca. Se a variavel é mais frequente nos controlos do que nos casos e com

significancia estatistica, dizemos que confere protecio (1°3).

No caso dos estudos de associacdo baseados em familias usa-se o método denominado
Teste de Desequilibrio de Transmissdo, para comparar a frequéncia com que os pais
heterozigotos, transmitem um alelo especifico de um marcador genético (ex SNP) a um

filho afetado (193).

Os estudos de Associacdo tém vantagem em relacdo aos estudos de ligacdo pois podem
ser realizados em grupos de individuos sem parentesco, sejam casos ou controlos,
tornando-se mais facil o recrutamento dos individuos para o estudo. Os estudos de
associacdo sdao adequados para detetar efeitos genéticos moderados ou pequenos de
variantes frequentes, em contraste com os estudos de ligacdo, que sdo mais adequados

para detetar grandes efeitos de variantes raras (1%4).
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Nas ultimas décadas tém sido descritos na literatura varios estudos de associacdo de
genes candidatos com a hipertensdo arterial. AssociacOes significativas sdo encontradas
entre polimorfismos variados em diversas populacdes, mas seus resultados sdo

controversos.

E importante referir a falta de reprodutibilidade dos resultados destes estudos nas varias
populacdes, deve-se a diversos fatores de "confusdo", como sejam amostras pequenas,
estratificacdo populacional, origem étnica, a interacdo entre fatores ambientais e
genéticos, efeito modesto das variantes génicas no fendtipo e presenca de interacdes

génicas (epistasia) (1%).

A Hipertensdo arterial € uma doenga complexa e mesmo quando se alcanga um poder
estatistico adequado para se detetar associacGes entre genes e a doencga, muitas vezes

os fatores de confusao dificultam a interpretagao dos estudos de associagao.

1.4.2.1.3. Genome-wide Associations Studies- GWAS na HTA

Os estudos de Associacdo do Genoma Completo (GWAS) utilizam plataformas que
analisam simultaneamente centenas de milhares de marcadores genéticos de todo o
genoma, em diferentes individuos, com a finalidade de procurar novos locus que contém

genes de suscetibilidade a diversas doencas complexas, incluindo a HTA.

Os primeiros estudos GWAS foram realizados em 2007 pelo The Framingham Heart
Study (FHS) e pelo Wellcome Trust Case Control Consortium (WTCCC), mas com poucos

resultados foram evidenciados em relagdo a HTA.

O estudo WTCCC, analisou 14.000 casos com sete doengas comuns e 3.000 controlos.
Foram identificadas vinte e quatro associacdes independentes, nas sete doencas
estudadas. Nestas, apenas a hipertensao nao foi associada a nenhum marcador
genético, com significancia estatistica (com nivel de significancia do genoma de
(5X1077). O marcador mais fortemente associado a HTA (préximo do gene CHRM3) teve

significancia de 7,7X107 (19).
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Em 2009, dois estudos de associacdo gendmica (GWAS), cada um com >25.000
individuos de ascendéncia europeia, identificaram 13 Joci associados a PAS, PAD e

Hipertens3o Arterial (1°7, 108),

Um outro estudo feito numa populacdo afro-americana, evidenciou associacdes entre

varios genes e a press3o arterial sistélica (1°).

Em 2011 sdo relatados pelo Consoércio Internacional de Pressdo Arterial (ICBP), um
estudo com mais de 200 mil individuos de ascendéncia europeia, que identificou
dezasseis loci relacionados com a pressao arterial. Um score de risco genético baseado
em 29 variantes significativas do genoma, foi associado a hipertensao arterial, assim
como a espessura da parede ventricular esquerda, acidente vascular cerebral e doenca

arterial corondria, n3o se relacionando porém, com a insuficiéncia renal (*1°).

Tragante V. et al (**!), em 2014, genotiparam em 87,736 individuos de ascendéncia
europeia mais de 50.000 SNPs, realizaram uma meta-andlise e posteriormente
replicaram os achados num conjunto de 68.368 individuos de ascendéncia europeia.
Confirmaram em 31 genes associacdo com HTA, destes, 27 tinham ja sido relatados
anteriormente, mas 11 novos locis foram revelados como tendo papel importante na

pressao arterial.

Recentemente em 2017, foi estudado em 152.249 individuos de ascendéncia europeia,
participantes do Biobank do Reino Unido, a pressao arterial (sistélica, diastdlica), com
replicacdo independente em outras coortes. No total, foram incluidos dados GWAS de
330,956 individuos e SNVs exdnicos de 422,604 individuos. Foram validados 107 /oci
com associacdo significativa para a pressao arterial. Destes 32 /oci ndo tinham sido

anteriormente relatados e 53 foram validados pela 12 vez (*1?).

Com os estudos GWAS, milhares de marcadores genéticos sdo testados para encontrar
alguns verdadeiramente associados a pressao arterial. No entanto, os estudos GWAS
podem ser um método altamente util, na identificagdo de genes potencialmente
associados a suscetibilidade de HTA. Salienta-se a importancia destes estudos, para uma
investigacdo mais aprofundada, no sentido de desvendar e compreender a arquitetura

genética da pressdo arterial.
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I.5. Genes Candidatos selecionados para estudo

1.5.1. Polimorfismos associados ao eixo Renina-Angiotensina-Aldosterona

e Angiotensin-converting enzyme (ACE Ins/Del) rs4340
e Angiotensin-converting enzyme (ACE G2350A) rs4343
e Angiotensinogen (AGT T174M) rs4762

e Angiotensinogen (AGT M235T) rs699

e Angiotensin Il type 1 receptor (AGTR1 A1166C) rs5186
e Aldosterone synthase (CYP11B2 C-344T) rs1799998

1.5.2. Polimorfismos que interferem no balango de sal e dgua

e Alpha-Adducin 1 ADD1 (G460W) rs4961
e Sodium Channel Epithelial 1 Gamma subunit (SCNN1G G-173A) rs5718

1.5.3. Polimorfismos do Sistema Simpatico Adrenérgico

e Adrenergic Receptor Beta 1 (ADRB1 R389G) rs1801253
e Adrenergic Receptor Beta 2 (ADRB2 R16G) rs1042713

1.5.4. Polimorfismos que atuam a nivel celular

e G Protein subunit Beta 3 (GNB3 C825T) rs5443

e ATPase Plasma membrane calcium-transporting 1 (ATP2B1 C/T)
rs2681472

e Cytochrome P450 Family 17 Subfamily A Member 1 (CYP17A1 C/T)
rs11191548

e Solute Carrier Family 30 Member 2 (SLC4A2 C/T) rs2303934
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Gene Nome Polimorfismo SNP ID Cr Posi¢do
ACE Angiotensin- ACE I/D
converting enzyme rs4340 17 61565892
ACE Angiotensin- ACE A2350G
converting enzyme rs4343 17 63488670
AGT . . AGT T174M
Angiotensinogen rs4762 1 230710231
AGT . . AGT M235T
Angiotensinogen rs699 1 230710048
AGTR1 Angiotensin Il AGTR1 A1166C
type 1 receptor rs5186 3 148742201
CYP11B2 Aldosterone CYP11B2 C-344T
synthase rs1799998 8 142918184
ADD1 . ADD1 G460W
Alpha-Adducin 1 rs4961 4 2904980
SCNN1G S.Od/u_m Channel
Epithelial 1 Gamma SCNNIG G-173A rs5718 16 23182544
subunit
GNpB3 G Protein GNB3 C825T
subunit Beta 3 rs5443 12 6845711
ADRpB1 Adrenergic Receptor ADRB1 G389R
Beta 1 rs1801253 10 114045297
ADRpB2 Adrenergic Receptor ADRB2 R16G
Beta 2 rs1042713 5 148826877
ATP2B1 ATPase Plasma ATP2B1 A/G
membrane calcium- rs2681472 12 89615182
transporting 1
CYP17A1 Cytgchrome P450. CYP17A1 T/C
Family 17 Subfamily rs11191548 10 103086421
A Member 1
SLC4A2 Solute Carrier Family SLC4A2 C/T
30 Member 2 rs2303934 7 150767540
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Polimorfismos associados ao eixo Renina-Angiotensina-Aldosterona:

e Angiotensin-converting enzyme (ACE Ins/Del) rs4340

O gene ACE I/D humano localiza-se no cromossoma 17923 é um polimorfismo de
insercdo/delecdo (I/D) de 287 pb no intrdo 16 e foi identificado e utilizado

extensivamente como um marcador genético (113).

A enzima conversora da angiotensina (ECA) tem um papel chave na geracdo da
angiotensina Il e degradacdo da bradicinina e através destas, afeta a morfologia e a
reatividade da parede vascular, assim como a fungao renal. O polimorfismo do gene ACE
I/D modula fortemente o nivel de ECA plasmatica (*!4), sendo que cerca de metade dessa

variabilidade é explicada por este polimorfismo (*%°).
Alguns estudos descreveram o alelo D como fator de risco para hipertensao arterial em
varias populac¢des (116, 117),

Em meta-analise Ji D.L. Zang et al. (...) reportou que o gendtipo DD do polimorfismo ECA
I/D associou-se com HTA com (odds ratio 1,61) e sob modelos genéticos dominantes,

recessivos e aditivos, também foram encontradas associacdes positivas (118).

No entanto noutros estudos esta associacdo ndo se comprovou (119, 120, 121),

e Angiotensin-converting enzyme (ACE G2350A) rs4343

Um outro polimorfismo do gene ACE, uma transicdo A/G na base 2350 do exdo 17,
A2350G (ACE-8), foi estudado por Zhu et al. (*22) numa amostra populacional da Nigéria
com 1343 individuos e associou-o a maior concentracdo de ECA plasmatica e com a

pressdo sanguinea (122).

Saeed Mahmood et al. (*23) conclui que o gendtipo ACE G/G 2350 estda associado com o
aparecimento de HTA (OR=1,06 - 3,07, p=0,02) (38), mas noutros estudos os resultados

foram inconclusivos (*?4).
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Numa meta-analise com 1699 casos e 1274 controles, W. Niu et al (40), comparou o
alelo 2350G com o alelo 2350A, concluindo que este conferiu um efeito protetor em
relacdo a hipertensdo (OR=0,81, IC 95% 0,56 - 1,18; p=0,28). Também concluiu que o
alelo ACE 2350A, confere uma reducdo significativa do risco de hipertensdo nos
muculmanos do Golfo Arabico e do Paquistdo e um risco elevado de HTA na populacao

Chinesa Han (1»).

e Angiotensinogen (AGT T174M) rs4762

O polimorfismo (AGT T174M) rs4762 esta localizado no exdao 2 em que hd uma troca de

treonina por metionina na posicao 174.

Jeunemaitre X et al (1992) (*¢) também o estudou mas concluiu que este polimosfismo

ndo se associava a HTA, nem com o nivel circulante de angiotensina Il.

No entanto Mohana VU et al., em estudo caso-controlo, comprova a associacdo deste
polimorfismo com HTA. O alelo 174M é mais prevalente nas mulheres hipertensas do
gue nos controlos (0,20 vs. 0,12; P = 0,059), associando-se ao aparecimento de HTA

principalmente nas mulheres (*?7).

Em outros estudos comprovou-se a associacao do AGT M235T rs699 e do AGT T174M

rs4762 no desenvolvimento de HTA (*?8).

e Angiotensinogen (AGT M235T) rs699

O gene do Angiotensinogénio (AGT) tem 5 exdes e 4 interdes com uma extensdo de 13

Kb e estd localizado no brago longo do cromossoma 1, na posicdo 42-3 (1g42-3)
Varios polimorfismos foram identificados neste gene.

O polimorfismo (AGT M235T) rs699 esta localizado no exdo 2 posicdo 704 onde a
citosina substitui a timidina, levando a uma troca de metionina por treonina na posicao

235.
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Jeunemaitre X et al (1992) (?6) estudaram o papel de 15 polimorfismos do gene do

angiotensinogénio e o aparecimento de HTA.

Concluindo que o polimorfismo (AGT M235T) rs699 se associava a HTA. O alelo T deste
polimorfismso associava-se a maior nivel circulante de angiotensina Il, o que justificaria

o seu papel no desenvolvimento da HTA.

Posteriormente outros estudos foram feitos que associaram este polimorfismo a HTA,

mas outros no entanto tiraram resultados inconcistentes.

Outras meta-analises demonstraram uma significante associacdo entre o polimorfismo

AGT M235T e a HTA e que o alelo 235T confere maior risco de HTA (122, 130, 131),

e Angiotensin Il type 1 receptor (AGTR1 A1166C) rs5186

A angiotensina Il estimula o recetor da angiotensina Il (AGTR1), desencadeando uma

resposta hipertensiva a custa da vasoconstri¢ao e de expansao de volume.

O gene do recetor AGTR1 esta localizado no brago longo do cromossomo 3, tem um
comprimento cerca de 55 kb e contém 5 exGes e 4 introes. A regido codificadora esta
localizada no quinto exao, enquanto os quatro primeiros exdes codificam sequéncias 5'-
ndo traduzidas. O polimorfismo do recetor tipo | da Angiotensina Il (AGTR1 A1166C)
rs5186, esta localizado na regidao nao-codificadora 3’, onde ocorre uma substituigdo do

nucleotideo adenina por citosina, na posicdao 1166.

Bonnardeaux et al (*3?) fizeram um estudo caso-controle com o objetivo de estudar a
associacao deste polimorfismo com a HTA. Dos cinco polimorfismos por eles descritos,
somente o polimorfismo AGTR1 A1166C se associava a HTA. Esta associagdo foi mais
marcada nos hipertensos de inicio precoce e na hipertensdo mais severa. Outros estudos
caso-controlo subsequentes, confirmaram esta mesma associacdo (33, 134), noutros no

entanto tal ndo se verificou (**°).

Também Wang et al. (*3) concluiu que a frequéncia do alelo C e do gendtipo CC em 108
pacientes caucasianos hipertensos com histéria familiar de HTA, foram

significativamente mais elevadas do que em 84 controles normotensos (33).
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Amant C, et al (1997), estudou em individuos com artérias coronarias normais a resposta
a injecdo de maleato de metilergonovina e concluiu que os homozigotos CC tinham
maior vasoconstricdo das artérias coronarias distais apds a metilergonovina do que os

individuos AA (139).

Outro estudo também associa o alelo Cdo AGTR1 A1166C a vasoreatividade aumentada

a angiotensina Il nas artérias humanas (*¥7).

Este aumento da vasoconstricgdo associada ao polimorfismo A1166C, pode explicar o

aumento da pressdo arterial nos individuos portadores do alelo C.

e Aldosterone synthase (CYP11B2 C-344T) rs1799998

O gene da aldosterona sintetase (CYP11B2), esta localizado no cromossoma 8q21 e
codifica a esterdide 18-hidroxilase, é surpreendentemente diferente da CYP11B1,
embora as sequéncias dos seus exdes sdo 93% idénticos. O gene CYP11B2, desempenha
um papel importante na biossintese da aldosterona e expressa-se na a nivel da glandula

suprarrenal, tanto na regido fasciluta como na glomerulosa (138).

Um polimorfismo na regido flanqueadora 5 'do CYP11B2, T (-344) C, foi relatado como
associado a hipertensdo arterial e niveis plasmaticos mais elevados de aldosterona,

numa populacdo de caucasianos (**°).

50



Polimorfismos que interferem no balanco de sal e agua:

e Alpha-Adducin 1 ADD1 (G460W) rs4961

A aducina é uma proteina heterodimérica do citoesqueleto que estd implicada na
regulacdo da transducdo de sinal celular e no transporte de ides através da membrana
citoplasmatica, modulando a expressdao superficial de multiplos transportadores e

bombas, como a bomba Na-K ATPase.

A sua implicagao na regulagao do transporte renal de Na+ sugere que as suas variantes

genéticas podem contribuir para a HTA.

A adducina é composta por duas subunidades (subunidade a (103 KD) e B (97KD) ou y-
subunidade (90KD)) que sdo codificados por trés genes (ADD1, ADD2 e ADDS3,

respetivamente) e est3o localizados em diferentes cromossomas (14°).

A nivel do gene da Alfa aducina 1 (ADD1), no exdo 10 no cromossoma 4p16.3, encontra-
se o_polimorfismo de nucledtido Unico (SNP rs4961), em que uma transversdo da
guanina por timina no nucledtido 614, leva a uma substituicdo da glicina (G) pelo

triptofano (W) na posicdo 460 do aminoacido (*41).

Esta variante genética ADD1 460 W modula a capacidade global das células epiteliais
tubulares para transportar ides, levando maior atividade da bomba Na-KATPase e

consequentemente ao aumento da reabsorc¢do de sddio a nivel do tdbulo renal proximal

(142)'

Cusi et al. (?**) descreveu que a variante genética (460 W) estd associada ao

desenvolvimento de HTA. (234, 143),

Também outros investigadores confirmaram a associagdo desta variante genética com

a HTA, (143, 144 145 146 147) mag em outros estudos tal ndo sucedeu (148, 149, 150 151)
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e Sodium Channel Epithelial 1 Gamma subunit (SCNN1G G-173A) rs5718

O canal epithelial de sddio é constituido por 3 sub-unidades a, B e y que estdo ao redor
do canal se movimentam os ides de sédio. Cada sub-unidade possui terminias amino
(NH2) e carboxilicos (COOH) que estdo na superficie extra-celular da membrana e duas

helices transmembranares M1 e M2.

Varias mutagdes dos genes que codificam as sub-unidades B e y, levam a delegdes do

COOH-terminal ou substituicGes dos aminoacidos ricos em prolina do COOH-terminal

(90 152).
O gene SCNN1G localizado no cromossoma humano 16p12 codifica a y - subunidade do

canal epitelial de sddio sensivel ao amiloride e as suas mutacdes podem levar ao

Sindrome de Liddle ou ao pseudo-hipoaldosteronismo tipo I. (%, 133)

Pensa-se que as mutacdes das sub-unidades B e y responsaveis pelo Sindrome de Liddle
agravam a remocdo de canais activos das membranas celulares apicais (1®°) resultando

em excessiva reabsorcdo renal de sédio e de dgua e em ultima instancia em hipertensao.

Estas mutacdes mantém a entrada do canal aberta e, portanto, aumentam a corrente

de sddio (1%, 1%2).
Wong et al. 1999 (*>*) encontraram associacdo significativa entre PAS e o gene SCNN1G.

Iwai N et al. (>°) observaram que o polimorfismo G (-173) A de SCNN1G rs5718, teve um
efeito significativo sobre a pressao sistdlica (P=0.0050) e a pressao de pulso (P=0.0050).
O gendtipo AA foi associado a queda de 11 mmHg na pressdo sistdlica e a queda de 8

mmHg na pressdo de pulso e com maior prevaléncia de hipotensao (P=0.0195).

Varios estudos relatam resultados inconsistentes e contraditdrios sobre o papel do gene

SCNN1G na hipertens3o arterial (8, 1>7).
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Polimorfismos do Sistema Simpatico Adrenérgico:

e Adrenergic Receptor Beta 1 (ADRB1 R389G) rs1801253

O receptor Betal- adrenérgico (ADRB1) tem um papel fundamental na mediacdo da
transducdo de sinal do sistema simpatico-adrenégico e esta envolvido na regula¢do do

débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica.

O gene do recetor adrenergico Betal estd localizado no cromossoma 10q24-26.
Quarenta e cinco polimorfismos foram identificados neste gene e 13 destes resultados
em mudanc¢as nos aminoacidos da proteina do B1 adrenorecetor. O polimorfismo
ADRB1 R389G rs1801253 resulta de uma substituicdo de Arginina (R) por Glicina (G) na

posicao 389.

Pen Y. et al. estudou em duas populagdes independentes o gene do recetor adrenergico
B1 R389G (ADR B1 R389G) e concluiu que o gendtipo R389R do gene ADR B1 estava
associado a maior risco de hipertensao arterial (OR 1,77, 1C95% (IC) 1,09-2,98; p = 0,008)
na primeira populagdo estudada sendo isso replicado numa segunda populagdao com (OR
1,65, IC 95% 1,07-2,89, p=0,01). Concluiu também, que os individuos com o gendtipo
R389R tiveram uma pressdo arterial diastdlica mais elevada (100,29 +/- 11,01 mm Hg)
do que os com os genodtipos R389G e G389G (95,33 +/- 13,10 mm Hg e vs. 96,17+ /12,18
mm Hg, (p =0,01 e p=0,02) respectivamente). Neste estudo, nenhum dos gendtipos do

gene ADR B1 R389G apresentou associacdo com a pressdo arterial sistdlica. (*°8).

Peng Y et al. (}°®) também concluiu nestes dois estudos que o gendtipo R389R associou-
se a maior frequéncia cardiaca comparado com os outros dois gendtipos, (no primeiro
estudo: 79,43 +/- 9,90 bpm vs. 74,87 +/- 8,96 bpm, vs. 73,92 +/- 8,18 bpm,
respectivamente, P = 0,02, p = 0,014 e no segundo estudo: 81,12 +/- 8,99 bpm vs. 74,85
+/-7,97 bpm e vs. 73,89 +/- 9,12 bpm, p = 0,007, p = 0,006, respetivamente).

Wang H et al. realizaram meta-andlise com 5.088 hipertensos e 6.515 controlos. A
frequéncia do alelo G do polimorfismo R389G, foi significativamente menor nos
hipertensos do que nos controlos (G versus R: P=0,04, OR=0,89, IC 95% (0,80-1,00) e
concluiram que o alelo G do polimorfismo ADRB1 R389G poderia conferir menor risco

para HTA, especialmente nos asidticos. (**°).
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e Adrenergic Receptor Beta 2 (ADRB2 R16G) rs1042713

O B 2 - receptor adrenérgico é codificado por um gene de intrées (ADRB2) localizado no

cromossoma 5 (5931-32) que contém varios polimorfismos de um Unico nucleétido (*¢°).

O polimorfismo de nucledtido Unico 46 G> A (G16R) que conduz a uma substituicdo de
aminodacidos de segmentos da Glicina (G) por Arginina (R) na posicdo 16. Esta variante

ADRB2 R16G associa-se com HTA (16%).

Este polimorfismo pode aumentar a reatividade vascular, podendo regular assim a

pressdo arterial (1%2).

Lou Y et al (2011), estudou o polimorfismo A46G no gene ADRB2 numa populacdo
chinesa em relagao ao aparecimento de HTA. Concluindo que este polimorfismo se
associa a HTA e que o alelo G46 confere mais risco de HTA do que o 46 R. Ao analisar
sub-grupos verifica que este polimorfismo associa-se a HTA nos homens, mas n3do nas
mulheres e que o alelo G46 relaciona-se com maior prevaléncia de hipertensdo na

populacdo obesa (1%3).

Polimorfismos que atuam a nivel celular:

e G Protein subunit Beta 3 (GNB3 C825T) rs5443

As proteinas G e seus recetores tém um papel crucial na transdugao de sinal nas células

e ativacao dos eventos intracelulares.

As proteinas G tém uma estrutura heterotrimérica, composta por 3 subunidades
denominadas alfa (a), beta (B) e gama (y), codificadas por genes distintos. A subunidade
alfa (a) é a mais carateristica de cada proteina G e é esta sub-unidade que interage com

o recetor, ligando-se ao GTP e regula os sistemas efetores (164).

As subunidades B e y estdo associadas por ligagGes ndo covalentes e, quando se

encontram ligadas a subunidade a, configuram o estado inativo da Proteina G. (1°).
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O dimero B e vy, para além de servir para ancorar a sub-unidade a, também tém
influéncia em processos celulares especificos (¢, 1¢7) e pode modular a atividade de

determinados efetores (168).

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 Sub-Unidade B3 da Proteina G (C825T) rs5443, situa-se no
exdo 10 do gene GNB3, e apresenta substituicdo da citosina (C) pela timidina (T) no
nucledtido 825, o que induz a formagdo de um «splicing» alternativo dentro do exao 9,

no qual os nucledtidos 498-620 s3o eliminados (192, 179).

Como resultado os aminoacidos 167 a 197 estdo ausentes na proteina codificada
(designada GB3-s). Esta variante truncada «splice» - GB3-s é uma proteina funcional que
confere uma ativacdo aumentada das proteinas G, facilitando a sinalizagcdo intracelular

(169, 1%,

Esta variante genética foi descrita como associada a varias patologias nomeadamente,
HTA (168, 170, 72, 173 174 175)  obesidade (}’®), depressdo (}’’) e doencas

cardiovasculares (178).

Outros estudos, no entanto hd, em que n3o se demonstrou a associacdo desta variante

genética com a HTA (179, 180, 181),

Uma meta-analise de 2013 com um total de 40 estudos caso-controle avaliando 16.518
hipertensos e 20.284 controlos, encontrou associacdao entre o polimorfismo GNB3
C825T e o risco de HTA (T vs C (OR = 1,09, IC 95%: 1,04-1,19)). No subgrupo dos

caucasianos e chineses essa associacdo era mais evidente. (*/3).
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e ATPase Plasma membrane calcium-transporting 1 (ATP2B1 C/T) rs2681472

O gene do transportador 1 da ATPase Ca * (ATP2B1 A/G rs2681472) emergiu de uma
grande meta-analise do genome-wide association studies (GWAS), feita em europeus
pelo consdrcio CHARGE, com identificacdo novos loci para PA sistélica (PAS) e PA
diastolica (PAD) em europeus. O polimorfismo rs2681472 do gene ATP2B1 foi a Unica
variante genética associada a suscetibilidade de hipertensao arterial com (odds ratio,

OR 1,17, p =1,7 x 10°8) (108).

O mecanismo pelo qual o polimorfismo rs2681472 do gene ATP2B1 se associa a risco

aumentado de HTA ndo esta claro.

A ATP2B1 expressa-se no endotélio vascular e regula a homeostase dos niveis de cdlcio
celular. Tendo assim relevante importancia no controlo da contracdo e dilatacdo da
musculatura da parede vascular (*82). Experiéncias em células musculares lisas da veia,
mostraram que o gene ATP2B1 desempenhou um papel importante na libertagao de Ca

2+ apds estimulacdo com carbacol ou na despolarizagdo com cloreto de potéssio (1%2).

Outras evidéncias indicaram que os niveis de ARNm de ATP2B1 em células de musculos
lisos de ratos espontaneamente hipertensos foram maiores do que aqueles em

controlos n3o hipertensivos (*2?).

e Cytochrome P450 Family 17 Subfamily A Member 1 (CYP17A1 C/T)
rs11191548

Este polimorfismo foi emanado do (GWAS) e associa-se com alteracbes da pressdo

arterial (197).

Nos seres humanos, o gene CYP17A1 estd localizado no cromossoma 10q24.3,

constituido por oito exdes e sete intrdes.

O gene CYP17A1 codifica um membro da superfamilia de enzimas do citocromo P450.
As proteinas do citocromo P450 sdo monoxigenases que que interferem na sintese de

esteroides, colesterol e outros lipidos.
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O gene CYP17A1 produz a proteina P450c17, é uma enzima importante que catalisa a

formac3o de androgénios (1%3).

Portanto, mutagbes genéticas do CYP17A1 podem causar a perda da atividade

enzimatica de P450c17 e potencialmente reduzir a biossintese de andrdgenos.
Este gene expressa-se essencialmente nas glandulas supra-renais e gonadas.

O mecanismo pelo qual o gene CYP17A1 leva a hipertensdo ndo é claro.

e Solute Carrier Family 30 Member 2 (SLC4A2 C/T) rs2303934

Este polimorfismo foi emanado do (GWAS). Localiza-se no cromossoma 7g36.1

Sober S et al. (2009) (184), verificou que quatro SNPs do SLC (rs10889553, rs2303934,
rs10954174, rs11195419) estavam marginalmente associados a valores mais elevados

de pressao sanguinea (P <0,1).

Este gene codifica um membro da familia de permutadores de anides de proteinas de
transporte de membrana. A proteina codificada regula o pH intracelular. O SLC4A2,
designado por permutador de anides 2, expressa-se em varios tecidos. Funciona como
um permutador de Cl- / HCO3 independente de Na+ que regula o transporte acido-base

intracelular e trans-epitelial.
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CAPITULO I
JUSTIFICACAO PARA A DISSERTACAO
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1. JUSTIFICACAO PARA A DISSERTAGCAO

A Hipertensao arterial, afeta um quarto da populagao adulta em todo o mundo e estima-

se 0 seu aumento para um terco em 2025 (19).
Em Portugal a sua prevaléncia global na populac3o é cerca de (42%) (*%°).

Diversas metandlises demonstraram de forma consistente e linear que a elevacao da
pressdo arterial € um poderoso fator de risco de Doenca cardiovascular (DCV) e de
progressao para insuficiéncia renal, independentemente doutros fatores de risco
vascular. Valores persistentemente elevados de pressdao arterial levam a doenca

cardiaca, vascular e renal (8¢, 187),

E uma doenga com componente genético marcado. A hereditariedade da PA é apoiada
pelo fato dos valores tensionais serem mais concordantes entre gémeos monozigotos
do que nos dizigdticos. Efetivamente, varios estudos epidemioldgicos revelaram que 20-

40% da variacdo da pressdo arterial é determinada geneticamente (188, 189),

A HTA é uma doenga complexa, sendo a sua etiologia suscetivel de compreender, como
sendo um disturbio multifatorial, resultante de fatores ambientais e genéticos e das suas

interacdes (*°).

Foi na década de 80 do século XX e com o advento de novas tecnologias para a detegao

de variantes genéticas que Hipertens3o passou a ser alvo de estudo genético (*°1).

A partir dai, muitos estudos tém sido feitos e nas ultimas décadas com o advento do
GWAS, tém sido identificados alguns genes, em diferentes loci que conferem

suscetibilidade para o desenvolvimento de HTA.

No entanto a “arquitetura genética” na regulagdo da pressao arterial permanece ainda
desconhecida. Na atualidade, ndo dispomos de informagdo de quais as variantes
genéticas envolvidas na HTA, suas frequéncias e os seus efeitos nos fendtipos. Além do
que, as interagdes entre essas variantes genéticas, seus efeitos sinérgicos ou
antagonicos, bem como a sua interacdo com os fatores ambientais, ainda estdo pouco

elucidados. Motivando assim, um estudo no sentido de esclarecer, as interacdes entre
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os fatores genéticos, ambientais e comportamentais, bem como averiguar qual o risco

incremental dos fatores genéticos ao dos fatores de risco ambientais, na eclosdo da HTA.

Pensa-se que na base da genética da HTA, encontram-se alteragdes de varios genes, em
gue cada um, tem pequenos efeitos independentes, mas quando adicionados tém
efeitos cumulativos. Ha necessidade de objetivar, qual o poder preditor de cada variante
genética, assim como o poder cumulativo de varias variantes genéticas, no risco da HTA.
Com recurso a novos discriminadores de risco, como s3ao os Scores de risco genético,
podemos avaliar, o impacto cumulativo de varias variantes genéticas, na predigao de

HTA.

Estes Scores de risco genético poderdo, num futuro proximo, ser utilizados na pratica

clinica diaria, como instrumentos de avaliacdo do poder preditivo de HTA.

Muitos investigadores, em varios estudos, tém também abordado a influéncia genética
no desenvolvimento das lesGes de 6rgdos alvo nos hipertensos, mas isto também
permanece pouco esclarecido. Torna-se também importante, avaliar quais as variantes

genéticas que intervém o desenvolvimento de lesdes dos 6rgaos alvo, nos hipertensos.

Em suma um longo caminho, ha a percorrer na descodificacdo da componente genética

da HTA, suas intera¢Ges com os fatores ambientais e sua repercussao nos fendtipos.

Sendo assim, justifica-se uma investigagao, com o fim de uma melhor caracterizagao das
bases genéticas da hipertensdo, o que podera reduzir os impactos desta doenca na
saude publica, além de abrir caminhos para novos e especificos medicamentos no

tratamento desta importante patologia.
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lll. OBJETIVOS

Ill.1. Objetivo Geral
111.2. Objetivos Especificos

111.2.1. Polimorfismos genéticos e aparecimento de Hipertensao Arterial:

e Investigar quais os polimorfismos genéticos que individualmente aumentam
o risco de aparecimento de Hipertensao Arterial.

e Estudar se ha interacdo entre diferentes polimorfismos genéticos no
aparecimento de Hipertensdo Arterial

e Estudar se existe associagao entre os polimorfismos genéticos e os fatores

de risco classicos de HTA na eclosdo da Hipertensao Arterial.

111.2.2. Polimorfismos genéticos e aparecimento de lesdes nos Orgaos Alvo da

Hipertensdo Arterial:

e Avaliar na nossa amostra deHipertensos o aparecimento lesdes nos érgaos
alvo da Hipertensdo Arterial. Investigar se algum polimorfismo genético
individualmente esta relacionado com o aparecimento destas respetivas
lesdes.

e Investigar se ha interagdao entre polimorfismos genéticos diferentes no
aparecimento das lesGes nos érgaos alvo.

e Estudar se existe associagao entre os polimorfismos genéticos e os fatores
de risco cldssicos de HTA, no risco de aparecimento das lesdes nos drgados

alvo.
111.2.3. Construgdo de um score de risco genético preditivo de Hipertensdo Arterial
Socre de risco genético no grupo total
Score de risco genético por género

e Construcdo de um score de risco genético para o género feminino

e Construcdo de um score de risco genético para o género masculino
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IV. MATERIAL E METODOS

Para fazer o estudo a que nos propomos, fizemos uma revisao bibliografica sobre o tema
a estudar e calculdamos a dimensdo da amostra. Posteriormente estabelecemos os
critérios de inclusdo, exclusdo e de emparelhamento, o modo de colheita dos dados e
instrumentos a utilizar, assim como as técnicas laboratoriais e de genotipagem. Foram
definidas as variaveis a estudar, critérios de valorizacdo e os métodos estatisticos a

utilizar na avalizagdo dos nossos resultados.

IV.1. Revisao Bibliografica

Recorrendo a consulta da PUB MED selecionamos as referéncias bibliograficas pela
pesquisa das palavras Hypertension, Gene, polymorphism, genotype, genetic score,

GWAS, gene-gene interation, gene - environment interation.

A partir das listagens obtidas seleciondmos os artigos adequados para o presente estudo
pelo texto de resumo. Posteriormente foram adquiridos os artigos com o texto

completo.

Cingimo-nos a consulta do resumo, quando os artigos se encontravam numa lingua que

ndo nos era legivel ou referentes a comunicagdes feitas em Congressos.
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IV.2. Estudo da populagao

IV.2.1. Dimensao da amostra populacional

Para fazer um estudo caso-controlo, tivemos de calcular a dimensdo da amostra
populacional necessaria com o fim de definir as variantes genéticas preditoras de risco

de HTA.

Segundo estudos previamente efetuados na nossa populacdo o polimorfismo mais
prevalente foi o ACE Ins/Del rs4340, sendo a prevaléncia do gendtipo DD na nossa

populacdo de 39% (*°?).

A frequéncia do gendtipo DD da ECA na nossa populacdo é alta, comparada com a

descrita noutras populagGes (Quadro 5).

Regido Genotipo DD ( %) Autor e Ref. Bibliog.
Japdo 18,3% Mizuiri et al
Asia do Sul 18,3% Sagnella et al
Chile 18,5% Jalil et al
Australia 22,0% Smith et al
Franga 30,6% Marre et al
EUA 30,9% Lindpaintner et al
Alemanha 33% Schmidt et al
Gran Candria 43,5% E. H. Ortegaetal >3

Enrique Hernandez Ortega et al. Rev Esp Cardiol 2002. (**3)

Quadro 5 - Distribui¢do do genétipo DD da ACE Ins/Del rs4340 em diferentes paises

Para calcular o nimero de casos e controlos necessarios para encontrar diferencas na

predicdo da HTA na nossa populacdo, usamos a seguinte formula:
Frequéncia do gendtipo DD do ACE Ins/Del rs4340 na nossa populacdo (39%) em toda a

populacdo (e=5%).

o’xpxgxN  196°x39x61x113528
E(N-1)+o’xpxq 5*(113528—1)+1,96> x39x 61

n=
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o’ xpxgxN B 1,96% x39x61x125374 _
S(N-1)+0>xpxq 5°(125374-1)+196> x39x61

365

n = Tamanho da amostra

o = Nivel de confianca escolhido, expresso em nimeros de desvio padrao

p = Percentagem com a qual o fenédmeno se verifica

g = Percentagem complementar (100-p)

e = Erro maximo permitido

N = Tamanho da populagao (Individuos com mais de 35 anos e menos de 70 anos).

N= 113 528 (Estimativa da populacdo residente a 31 de dezembro de 2015 — Direc¢do

Regional de Estatistica da Regido Auténoma da Madeira)
p (valor encontrado na populacdo geral)
o (nivel de confianca de 95%, 0=1,96)

e (o valor definido é 5%).

(194)

Para validacdo do nosso estudo caso-controlo, deveriamos ter uma populacdo alvo de
365 individuos que permite encontrar significancia estatistica para os gendtipos de risco

mais frequentes.

IV.2.2. Populagao estudada

O estudo «GENHYMAPE» é um estudo observacional, transversal, de caso controlo com
inclusdo de individuos desde 2007, realizado no Arquipélago da Madeira cuja populagdo

é de cerca de 300.000 habitantes.
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Os individuos participantes no estudo sdo de raca caucasiana, naturais do Arquipélago
da Madeira, sendo que os seus progenitores na 12 e 22 geracao sao igualmente nascidos
neste arquipélago e da mesma raga. Procuramos desta forma, que esta populacdo de
individuos fosse geneticamente homogenia e representasse assim uma populacdo da

Europa do Sul.

Estudo caso-controlo:

Com uma amostra de 1712 Individuos (com idade média de 51+7,9 anos; 51% do sexo

masculino, constituimos dois grupos consoante tinham ou ndo HTA.

HTA foi definida quando os pacientes, a entrada deste estudo, ja estavam
diagnosticados e/ou tinham medicacdo anti-hipertensiva hda mais de 3 meses ou se
hipertensos recentemente diagnosticados com pressdo arterial sistdlica (PAS) / pressdo

arterial diastdlica (PAD) 2140 / 90 mmHg medido em pelo menos 3 ocasides (°1).

Sendo assim obtivemos um grupo com 860 casos (com HTA), com idade média de 51,448
anos; 53,3% do sexo masculino, e 850 controlos (sem HTA), com idade média de
50,7+7,7 anos; 48,7% do sexo masculino, de modo a ndo serem significativamente

diferentes em termos de sexo e idade.

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica do Hospital Central do Funchal e
realizado em de acordo com as orientacoes apresentadas na Declaragao de Helsinquia.
O consentimento informado por escrito foi obtido de cada participante, incluindo

permissdo explicita para as analises de DNA e a coleta de dados clinicos relevantes.
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1IV.2.2.1. Critérios de inclusdo e de exclusdao dos casos e controlos

1- Casos:

Individuos com hipertensao arterial, foram selecionados consecutivamente num
intervalo de tempo de 3 anos das consultas de Medicina Geral e Familiar da Regido
Auténoma da Madeira (RAM) e de Medicina Interna do HCF. O recrutamento para o

estudo foi feito pelos seus médicos assistentes.

Critérios de inclusdo (tém que cumprir todos os critérios):

Homens ou mulheres;

- Idade> 35 e <= 70 anos;

- Com Hipertensdo arterial (HTA);

- HTA foi definida — como anteriormente descrita;

- Com possibilidade de dar o consentimento esclarecido para entrar no estudo.

Critérios de exclusdo (basta a existéncia de um dos critérios para se excluir o doente):

- ldade <= 35 anos ou> 70 anos;

- Hipertensdo secundaria definida ou provavel;

- Impossibilidade de dar o consentimento esclarecido para entrar no estudo;

- Existéncia de doengas agudas (ex. 2 tumor ou insuficiéncia cardiaca grave) que
possam comprometer a sobrevivéncia do doente;

- Excluidos os que receberam medicacdo para outras patologias que pode afetar

a pressao arterial.

2 -Controlos:

Os controlos, sempre que possivel, foram selecionados de forma aleatdria dos cadernos
eleitorais da RAM com base populacional, ou seja, recorrendo a controlos ambulatérios

com origem na mesma regido e recrutados para o estudo telefonicamente.
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Critérios de inclusdo dos controlos (devem cumprir todos os critérios, para ser elegivel

como controlo):

- Normotensos (Pressdo Arterial Sistélica (PSA) menor que 130 mmHg e / ou
Pressdo Arterial Diastolica menor que 85 mmHg na média de trés medicbes

efetuadas com intervalos de 15 minutos) e sem medicagao anti-hipertensiva;

- Que ndo sofram de doenca crénica que obrigue a fazer qualquer terapéutica de

modo continuado;

- Com possibilidade de dar o consentimento esclarecido para entrar no estudo.

Critérios de exclusdo (basta a existéncia de um dos critérios para se excluir o controlo):

Foram excluidos do estudo individuos com Hipertensao secundaria, insuficiéncia de
orgaos multiplos, disturbios mentais, doenga inflamatéria crdénica, gravidas ou se
estavam medicados para outras patologias com farmacos que poderiam afetar a pressao

arterial.

- Hipertensao arterial previamente diagnosticada;
- Impossibilidade de dar o consentimento esclarecido para entrar no estudo;

- Existéncia de doencas crdnicas que obriguem a medicacgao.

Todos os individuos colheram sangue para analise bioquimica e de ADN.

Os individuos Hipertensos colheram urina de 24 horas para avaliagdo da clearance da

creatinina, taxa de filtragao glomerular e ionograma urinario.
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IV.3. Colheita de dados e instrumentos e materiais utilizados

Histdria Clinica
Na fase de recrutamento dos individuos, mais precisamente na 12 consulta médica, é
realizado pelo médico, a todos os participantes um questionario padronizado para

recolha de dados demograficos (idade e sexo), de estilos e habitos de vida

(sedentarismo, tabagismo, consumo de alcool) e terapéutica medicamentosa.

Também foi indagado aos participantes sobre a historia pregressa de doenga
cardiovascular pessoal ou familiar. Todas estas informa¢bGes sdao obtidas dos

participantes sob forma de pergunta aberta.

Avaliacdo da pressao arterial

Avaliada a pressao arterial, aquando da consulta médica, por um médico com mais de 5
anos de exercicio da profissdo. Foi feita a todos os individuos apds 10 min de repouso,
na posicdo sentada, no braco direito utilizando um esfigmomandmetro Welch Allyn
padrdo (fases | a V) e foi registada a média de 3 leituras feitas com intervalo de 2 min

(51)'

Exame fisico com ausculta¢do cardiaca e pulmonar

Feito durante a consulta médica a todos os participantes uma auscultagdo cardiaca e

pulmonar com avaliagdo da frequéncia cardiaca.

Medidas antropométricas

Determinadas as seguintes medidas antropométricas: peso, altura, perimetro

abdominal e relagao cintura-anca.
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A altura foi medida em centimetros e obtido o peso em quilogramas. Feito o calculo do

indice de massa corporal (IMC), utilizando a seguinte formula: Peso (Kg) / Altura? (m)

(195)'

O perimetro abdominal foi medido a uma distancia média entre a grelha costal inferior
e a crista iliaca lateral em centimetros. A relacdo cintura/anca foi calculada dividindo o
valor do perimetro abdominal (cm) pelo valor do perimetro da anca (cm). Para as
mulheres, o valor da relacdo cintura/anca deve ser inferior a 0,80 cm e para os homens,

o valor deve ser inferior a 0,90 cm.

Os dados foram colhidos durante a consulta médica e registados numa folha de
protocolo em papel que foi criada com objetivo especifico do presente trabalho.
Posteriormente os dados foram registados num programa em Excel e transferidos para
um ficheiro SPSS, com o fim de obter resultados automatizados através de instrugdes
pré-programadas. Procurou-se que o anonimato do doente fosse sempre
salvaguardado, atribuindo um numero de identificacdo préprio com ocultagdo do seu
nome. As amostras de sangue colhidas para o laboratdrio e para a extracao de DNA, sdo
identificadas por esse numero de identificacdo e sdo enviadas para o respetivo

laboratério sem identificagcdo do nome préprio do individuo.

Os investigadores clinicos ndo tinham conhecimento dos resultados genéticos dos

individuos.

Velocidade de onda de pulso carotideo-femoral (VOP)

Determinada a velocidade de onda de pulso (VOP) por Tonometria, através de um

dispositivo automatico, o Complior.

A VOP (carotideo-femoral) é a velocidade a qual se desloca a onda de pressdo ao longo

da parede da artéria carétida até a artéria femoral. E calculada através da férmula:

V=D/AT
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D — é a medida em metros entre o ponto de palpac¢do do pulso carotideo e o femoral.
Sdo obtidas simultaneamente duas ondas de pulso, registadas por dois sensores, sendo

um colocado na artéria carotida comum direita e o outro sobre a artéria femoral direita.

AT — é o tempo que a onda de pressao leva a percorrer esses dois pontos. O cdlculo da

VOP é feito pelo dispositivo automético, o Complior. (*°°)

AVOP, foi determinada pela mesma Técnica de Cardiopneumologia, com mais de 5 anos

de experiéncia com o uso do Complior.

Eletrocardiograma de 12 derivagoes

Feito a todos os participantes aquando da consulta médica, por uma Técnica de
Cardiopneumologia e posteriormente avaliado por uma Médica Internista com mais de

10 anos de exercicio da profissdo.

Ecocardiografia

Realizada aos Hipertensos, utilizando o Ecocardiégrafo, por 3 médicos da especialidade

de Cardiologia e com treino em ecocardiografia ha mais de 5 anos.

Retinografia

A Retinografia foi feita aos Hipertensos através do «Retinografo Canon CR -2 Plus Digital
Retinal Camera» — por Técnicas Ortoptistas. A cada doente sdo feitas pelo menos 2
imagens de cada fundo ocular. Posteriormente estas imagens foram observadas por
uma Médica de Medicina Interna e por uma Médica Oftalmologista, ambas com mais de

10 anos de exercicio da profissdo.
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IV.4. Andlise bioquimica

Analise Bioquimica

Na admissdo do estudo, foram efetuadas a todos os participantes um estudo analitico
de rotina, incluindo: hemograma com plaquetas, estudo da fungao renal e hepatica,
ionograma sérico. Foi também determinado as concentragGes séricas colesterol total
(CT), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) e colesterol
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C), de glicose em jejum, hemoglobina

glicosilada (HbA1c), PCR as e fibrindgenio.

As amostras de sangue foram extraidas apds 14-16 horas de jejum noturno e o plasma

foi preparado para a quantificagao dos perfis bioldgicos.

Os valores de colesterol total (CT), triglicéridos (TG), colesterol de lipoproteinas de alta
densidade (HDL-C) e colesterol de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) e de glicose,
foram quantificados no soro, com um auto analisador “AU 5400” (Beckman Coulter)
através de uma técnica enzimatica. Para o colesterol HDL e LDL foi usada uma técnica

enzimatica direta.

A Proteina C Reativa de alta sensibilidade foi quantificada por um aparelho automatico

“AU 5400” (Beckman Coulter), pela técnica de Imunoturbidimetria.

A colheita para determinagdo do Fibrinogénio, foi feita com o doente em jejum, num

tubo com citrato de sddio e foi analisador automatico “ACL TOP 700",

Os Hipertensos colheram urina de 24h para avaliacdo da clearance da creatinina,

ionograma urinario e tx de filtracdo glomerular pelos métodos:
— Creatinuria — método cinético de Jaffe ndo compensado

— Clearance de creatinina (**’)

U vol X U creat

Clearance da Creatinina = -
P creat X Tempo (min)
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U vol — Volume de urina

U creat — Creatinina na urina

P creat — Creatinina plasmatica
Tempo (mim) — Tempo em minutos

— lonograma urinario — método lon Selective Electrode Indireto

— Microalbiminuria — método Imuno-turbidimétrico

IV.5. Variaveis estudadas

Hipertensao Arterial

Definida como previamente descrita.

Historia familiar de Doenga cardiovascular (DCV):

Considerou-se que os individuos tinham histéria familiar de doenga corondria se o pai
ou irmao tivessem sido diagnosticados com DCV antes dos 55 anos de idade ou a mae

ou irma antes dos 65 anos de idade (*°8).

Diabetes

O diagndstico de Diabetes Mellitus Tipo 2 (DMT2), foi definida pela presenca de uma
glicémia em jejum 2126 mg/dL (jejum — definido quando ndo houve consumo de calorias
nas ultimas 8 horas) ou glicose sérica 2200 mg /dL (avaliada em qualquer medi¢do) ou

hemoglobina glicosilada (HbAlc) = 6,5% ou doentes a fazer terapéutica antidiabética

(199)'
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Sedentarismo

Sedentarismo, definido quando os individuos ndo praticavam pelo menos 150

minutos/semana de atividade fisica moderada a vigorosa (*°%).

Tabagismo

Inquirido aos individuos se tinham habitos tabdgicos tendo sido quantificados e se eram

ex-fumadores.

Consumo de alcool

Quantificou-se o consumo de alcool em gramas por dia, sendo considerado consumo
superior ao recomendado, quando se fosse superior a 20 g/dia no sexo masculino e 10

g/dia no sexo feminino (*°8).

Um elevado consumo de alcool (> 60 g/dia), um consumo ligeiro (<12 g/dia), um

consumo moderado (12-24 g/dia)

Consumo estimado de Sal

A ingestdo de sal estimada foi derivada do sddio urinario nas 24h como: 1mmol / 24 h

de sddio = 0,05844 g / dia de sal. (%)

indice de Massa Corporal (IMC)

Definido como IMC normal, quando < 25 Kg/m?, Excesso de peso com valores entre 25

—29,9 Kg/m? e Obesidade se > 30 Kg/m? (**°).
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Dislipedemia

A dislipidemia foi definida como LDL>150 mg/dl, HDL <40 mg/dL para os homens e <45

mg/dL para as mulheres, e Triglicéridos >150 mg/d| (*°%).

Insuficiéncia Renal
Considerada insuficiéncia renal quando:

e Insuficiéncia renal grave - Taxa de filtragdo glomerular <30 mL/min

e Insuficiéncia renal moderada - Taxa de filtragdo glomerular 30- 60 mL/min
Considerada Lesdo renal quando:

e Doentes com Taxa de filtragdo glomerular > 60 mL/min, mas com

microalbuminuria 30 a 300 mg na urina 24 horas.

(201)

Cardiopatia Hipertensiva

Considerou-se cardiopatia hipertensiva quando apresentavam critérios de hipertrofia
ventricular esquerda (HVE) quer por eletrocardiograma ou no ecocardiograma/doppler

apresentavam critérios de hipertrofia ventricular esquerda ou disfuncdo diastdlica.

e Critérios de hipertrofia ventricular esquerda (HVE) por eletrocardiograma:
Critérios de hipertrofia ventricular esquerda (HVE)

— Desvio axial esquerdo;
— Indice de Sokolow: SV1+RV5 > 35 mm;
— Indice de Cornell:

SV3+RVL > 8mm no homem,

SV3+RVL > 20mm na mulher.
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Critérios de hipertrofia ventricular esquerda (HVE) e disfungdo diastdlica pelo

ecocardiograma: (292, 203)

Disfungado diastdlica
N3o (0-1 critérios), n (%)
Indeterminado (2 critérios), n (%)

Sim (3-4 critérios), n (%)

Hipertrofia
N3o, n (%)
Sim, n (%)

Geometria
Normal (RWT <0,42 e Massa normal), n (%)
Remodeling Concéntrico (RWT > 0,42 e Massa normal), n (%)
Hipertrofia Concéntrica (RWT > 0,42 e Massa aumentada), n (%)

Hipertrofia Excéntrica (RWT <0,42 e Massa aumentada), n (%)

Massa Indexada
Normal, n (%)
Aumento Ligeiro, n (%)
Aumento Moderado, n (%)

Aumento Grave, n (%)

Retinopatia hipertensiva

(204)

Estadio I: estreitamento arterial
Estadio Il: Estadio | associado a sinais de cruzamento arterio-venoso
Estadio lll: Estadio Il associado a hemorragias e exsudados

Estadio IV: Estadio Ill associado a edema da papila
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Doenca Vascular Cerebral (Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou Acidente Isquémico

Transitério (AIT)).

Definiu-se AVC: Déficites neuroldgicos com mais de 24horas e com comprovagao por

Tomografia axial computorizada. (?%)

Definiu-se AIT: Quando os déficites neuroldgicos sdo temporarios — duram alguns

minutos ou horas, desaparecendo depois completamente dentro de 24 horas.

Software utilizado

O software utilizado foi o IBM SPSS Statistics, versdao 19. Uma vez que este software nao
efetua a comparagao da performance diagndstica por analise comparativa das AUC das
curvas ROC, recorreu-se a um outro tipo de software especifico para este tipo de analise,

nomeadamente o teste DeLong com o programa MedCalc versdo 14.10.2.0.

IV.6. Andlise Genética

A genotipagem dos individuos foi realizada na Universidade da Madeira - Laboratério de

Genética Humana sob a diregao técnica do Sr. Professor Anténio Brehm.

A partir dos leucécitos do sangue total, foi extraido ADN, usando um método
padronizado de salting-out, de forma a obter uma concentragao aproximada de 50-80
ng/ul. A genotipagem dos 13 marcadores (Tabela 1) foi realizada em placas dticas de 96
pocos, com recurso a  técnica TagMan (Applied Biosystems/Life
Technologies/ThermoFisher Scientific), conforme as especificacdes do fornecedor
(Tabela 2): ACE I/D, ACE A2350G, 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

84



ATP2B1 A/G rs2681472 (C__16057071_10), CYP17A1 T/C

(C___2184734_10),
rs11191548 (C__31979323_10) e SLC4A2 C/T rs2303934 (C__15972981_20). Apds a
amplificagdo no aparelho ABI Prism 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems/
ThermoFisher Scientific), os resultados foram analisados com recurso ao 7300 System
Sequence Detection Software (SDS) (Applied Biosystems /ThermoFisher Scientific), com
a respectiva atribuicdo de gendtipos, sem qualquer conhecimento prévio dos dados
clinicos individuais. O controlo de qualidade as técnicas de genotipagem fez-se com a
inclusdo de um controlo negativo (non-template control/NTC) em cada placa de 96
pocos. Somente foram consideradas para posterior analise as amplificagdes cujo NTC
ndo ultrapassou a linha cut-off de amplificacdo. Efetuaram-se duplicados cegos para
todos os ensaios TagMan utilizando cerca de 20% do total de amostras. A genotipagem
foi ainda confirmada por sequenciagdo direta de 10% das amostras para todos os SNPs.

Os resultados foram replicativos e tiveram uma correspondéncia na ordem dos 95-99%

em relacdo a técnica TagMan e/ou ao primeiro ensaio TagMan.

Tabela 1 — SNPs incluidos no estudo.

DB SNP ID Gene Designagdo no presente Cromossoma Alteracdo na proteina
estudo

rs4340 ACE ACE I/D 17 -

rs4343 ACE ACE A2350G 17 ACA>ACG, T202T
rs699 AGT AGT M235T 1 ACG2>ATG, M268T
rs4762 AGT AGT T174M 1 ACG>ATG, T207M
rs5186 AGTR1 AGTR1 A1166C 3 -
rs1799998 CYP11B2 CYP11B2 C-344T 8 -
rs1042713 ADRB2 ADRB2 R16G 5 AGA->GGA, R16G
rs4961 ADD1 ADD1 G460W 4 GGG>TGG, G460W
rs5718 SCNN1G SCNN1G G-173A 16 -

rs5443 GNB3 GNB3 C825T 12 TCC->TCT, S274S
rs2681472 ATP2B1 ATP2B1 A/G 12 -
rs11191548 CYP17A1 CYP17A1T/C 10 -
rs2303934 SLC4A2 SLC4A2 C/T 7 -
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Tabela 2 — Ensaios TagMan® SNP Genotyping com os primers/sondas fornecidos.

DB SNP ID R;;:'A‘:":,;a Sequéncia alvo [VIC/FAM]

rs4340 C_ 29403047 10 GGTGAGCTAAGGGCTGGAGCTCAAG[C/G]CATTCAAACCCCTACCAGATCTGAC
rs4343 C_ 11942562 20 CAGATCTGACGAATGTGATGGCCAC[A/GJTCCCGGAAATATGAAGACCTGTTAT
rs699 C__ 1985481 20 CAGGGTGCTGTCCACACTGGCTCCC[A/G]TCAGGGAGCAGCCAGTCTTCCATCC
rs4762 C_ 1985480 20 TGGGGCTGTGAACACGCCCACCACCIA/GITGGACAGCAGCAGCTGGGCCTGGCT
rs5186 C__3187716_10 TGCAGCACTTCACTACCAAATGAGCIA/CITTAGCTACTTTTCAGAATTGAAGGA
rs1799998 C__ 8896484 10 TTTATCTTATCGTGAGATGAGAGGGIA/G]GCCTTGGATTCTTTTAATAGACTTT
rs1042713 C__ 2084764 20 CAGCGCCTTCTTGCTGGCACCCAAT(A/G]GAAGCCATGCGCCGGACCACGACGT
rs4961 C_ 11764545 20 CCGGGGCGACGAAGCTTCCGAGGAA[G/T|GGCAGAATGGAAGCAGTCCCAAGTC
rs5718 C__ 894888 10 AGGCACTGCGCGGTGGCCCAGGAAGIA/G]CGCAGCGCGGCCGGGCTGGGGCGCA
rs5443 C__ 2184734 10 AGAGCATCATCTGCGGCATCACGTC[C/T|GTGGCCTTCTCCCTCAGTGGCCGCC

rs2681472  C__16057071_10
rs11191548 C_ 31979323 10
rs2303934 C_ 15972981 20

TGCTTGGAATGCTCTTCTTGCAGCT[A/G]TTTACATGGCAGACCCACTATGAAC
ATTAAATAGTTTCCATAACATGGAA[C/TIGTGGGTAAGGTTCCTACCCTAATAC
CTGGGCTGAGCCCTGTCTGTGTCCC[C/T]CAGCGTGAGCTGCCGCCTCCAGCAC

* polimorfismo Alu substituido no ensaio TagMan pelo SNP rs4341, com o qual se
encontra em estrito desequilibrio de ligacao alélica.

Tabela 3— Primers de PCR/sequenciacdo de Sanger.

DB SNP ID Primers (Forward / Reverse)
rs4340 GTCACTTTTATGTGGTTTCGCCAAT / GCAGCCTGGTTGATGAGTTC
rs4343 TGGCTCACGCCTGTAATCCCAGC / TCATGCCATTCTCCTGCCTCAGC
rs699 CTCCAAGGCCTGACTGGCTGAT / TCTCTCTATCTGGGAGCCTTGGA
rs4762 TGGATGTATTGATTCAACTAGGC / GGCTAGGGAGATTGCATTTCTG
rs5186 TGGATGTATTGATTCAACTAGGCATCA / GGCTAGGGAGATTGCATTTCTGTCA
rs1799998 CTCACATGGAACCAGTGCGCTCC/ CCTTTCTCCAGGGCTGAGAGGAG
rs1042713 CAGGCGTCAGCTGCGGCACGCAG / GTCCAGTACGATGAGAGACATGAC
rs4961 TGTCACAGGTTACTCCTTTGCT / AGTCTCTCTCGTCCGGTGACTG
rs5718 GCACCTGCCATCTGGACGTGAG / GCGGGCCACGACTTCACAACGC
rs5443 CATCTGCACGGGCTCGGATGAC / GCAGTTGAAGTCGTCGTAGCC
rs2681472 GGCTATATAAGATATGCACGGTG / CTCACTTTCACTTGCATTTCTCG
rs11191548 GGCAATAGCTAGATCATAGTTAC / CACGAATAGCCTGAGACAACTAC
rs2303934 GAAGCCTGGGTGTGGACTCAG / CTTGGAGCGGGTGATGCCAGCTG

IV.7. Modelos de hereditariedade genética

Cada marcador genético tem dois alelos ex: A e B, existindo trés possibilidades de

genotipos:

2 homozigotos - AA e BB

1 heterozigoto - AB
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A Penetrancia é a proporgdo de individuos portadores de uma variante genética que se

expressa no seu fendtipo, sendo assim é o resultado de uma relacdo especifica entre

gendtipo e fendtipo.

Os modelos genéticos (dominante, recessivo, multiplicativo e aditivo), sdo modelos

padrdo de Penetrancia da doenca.

AA AB BB
Casos a b c
Controlos d e f
AA AB + BB
1- Modelo dominante: o alelo B confere Casos , b+
risco (AA vs AB+BB)
Controlos d c+f
2- Modelo recessivo: 2 copias do alelo B AA + AB
sdo requeridas para conferir risco Casos a+b
(AA+AB vs BB) Controlos d+e
3- Modelo multiplicativo: o risco A B
aumenta y-fold para o genétipo AB e Casos 2a+b b+ 2c
y2-fold para o BB Controlos 2d+e e+ 2f
4- Modelo aditivo: o risco aumenta y- AA AB BB
fold para o gendtipo AB e 2y-fold para Casos A c
BB Controlos D f

Legenda: estudo caso - controlo

a, b, c,d, e, f-frequéncias dos gendtipos observados nos casos e controlos

Y - € 0 parametro de penetrancia genética

(206)

Quadro 6 — Tabela de modelos genéticos
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IV.8. Modelos de Score de risco genético

IV.8.1. Modelo de Score genético aditivo

O modelo de Score genético aditivo € um modelo ndao ponderado. Cada individuo pode
ter 0, 1 ou 2 alelos de risco, sendo 0 o gendtipo homozigdtico selvagem, 1 o heterozigoto
e 2 o gendtipo homozigdtico mutado. O efeito final no risco em cada individuo é o
somatorio do niumero de cépias de alelo de risco. Na nossa amostra, com 14 genes o

numero maximo de alelos de risco para cada individuo era 28.

IV.8.2. Modelo de Score de risco genético multiplicativo

O modelo de Score genético multiplicativo € um modelo ponderado. Calcula-se para
cada gendtipo a predicdo do risco (OR). O score multiplicativo final corresponde ao

produto dos OR de todas as varidveis genéticas em estudo. (*%7)

IV.9. Andlise estatistica

IV.9.1. Variaveis continuas e categoricas

Na analise estatistica, as variaveis categdricas estdao apresentadas pela sua frequéncia
absoluta e relativa, tendo sido utilizado o teste do qui-quadrado ou o teste exato de

Fischer para testar a sua significancia.

As variaveis continuas estdo expressas pela sua média e respetivo desvio padrdo ou, no
caso das variaveis bioquimicas, pela sua mediana (minimo — maximo). Como temos duas
amostras de populagdes independentes, para realizarmos o teste t de comparagao de
médias para amostras independentes (teste paramétrico), temos como pressupostos, a

normalidade das distribuicdes da varidvel dependente e a homogeneidade das
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variancias nos dois grupos, avaliadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e pelo teste de
Levene, respetivamente. Apesar da violacdo do pressuposto da normalidade e uma vez
gue ambos os grupos tém uma amostra de grandes dimensdes, a distribuicdo aproxima-

se da distribuicdo normal pelo que utilizamos o teste t.

Para as variaveis expressas pela mediana recorremos ao teste nado-paramétrico de

Mann-Whitney para a comparagdo dessas mesmas amostras.

IV.9.2. Odds ratio

Um Odds Ratio (OR) é uma medida de associacdo entre o fator de risco e o aparecimento
do evento / doenca. O OR representa as hipoteses de um resultado (doencga) ocorrer,
com a presenga de um fator de risco, em comparagdao com as hipoteses do resultado
(doenca) ocorrer na auséncia desse fator de risco (?°®). Dizemos que existe uma
frequéncia equivalente do fator nos dois grupos quando o OR=1. Para valores de OR>1
a frequéncia de exposigao é maior entre os casos indicando um risco aumentado de
doenca com a exposicdo. Se OR<1, a frequéncia de exposicdo € mais baixa entre os casos
indicando que a exposi¢ao é um fator protetor em relagao a doenga. Os indices de Odds

sdo mais comumente usados nos estudos caso-controlo.

IV.9.3. Equilibrio de Hardy-Weinberg

O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), é um principio da genética das populacgées, que
defende que numa populagdo suficientemente grande e na auséncia de selecao,
migracdo ou mutacdo, a frequéncia com que ocorre um alelo, permanecerd constante

com o passar das geracdes (2%°).

Quando ha desvios do EHW podera ser por endogamia, estratificagdo ou selegao da

populacao.
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Exemplificando: Um Unico l6cus genético com dois alelos, sendo o alelo dominante “A”
e o alelo recessivo “a”, com frequéncias alélicas p e g respetivamente, sendo a
frequéncia (A) = p e a frequéncia (a) = g onde p+q = 1. Para que os alelos dos controlos
estejam em equilibrio de Hardy-Weinberg, teremos a frequéncia (AA) = p2 para os
homozigotos AA (dominantes) na populagdo, a frequéncia (aa) = q2 para os homozigotos

aa (recessivos), e frequéncia (Aa) = 2pq para os heterozigotos.

Para averiguarmos se a nossa populacdo esta em equilibrio de Hardy-Weinberg, os
genotipos dos controlos devem estar em equilibrio. Para tal utilizdmos um teste
estatistico do Qui-quadrado de Pearson, com a corre¢ao para as analises multiplas pela
Correcdo de Bonferroni [p<0,004 (0,05/14(genes)=0,004], a fim de verificarmos se as

frequéncias genotipicas observadas sao estatisticamente diferentes das esperadas.

Na nossa populagdo estudamos somente as variantes genéticas que estavam em

equilibrio Hardy-Weinberg.

1V.9.4. Andlise Multivariada

1IV.9.4.1. Modelo de Regressdo Logistica simples / Seleg¢do das variaveis a incluir no

modelo

O objetivo da analise de regressao logistica é encontrar o melhor ajustamento de forma

a ser o mais parcimonioso, quer do ponto de vista estatistico quer do ponto vista clinico.

Devemos comecar o processo de selecdo das varaveis, com uma analise univariada de

cada variavel.

Apds a analise univariada, seleciondmos as varidveis candidatas a analise multivariada,
utilizando o método proposto por Hosmer, D.W. & Lemeshow, S. (1989), isto é, qualquer
variavel que apresentar um valor-p inferior a 0,25 devera ser candidata ao modelo

multivariado, assim como as variaveis com importancia bioldgica.

O método utilizado para a selecdo dessas variaveis foi o método stepwise que consiste

em selecionar, de entre as p variaveis candidatas ao modelo, “o melhor conjunto”. O
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método que utilizaremos para a selecdo das variaveis € o método de selecdo passo a
passo, stepwise, no qual as varidveis sdo selecionadas por inclusdo e/ou exclusdo no
modelo de forma sequencial, com base em algoritmos estatisticos, que verificam a

“importancia” dessas mesmas variaveis.

Este método, stepwise, baseia-se na determinacdo de uma regra de decisdo com um

valor-p de entrada e um valor-p de saida.

Os limites maximo e minimo que iremos fixar para inclusdo e exclusdo das variaveis, sdo
os sugeridos por Hosmer, D.W. e Lemeshow, S. (1989), i.e., 0,15 como valor-p de entrada
e 0,20 como valor-p de saida. A multicolinearidade foi analisada com recurso a avaliagdo
da matriz de correlagcGes. Procedeu-se também a validacdo dos pressupostos por
intermédio da analise grafica dos residuos e ao diagndstico de casos influentes. A

significancia dos modelos obtidos foi analisada pelo teste da razao das verosimilhangas.

1IV.9.4.2. Avaliagao e ajuste do modelo

Medidas de calibragao e discriminagao dos modelos

Para a validacdo de um modelo temos que ter em conta a discriminacao e a calibracdo

do instrumento de previsao.

A discriminagao define a qualidade com que o modelo descrimina entre os pacientes e
¢é representada pela 4rea sob as curvas (Area Under Curve — AUC) Receiver Operating
Characteristics (ROC). As curvas ROC descrevem a capacidade discriminativa de um teste
diagndstico para um determinado numero de valores cut off point. Isto permite por em
evidéncia os valores para os quais existe maior otimizacdo da sensibilidade em funcdo
da especificidade. O ponto, numa curva ROC, onde isto acontece é aquele que se

encontra mais préximo do canto superior esquerdo do diagrama.

Por outro lado, as curvas ROC permitem quantificar a exatiddo de um teste diagndstico,
ja que, esta é proporcional a drea sob a curva ROC, isto é, tanto maior quanto mais a

curva se aproxima do canto superior esquerdo do diagrama. Sabendo isto, a curva sera
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util, também, na comparacdo de testes diagndsticos, tendo um teste uma exatiddo tanto

maior, quanto maior for a area sob a curva ROC.

A calibragao é a correlagdo entre a previsao e o resultado, ou seja, se o modelo proposto
pode explicar bem o que observa e utilizam-se as estatisticas goodness-of-fit (técnica de
Hosmer-Lemeshow). Um método ndo paramétrico que compara as areas sob as curvas
ROC associadas a dois ou mais testes diagnosticos aplicados aos mesmos individuos é
proposto por Delong et tal (1988), para tal foi utilizado o software estatistico MedCalc

versao 14.10.2.0. com a finalidade de testar a bondade do ajustamento.

Modelos de «Data mining» MDR

O método Multifactor Dimensionality Reduction (MDR) é uma estratégia data mining,
inicialmente proposta por Ritchie et al (2001) (?1°). Tem uma abordagem de mineracdo
de dados ndo paramétrica, mas que ndo assume nenhum modelo genético especifico.
Tem como objetivo detetar e caraterizar combina¢Ges entre variantes genéticas e
ambientais que interagem, interferindo no resultado — variavel classe (caso-controlo).
O MDR procura exaustivamente o espago de k combinagdes de marcadores e para cada
combinacdo faz um classificador. Este processo de classificacdo ocorre utilizando
validacdo cruzada estratificada com fator 10. MDR identifica k formas de interagdes,
procurando de forma exaustiva e calcula a associacdo entre cada interacdo com a
doenca por meio de validagGes cruzadas. A abordagem é baseada na reducdo do espaco
de representagdao dos dados, facilitando a deteg¢ao de interagdes. O MDR é uma
ferramenta estatistica amplamente usada para detetar interagdo entre marcadores ou

epistasis (21°, 211).

Dendograma

Através dos Dendogramas esta representado o nivel de interacdo genética (consoante a

cor):
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Com a cor Vermelha — estdo representadas interacdes sinérgicas de grau elevado

(Epistasis)

Com a cor Laranja — estdo representadas intera¢des sinérgicas de grau moderado

(Epistasis)
Com a cor Verde — estdo representadas interacdes sinérgicas de grau ligeiro (Epistasis)

Com a cor Amarela — Inexisténcia de interagao sinérgica (Redundancia)
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V. RESULTADOS

Vamos iniciar a apresentacdo dos resultados deste trabalho, por uma breve descricao
da populagdo que foi alvo do estudo, seguida dos principais aspetos que nos

propusemos investigar.

V.1. Resultados — Introdugao

V.1.1. Carateriza¢ao da populagao

Foram avaliados 1712 individuos com idade média de 51 + 7,9 anos, 873 (51%) do género
masculino e 839 do sexo feminino (48,7%). Foram constituidos dois grupos, um com os
que apresentavam hipertensdo arterial (HTA) (n=860) e outro com o0s que ndo
apresentavam doenca hipertensiva (n=852). Procurdmos que ndo existissem diferencas
significativas entre eles, em termos de sexo e idade. Foi efetuado um estudo caso-
controlo e comparados os dados do exame objetivo, carateristicas clinicas e os

parametros bioquimico-laboratoriais na populagao hipertensa e controlo.

V.1.2. Variantes genéticas estudadas

Determinados em ambos os grupos de casos e controlos as 14 variantes genéticas: ACE
Ins/Del rs4340, ACE A2350G rs4343, AGT T174M rs4762, AGT M235T rs699 AGTR1
A1166C rs5186, CYP11B2 -344 C/T rs1799998, ADRB1 R389G rs1801253, ADRB2 R16G
rs1042713, ADD1 G460T rs4961, SCNN1G G-173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1
A/G rs2681472, CYP17A1 T/C rs11191548, SLC4A2 C/T rs2303934, descritas como

associadas a HTA.

Em todas as variantes genéticas foram estimadas as frequéncias genotipicas, em ambos
os grupos e verificado se se encontravam em conformidade com o equilibrio de Hardy-

Weinberg. Todas se encontravam dentro deste equilibrio exceto o caso da variante
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SLC4A2 rs2303934 que, por esse motivo, ndo foi considerada no presente estudo. Todos
os resultados s3ao apresentados com as 13 variantes genéticas que estavam em

equilibrio.

Apds a determinacgdo nos 1712 individuos dos gendtipos associados com a Hipertensao

Arterial comparamos gene a gene as diferengas entre casos e controlos.

Posteriormente avaliamos, por andlise multivariada, os genes considerados

significativos na andlise univariada.

V.1.3. Fatores de risco ndo genéticos estudados

No presente estudo foram investigados nos casos e nos controlos a histéria familiar de
HTA, obesidade, diabetes, sedentarismo, hdbitos alcodlicos e tabdgicos e a sua

associacdo com o aparecimento de HTA.

V.1.4. Estudo combinado dos fatores de risco ndo genéticos e genéticos

V.1.4.1. Estudo multivariado

Foi investigada através de duas andlises de regressao logistica a associacdo dos fatores

de risco ambientais e genéticos no aparecimento de HTA.

V.1.4.1.1 Capacidade Preditiva da juncdo dos Fatores Genéticos e Ambientais

Realizadas duas Curvas ROC, a primeira com os fatores ambientais que permaneceram
no primeiro modelo multivariado e a segunda envolvendo estes e as variantes genéticas

significativas no segundo modelo.
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V.1.4.2. Interagdo gene-gene

Utilizando vérios métodos estatisticos como sejam os modelos de Data mining
nomeadamente Multifactor Dimensionality Reduction (MDR), foram analisadas as

interagdes gene-gene, das 13 variantes genéticas, no aparecimento de HTA.

V.1.4.3. Interacao gene-ambiente

Igualmente com recurso a modelos estatisticos (MDR) foram estimadas as interacoes
gene-ambiente, das variantes genéticas que se associaram a HTA na analise univariada

e dos fatores de risco ambientais estudados.

V.1.5. Estudo genético em subgrupos — Género, Diabéticos, Obesos e Consumo de Sal

Com a populacdo estudada, foram constituidos os seguintes subgrupos:
1. Género
2. Existéncia de Diabetes
3. Existéncia de Obesidade
4. Consumo de sal

4.1. Elevado consumo de sal

4.2. Baixo consumo de sal

Dentro de cada subgrupo foi efetuado um estudo caso-controlo (ter ou ndo HTA) e

estudadas as variantes genéticas que se associavam ao aparecimento de HTA.

98



V.1.6. Estudo genético no aparecimento de lesdes dos drgaos alvo nos hipertensos

Da coorte hipertensiva inicial n=860, foram perdidos 260 doentes no seguimento,
permanecendo uma coorte de 600 doentes hipertensos, onde foram avaliadas as lesGes

dos orgdos alvo (LOA).

Insuficiéncia Renal

Insuficiéncia renal (n=545, doentes investigados, por terem sido excluidos os diabéticos)

Retinopatia hipertensiva

Retinopatia hipertensiva (n=600, doentes investigados)

Cardiopatia hipertensiva

Cardiopatia hipertensiva (n=600, doentes investigados)

Doencga vascular cerebral

Doenga vascular cerebral; AVC/AIT (n=24, doentes investigados)

Especificamente, para cada patologia investigada, foi constituido o grupo que
apresentava LOA e o grupo sem LOA e em seguida, através de um estudo caso-controlo
determinadas as variantes genéticas que se associavam ao aparecimento dessas Lesdes

de Orgdo Alvo.

Em relacdo a Insuficiéncia Renal a amostra com LOA foi reduzida para 545 doentes

hipertensos, em virtude de terem sido excluidos os diabéticos.

No respeitante a Retinopatia Hipertensiva a amostra com LOA apresentava 600

hipertensos.
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Na Cardiopatia Hipertensiva esta amostra com LOA apresentava 600 individuos

(juntando os electrocardiogramas com os ecocardiogramas).

Em relagdo a Doenga Vascular Cerebral (AVC ou AIT), ndo foi possivel fazer um estudo
caso-controlo, em virtude da dimensdo da amostra (n=24) ndo o permitir de forma

confiavel.

Fatores preditores de lesOoes nos érgdos alvo

Na sequéncia do estudo anterior, foi criado um novo subgrupo de doentes resultante da
jungdo daqueles que apresentavam pelo menos uma LOA em qualquer um destes
sistemas; insuficiéncia renal e/ou retinopatia hipertensiva e/ou miocardiopatia
hipertensiva e/ou doenca vascular cerebral (n=330) que foi comparado, por estudo

univariado, com outro grupo, sem qualquer LOA (n=270).

Efetuou-se no mesmo grupo, o estudo multivariado dos fatores genéticos e ambientais
que se associam ao aparecimento de pelo menos uma LOA, tendo aqui entrado como
fatores de risco para LOA, além dos genéticos investigados, a idade, o género, HTA

controlada e o tempo de diagndstico.

Interagdo das variantes genéticas que se associaram ao aparecimento de LOA e dos

fatores de risco nao genéticos de LOA

Por fim, estuddmos com recurso ao Data mining (MDR), a interagdo das variantes
genéticas que na analise univariada se associaram ao aparecimento de LOA e os fatores

preditores ndo genéticos, no aparecimento de lesGes de 6rgdo alvo.
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V.1.7. Distribuicdo do nimero de alelos de risco nos casos e controlos

Avalidmos na nossa populacdo a distribuicdo do numero de alelos de risco, nos grupos

dos hipertensos e nos controlos.

V.1.8. Construgdao de um score de risco genético para Hipertensao Arterial

V.1.8.1. Modelos de score genético

Com as variantes genéticas estudadas procedeu-se a elaboracdo de dois Scores de risco
Genéticos nos modelos aditivo (SRGa) e multiplicativo (SRGm), no grupo dos doentes
hipertensos e nos controlos. Em seguida os seus valores foram divididos em quartis, para
cada grupo estudado. Foi efetuada a distribuicdo dos dois modelos de Score pela

mediana.

V.1.8.2. Comparag¢ao dos dois scores

Avaliou-se a sensibilidade e especificidade dos dois modelos de Score, tendo sido
escolhido o melhor modelo como preditor de HTA. O modelo mais sensivel e especifico

foi o modelo multiplicativo (SRGm).

V.1.8.3. Valor preditivo do score genético

O poder de associacdo com a HTA do SRGm e dos Fatores ambientais (FRA) foi avaliado
através de duas curvas ROC. Posteriormente estas foram comparadas, a fim de estimar

o valor preditivo adicional de HTA do SRGm em relagao aos fatores de risco ambientais.

V.1.8.4. Score genético multiplicativo consoante o género

A analise descrita anteriormente foi estimada para os dois géneros.
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V.2. Ordem de apresentacao dos resultados

Os resultados do nosso estudo serdo apresentados em tabelas e figuras, pela seguinte

ordem:

V.2.1. Carateriza¢ao da populagdo

Carateristicas Demograficas, Clinicas e Bioquimicas

A Tabela 4 apresenta as carateristicas demograficas e clinicas verificadas no exame
objetivo e a Tabela 5 representa os parametros bioquimico-laboratoriais. Ambas referem
a populagdo total, populacdo hipertensa e populacdo controlo, com comparacdo entre

estes dois ultimos grupos.

V.2.2. Variantes genéticas estudadas

Apresentam-se os resultados obtidos em relacdo as variantes genéticas estudadas. A
Tabela 6 revela a frequéncia das variantes genéticas estudadas no grupo dos casos e
controlos assim como a significancia entre eles. Na Tabela 7 e Figura 9 constam os
resultados da analise gene a gene, de acordo com os diferentes modelos genéticos no

risco de HTA, sendo que a citada figura inclui o melhor modelo para cada gene.

A Tabela 8 salienta a localizagao genética, frequéncia na populagao, frequéncia do alelo
menor, significancia do EHW e poder de associacdo com HTA na nossa populacdo e na

literatura.

Na Figura 10 demonstramos que a capacidade preditiva de HTA aumenta na medida em
gue se associam um maior numero de variantes genéticas. Nesta figura aparece o valor
discriminativo individual e o valor respeitante a associacdo de 5 variantes genéticas

significativas. A Figura 11 representa a capacidade preditiva de HTA de um modelo com
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as 13 variantes genéticas estudadas e em que se adicionou de forma progressiva cada

variante, consoante o valor do seu OR e da sua significancia (valor p).

Finalmente na Tabela 9 esta representado o estudo genético multivariado.

V.2.3. Fatores de risco ambientais estudados

Na Tabela 10 expomos os fatores de risco classico de HTA em estudo multivariado.

V.2.4. Estudo combinado dos fatores de risco nao genéticos e genéticos

V.2.4.1. Estudo multivariado

Na Tabela 11 referimos o estudo multivariado dos fatores de risco genético e ambiental.

V.2.4.1.1 Capacidade Preditiva da jun¢do dos Fatores Genéticos e Ambientais

Na Figura 12 e Tabela 12 demostramos que houve um aumento significativo no poder
preditivo de HTA quando aos fatores tradicionais se associaram as cinco variantes

genéticas que haviam mostrado significancia na analise multivariada.

V.2.4.2. Interagao gene-gene

Na Tabela 13 esta representado o melhor modelo de interacdo das 13 variantes com

recurso ao MDR. A Figura 13 representa o dendograma desta interacao.

V.2.4.3. Interacdo gene-ambiente

A Tabela 14 e a Figura 14 exemplificam as interacdes Gene-Ambiente, obtidas pelo
modelo de machine learning, com recurso ao software MDR, para avaliar a interagdo G-
A, das 5 variantes genéticas consideradas significativas na analise gene a gene e os
fatores ambientais, que se associaram ao aparecimento de HTA na analise de regressao

logistica.
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V.2.5. Estudo genético em subgrupos — Género, Diabéticos, Obesos e Consumo de Sal

Variantes genéticas que se associaram a HTA, nos seguintes subgrupos:

Género Masculino
Andlise Univariada (Tabela 15 e Tabela 16)

Analise Multivariada (Tabela 17)

Género Feminino
Andlise Univariada (Tabela 18 e Tabela 19)

Analise Multivariada (Tabela 20)

Diabéticos
Andlise Univariada (Tabela 21 e Tabela 22)

Analise Multivariada (Tabela 23)

Obesos
Analise Univariada

Andlise Multivariada

Consumo de sal

Avaliado o consumo de sal através da excrecdo urinaria do Sddio (Tabela 24)

Maior consumo de sal
Analise Univariada

Analise Multivariada

Menor consumo de sal

Analise Univariada (Tabela 25 e Tabela 26)

Analise Multivariada (Tabela 27)
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V.2.6. Estudo genético no aparecimento de lesdes dos drgaos alvo nos Hipertensos

Insuficiéncia Renal

A Tabela 28 apresenta o numero de individuos com Insuficiéncia renal/Lesdo renal e a

sua gravidade.

As Tabela 29, Tabela 30 e Tabela 31 (analise univariada e multivariada) demonstram as
variantes genéticas que se associaram ao aparecimento de insuficiéncia renal no grupo

de hipertensos.

Retinopatia Hipertensiva

N3o foi identificada nenhuma variante genética que se associe ao aparecimento de

retinopatia hipertensiva.

Cardiopatia Hipertensiva

A Tabela 32 apresenta o nimero de hipertensos com ecocardiograma/doppler cardiaco
alterado e o numero de pacientes que apresentavam critérios de Hipertrofia ventricular

esquerda (HVE) no electrocardiograma.

A Tabela 33, Tabela 34 e Tabela 35 (andlise univariada e multivariada) demonstram as
variantes genéticas que se associaram ao aparecimento de cardiopatia hipertensiva no

grupo dos hipertensos.

Doenca Vascular Cerebral

Em relacdo a doenca vascular cerebral (AVC ou AIT), ndo foi possivel fazer um estudo

caso/controlo como anteriormente ja foi referenciado.
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Fatores genéticos e nao genéticos preditivos de aparecimento de lesGes de drgaos alvo

Analise Univariada
Fatores de risco ambientais (Tabela 36)

Fatores de risco genéticos (Tabela 37 e Tabela 38)

Andlise Multivariada
Fatores de risco ambientais (Tabela 39)

Fatores de risco genéticos (Tabela 40)

Analise combinada de fatores genéticos e ndo genéticos associados ao aparecimento

de lesOes nos orgaos alvo em hipertensos
Analise multivariada dos fatores genéticos e ndo genéticos (Tabela 41).

Poder preditivo adicional com a juncdo das variantes genéticas significativas na analise

multivariada aos fatores de risco para LOA (Figura 15 e Tabela 42).

Esta Tabela 42 pretende realcar o fato de que a jung¢do das variantes genéticas
significativas ao modelo elaborado apenas com os fatores ndao genéticos preditores de

LOA s6 melhora a especificidade do mesmo e ndao apresenta significancia estatistica.

Modelos de interagdo entre fatores genéticos e ndo genéticos preditivos de lesdes de

drgdos alvo
Melhor modelo (Tabela 43)

Dendrograma (Figura 16)
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V.2.7. Construg¢do de um score de risco genético preditivo de Hipertensao Arterial

V.2.7.1. Distribui¢cao do numero de alelos de risco nos casos e controlos

A Figura 17 apresenta a distribuicdo dos alelos de risco entre os casos e os controlos e a

sua associacdo com o aparecimento de HTA (OR).

V.2.7.2. Score de risco genético

Modelo aditivo. A Figura 18, a Tabela 44 e a Tabela 45 apresentam uma descri¢cdo do score

de risco genético aditivo em quartis na populacdo de casos e controlos.

Modelo multiplicativo. Na Figura 19, na Tabela 46 e na Tabela 47 foi usada a mesma

metodologia de andlise que a adotada anteriormente.

Distribuicdo dos dois scores por medianas (Figura 20 e Figura 21).

V.2.7.3. Comparacgao dos dois scores — aditivo e multiplicativo
A Tabela 48 apresenta o risco dos dois scores associados ao aparecimento de HTA.

A Figura 22 e a Tabela 49 mostram a capacidade preditiva para cada um dos scores através

de duas curvas ROC.

V.2.7.4. Valor preditivo do score genético
Capacidade preditiva adicional do SRGm em relagao aos fatores tradicionais
Analise Multivariada (Tabela 50)

Capacidade preditiva do modelo com o SRGm e os FRT (Figura 23 e Tabela 51)
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Estudo do SRGm consoante o género

Distribuicdo do score genético multiplicativo de acordo com o género (Figura 24 e Tabela

52).

Valor preditivo adicional do score genético em relagao aos fatores de risco de HTA no

género masculino

A Tabela 53 apresenta a analise multivariada combinando os fatores tradicionais com o

SRGmM no género masculino.

Capacidade preditiva do modelo com o SRGm e os FRT (Figura 25 e Tabela 54).

Valor preditivo adicional do score genético em rela¢do aos fatores de risco de HTA no

género feminino

A Tabela 55 apresenta a analise multivariada combinando os fatores tradicionais com o

SRGm no género feminino.

Capacidade preditiva do modelo com o SRGm e os FRT (Figura 26 e Tabela 56).
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V.3. Apresentac¢ao dos resultados

V.3.1. Carateriza¢ao da populagao

A Tabela 4 expOe as carateristicas da populacdo em estudo, ajustada por sexo e idade.

Como ja foi mencionado foram estudados 1712 individuos, existindo um predominio do
género masculino (51%). Esta tabela apresenta a prevaléncia dos fatores de risco
convencionais de doenca cardiovascular (DCV) na populacdo de casos e controlos. No
grupo de hipertensos, havia maior prevaléncia dos principais fatores de risco vascular,
nomeadamente sedentarismo (56,3%), habitos alcodlicos abusivos (34,1%), obesidade
(38,5%), perimetro abdominal elevado (83,6%), razdo cintura/anca elevada (93,1%),
diabetes (19%), Dislipidémia (86,9%), velocidade de onda de pulso (VOP) elevada > 10

m/s? (14,1%), em relag¢do ao grupo dos controlos e com significancia estatistica.

Em relagdo ao Tabagismo denota-se que o grupo de hipertensos tinha menor
percentagem de individuos com habitos tabagicos (19,7%), do que o grupo dos controlos
(26,2%), provavelmente pelo fato dos individuos hipertensos, ja estarem a ser seguidos
em consultas médicas e em abordagem geral do risco cardiovascular, muitos deixaram

de fumar.
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Tabela 4 - Carateristicas basais da populagao

Variveis Total Hipertensos Controlos VT
(n=1712) (n=860) (n=852)
Idade, anos 51+7,9 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
Abuso alcool®, n (%) 540 (31,5) 293 (34,1) 247 (29) 0,024
Alcool, 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)
IMC, kg/m? 27,7+4,8 29,1%5,2 26,24 <0,0001
IMC> 25 kg/m?, n (%) 1231 (71,9) 715 (83,2) 516 (60,6) <0,0001
Obesidade**, n (%) 458 (26,7) 331 (38,5) 127 (14,9) <0,0001
Perimetro abdominal®, n (%) 1275 (74,5) 718 (83,6) 557 (65,4) <0,0001
Cintura/anca elevada®, n (%) 1527 (89,2) 800 (93,1) 727 (85,3) <0,0001
Diabetes, n (%) 203 (11,9) 163 (19) 40 (4,7) <0,0001
Dislipidémia, n (%) 1411 (82,4) 747 (86,9) 664 (77,9) <0,0001
PAS, mmHg 134,1+20,5 147,5+19 120,7+11 <0,0001
PAD, mmHg 84,2 +12,2 91+11,9 77,2+7,9 <0,0001
VOP, m/s? 8+1,5 84+1,6 7,613 <0,0001
VOP> 10 m/s?, n (%) 155 (9,1) 121 (14,1) 34 (4) <0,0001
FC, bat./min 72+11,7 72,9+12,2 71+11,1 0,001
Eventos CV, n (%) 49 (2,9) 40 (4,7) 9(1,1) <0,0001
CV familiar, n (%) 553 (32,3) 331(38,5) 222 (26,1) <0,0001
HTA familiar, n (%) 626 (36,6) 408 (47,5) 218 (25,6) <0,0001

IMC — indice de massa corporal; PAS — Pressdo arterial sistdlica; PAD — Pressdo arterial diastélica; FC — Frequéncia
cardiaca; SRGA — Score de risco genético aditivo; SRGM — Score de risco genético multiplicativo; ° >20gr/dia para os
homens e >10gr/dia para as mulheres; **IMC> 30kg/m?; *> 94cm para os homens e >80cm para as mulheres; ©> 0,9
para os homens e > 0,8 para as mulheres; Valores continuos expressos pela médiatdesvio padrdo exceto o dlcool que
se apresenta pela mediana (Percentil 75 - mdximo). Estatistica significativa para valor p<0,05.

Como se pode verificar, quando se estratificam os fumadores pelo n2 de cigarros por dia
fumados, no grupo dos Hipertensos, havia menor percentagem de individuos que
fumavam (1 a 10 cigarros por dia e 11 a 20 cigarros por dia) do que nos controlos. De
forma diferente, no grupo dos hipertensos, havia maior percentagem de individuos com
maior consumo tabagico (> 20 cigarros /dia) do que no grupo dos controlos, obtendo-se
significado estatistico. Isto quer dizer que a nossa populacdo hipertensa tem menos

individuos a fumar, mas os que o fazem, fumam em quantidade superior.

Salienta-se também que o grupo dos Hipertensos tem valores médios de PAS e de PAD
mais elevados do que no grupo dos controlos e com significancia estatistica (p<0,0001).
E previsivel o fato do grupo dos Hipertensos apresentar valores médios PAS e PAD mais

elevados do que no grupo dos controlos, nomeadamente porque os nossos hipertensos
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ndo apresentam um bom controlo tensional. Salienta-se que 103 (12%) dos nossos

hipertensos ndao tém HTA controlada.

Em relagao a histéria familiar de doenga cardiovascular, existiam mais individuos com

historia familiar no grupo dos Hipertensos, 47,5% vs. 25,6% no grupo dos controlos.

Destaca-se que no grupo dos hipertensos 4,7% tinham Histdria pessoal de Doenca das
artérias coronarias (DAC /EAM), 2,8% doenca cerebrovascular (AVC/AIT) e no grupo dos
controlos 1,1% tinham Histéria pessoal de Doencga das artérias coronarias (DAC/EAM),

1,1% de doenca cerebrovascular (AVC/AIT).

FATORES BIOQUIMICOS

Destacamos que os individuos com HTA apresentam valores de leucdcitos, Hemoglobina
e Fibrinogénio mais elevados do que os controlos, mas tém valores mais baixos de

Plaguetas, mas sem significancia estatistica.

Quanto ao perfil lipidico os Hipertensos apresentam um nivel de colesterol total mais
elevados, mas sem significancia estatistica. Mostram menores niveis séricos de HDL-C
do que os controlos, com significancia estatistica (p<0,0001), assim como menores niveis
de LDL-C, mas sem significancia estatistica. Os triglicéridos também tém valores séricos
mais elevados no grupo dos Hipertensos em relacdo aos controlos e com significancia

estatistica (p<0,0001). (Tabela 5)
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Tabela 5 — Carateristicas bioquimicas da populagao caso-controlo

Variveis Total Hipertensos Controlos VT
(n=1712) (n=860) (n=852)
Hemoglobina, g/dl 14,2 (9,6-18,2) 14,4 (9,6-18,2) 14,2 (10,1-17,6) <0,0001
Plaquetas, 103/l 229 (23-664) 233 (23-664) 228 (65-544) 0,099
Leucdcitos, 103/ul 6,4 (2,1-16,6) 6,7 (2,9-14,8) 6,3 (2,1-16,6) <0,0001
Fibrinogénio, mg/dl 365 (179,2-874) 372,0(179,2-874) 361 (197-688) <0,0001
Colesterol, mg/dI 206 (100-370) 206,5 (100-346) 206 (107-370) 0,776
HDL-C, mg/dI 48 (17,2-111,7) 47 (17,2-104) 49 (20,8-111,7) <0,0001
LDL-C, mg/dI 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
Ureia, mg/dI 33(5-125) 34 (5-125) 33(10-61) 0,010
Creatinina, mg/dl 0,89(0,40-7,84) 0,90(0,40-7,84) 0,83(0,40-1,42) 0,009
PCR (as), mg/dI 0,22 (0,01-19,62) 0,23 (0,02-19,62) 0,20 (0,01-18,51)  <0,0001
Glicose, mg/dl 96 (66-364) 99 (70-360) 94 (66-364) <0,0001

HDL - High density lipoprotein; LDL — Low density lipoprotein; PCR (as) — Proteina C reativa (alta sensibilidade); Valores
continuos expressos pela mediana (minimo - mdximo); Estatistica significativa para valor p<0,05.

Apesar de termos mais individuos com dislipidémia no grupo dos Hipertensos do que no
dos controlos, os hipertensos apresentam melhor perfil lipidico do que os controlos. Isto
deve-se provavelmente ao fato de os primeiros estarem a ser seguidos em consulta

médica e medicados para dislipidémia.

Os niveis de glicemia em jejum foram superiores no grupo dos hipertensos em relagdo
aos controlos, mas no grupo dos Hipertensos havia maior nimero de diabéticos do que

nos controlos, razdo pela qual se justifica esta diferencga.

A Proteina C Reativa (PCR) apresentou medianas superiores no grupo dos hipertensos
em relagdo a dos controlos e com significado estatistico (p<0,0001), o que significa que

os doentes com hipertensao arterial apresentam perfil inflamatério mais agressivo.

Terapéutica efetuada na populagao caso-controlo

1 Dos 860 hipertensos, 38 individuos (4,4%) ndo estavam medicados.

2 Dos 203 diabéticos, 22 (10,8%) nao faziam nenhum antidiabético oral nem

estavam insulinotratados.
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V.3.2. Variantes genéticas estudadas

A Tabela 6 mostra a frequéncia genotipica das variantes estudadas e seu poder de

associacao com a hipertensdo arterial.

Dos 13 polimorfismos investigados apenas houve diferengas significativas nos gendtipos
do ADD1 rs4961 e do GNB3 rs5443, que se associaram com a HTA. O ACE rs4340 o ACE
2350 rs4343 e o ADRB1 rs1801253, mostram uma tendéncia, mas ndo atingem

significancia estatistica.
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Tabela 6 — Frequéncia genotipica e Associa¢do com Hipertensao Arterial

Genes Genotipos (::;2;) C(on n=t8rglzc;s Valor p
I 110 (12,8%) 128 (15,0%)
ACE rs4340 ID 368 (42,8%) 389 (45,7%) 0,083
DD 382 (44,4%) 335 (39,3%)
AA 143 (16,6%) 167 (19,6%)
ACE 235054343 AG 424 (49,3%) 435 (51,1%) 0,068
GG 293 (34,1%) 250 (29,3%)
T 676 (78,6%) 696 (81,7%)
AGT174 rs4762 ™ 172 (20,0%) 144 (16,9%) 0,255
MM 12 (1,4%) 12 (1,4%)
MM 280 (32,6%) 295 (34,6%)
AGT235 rs699 MT 421 (49,0%) 399 (46,8%) 0,623
T 159 (18,5%) 158 (18,5%)
AA 465 (51,1%) 489 (57,4%)
AT1R rs5186 AC 345 (40,1%) 316 (37,1%) 0,381
cC 50 (5,8%) 47 (5,5%)
GG 75 (8,7%) 101 (11,9%)
ADRB1 rs1801253 RG 379 (44,1%) 351 (41,2%) 0,085
RR 406 (47,2%) 400 (46,9%)
RR 172 (20,0%) 152 (17,8%)
ADRB2 rs1042713 RG 406 (47,2%) 424 (49,8%) 0,438
GG 282 (32,8%) 276 (32,4%)
GG 600 (69,8%) 617 (72,4%)
ADD1 rs4961 GT 230 (26,7%) 224 (26,3%) 0,011
T 30 (3,5%) 11 (1,3%)
cC 169 (19.7%) 165 (19.4%)
CYP11B2 rs1799998 CT 418 (48.6%) 437 (51.3%) 0,486
T 273 (31.7%) 250 (29.3%)
T 685 (79,7%) 685 (80,4%)
CYP17A1rs11191548 CT 161 (18,7%) 156 (18,3%) 0,818
cC 14 (1,6%) 11 (1,3%)
cC 286 (33,3%) 341 (40,0%)
GNB3rs5443 CT 440 (51,2%) 378 (44,4%) 0,009
T 134 (15,6%) 133 (15,6%)
AA 181 (21,0%) 186 (21,8%)
SCNN1G rs5718 AG 386 (44,9%) 386 (45,3%) 0,850
GG 293 (34,1%) 280 (32,9%)
AA 610 (70,9%) 619 (72,7%)
ATP2B1rs2681472 AG 225 (26,2%) 211 (24,8%) 0,715
GG 25 (2,9%) 22 (2,6%)
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ESTUDO GENETICO UNIVARIADO. MELHOR MODELO GENETICO

No presente estudo foram avaliadas as 13 variantes genéticas de acordo com 4 modelos
genéticos (Dominante, Recessivo, Aditivo e Multiplicativo ou frequéncia alélica). Os
resultados mostram que houve 5 variantes genéticas que se associaram a HTA, na nossa
populagdo e com significado estatistico (analise gene a gene): ACE rs4340, ACE2350
rs4343, ADRB1 rs1801253, ADD1 rs4961 e GNB3 rs5443 (Tabela 7).

No entanto nenhuma das 5 variantes genéticas teve forca de associacdo com HTA em
todos os modelos genéticos. Salienta-se o fato de 3 dessas variantes (ACE rs4340,
ACE2350 rs4343 e GNB3 rs5443) terem forca de associacdo com a HTA em 3 modelos
testados. Nas outras duas variantes genéticas (ADRB1 rs1801253 e ADD1 rs4961) a

associacao com HTA manteve-se em 1 modelo genético.

Quanto as restantes variantes genéticas ndo houve associacdo com o aparecimento de

HTA, em nenhum dos modelos estudados.

Curiosamente, na nossa populacdo, as variantes genéticas associadas a HTA, de forma
significativa, tém diferentes mecanismos fisiopatoldgicos, o que podera indicar que a
etiologia da HTA, na nossa populacdo, se deve a varios mecanismos fisiopatoldgicos. Isto
ndo invalida que em outros estudos, com outras populacdes, haja um mecanismo
fisiopatoldgico predominante, que se pode sobrepor aos outros e tornar evidente a sua

influéncia na etiologia da HTA.
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Tabela 7 — Anadlise Univariada das variantes genéticas consoante os diferentes modelos genéticos

Genes Modelo Método 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
Dominante (DD+ID) vs. 1l 1,205 (0,916-1,586) 0,182
ACE rs4340 Rece.zs.sivo DD vs. (11+ID) 1,233 (1,018-1,495) 0,032
Aditivo DD vs. ID vs. Il 1,16 6(1,016-1,337) 0,029
Multiplicativo Dvs. | 1,173 (1,020-1,348) 0,025
Dominante (GG+AG) vs. AA 1,222 (0,955-1,564) 0,110
Recessivo GG vs. (AG+AA) 1,244 (1,015-1,526) 0,036
ACE2350 154343 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,175 (1,024-1,347) 0,022
Multiplicativo Gvs. A 1,170 (1,022-1,340) 0,023
Dominante (MM+TM) vs. TT 1,214 (0,957-1,541) 0,110
Recessivo MM vs. (TM+TT) 1,171 (0,944-1,452) 0,151
AGT174 154762 Aditivo MM vs. TM vs. TT 0,991 (0,443-2,217) 0,982
Multiplicativo Mvs. T 1,176 (0,946-1,462) 0,145
Dominante (TT+MT) vs. MM 1,097 (0,898-1,341) 0,365
Recessivo TT vs. (MT+MM) 0,996 (0,781-1,272) 0,976
AGT2351s639 Aditivo TT vs. MT vs. MM 1,041 (0,910-1,191) 0,556
Multiplicativo Tvs.M 1,042 (0,910-1,193) 0,552
Dominante (CC+AC) vs. AA 1,144 (0,946 - 1,385) 0,166
Recessivo CCvs. (AC+AA) 1,057 (0,702 - 1,593) 0,790
ATIR rs5186 Aditivo CCvs. AC vs. AA 1,105 (0,944 - 1,293) 0,214
Multiplicativo Cvs. A 1,102 (0,944 - 1,286) 0,221
Dominante (RR+GR) vs. GG 1,408 (1,027 - 1,929) 0,033
ADRB1 Recessivo RR vs. (GR+GG) 1,011 (0,836 -1,222) 0,914
rs1801253 Aditivo RR vs. GR vs. GG 1,081 (0,936 - 1,247) 0,289
Multiplicativo Rvs. G 1,082 (0,937 - 1,249) 0,285
Dominante (GG+RG) vs. RR 0,869 (0,682-1,107) 0,254
ADRB2 Recessivo GG vs. (RG+RR) 1,018 (0,832-1,246) 0,861
rs1042713 Aditivo GG vs. RGvs. RR 0,965 (0,844-1,104) 0,605
Multiplicativo Gvs.R 0,965 (0,843-1,104) 0,603
Dominante (TT+GT) vs. GG 1,138 (0,923-1,402) 0,226
Recessivo TT vs. (GT+GG 2,763 (1,376-5,551 0,003
ADD1 154961 Aditivo TTvs. ((aT vs. G)G 1,203 §0,999-1,448; 0,051
Multiplicativo Tvs. G 1,202 (0,999-1,446) 0,051
Dominante (TT+CT) vs. CC 0.982 (0.773 — 1.247) 0.882
CYP11B2 Recessivo TT vs. (CT+CC) 1.120 (0.912 - 1.376) 0.281
rs1799998 Aditivo TT vs. CT vs. CC 1.044 (0.912 - 1.196) 0.531
Multiplicativo Tvs.C 1.044 (0.912 - 1.194) 0.533
Dominante (CC+TC) vs. TT 1,048 (0,827 - 1,328) 0,699
CYP17A1 Recessivo CCvs. (TC+TT) 1,265 (0,571 - 2,803) 0,561
rs11191548 Aditivo CCvs.TCvs. TT 1,056 (0,854 - 1,308) 0,614
Multiplicativo Cvs. T 1,058 (0,852 - 1,314) 0,608
Dominante (TT+CT) vs. CC 1,339 (1,100-1,631) 0,004
Recessivo TT vs. (CT+CC) 0,998 (0,769-1,296) 0,987
GNB3 rs5443 Aditivo TT vs. CT vs. CC 1,152 (1,004-1,321) 0,044
Multiplicativo Tvs.C 1,152 (1,004-1,321) 0,044
Dominante (GG+AG) vs. AA 1,048 (0,832 - 1,320) 0,693
Recessivo GG vs. (AG+AA) 1,056 (0,864 - 1,290) 0,597
SCNNIG rs5718 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,038 (0,912 - 1,182) 0,573
Multiplicativo Gvs. A 1,041 (0,910-1,192) 0,557
Dominante (GG+AG) vs. AA 1,089 (0,882-1,344) 0,429
ATP2B1 Recessivo GG vs. (AG+AA) 1,130 (0,632-2,019) 0,681
rs2681472 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,079 (0,899-1,296) 0,414
Multiplicativo Gvs. A 1,081 (0,899-1,302) 0,408

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

116




Igualmente na Figura 9 podemos visualizar as diferentes variantes genéticas estudadas,

consoante o melhor modelo genético, em relagao ao risco de HTA. A variante genética

ADD1 rs4961 salienta-se, em relagdo as outras com um risco de HTA de 2,763, no modelo

recessivo e com significancia estatistica (p=0,003). Seguida da ADRB1 rs1801253 (OR

1,408, p=0,033) no modelo dominante, da GNB3 rs5443 (OR 1,339, p=0,004), no modelo

dominante e por fim ACE2350 rs4343 e ACE rs4340 com OR 1,244, (p=0,036) e 1,233

(p=0,032), respetivamente, no modelo recessivo. As outras variantes ndo tiveram

significancia estatistica em nenhum dos modelos.
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Figura 9 — Variantes genéticas estudadas de acordo com o melhor modelo genético
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Estudo global das Variantes Genéticas e suas associagoes

Tabela 8 — Estudo das 14 variantes genéticas, posicdo no cromossoma, alelo de risco e a frequéncia do
alelo minor. Poder da associagao (OR) do genétipo e do alelo com a HTA.

Populagdo total (n=1712)

Frequéncia** (%) OR* Valor MAF Valor ,_ite?;u,a
Gene SNP Cr. Posicao Casos Controlos (1IC 95%) p (%) pHWE
ACEI/D rs4340 17 61565892 65,8 62,1 1,17 (1,02 - 1,35)* 0,025 36 0,150 1,0*
ACE 2350 A/G rs4343 17 63488670 58,7 54,9 1,18 (1,02-1,35)% 0,022 43,2 0,618 1,062
AGTT/M (T174M) rs4762 1 230710231 11,4 9,9 1,21 (0,96 - 1,54) % 0,110 10,6 0,779 1,1t
AGT M/T (M235T) rs699 1 230710048 43 42 1,10 (0,90 - 1,34)% 0,365 42,5 0,973 1,203
ATIRA/C rs5186 3 148742201 25,9 24,1 1,14 (0,95 -1,39)% 0,166 25 0,179 2,054
CYP11B2 C/T rs1799998 8 142918184 56 55 1,12 (0,91 -1,38)# 0,281 44,5 0,693 1,03%
CYP17A1T/C rs11191548 10 103086421 11 10,4 1,27 (0,57-2,80)* 0,561 10,7 0,207 1,166
ADD1 G/T rs4961 4 2904980 16,9 14,4 2,76 (1,38 - 5,55)* 0,003 15,7 0,177 1,807
GNB3 C/T rs5443 12 6845711 41,2 37,8 1,34 (1,10-1,63)% 0,004 39,5 0,099 1,338
ADRB1 G/R rs1801253 10 114045297 69,2 67,5 1,41 (1,03 - 1,93)% 0,033 31,6 0,309 1,65
ADRB2R/G rs1042713 5 148826877 56,4 57,3 1,02 (0,83 - 1,25)# 0,861 43,2 0,239 1,04%°
SCNN1G A/G rs5718 16 23182544 56,5 55,5 1,04 (0,91 -1,19)2 0,557 44 0,011 -
SLC4A2 C/T rs2303934 7 150767540 3,7 2,7 1,39 (0,95 -2,05)2 0,090 3,2 <0,0001 3,212
ATP2B1A/G rs2681472 12 89615182 16 15 1,08 (0,90 - 1,30)2 0,408 15,5 0,444 1,263

**Frequéncia do alelo de risco; Cr. — Cromossoma; *OR - Odds Ratio do melhor modelo genético; *modelo recessivo;
&modelo dominante; modelo aditivo; 2modelo multiplicativo; MAF — Minor allele frequency; HW - Hardy Weinberg

tendo como p<0,004 apds corregdo de Bonferroni
1(212) 2(122) 3(128) 4(131) 5(213) §(106) 7(230) 5(172) 9(157) 10(214) 1(215) 13(216)

A Tabela 8 apresenta o estudo das variantes genéticas investigadas nomeadamente o
gene, a designacdo da base de dados SNP (rs), o poder de associacdo com HTA (OR) tanto
na nossa populacdo como o descrito na literatura, percentagem do alelo menor e

significancia do Equilibrio de Hardy-Weinberg (p).

O poder da associacdo (OR) com a HTA das variantes genéticas na nossa populagdo é
semelhante ao descrito na literatura, destacando-se a variante ADD1 G/T cujo OR
(2,763) é quase o dobro do descrito na literatura (1,80). O oposto sucede com as
variantes genéticas, ATIR A/C e SLC4A2 C/T cujos OR’s descritos na literatura (2,05) e
(3,21) sdo superiores aos da nossa populacdo (1,144) e (1,393) respetivamente. Salienta-
se o fato de 4 das variantes genéticas estudadas, (ACE 2350 A/G, AGT M/T (M235T),
CYP11B2 C/T, ADRB2 R/G e SCNN1G A/G apresentarem uma frequéncia do alelo menor
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superior a 40%. Uma frequéncia do alelo menor inferior a 10, foi encontrada na variante
genética SLC4A2 C/T. Esta variante também se ndo encontrava em conformidade com o

equilibrio de Hardy-Weinberg e por isso nao foi considerada no estudo.

CAPACIDADE PREDITIVA DE CADA VARIANTE INDIVIDUAL E DA JUNGAO DAS 5
VARIANTES SIGNIFICATIVAS

IC_Min
T 0 AUC
580
_ L]
60
_ T Curvas ROC AUC [IC95%)
—_ ADDI 0,516 (0,492 — 0,540)
540 —_ X o ADRB1 0,522 (0,498 — 0,546)
ECA 0,528 (0,504 — 0,552)
® b ECAZ350 0,530 (0,506 — 0,553)
q GNB3 0,539 (0,515 — 0,563)
= g 4 5 genes 0,566 (0,542 — 0,590)
SO0 -
,m-l
| 1 I 1 1 )
ADDT ADREBT ECA ECA2I50 GNE3 Total
Genes

Figura 10 — Capacidade preditiva de HTA que aumenta a medida que se associam um maior nimero
de variantes genéticas.

Demonstramos que a capacidade preditiva de HTA aumenta na medida em que se
associam um maior numero de variantes genéticas. Foi determinado o valor
discriminativo individual e o respeitante a associacdo de 5 variantes genéticas
significativas. Determinamos para cada polimorfismo associado com a HTA de forma
significativa (analise univariada) o seu poder discriminativo, através de uma Curva ROC.
Foi calculada a 4rea sob a curva (AUC) e respetivo intervalo de confianga.
Posteriormente foi usada a mesma metodologia para a jungdo das 5 variantes
significativas, surgindo uma nova curva ROC onde também foi calculada a AUC. Como
podemos observar o poder discriminativo da AUC para os 5 genes foi de 0,566 (IC a 95%

de 0,542-0,590), sendo superior ao poder discriminativo de cada variante per si.
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CAPACIDADE PREDITIVA DE UM MODELO COM AS 13 VARIANTES GENETICAS

B0 ‘
1
0 AUC
sicd Curvas ROC AUC (IC 95%)
1gene 0,530 (0,506 —0,553)
2 genes 0,531 (0,507 — 0,555)
el 3 genes 0,541 {0,517 — 0,565)
4 genes 0,547 (0,523 —0,570)
5 genes 0,546 (0,522 — 0,570)
& genes 0,549 (0,525 -0,573)
540 7 genes 0,550 {0,526 —0,574)
8 genes 0,550 (0,526 —0,574)
g genes 0,551 (0,527 — 0,574)
10 genes 0,551 (0,527 —0,574)
A2 11 genes 0,552 (0,528 - 0,575)
12 genes 0,551 (0,527 - 0,575)
13 genes 0,555 (0,531 —0,579)
SO0

Mumero de genes

Figura 11 — Capacidade preditiva de HTA de um modelo com as 13 variantes genéticas

A Figura 11 representa a capacidade preditiva de HTA de um modelo com as 13 variantes
genéticas estudadas e em que se adicionou de forma progressiva cada gene, consoante

o valor do seu OR e da sua significancia (valor p).

Através de uma Curva ROC, para cada gene, calculou-se a capacidade preditiva de HTA
e foi obtida a respetiva area sob a curva. Usando como base o gene com maior
capacidade preditiva e poder de associacdo com HTA, foram sendo adicionados, de
forma sucessiva, os respetivos valores das AUC de cada gene de forma crescente. Foi
possivel assim estimar os incrementos encontrados na capacidade preditiva de HTA

sempre que cada polimorfismo era associado.

Com a introdugdo dos primeiros quatro polimorfismos, apareceu um grande incremento
na capacidade preditiva, em seguida ao 52 polimorfismo, também se manteve esse

incremento, mas de forma menos acentuada.
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ESTUDO GENETICO MULTIVARIADO

Tabela 9 — Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica

Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
ADDI e e 8,075 3 — 0,018
GT 0,059 0,110 0,281 1 1,060 (0,854 —1,316) 0,596
T 1,011 0,358 7,987 1 2,750 (1,363 —5,545) 0,005
GNB3 - e 9,073 2 - 0,011
CT 0,322 0,107 9,072 1 1,379 (1,119-1,701) 0,003
T 0,179 0,147 1,490 1 1,196 (0,897 — 1,595) 0,222
Constante -0,210 0,086 5,975 1 0,810 0,015

*Método Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que sairam da equagdo as variantes genéticas: ACE2350, CYP11B2, ADRB1,
ADRB2, AGT235, AT1R, ACE, SCNN1G, CYP17A1, ATP2B1, AGT174. B — Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl —
graus de liberdade; IC — Intervalo de confianca; IMC — indice de massa corporal. Estatisticamente significativo para
p<0,05.

Na Tabela 9, mostramos o estudo multivariado das 13 variantes genéticas, no risco de

HTA.

Foi realizada uma andlise multivariada por regressao logistica com todas as variantes
genéticas estudadas para determinar aquelas que sdo preditores genéticos de HTA. As
gue permaneceram na equacao e que se associaram de forma significativa e
independente com a HTA foram: ADD1 TT (OR 2,750; p=0,005) e a GNB3 CT (OR 1,379;

p=0,003), que sdo variantes genéticas que interferem no balango de sédio e agua.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,980).

As analises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

V.3.3. Fatores de risco ambientais estudados

ESTUDO DOS FACTORES DE RISCO NAO GENETICOS DE HTA

Tabela 10 - Fatores de risco ndo genéticos de HTA: andlise de regressao logistica

Variaveis B E.P. Wald gl 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
Abuso alcool 0,297 0,114 6,796 1 1,346 (1,076 — 1,682) 0,009

Obesidade 1,103 0,125 77,805 1 3,014 (2,359 - 3,851) <0,0001
Diabetes 1,405 0,193 52,876 1 4,075 (2,791 -5,951) <0,0001
HTA familiar 1,017 0,111 84,419 1 2,764 (2,225 —3,433) <0,0001
Constante -0,875 0,084 108,872 1 0,417 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a varidvel Sedentarismo. B — Coeficiente de Beta; E.P.

— Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

121



Foram estudados os fatores de risco classicos de HTA tais como a obesidade, diabetes,
consumo de alcool e histdria familiar de HTA, a fim de avaliar quais destes sdo preditores
independentes de HTA. Feita uma analise multivariada por regressao logistica com estes
fatores de risco os que permaneceram na equacado foram o abuso de alcool (OR 1,346),
obesidade (OR 3,014), diabetes (OR 4,075), e historia familiar de HTA (OR 2,764),

associando-se assim de forma significativa e independente com a HTA.

O sedentarismo saiu da equag¢ado nao influenciando o aparecimento de HTA na nossa

populacdo (Tabela 10).

Outro fator de risco cldssico de HTA, o tabagismo, ndo entrou na equacdo, pelo fato de
provavelmente se poder gerar um viés, pois os controlos tém mais habitos tabagicos do

gue os casos, como ja foi referido.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,115).

As analises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

V.3.4. Estudo combinado dos fatores de risco ndo genéticos e genéticos

V.3.4.1. Estudo multivariado

Tabela 11 - Fatores de risco ndao genéticos e genéticos de HTA: analise de regressao logistica

Varidveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
Obesidade 1,102 0,126 76,757 1 3,011 (2,353 - 3,853) <0,0001
Diabetes 1,413 0,195 52,642 1 4,109 (2,805 - 6,019) <0,0001
HTA familiar 1,003 0,111 86,067 1 2,809 (2,258 — 3,494) <0,0001
Abuso alcool 0,308 0,114 7,272 1 1,361 (1,088 — 1,703) 0,007
ACE2350 6,687 2 0,035
AG 0,246 0,145 2,861 1 1,279 (0,962 —1,701) 0,091
GG 0,404 0,156 6,672 1 1,498 (1,102 — 2,036) 0,010
ADD1 6,650 2 0,036
GT 0,096 0,120 0,639 1 1,100 (0,870 -1,391) 0,424
T 0,952 0,379 6,300 1 2,592 (1,232 -5,453) 0,012
Constante -1,184 0,148 63,552 1 0,306 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que sairam da equagdo as varidveis: Sedentarismo; genes GNB3; ADRB1 e
ACE I/D. B — Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianca.
Estatisticamente significativo para p<0,05.
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Foi efetuado um estudo combinado por analise multivariada de regressao logistica, com
as variantes genéticas que na analise univariada se associaram com a HTA e com os
fatores de risco cldssicos de HTA, a fim de determinar quais as varidveis genéticas e nao
genéticas associadas a HTA, de forma significativa. As varidveis que permaneceram na
equacdo foram, obesidade (OR 3,011), diabetes (OR 4,109), e histéria familiar de HTA
(OR 2,809), abuso de alcool (OR 1,361), e as variantes genéticas foram ACE2350 AG (OR
1,279) e GG (OR 1,498) e ADD1 GT (OR 1,100) e TT (OR 2,592), associando-se de forma
significativa e independente com a HTA (Tabela 11).

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,268).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

VALOR PREDITIVO ADICIONAL DOS FATORES DE RISCO TRADICIONAIS E DESTES COM
A JUNGAO DOS 5 POLIMORFISMOS SIGNIFICATIVOS

100 |~

80—

AUC=0,714
AUC=0,724

60 —

Sensitivity

40

| Teste Delong, p=0,014
20

— FRT
— FRT+5 genes
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Figura 12 — Comparacgdo das Curvas de ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de
HTA (FRT) e dos FRT + 5 genes.

Procurdmos também, avaliar o poder preditivo dos FRT de HTA e posteriormente
compara-lo com o poder preditivo dos FRT quando sao associados aos 5 polimorfismos,

gue na andlise univariada se associavam com HTA (Figura 12).
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Através da elaboracdo de uma primeira curva ROC apenas com os fatores tradicionais,
foi calculada a sua AUC cujo valor foi = 0,714. Em seguida foi feita nova curva ROC, com
os FRT associados aos 5 genes significativos, cuja area sob a curva foi de 0,724. A fim de
avaliar o poder preditivo adicional conferido por esta segunda curva, em relacdo a
primeira, foi efetuado o Teste de Delong, que comparou as duas curvas. Este mostrou

que existia diferenga, com significancia estatistica (p=0,014), entre as duas curvas.

Tabela 12 - Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +

5 genes.
Teste
AUC Sensib.  Especif.
Modelos (IC 95%) (%) (%) VPP VPN De(lpo)ng
FRT 0,714 (0,692 —0,736) 72,7 61,3 1,88 0,45 0.014
FRT +5 genes 0,724 (0,702 — 0,745) 70,2 65,5 2,04 0,45 ’

FRT — Fatores de risco tradicionais; AUC — Area under the curve; IC — Intervalo de confianga; Sensib. — Sensibilidade;
Especif. — Especificidade; VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo negativo; estatisticamente significativo
para p<0,05.

Quando sdo associados aos FRT de HTA os polimorfismos que na andlise univariada se
associaram ao aparecimento de HTA (Tabela 12), aumenta o poder preditivo do modelo,
a custa de uma reducdo da sensibilidade (de 72,7% para 70,2%) mas a melhoria de
especificidade (de 61,3% para 65,5%). O valor preditivo positivo aumentou de 1,88 para
2,04 ao adicionarmos os polimorfismos permanecendo igual o valor preditivo negativo
(0,45). No global, o modelo final (FRT + 5 genes) apresenta uma area sob a curva de

0,724, com significancia estatistica (p=0,014).
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V.3.4.2. Interagdo gene-gene

Tabela 13 — Modelos de interagdo Gene-Gene por MDR

Treino Teste
Melhores Consisténcia
modelos Acuracia Odds ratio Acuracia  Odds ratio VvVC
Valor p Valor p
ponderada (IC 95%) ponderada (IC 95%)
1,33 1,21
GNB3 0,535 0,006 0,523 0,543 10/10
(1,09 - 1,62) (0,66 — 2,20)
1,45 0,98
ADRB1; GNB3 0,546 0,0003 0,497 0,945 2/10
(1,18 -1,77) (0,54 —1,79)
CYP11B2; 0,566 1,70 <0,0001 0,503 1,03 0,930 4/10
ADRB1; GNB3 ’ (1,39 -2,08) ! ’ (0,56-1,87)
?ngjgg, 0,602 2,29 <0,0001 0,510 1,08 0,792 5/10
’ ’ (1,87 -2,81) ! ’ (0,59-1,98)
ADRB1; GNB3

MDR — Multifactor dimensionality reduction; VC — Validagdo cruzada; IC— Intervalo de confianga. Melhor modelo com
4 variaveis inclui as variantes ACE2350; CYP11B2; ADRB1; GNB3. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Com recurso a anadlise data mining (MDR), foram elaborados modelos de interacdo
Gene-Gene, com todas as variantes genéticas estudadas, tendo como objetivo avaliar o

melhor modelo de interagdao Gene-Gene, na previsdao de HTA.

Verifica-se que o melhor modelo de interacdo entre as variantes genéticas foi o
constituido por 4 variantes genéticas (ACE2350; CYP11B2; ADRB1; GNB3). No entanto,
apresentou uma validagdo cruzada com pouca consisténcia de 5/10 e sem significancia

estatistica (p=0,792).

Na nossa analise ndo obtivemos nenhum modelo genético bem ajustado pois o valor de

treino e de teste nunca sdo significativos (Tabela 13).

Isto leva-nos a concluir que ndo houve nenhum modelo preferencial de interagdo entre

as variantes genéticas estudadas por MDR.
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Figura 13 — Dendograma de interagdes gene-gene das 13 variantes genéticas.

Recorrendo ao Diagrama de Entropia (Figura 13), podemos obter uma representacdo das

interacdes genéticas (Epistasis), assim como da auséncia de interacdo (Redundancia).

Neste modelo houve uma interacdo epistatica elevada entre o gene AGT235 e o

CYP11B2 e moderada entre o ADRB1 e 0 SCNN1G.

E as variaveis ADRB2, GNB3 e ACE2350 mostram

(Redundancia).

V.3.4.3. Interagao gene-ambiente

inexisténcia de interagao

Tabela 14 — Melhor modelo de interacdo Gene-Ambiente por MDR

Obesidade 0,618

Obesidade; Diabetes 0,639

Obesidade; Diabetes;
ADD1
Sedentarismo; Obesidade;
Diabetes; ACE2350

0,642

0,646

3,57
(2,79 - 4,57)
3,78
(3,01 -4,76)
3,79
(3,02 - 4,76)
3,63
(2,92 - 4,52)

<0,0001

<0,0001

<0,0001

<0,0001

0,618

0,639

0,642

0,639

(1'73'_577’47) 0,0005 10/10
(1'93'_787’56) 0,0001 10/10
(1'923'_73'50) <0,0001 10/10
(117;%{‘2,54) 0,0002 9/10

MDR — Multifactor dimensionality reduction; VC— Validagdo cruzada; IC— Intervalo de confiang¢a. Melhor modelo com
3 varidveis inclui as varidveis Obesidade, Diabetes e o gene ADD1. Estatisticamente significativo para p<0,05.
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Com recurso a analise data mining por MDR, foram feitos modelos de interacdo Gene-
Ambiente, com as 5 variantes genéticas (ACE I/D, ACE2350, ADD1, ADRB1, GNB3, que
na analise univariada se associavam a HTA) e os FRT ambientais: Obesidade, Diabetes,
Sedentarismo e abuso de alcool, tendo como objetivo avaliar por MDR, o melhor modelo

de interacdo Gene-Ambiente na predicdo de HTA.

Verificamos (Tabela 14 e Figura 14) que o melhor modelo de interacdo entre os fatores
de risco ambientais e as 5 variantes genéticas, foi o que englobou a Obesidade, a
Diabetes e o gene ADD1, com OR de 3,79 (IC a 95% 1,92-7,50) e com consisténcia de
validagdo cruzada 10/10 (p<0,0001). Como o valor da acuracia para os dados de treino
e de teste sdo adequados (64%) e a consisténcia 10/10, podemos considerar um bom

modelo de interacao.

O abuso de alcool ndo permaneceu em nenhum modelo de interacdo, assim como as

variantes genéticas ACE I/D, ACE2350, ADRB1 e GNBS3.

= Sedentarismo
ADD1

= ADRB1

= GNB3

ECA8

Obesidade

Diabetes

Figura 14 — Dendograma de interagGes gene-ambiente das 13 variantes genéticas e os fatores
ambientais.

V.3.5. Estudo genético em subgrupos

Analisdmos subgrupos de individuos da nossa amostra, consoante género (masculino e
feminino), diabetes, obesidade e consumo de sal (alto e baixo consumo de sal), tendo
como objetivo encontrar a associacdo de variantes genéticas com a HTA, nestes

subgrupos.
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As 13 variantes genéticas estudadas em ambos os grupos, foram: ACE Ins/Del rs4340,
ACE A2350G rs4343, AGT T174M rs4762, AGT M235T rs699, AGTR1 A1166C rs5186,
CYP11B2 -344 C/T rs1799998, ADRB1 R389G rs1801253, ADRB2 R16G rs1042713, ADD1
G460T rs4961, SCNN1G G-173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 A/G rs2681472,
CYP17A1 T/Crs11191548.

V.3.5.1. Género

Subgrupo do género masculino

Com uma amostra de 873 individuos do sexo masculino, constituimos dois grupos
consoante tinham ou ndo Hipertensado Arterial. Obtivemos um grupo de 458 individuos
hipertensos (idade média 51 + 8,3 anos) e outro com 415 controlos (idade média 50,8 +
7,7 anos) sendo a idade semelhante nos dois grupos (p=0,679). Fizemos um estudo caso
controlo, com o objetivo de avaliar quais as variantes genéticas estudadas que se

associavam ao aparecimento de HTA no género masculino.

Frequéncias Genotipicas por Géneros

Tabela 15 - Frequéncias genotipicas das variantes genéticas associadas a HTA, nos grupos caso-
controlo da populagdo do sexo masculino.

Genes Casos Controlos VT
(n=458) (n=415)
Il 55 (12,0%) 70 (16,9%)
ACE rs4340 ID 205 (44,8%) 194 (46,7%) 0,042
DD 198 (43,2%) 151 (36,4%)
AA 73 (15,9%) 82 (19,8%)
Aéigigo AG 231 (50,4%) 217 (52,3%) 0,122
GG 154 (33,6%) 116 (28,0%)
AA 250 (54,6%) 257 (61,9%)
ATI1R rs5186 AC 180 (39,3%) 140 (33,7%) 0,076
cC 28 (6,1%) 18 (4,3%)
GG 325 (71,0%) 300 (72,3%)
ADD1 rs4961 GT 117 (25,5%) 110 (26,5%) 0,088
1T 16 (3,5%) 5(1,2%)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

O unico polimorfismo que apresentou significancia no sexo masculino foi o ACE rs4340

(p=0,042) (Tabela 15).
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Tabela 16 — Variantes genéticas que se associam a HTA no género masculino - Andlise Univariada
consoante os diferentes modelos genéticos.

Genes Modelo Método Odds ratio (IC 95%) Valor p
Dominante (DD+ID) vs. i 1,487 (1,015 - 2,177) 0,041
Recessivo DD vs. (I1+ID) 1,331 (1,014 -1,748) 0,039

ACE rs4340

rs Aditivo DD vs. D vs. II 1,279 (1,054 — 1,552) 0,013
Multiplicativo Dvs. | 1,285 (1,058 -1,561) 0,012
Dominante (GG+AG) vs. AA 1,299 (0,917 - 1,839) 0,140
Recessivo GG vs. (AG+AA) 1,306 (0,978 - 1,743) 0,070
ACE2350 4343 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,225 (1,008 — 1,488) 0,041
Multiplicativo Gvs. A 1,213 (1,004 - 1,467) 0,046
Dominante (CC+AC) vs. AA 1,353 (1,033 -1,773) 0,028
Recessivo CCvs. (AC+AA) 1,436 (0,782 - 2,637) 0,241
ATIR rs5186 Aditivo CC vs. AC vs. AA 1,296 (1,034 - 1,624) 0,024
Multiplicativo Cvs. A 1,290 (1,032-1,612) 0,025
Dominante (TT+GT) vs. GG 1,068 (0,795 - 1,434) 0,664
Recessivo TT vs. (GT+GG) 2,968 (1,078 - 8,176) 0,028
ADDI rs4961 Aditivo TT vs. GT vs. GG 1,149 (0,885 — 1,492) 0,297
Multiplicativo Tvs. G 1,149 (0,885 —1,492) 0,296

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Das 13 variantes genéticas estudadas de acordo com 4 modelos genéticos (Dominante,
Recessivo, Aditivo e Multiplicativo ou frequéncia alélica), as que se associaram a HTA
nos individuos do género masculino foram: ACE I/D que teve for¢a de associacdo com
HTA em todos os modelos genéticos testados, ACE2350 demonstrando estar associado
a HTA nos modelos aditivo e multiplicativo, ATIR com significancia estatistica nos
modelos aditivo e multiplicativo e o gene ADD1 estando associado a HTA no modelo

recessivo.

Todas estas variantes genéticas também se tinham apresentado associadas a HTA no

grupo total de individuos (Tabela 16).
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Estudo multivariado no género masculino

Tabela 17 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica, na populacdo do género

masculino
Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
ACE rs4340 -—-- -—-- 6,289 2 - 0,043
ID 0,296 0,206 2,066 1 1,345 (0,898 — 2,015) 0,151
DD 0,512 0,210 5,942 1 1,669 (1,106 — 2,519) 0,015
Constante -0,241 0,180 1,791 1 0,786 0,181

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que sairam da equagdo as variantes genéticas: ACE2350, AT1IR e ADD1. B
— Coeficiente de Beta,; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente
significativo para p<0,05.

Foi feita uma andlise de regressao logistica para ver quais as variantes genéticas que se
relacionam com o aparecimento de HTA no género masculino. As variantes ID e DD do
ACE foram as Unicas que permaneceram na equacao e se associaram de forma

significativa e independente com a HTA (Tabela 17).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

Subgrupo do Género Feminino

Do mesmo modo como realizdmos para o género masculino, também com 839
individuos do género feminino, constituimos dois grupos, consoante tinham ou nao
Hipertensao Arterial e fizemos um estudo caso controlo com 402 mulheres hipertensas
(idade média 51,8 + 7,6 anos) e 437 mulheres que ndo tinham HTA (idade média 50,6 +
7,6 anos) sendo a idade estatisticamente diferente nos dois grupos (p=0,023). O objetivo
foi avaliar quais das 13 variantes genéticas estudadas se associavam ao aparecimento

de HTA no género feminino.
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Estudo Univariado

Tabela 18 - Frequéncias genotipicas das variantes genéticas associadas a HTA, nos grupos caso-
controlo da populagao do sexo feminino.

Genes Casos Controlos -
(n=402) (n=437)
GG 275 (68,4%) 317 (72,5%)
ADD1 rs4961 GT 113 (28,1%) 114 (26,1%) 0,094
T 14 (3,5%) 6 (1,4%)
cC 129 (32,1%) 181 (41,4%)
GNB3rs5443 CT 203 (50,5%) 193 (44,2%) 0,019
T 70 (17,4%) 63 (14,4%)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

No género feminino foi a variante GNB3 rs5443, que apresentou significancia entre

casos e controlos (p=0,019) (Tabela 18).

Tabela 19 - Variantes genéticas que se associam a HTA no género feminino - Analise Univariada
consoante os diferentes modelos genéticos.

Genes Modelo Método Odds ratio (IC 95%) Valor p
Dominante (TT+GT) vs. GG 1,220 (0,906 - 1,642) 0,190
Recessivo TT vs. (GT+GG) 2,592 (0,986 - 6,811) 0,045
ADDI rs4961 Aditivo TT vs. GT vs. GG 1,266 (0,972 - 1,649) 0,080
Multiplicativo Tvs. G 1,263 (0,972 - 1,641) 0,081
Dominante (TT+CT) vs. CC 1,496 (1,128 - 1,986) 0,005
Recessivo TT vs. (CT+CC) 1,252 (0,864 - 1,814) 0,235
GNB3 rs5443 Aditivo TT vs. CT vs. CC 1,292 (1,062 - 1,572) 0,011
Multiplicativo Tvs.C 1,295 (1,064 - 1,575) 0,010

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

As 13 variantes genéticas foram estudadas de acordo com 4 modelos genéticos (Tabela

19): Dominante, Recessivo, Aditivo, Multiplicativo ou frequéncia alélica, as que se

associaram a HTA nos individuos do género feminino foram: ADD1 no modelo recessivo

com OR 2,59 (p=0,045) e GNB3 nos modelos dominante, aditivo e multiplicativo com OR

1,50 (p=0,005), OR 1,29 (p=0,011) e OR 1,30 (p=0,010), respetivamente.
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Estudo Multivariado

Tabela 20 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica, na populagdo do género

feminino
Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
GNB3 e e 7,864 2 0,020
CT 0,389 0,153 6,478 1 1,476 (1,094 —1,992) 0,011
T 0,444 0,208 4,540 1 1,559 (1,036 — 2,346) 0,033
Constante -0,339 0,115 8,640 1 0,713 0,003

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a variante genética ADD1. B — Coeficiente de Beta;
E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Foi feita uma analise multivariada (Tabela 20) para determinar as variantes genéticas que
se associavam a HTA no género feminino. As variantes CT e TT do GNB3 foram preditivas

independentes HTA e com significancia estatistica na populagdo do género feminino.

As analises de ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

V.3.5.2. Populagdo Diabética

Com uma amostra de 203 individuos diabéticos, constituimos dois grupos consoante
tinham ou ndo HTA, um grupo com 163 diabéticos hipertensos (casos) e outro com 40

diabéticos ndo hipertensos (controlos).

Dos 203 individuos estudados, 62% eram do género masculino no grupo dos hipertensos
diabéticos e 67,5% no grupo dos controlos. A idade média no grupo dos casos foi de 54,8
+ 6,9 anos e no grupo dos controlos foi de 54,2 + 6,5 anos. Nenhuma destas varidveis

mostrou significancia estatistica.
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Andlise univariada no grupo dos diabéticos

Tabela 21 - Frequéncias genotipicas das variantes genéticas associadas a HTA, nos grupos caso-
controlo da populagao diabética.

Genes Casos Controlos Valor p
(n=163) (n=40)
AA 78 (47,9%) 31(77,5%)
ATI1R rs5186 AC 70 (42,9%) 8 (20,0%) 0,003
cC 15 (9,2%) 1(2,5%)
GG 118 (72,4%) 34 (85,0%)
ADD1 rs4961 GT 36 (22,1%) 6 (15,0%) 0,160
TT 9(5,5%) 0(0,0%)
cC 52 (31,9%) 20 (50,0%)
GNB3 rs5443 CT 92 (56,4%) 15 (37,5%) 0,075
1T 19 (11,7%) 5(12,5%)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

Tabela 22 - Variantes genéticas que se associam a HTA no subgrupo dos diabéticos - Andlise

Univariada consoante os diferentes modelos genéticos.

Genes Modelo Método Odds ratio (IC 95%) Valor p

Dominante (CC+AC) vs. AA 3,754 (1,681 - 8,381) 0,001
AT1R rs5186 ReC(?s'swo CCvs. (AC+AA) 3,953 (0,506 - 30,852) 0,159
Aditivo CCvs. ACvs. AA 3,095 (1,515 - 6,322) 0,002
Multiplicativo Cvs. A 3,097 (1,533 - 6,257) 0,001
Dominante (TT+GT) vs. GG 2,161 (0,850 - 5,496) 0,099

Recessivo TTvs. (GT+GG) - o
ADDIrs4361 Aditivo TTvs.GTvs. GG 2,193 (0,945 - 5,087) 0,068
Multiplicativo Tvs. G 2,449 (1,014 - 5,913) 0,041
Dominante (TT+CT) vs. CC 2,135 (1,058 - 4,307) 0,032
Recessivo TT vs. (CT+CC) 0,924 (0,323 - 2,645) 0,882

GNB3 rs5443

s Aditivo TTvs.CTvs.CC 1,535 (0,879 - 2,680) 0,132
Multiplicativo Tvs.C 1,459 (0,866 - 2,460) 0,155

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Foi efetuada uma analise univariada para determinar quais as frequéncias genotipicas
gue se associavam com HTA nos diabéticos e qual o melhor modelo genético onde se

verificava esta associacdo (Tabela 21 e Tabela 22).

A variante ATI1R rs5186 mostrou significancia estatistica na analise caso-controlo da

populacdo diabética.

Em seguida procedemos a uma analise univariada com as 13 variantes genéticas

estudadas, utilizando os seguintes modelos genéticos: Dominante, Recessivo, Aditivo e
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Multiplicativo (Tabela 22). Comprovou-se associacdo a HTA de 3 variantes genéticas no
subgrupo dos diabéticos; ATIR em 3 modelos (dominante, aditivo e multiplicativo),

ADD1 no modelo multiplicativo e GNB3 no modelo dominante.

Andlise multivariada no grupo dos diabéticos

Tabela 23 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica, na populagdo diabética.

Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
GNB3 e e 6,137 A 0,046
CT 0,989 0,399 6,137 1 2,690 (1,230 -5,884) 0,013
T 0,478 0,589 0,659 1 1,613 (0,509 - 5,114) 0,417
ATIR e e 11,186 A 0,004
AC 1,284 0,436 8,669 1 3,611 (1,536 — 8,490) 0,003
CcC 2,024 1,067 3,597 1 7,569 (0,935 —-61,298) 0,058
Constante 0,373 0,307 1,478 1 1,453 0,224

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a variante genética ADD1. B — Coeficiente de Beta;
E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Foi feita uma analise multivariada para determinar as variantes genéticas que se
associavam a HTA no grupo dos diabéticos (Tabela 23). As variantes CT e TT do GNB3
foram preditivas independentes de HTA, na populagao diabética. No entanto, quanto a
significancia, o gendtipo CT obteve significancia estatistica (p=0,013), mas o TT ndo
obteve (p=0,417). Os gendtipos AC e CC do polimorfismo AT1IR também sdo preditores
independentes de HTA na populacdo diabética, mas sé o gendtipo AC teve significancia

estatistica (p=0,003).

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de
Hosmer-Lemeshow (p=0,818). As analises do ajuste e calibragdo do modelo multivariado

cumpriram os pressupostos.

V.3.5.3. Populagdo Obesa

Com 458 individuos obesos, fizemos um estudo caso-controlo para determinar os
preditores genéticos associados a HTA na populagao obesa. Um grupo com 331 obesos

hipertensos (casos) foi comparado com 127 obesos ndo hipertensos (controlos) tendo
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sido avaliadas as variantes genéticas que se associavam de forma significativa e

independente com HTA.

Dos 458 individuos obesos estudados, 55,6% eram do género masculino no grupo dos
casos e 62% no grupo dos controlos. A idade média no grupo dos casos foi de 51,6 + 7,5
anos e no grupo dos controlos de 50,9 + 7,7 anos. Nenhuma das variaveis demonstrou

ter significancia estatistica.

Analise Univariada

Realizdmos uma analise univariada, com as 13 variantes genéticas estudadas, mas

nenhuma se associou ao aparecimento de HTA na populacdo obesa.

V.3.5.4. Consumo de Sal

Nos 860 hipertensos estudados, avaliamos a excrecdo urinaria de sédio, na urina de 24
horas, que se associa com a ingestdo de sddio. Dividimos os valores da ingestdo de sédio

em tercis e calculdmos as médias em cada tercil (Tabela 24).

Tabela 24 - Valores da ingestdo de sddio em tercis e sua média em cada tercil

Sédio (Urina de 24h) N Médiaf — ppnimo  Méximo
desvio padrao

19 tercil (<9,058) 285 6,78 £ 1,58 1,87 9,04

29 tercil (9,058 — 10,689) 290 9,84 +0,32 9,06 10,69

32 tercil (>10,689) 285 14,64 + 3,36 10,69 31,04

Total 860 10,41 + 3,87 1,87 31,04

Subgrupo com maior consumo de sal

Comparamos os Hipertensos com maior consumo de sal, 32 tercil (n=285), com o grupo
dos controlos (n=852), com o objetivo de avaliar quais as variantes genéticas estudadas

gue se associavam ao aparecimento de HTA em individuos com maior consumo de sal.
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Os Hipertensos com maior consumo de sal, 68,1% eram do género masculino e tinham
uma idade média de 52,2 + 8 anos. No grupo dos controlos 48,7% do género masculino,
com idade média de 50,7 + 7,7 anos. Tanto o género como a idade mostraram

significancia estatistica (p<0,0001 e p=0,006, respetivamente).

Realizdmos uma analise univariada, com as 13 variantes genéticas estudadas, mas
nenhuma se associou ao aparecimento de HTA na populagcdo com maior consumo de sal

em relagao aos controlos.

Subgrupo com menor consumo de sal

No grupo dos Hipertensos com menor consumo de sal, 38,2%, eram do género
masculino e tinham uma idade média de 50,9 * 7,8 anos. No grupo dos controlos 48,7%
do género masculino, com idade média de 50,7 £ 7,7 anos. S6 o género foi significativo

(p=0,002).

Analise univariada na populagao com menor consumo de sal

Tabela 25 - Frequéncia genotipica das variantes genéticas associadas a HTA, nos grupos caso-controlo
da populagdo com menor consumo de sal.

Casos
Genes HTA com menor Controlos Valor p
consumo de sal (n=852)
(n=285)
GG 18 (6,3%) 101 (11,9%)
ADRB1 rs1801253 GR 122 (42,8%) 351 (41,2%) 0,029
RR 145 (50,9%) 400 (46,9%)
GG 200 (70,2%) 617 (72,4%)
ADD1 rs4961 GT 74 (26,0%) 224 (26,3%) 0,024
TT 11 (3,8%) 11 (1,3%)

Estatisticamente significativo para p<0,05.
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Tabela 26 — Variantes genéticas que se associam a HTA no subgrupo dos individuos com menor

consumo de sal - Analise Univariada consoante os diferentes modelos genéticos.

Genes Modelo Método Odds ratio (IC 95%) Valor p
Dominante (RR+GR) vs. GG 1,995 (1,185 - 3,357) 0,008
ADRB1 Recessivo RR vs. (GR+GG) 1,170 (0,895 -1,531) 0,250
rs1801253 Aditivo RR vs. GR vs. GG 1,245 (1,012 -1,531) 0,038
Multiplicativo Rvs. G 1,253 (1,016 — 1,545) 0,035
Dominante (TT+GT) vs. GG 1,116 (0,831 - 1,499) 0,466
Recessivo TT vs. (GT+GG) 3,069 (1,316 - 7,158) 0,006
ADDI rs4961 Aditivo TT vs. GT vs. GG 1,207 (0,929 - 1,567) 0,159
Multiplicativo Tvs. G 1,200 (0,928 - 1,553) 0,164

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Foi efetuada uma analise univariada para determinar quais as frequéncias genotipicas

gue se associavam com HTA nos individuos com menor consumo de sal e qual o melhor

modelo genético onde se verificava esta associacdo (Tabela 25 e Tabela 26).

Neste subgrupo, na anadlise caso-controlo, verificamos existir duas variantes genéticas

associadas com HTA, ADRB1 rs1801253 e ADD1 rs4961 (Tabela 25).

Comparamos nos dois grupos as 13 variantes genéticas estudadas de acordo com 4

modelos genéticos ja descritos (Tabela 26). Os polimorfismos do gene ADRBI, nos

modelos dominante, aditivo e multiplicativo associaram-se a HTA nos individuos com

menor consumo de sal, (OR 1,995 (p=0,008); OR 1,25 (p=0,038); OR 1,25 (p=0,035),

respetivamente), assim como os da variante ADD1 no modelo recessivo (OR 3,07

p=0,006).
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Analise multivariada

Tabela 27 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressdo logistica

Variaveis B

E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
ADDI - - 6,781 2 - 0,034
GT 0,039 0,158 0,061 1 1,040 (0,763 —1,416) 0,805
T 1,136 0,436 6,781 1 3,115 (1,324 -7,326) 0,009
ADRB1 - 6,898 2 - 0,032
GR 0,665 0,277 5,743 1 1,944 (1,129 - 3,350) 0,017
RR 0,717 0,275 6,823 1 2,049 (1,196 — 3,509) 0,009
Constante -1,764 0,262 45,321 1 0,171 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0). B — Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC —

Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Com uma analise de regressao logistica determinamos as variantes genéticas com

capacidade preditora de HTA nos individuos com menor consumo de sal (Tabela 27). As

gue permaneceram na equacao foram as dos polimorfismos ADRB1 e ADD1, associando-

se a HTA nos individuos com baixo consumo de sal, de forma significativa e

independente. Com OR de 3,115 (IC 95% 1,324 — 7,326; p=0,009) no gendtipo TT do

polimorfismo ADD1 e 2,049 (IC 95% 1,196 — 3,509; p=0,009) no gendtipo RR da variante

ADRB1.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,984).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

V.3.6. Estudo genético no aparecimento de lesdes dos drgdos alvo nos Hipertensos

Foi estudada uma amostra de 600 doentes hipertensos em relacdo ao aparecimento de

Lesdes de Orgdo Alvo (LOA), nomeadamente insuficiéncia renal, retinopatia

hipertensiva, cardiopatia hipertensiva e doenca cerebrovascular (AVC/AIT).
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Insuficiéncia Renal

No grupo dos hipertensos estudados em relacdo ao aparecimento de lesGes de drgdo
alvo (n=600), foram excluidos os diabéticos pelo fato de ndo ser possivel estabelecer a

etiologia da insuficiéncia renal/lesdo renal.

Finalmente foi avaliada uma amostra de 545 individuos hipertensos, em relacdo ao
aparecimento de Insuficiéncia renal/lesdo renal. Destes, 75 apresentavam Insuficiéncia
renal/lesdo renal e foram comparados com o grupo de hipertensos sem essa lesdo
(n=470), com o objetivo de avaliar quais as variantes genéticas preditivas de insuficiéncia

renal em hipertensos.

Tabela 28 — Nimero de individuos e gravidade da Insuficiéncia renal/Lesdo renal

. Total
Gravidade (n=75, %)
Clearance 0
Insuficiéncia Cr.<30ml/min 2(2,7%)
Renal Clearance Cr. 30-
0,
59ml/min 21 (28%)
. Total
Gravidade (n=522, %)
Clearance Cr.260ml/min
Lesao renal & Microalbuminuria 30- 52 (10%)
300mg/24h

Dos 545 hipertensos estudados, 23 apresentavam clearance da creatinina <60ml/min.
Nos restantes (n=522) com clearance =60ml/min, foi avaliada a existéncia de
microalbuminudria (30-300mg/24h) tendo-se verificado a sua existéncia em 52

individuos.

O grupo dos Hipertensos com insuficiéncia renal/lesdo renal eram mais idosos (idade
média 52,1 + 8,7 anos), mas sem significancia estatistica (p=0,099) e tinham maior
frequéncia do género masculino (65,3%, p=0,010) quando comparado com o grupo dos

hipertensos sem IR /lesdo renal.

139



Analise univariada nos hipertensos com IR/lesdo renal

Tabela 29 - Frequéncia genotipica das variantes genéticas associadas a HTA, nos grupos com e sem
IR/lesdo renal.

AA 44 (58,7%) 340 (72,3%)
ATP2B1 rs2681472 AG 27 (36,0%) 123 (26,2%) 0,013
GG 4 (5,3%) 7 (1,5%)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

A andlise univariada demonstrou haver significancia estatistica entre os gendtipos da
variante ATP2B1 rs2681472 no grupo dos doentes hipertensos com insuficiéncia renal

vs os hipertensos que ndo a apresentavam (Tabela 29).

Tabela 30 — Variantes genéticas que se associam a insuficiéncia renal nos hipertensos.

Dominante (GG+AG) vs. AA 1,843 (1,115 - 3,044) 0,016

ATP2B1 Recessivo GG vs. (AG+AA) 3,726 (1,064 — 13,054) 0,028
rs2681472 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,837 (1,189 —2,839) 0,006
Multiplicativo Gvs. A 1,784 (1,173 - 2,714) 0,006

IC — Intervalo de confianga;, estatisticamente significativo para p<0,05.

Estuddmos nos dois grupos as 13 variantes genéticas de acordo com os 4 modelos
genéticos (Tabela 30). A variante genética ATP2B1 rs2681472 mostrou ter significancia
estatistica em todos os modelos estudados, associando-se assim ao aparecimento de
IR/lesdo renal nos hipertensos, com um OR do melhor modelo de 3,726 (1,064 — 13,054),
p=0,028.
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Analise multivariada

Tabela 31 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressdo logistica

Variaveis B E.P. Wald gl 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
ATP2B1 e e 8,031 2 - 0,018
AG 0,528 0,266 3,942 1 1,696 (1,007 — 2,858) 0,047
GG 1,485 0,647 5,270 1 4,416 (1,243 - 15,691) 0,022
Constante -2,045 0,160 162,886 1 0,129 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs.19.0). B — Coeficiente de Beta,; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC —
Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Ap0ds analise multivariada (Tabela 31) a variante genética ATP2B1 rs2681472 mantém-se
na equagdo e associa-se de forma significativa e independente a IR/lesdo renal nos
hipertensos. Salienta-se o facto dos individuos portadores do genétipo GG do ATP2B1
tém um poder preditivo de IR/lesdo renal em hipertensos, com (OR 4,4) e significancia

estatistica (p=0,022).

As analises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

Retinopatia Hipertensiva

Na mesma amostra de 600 individuos hipertensos foi investigado o aparecimento de

retinopatia hipertensiva.

Foi efetuado um estudo caso/controlo, sendo os hipertensos com retinopatia
considerados casos (n=172), e os que ndo apresentavam retinopatia considerados
controlos (n=428). Neste grupo foram estimadas as variantes genéticas preditivas desta

lesdo de 6rgdo alvo.

O grupo dos Hipertensos com retinopatia tinham idade média de 50,3 £ 7,7 anos e 54,7%
eram do género masculino. Os hipertensos sem retinopatia tinham idade média de 51,2
t 7,7 anos e 52,6% eram do género masculino. Nem a idade nem o género mostrou

significancia estatistica.

Realizdmos uma analise univariada, com as 13 variantes genéticas estudadas, mas

nenhuma se associou ao aparecimento de retinopatia hipertensiva.
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Cardiopatia Hipertensiva

Na amostra de 600 hipertensos 319 efetuaram ecocardiograma.

Destes,

137

apresentavam critérios ecocardiograficos de HVE/disfuncdo diastdlica. Nos restantes

(n=281) foram usados os critérios eletrocardiograficos de HVE tendo-se verificado que

28 apresentavam HVE.

Tabela 32 — Doentes com Cardiopatia Hipertensiva

Ecocardiograma/doppler cardiaco

Total
(n=319, %)

Disfungao diastdlica

N3o (0-1 critérios) 244 (77)

Indeterminado (2 critérios) 66 (20,8)

Sim (3-4 critérios) 7(2,2)
Hipertrofia

N3o 184 (58)

Sim 133 (42)

. Total
Eletrocardiograma (n=281, %)
Com critérios de HVE 28 (10)
Sem critérios de HVE 253 (90)

Efetudmos um estudo caso/controlo, em que os que apresentavam cardiopatia

hipertensiva foram considerados casos (n=165) e os hipertensos sem cardiopatia

hipertensiva controlos (n=435). O grupo dos Hipertensos com cardiopatia tinha uma

idade média de 53,7 £ 7,4 anos e (52,6%) do género masculino. Os controlos tinham

idade média de 49,8 + 7,5 anos e (53,8%) do género masculino. Houve diferenca

significativa em relacdo a variavel idade entre os dois grupos (p<0,0001).
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Analise Univariada

Tabela 33 - Frequéncia genotipica das variantes associadas a cardiopatia hipertensiva

AA  49(29,7)  89(20,5)
SCNN1Grs5718  AG  70(42,4)  188(43,2) 0,031
GG  46(27,9  158(36,3)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

Avalidmos quais as variantes genéticas que se associavam ao aparecimento de
cardiopatia nos hipertensos. S6 a variante SCNN1G mostrou significancia estatistica no

aparecimento de cardiopatia hipertensiva.

Tabela 34 - Variantes genéticas que se associam ao aparecimento de cardiopatia hipertensiva

Dominante (GG+AG) vs. AA 0,609 (0,405 - 0,915) 0,016

SCNN1G Recessivo GG vs. (AG+AA) 0,678 (0,458 — 1,003) 0,051
rs5718 Aditivo GG vs. AG vs. AA 0,729 (0,573 - 0,927) 0,010
Multiplicativo Gvs. A 0,700 (0,543 - 0,903) 0,006

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Avalidmos os 4 modelos genéticos e a variante SCNN1G apresentou significancia

estatistica em todos mesmo no modelo recessivo.
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Analise Multivariada

Tabela 35 - Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica

Variaveis B E.P. Wald gl OR (IC 95%) Valor p
SCNN1G - - 6,881 2 - 0,032
AG -0,391 0,226 2,985 1 0,676 (0,434 - 1,054) 0,084
GG -0,637 0,244 6,798 1 0,529 (0,328 - 0,854) 0,009
Constante -,0597 0,178 11,256 1 0,551 0,001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs.19.0). B — Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC —
Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Na andlise multivariada a variante SCNN1G manteve-se na equa¢ao com significancia

estatistica.

Doenca Cerebrovascular (AVC/AIT):

Como atras referido, ndo foi possivel fazer um estudo caso/controlo, em virtude da

dimensdo da amostra (n=24) ndo o permitir de forma confidvel.

Estudo combinado dos fatores que se associam ao aparecimento de lesdoes nos 6rgaos

alvo nos hipertensos - fatores genéticos e fatores preditores ndo genéticos

Fatores preditores de aparecimento de les6es de 6rgao alvo - ndo genéticos

Numa amostra de 600 hipertensos, fizemos um estudo caso controlo, consoante tinham
ou ndo pelo menos 1 lesdo de orgdo alvo (retinopatia hipertensiva, IR/lesdo renal,
cardiopatia, AVC/AIT). Foram assim constituidos dois grupos, os casos, hipertensos com
pelo menos uma LOA (n=330) e os controlos, hipertensos sem lesdo de érgdo alvo
(n=270) e compardamo-los, tendo com o objetivo averiguar quais as variantes genéticas
gue prediziam o aparecimento de LOA. Consideramos fatores de risco ndo genéticos no
aparecimento de lesdes de érgdo alvo em hipertensos, os seguintes: idade, género, HTA

controlada e tempo de diagndstico (anos).
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Tabela 36 — Carateristicas dos fatores de risco ao aparecimento de LOA

Sexo Masculino, n (%)
Idade, anos

HTA controlada, n (%)
Tempo de diagndstico, anos

187 (56,7)
51+7,9
179 (54,2)
8,4+8,38

132 (48,9)

50,9 +7,5

159 (58,9)
6,76

0,058
0,857
0,254
0,005

Estatisticamente significativo para p<0,05.

Nao houve diferenca significativa entre os dois grupos em relagdo a idade, ao género e

ao fato de os doentes terem a HTA controlada ou ndo. Sé o tempo de diagndstico é que

apresentou diferencas significativas entre os dois grupos (p=0,005).

Analise Univariada

Tabela 37 — Frequéncia genotipica das variantes genéticas no aparecimento de LOA

GG 21 (6,4) 25(9,3)
ADRBI rs1801253 GR 130 (39,4) 130 (48,1) 0,015
RR 179 (54,2) 115 (42,6)
AA 79 (23,9) 59 (21,9)
SCNN1G rs5718 AG 153 (46,4) 105 (38,9) 0,045
GG 98 (29,7) 106 (39,3)
AA 229 (69,4) 204 (75,6)
ATP2B1rs2681472  AG 91 (27,6) 64 (23,7) 0,063
GG 10 (3) 2(0,7)

Estatisticamente significativo para p<0,05.

Em seguida foram investigados os fatores genéticos que se associaram a LOA nos

Hipertensos (Tabela 37). Existiram diferencas significativas entre os gendtipos nas

variantes ADRB1 e SCNN1G.
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Tabela 38 — Variantes genéticas que se associam ao aparecimento de LOA nos Hipertensos.

Genes Modelo Método 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
Dominante (RR+GR) vs. GG 1,502 (0,821 -2,747) 0,185
ADRB1 Recessivo RR vs. (GR+GG) 1,598 (1,155 -2,210) 0,005
rs1801253 Aditivo RR vs. GR vs. GG 1,446 (1,117 -1,872) 0,005
Multiplicativo Rvs. G 1,419 (1,105 -1,821) 0,006
Dominante (GG+AG) vs. AA 0,888 (0,605 — 1,304) 0,546
SCNN1G Recessivo GG vs. (AG+AA) 0,654 (0,465 —0,918) 0,014
rs5718 Aditivo GG vs. AG vs. AA 0,811 (0,653 — 1,007) 0,058
Multiplicativo Gvs. A 0,789 (0,628 — 0,993) 0,043
Dominante (GG+AG) vs. AA 1,363 (0,948 — 1,960) 0,094
ATP2B1 Recessivo GG vs. (AG+AA) 4,188 (0,910 - 19,278) 0,075
rs2681472 Aditivo GG vs. AG vs. AA 1,413 (1,016 —1,967) 0,040
Multiplicativo Gvs. A 1,403 (1,013 —1,944) 0,041

IC — Intervalo de confianga; estatisticamente significativo para p<0,05.

Podemos observar pela Tabela 38 que a variante genética ADRB1 mostrou significancia
estatistica em 3 modelos genéticos: recessivo (p=0,005); aditivo (p=0,005) e no modelo
multiplicativo (p=0,006). A variante SCNN1G apresentou significincia apenas em 2
modelos: recessivo (p=0,014) e multiplicativo (p=0,043) assim como a variante ATP2B1

com apenas 2 modelos: aditivo (p=0,040) e multiplicativo (p=0,041).

Analise Multivariada

Tabela 39 - Fatores de risco ndo genéticos associados ao aparecimento de LOA

Variaveis B E.P. Wald gl 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
Sexo masculino 0,403 0,169 5,713 1 1,496 (1,075 —2,082) 0,017
Tempo de diagndstico 0,036 0,012 8,856 1 1,037 (1,012 -1,062) 0,003
Constante -0,279 0,158 3,095 1 0,757 0,079

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs.19.0) em que sairam da equacgdo as varidveis: HTA controlada e a Idade. B —
Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente
significativo para p<0.05.

Podemos observar, no nosso estudo, ap6s analise multivariada, que o tempo de
diagndstico (anos) se associou de forma independente e significativa a ter lesGes de
orgdo alvo com um OR 1,037 (IC 95% 1,012 — 1,062; p=0,003). A variavel sexo também
manteve-se na equag¢do com um OR 1,496 (IC 95% 1,075 — 2,082; p=0,017) (Tabela 39).
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Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,826).

As analises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

Tabela 40 — Estudo gene a gene multivariado: analise de regressao logistica

Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
ADRB1 - - 8,315 2 - 0,016
GR 0,174 0,321 0,295 1 1,190 (0,635 —2,233) 0,587
RR 0,617 0,319 3,734 1 1,853 (0,991 - 3,464) 0,053
Constante -0,174 0,296 0,347 1 0,840 0,556

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs.19.0). Sairam da equagdo as variantes SCNN1G e ATP2B1. B — Coeficiente de Beta;
E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga. Estatisticamente significativo para p<0.05.

Foi depois efetuado um estudo gene a gene multivariado (andlise de regressao logistica),
para analisar quais as variaveis que se associavam a LOA de forma significativa (Tabela

40).

Feita analise de regressdo logistica a variante ADRB1 foi a Unica que se associou ao
aparecimento de LOA nos hipertensos, pois manteve-se na equa¢do com significancia

estatistica.

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.

Analise combinada dos fatores genéticos e fatores preditivos nao genéticos associados

ao aparecimento de lesGes nos 6rgaos alvo em hipertensos

Tabela 41 - Fatores preditivos genéticos e ndo genéticos associados ao aparecimento de Lesdes dos
Orgdos Alvo nos Hipertensos: analise de regressido logistica

Variaveis B E.P. Wald gl 0Odds ratio (IC 95%) Valor p
Sexo 0,414 0,170 5,891 1 1,512 (1,083 -2,112) 0,015
Tempo de diagndstico 0,037 0,012 8,956 1 1,037 (1,013 -1,063) 0,003
ADRB1 0,351 0,134 6,896 1 1,420 (1,093 —1,845) 0,009
ATP2B1 0,340 0,172 3,920 1 1,405 (1,003 —1,966) 0,048
Constante -0,881 0,252 12,208 1 0,414 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs.19.0) em que sairam da equagdo as varidveis: HTA controlada; a Idade e o gene
SCNN1G. B — Coeficiente de Beta; E.P. — Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga.
Estatisticamente significativo para p<0.05.
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Feito um estudo combinado por analise multivariada, com as variantes genéticas que na
analise univariada se associaram ao aparecimento de LOA e os fatores ndo genéticos
preditivos de LOA pretendemos averiguar quais destas varidveis tinham capacidade

preditiva de LOA.

As varidveis que se associaram de forma significativa e independente com LOA nos
hipertensos foram: as variantes ADRB1 (OR 1,420) e ATP2B1 (OR 1,405) com p=0,009 e
p=0,048, respetivamente. O sexo e o tempo de diagndstico também se associaram de

forma independente e significativa (Tabela 41).

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,599).

As analises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.
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Figura 15 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores preditores de lesdes de Orgdos Alvo nos
Hipertensos (FP LOA) e dos FP LOA + variantes genéticas.

Com o célculo de uma curva ROC a partir dos fatores preditivos de LOA e da sua respetiva

AUC, obtivemos o poder preditivo de LOA nos hipertensos, que apresentou o valor de
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0,583. Em seguida foi efetuada uma nova curva ROC com os fatores preditivos de LOA

associados as duas variantes genéticas, pelo que a AUC aumentou para 0,607 (Figura 15).

Tabela 42 — Curvas de ROC e respetivas AUC para os fatores preditores de lesdes dos Orgdos Alvo nos
Hipertensos (Fatores preditores de LOA e estes fatores + 2 variantes genéticas).

Teste
AUC Sensib. Especif.
Modelos (IC 95%) (%) (%) VPP VPN De(lpo)ng
FP LOA 0,583 (0,542 -0,622) 72,4 41,6 1,24 0,66 0182
FP LOA + 2 variantes 0,607 (0,567 — 0,647) 57,3 60,2 1,44 0,71 ’

FP LOA — Fatores preditores de Lesbes de drgdos alvo nos hipertensos; AUC — Area under the curve; IC — Intervalo de
confianga; Sensib. — Sensibilidade; Especif. — Especificidade; VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo
negativo; Estatisticamente significativo para p<0,05.

No entanto quando comparamos estas AUC’s, pelo Teste Delong, com o fim de avaliar o
valor preditivo adicional, observamos que esta diferenca ndo apresentava significancia
estatistica (p=0,182). Concluimos que, ao adicionar aos fatores preditivos de LOA as
variantes que na anadlise univariada se tinham associado ao aparecimento de LOA,
aumentamos o poder preditivo do modelo, a custa de uma melhoria da especificidade
(de 41,6% para 60,2%), com reducdo da sensibilidade (de 72,4% para 57,3%), mas sem

significancia estatistica (p=0,182) (Tabela 42).

Modelos de interagdo entre fatores genéticos e ndao genéticos preditivos de lesées dos

drgaos alvo

Usando a andlise data mining por MDR, foram elaborados modelos de interagao
genéticos e ndo genéticos preditivos de LOA (idade, género, HTA controlada e tempo de
diagndstico). Foram usadas as variantes genéticas que na analise univariada se
associaram ao aparecimento de LOA e os fatores ndo genéticos preditivos de LOA tendo
como objetivo avaliar por MDR, o melhor modelo de interagao, na predicao de

aparecimento de LOA.
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Tabela 43 — Modelos de interagdo entre genes e os fatores preditores de lesdes dos érgaos alvo, pelo

MDR.
Treino Teste
Melhores Consisténcia
Acuracia Odds ratio Acuracia Odds ratio
modelos Dlacs ! valor p uract : Valor p vc
ponderada (IC95%) ponderada (IC95%)
1,60 1,60
ADRB1 0,558 0,007 0,558 0,369 10/10
(1,14 - 2,25) (0,57 — 4,45)
T de di jstico; 1,70 1,14
empo de diagnostico 0,564 0,003 | 0,516 0,806 6/10
ADRB1 (1,20 - 2,41) (0,40 - 3,21)
Sexo; ADRB1; ATP2B1 0,583 1,98 0,0001 0,505 1,04 0,937 5/10
’ ’ ’ (1,40-2,81) ! ’ (0,37 -2,93) ’
Idade; T
Idade; Tempo de 2,58 1,58
diagnéstico; ADRB1; 0,616 <0,0001 0,557 0,382 10/10

ATP2B1

(1,82 - 3,66)

(0,57 - 4,40)

MDR — Multifactor dimensionality reduction; VC — Validagéo cruzada; IC — Intervalo de confianga. Melhor modelo com
4 variaveis inclui: ADRB1; ATP2B1; Idade; Tempo de diagndstico (anos). Estatisticamente significativo para p<0,05.

Com recurso a analise de data mining verifica-se que o melhor modelo de interacao

entre os fatores preditivos de LOA e as 3 variantes genéticas significativas na univariada

foi entre a Idade, o tempo de diagndstico e os genes ADRB1, ATP2B1, com OR no treino

de 2,58 (IC a 95% 1,82 — 3,66; p<0,0001) e no Teste OR de 1,58 (IC a 95% 0,57 — 4,40),

sem significancia estatistica. A consisténcia de valida¢do cruzada foi de 10/10, com

acuidade ponderada do teste foi de 62%. Podemos concluir que é um bom modelo de

interagao, visto que a acuracia do treino foi de 62% e do teste 56% e a consisténcia foi

de 10/10.

A variavel HTA controlada ndao constou em nenhum modelo de interagao.

150




Idade

TempoDiagnostico

HTAControlada

Sexo

ADRB1

ATP2B1

Figura 16 — MDR de todos fatores preditores genéticos e fatores preditores ndo genéticos de
aparecimento de lesdes dos Orgdos Alvo nos Hipertensos

V.3.8. Construgao de um score de risco genético para Hipertensao Arterial

V.3.8.1. Distribuicao do nimero de alelos de risco no grupo dos hipertensos e dos

controlos

Com as 13 variantes genéticas estudadas avalidmos na nossa populagao (1712

individuos), 860 casos e 852 controlos, a distribuicdo do nimero de alelos de risco em

cada grupo.
Distribuicao do numero de alelos de risco
18,0 1,8
16,0 1,6
S 14,0 " 1,4
£ 12,0 1,2
8 10,0 1
g 8,0 0,8
g 6,0 0,6
K 4,0 |— - 0,4
2,0 - 0,2
0,0 il 0
<=4| 5 | 6 | 7|8 |9 |10|11 |12 |13 14|15 >;
s Casos 0,8|13|40|6298|12,7/14,8/14,2/13,0/9,7 | 7,6 | 4,0 | 2,2
mmm Controlos| 2,0 | 2,3 | 4,6 | 5,0 |11,0(15,3/14,0/16,4/12,3| 8,3 | 4,3 |29 | 1,4
OR 0,39/0,52(0,82(1,16(0,84/0,79| 1 (0,82 1 | 1,1 |1,65/1,27 1,48

Figura 17 — Distribuicdo do numero de alelos de risco no grupo de casos e controlos na populagao
total.
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Podemos observar na figura que a partir do 112 alelo temos mais casos do que controlos,

verificando-se na generalidade o oposto no grupo com menos de 10 alelos de risco.

Quanto maior o numero de alelos de risco, verifica-se maior valor preditivo (OR) de HTA.
Os individuos com menos de 4 alelos de risco tém um OR de 0,38. A medida que o
numero de alelos aumenta, ha um crescimento do OR, apesar de forma oscilante. A
partir do 112 alelo de risco, ha um consideravel aumento no risco de HTA, com um OR
final para as 13 variantes de 1,48. Verifica-se assim uma associagdo positiva do numero

de alelos de risco com a HTA.

Atendendo a esta observacdo, optamos pela realizacdo de dois scores de risco genético
(aditivo e multiplicativo) a fim de avaliar o poder preditivo do score em relagdo ao

aparecimento de HTA.

V.3.8.2. Score de risco genético

Modelo aditivo

Calculdmos o score de risco genético aditivo, baseado na adicdo do numero de alelos de
risco, individualmente. Posteriormente dividimos os valores do score aditivo em quartis

no grupo dos casos e dos controlos comparando-os (Figura 18).
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Figura 18 — Distribui¢do dos alelos de risco nos casos e controlos no score de risco aditivo
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Tabela 44 - Score de risco aditivo em quartis

Total Casos Controlos
SRGa |1 _1712)  (n=860) (n=852) CELS)
1°Q 402 (23,5) 189 (22) 213 (25) 0,140
2°Q  485(28,3)  236(27,4) 249 (29,2) 0,413
32Q 479 (28) 234 (27,2) 245 (28,8) 0,476
4°9Q  346(20,2) 201(23,4) 145 (17) 0,001

SRGA — Score de risco genético aditivo; Q — Quartil; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Como podemos ver pela Figura 18 e Tabela 44, averiguamos que no 12 quartil do score
existiam mais controlos (25%) do que casos (22%) sem significado estatistico, em

oposicdo ao 42 quartil onde surgem mais casos (23,4%) do que controlos (17%)

(p=0,001).

Tabela 45 — Comparagdo do 42 quartil do score com o 12 quartil
Casos Controlos o
SRGa (n=860) (n=852) OR (IC 95%) Valor p
12Q 189 (22) 213 (25)
4°Q  201(23,4) 145 (17)

SRGA — Score de risco genético aditivo; Q — Quartil; OR — Odds ratio; IC — Intervalo de confianga.
Estatisticamente significativo para p<0,05.

1,562 (1,169 — 2,087) 0,002

Com o Score genético aditivo em quartis e considerando o 12 quartil como classe de
referéncia, comparamos o 42 quartil com o 12, em termos de aparecimento de HTA.
Podemos observar que os individuos do 42 quartil do SRGa tém maior risco de HTA do

gue os do 12 Quartil (OR=1,562) e com significancia estatistica (p=0,002).

Modelo Multiplicativo

Dividimos os valores do SRGm em quartis no grupo dos casos e dos controlos e

comparamo-los.
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Figura 19 — Distribui¢do dos alelos de risco nos casos e controlos no modelo de score de risco
multiplicativo

Tabela 46 — Score de risco multiplicativo em quartis

12Q 428 (25) 175 (20,3) 253 (29,7) <0,0001
22 Q 428 (25) 215 (25) 213 (25) 1,000
32Q 428 (25) 227 (26,4) 201 (23,6) 0,180
42 Q 428 (25) 243 (28,3) 185 (21,7) 0,002
SRGM — Score de risco genético multiplicativo; Q — Quartil; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Como mostra a Tabela 46, no 12 quartil ha mais controlos (29,7%) do que casos (20,3%)
com significancia estatistica (p<0,0001), e o oposto observa-se no 42 quartil, pois temos
mais casos (28,3%) do que controlos (21,7%), também com significancia estatistica

(p=0,002).

Tabela 47 — Comparagao do 42 quartil do score com o 12 quartil

1°2Q  175(20,3) 253 (29,7)
4eQ  243(283) 185(21,7)

SRGm — Score de risco genético multiplicativo; Q — Quartil; OR — Odds ratio; IC — Intervalo de confianga.
Estatisticamente significativo para p<0,05.

1,899 (1,448 -2,491) <0,0001
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A semelhanca do efetuado para o score aditivo, foi usada a mesma metodologia para o
Score genético multiplicativo, tendo sido dividido em quartis e considerado o 12 quartil
como classe de referéncia. Comparamos o 12 com o 42 quartil, em termos de
aparecimento de HTA. Foi verificado que os individuos do 42 quartil do SRGm tém maior
risco de HTA do que os do 12 quartil e com (OR=1,899) e com significancia estatistica

(p<0,0001).

Distribuicdo dos dois scores por medianas

Foi efetuada a distribuicdo dos dois scores na populacdo tendo-se verificado que

mediana nos casos é maior do que nos controlos.
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Figura 20 — Distribuicdo do Score de risco aditivo na populag¢io caso/controlo

A mediana esta representada dentro da caixa de bigodes, verificando-se que no score

aditivo é superior nos casos do que nos controlos.

155



739 139
2,51 888550

Score multiplicativo

1.480f! 657
39381 118

2151
671,
1110 7503

898 1,308

li

T
Hao

Doente

T
sim

Figura 21 — Distribuicio do Score de risco multiplicativo na populagdo caso/controlo

O mesmo se verifica no score multiplicativo, em que a mediana nos casos é maior do

gue nos controlos.

V.3.8.3. Comparacao dos dois scores (aditivo e multiplicativo)

Tabela 48 - Risco preditivo de HTA para o SRGa e SRGm

Odds ratio el

(IC95%)
SRGa 1,069 (1,030 -1,109) <0,0001
SRGm 1,592 (1,330 -1,905) <0,0001

IC — Intervalo de confianga; Estatisticamente significativo para p<0,05.

Ap0ds o calculo dos dois modelos de Score (SGRm e SGRa) e da comprovacao que os dois

modelos se associam de forma significativa e independente com a HTA, é necessario

comparar os dois modelos no sentido de avaliar qual deles tem maior capacidade

preditiva de HTA.
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Figura 22 — Capacidade preditiva de HTA nos dois modelos de Score e sua comparagao.

A capacidade preditiva de cada modelo de Score, expressa sob a curva AUC, foi
significativa nos dois modelos de score. No entanto o SRGm apresentou melhor
capacidade preditora (AUC 0,57) para a ocorréncia de HTA, tendo um comportamento
equilibrado em termos de sensibilidade (69,5%) e especificidade (43,1%) (Figura 22 e
Tabela 49). Quando comparamos pelo teste de Delong as duas AUCs dos modelos SRGm
e SRGa, podemos provar que houve diferenca significativa entre as duas curvas

(p=0,006).

Globalmente o score de risco multiplicativo apresentou maior sensibilidade e melhor

poder preditivo (AUC 0,57) positivo para a ocorréncia de HTA.

Tabela 49 — Capacidade preditiva de HTA nos dois modelos de Score e sua comparagao

Sensib Especif. Teste
Scores AUC (IC 95%) : pecit. VPP VPN Delong
(%) (%) )
SRGA 0,544 (0,520 - 0,568) 36,4 70,7 1,24 0,90 0.006
SRGM 0,574 (0,551 - 0,598) 69,5 43,1 1,22 0,71 !

SRGA — Score de risco genético aditivo; SRGM — Score de risco genético multiplicativo, IC — Intervalo de confian¢a; AUC
— Area under the curve; Sensib. — Sensibilidade; Especif. — Especificidade; VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor
preditivo negativo; Estatisticamente significativo para p<0,05.
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V.3.8.4. Valor preditivo do score genético

Tabela 50 — Anadlise multivariada de todos os FR tradicionais e o score multiplicativo.

Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
Abuso alcool 0,299 0,115 6,782 1 1,349 (1,077 — 1,689) 0,009

Obesidade 1,098 0,126 75,956 1 2,999 (2,343 — 3,839) <0,0001
Diabetes 1,431 0,195 53,971 1 4,184 (2,856 — 6,130) <0,0001
HTA familiar 1,030 0,112 85,083 1 2,800 (2,250 — 3,485) <0,0001
SRGM 0,491 0,097 25,639 1 1,634 (1,351 -1,976) <0,0001
Constante -1,329 0,124 114,348 1 0,265 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a varidvel Sedentarismo. B — Coeficiente de Beta; E.P.
— Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga;, SRGM — Score de risco genético multiplicativo.
Estatisticamente significativo para p<0.05.

Realizada uma analise multivariada com todos os FRT estudados e o score multiplicativo
para averiguar quais as variaveis que influenciavam de forma significativa e
independente o aparecimento de HTA. O score multiplicativo teve forga suficiente para
se manter na equacdo e associar-se de forma significativa e independente com a HTA
(OR 1,634; p<0,0001). A diabetes e a obesidade foram as que tiveram maior forca de
associacao (OR 4,184; p<0,0001 e 2,999; p<0,0001, respetivamente). Todas as variaveis

estudadas permaneceram na equacao exceto o sedentarismo.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,225).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.
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Figura 23 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +
SGm

Procuramos também, avaliar o poder preditivo dos FRT no aparecimento da HTA e
posteriormente, comparamo-lo com o poder preditivo dos FRT associados ao score

genético multiplicativo (SGRm).

Calculdmos duas curvas ROC e suas respetivas AUC’s para avaliar a capacidade preditora
de HTA, uma para os FRT e outra para os FRT associados ao SRGm. Os FRT apresentam
uma curva basal com AUC de 0,714, havendo uma elevacgdo significativa, apds a inclusdo
do SRGm para 0,732. Feito a comparagao das AUC’s pelo Teste Delong, observamos que
o incremento da area sob a curva, com adicdo do SRGm, aos FRT, tem significancia

estatistica (p=0,0004).

Tabela 51 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +

SRGm
Teste
AUC Sensib. Especif.
Modelos (IC 95%) (%) (%) VPP VPN De(lpo)ng
FRT 0,714 (0,692 —0,736) 72,7 61,3 1,88 0,45 0.0004
FRT+SRGm 0,732 (0,710-0,753) 67,6 68,8 2,16 0,47 !

FRT — Factores de risco tradicionais; SRGm — Score de risco genético multiplicativo; IC — Intervalo de confianga; AUC —
Area under the curve; Sensib. — Sensibilidade; Especif. — Especificidade; Estatisticamente significativo para p<0,05.
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Quando sdo associados aos FRT, o SRGm, ha aumento do poder preditivo do modelo,
devendo-se a uma melhoria da especificidade (de 61,3% para 68,8%), com reducdo da

sensibilidade (de 72,7% para 67,6%) e com significancia estatistica (p=0,0003).

Estudo do score de risco consoante o genéro

=)
o 1.045124 1106
20 by o 1,643 555
i 1.74 B84

1338

Score multiplicativo

|

T T
Feminino Masculing

Sexo

Figura 24 - Distribuicdo do SRGm no género feminino e masculino — mediana

Tabela 52 - Distribuicdo do SRGm no género feminino e masculino - mediana

Sexo
Feminino Masculino Valor p
(n=839) (n=873)
0,77 0,76
SRGM (0,15 - 4,5) ©019-67) 4

SRGM — Score de risco genético multiplicativo; Valores expressos pela mediana (minimo - mdximo);
Estatisticamente significativo para p<0,05.

Na Figura 24 pelas caixas de bigodes e na Tabela 52 podemos observar que a mediana do
SRGm no sexo feminino é ligeiramente superior a do sexo masculino mas sem

significancia estatistica (p=0,447).
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Valor preditivo adicional do score genético em rela¢do aos fatores de risco de HTA no

género masculino

Tabela 53 — Analise multivariada de todos os FR tradicionais e o score multiplicativo no género

masculino.

Variaveis B E.P. Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
Abuso alcool 0,362 0,153 5,588 1 1,437 (1,064 — 1,940) 0,018
Diabetes 1,453 0,247 34,695 1 4,275 (2,636 — 6,933) <0,0001
Obesidade 1,166 0,179 42,275 1 3,211 (2,259 — 4,564) <0,0001
HTA familiar 1,465 0,181 65,258 1 4,327 (3,033 -6,173) <0,0001
SRGM 0,556 0,140 15,767 1 1,744 (1,325 —2,294) <0,0001
Constante -1,459 0,186 61,771 1 0,233 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a varidvel Sedentarismo. B — Coeficiente de Beta; E.P.
— Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga; HTA — Hipertensdo arterial; SRGM — Score de risco
genético multiplicativo. Estatisticamente significativo para p<0.05.

Recorrendo a uma analise de regressdo logistica, avaliamos os FRT e o score
multiplicativo a fim de identificar quais as varidveis que influenciavam de forma
significativa e independente o aparecimento de HTA no género masculino. Assim como
na populagdo total, o score multiplicativo manteve-se na equagao e associou-se de
forma significativa e independente com a HTA (OR 1,744; p<0,0001). A variavel com
maior for¢ca de associacdo foi a Histéria familiar (OR 4,327; p<0,0001), seguida da
diabetes e da obesidade foram as que tiveram maior forca de associacdo (OR de 4,275;
p<0,0001 e 3,211; p<0,0001, respetivamente). Todas as varidveis estudadas

permaneceram na equacgdo exceto o sedentarismo.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,514).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.
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Figura 25 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +
SRGm no subgrupo do sexo masculino.

No subgrupo do sexo masculino calculdamos o poder preditivo dos FRT de HTA, através
de uma curva de ROC e sua respetiva AUC (AUC 0,743). Realizada nova curva de ROC e
calculada a respetiva AUC, para os FRT associados ao SRGm (AUC 0,762). Feito a
comparagao das AUC’s das pelo Teste Delong, observamos que o incremento da area
sob a curva com adicdo do SRGm aos FRT tem significancia estatistica (p=0,004).
Também assim como no grupo total, no subgrupo do sexo masculino o SRGm quando

associado aos FRT aumenta o valor preditivo de HTA.

Tabela 54 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +
SGm no subgrupo do sexo masculino.

Teste
AUC Sensib.  Especif.
Modelos (IC 95%) (%) (%) VPP VPN De(lpo)ng
FRT 0,743 (0,713 -0,772) 70,7 68,7 2,26 0,43 0.004
FRT+SRGm 0,762 (0,732 -0,790) 72,7 68,4 2,30 0,40 !

FRT — Factores de risco tradicionais; SRGM — Score de risco genético multiplicativo; IC — Intervalo de confianga; AUC —
Area under the curve; Sensib. — Sensibilidade; Especif. — Especificidade; VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor
preditivo negativo; Estatisticamente significativo para p<0,05.

No grupo do sexo masculino, a inclusdo do SRGm a curva basal dos FRT, ha um aumento

do poder preditivo do modelo, a custa de uma melhoria da sensibilidade (de 70,7% para
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72,7%) e com ligeira reducdo da especificidade (de 68,7% para 68,4%) e com

significancia estatistica através do teste Delong (p=0,004).

Valor preditivo adicional do score genético em relagao aos fatores de risco de HTA no

género feminino

Tabela 55 — Analise multivariada de todos os FR tradicionais e o score multiplicativo no género

feminino.
Variaveis B E.P Wald gl Odds ratio (IC 95%) Valor p
Diabetes 1,437 0,328 19,189 1 4,210 (2,213 - 8,008) <0,0001
Obesidade 1,019 0,179 32,442 1 2,769 (1,951 -3,932) <0,0001
HTA familiar 0,779 0,149 27,418 1 2,179 (1,628 — 2,916) <0,0001
SRGM 0,436 0,138 9,943 1 1,547 (1,179 - 2,028) 0,002
Constante -1,200 0,170 49,574 1 0,301 <0,0001

*Meétodo Forward Wald (SPSS vs. 19.0) em que saiu da equagdo a varidvel Sedentarismo. B — Coeficiente de Beta; E.P.
— Erro padrdo; gl — graus de liberdade; IC — Intervalo de confianga; HTA — Hipertensdo arterial; SRGM — Score de risco
genético multiplicativo. Estatisticamente significativo para p<0,05.

Usando uma analise de regressdo logistica, com os FRT estudados e o score
multiplicativo avaliamos quais as varidveis que influenciavam de forma significativa e
independente o aparecimento de HTA no género feminino. O score multiplicativo
associou-se de forma significativa e independente com a HTA (OR 1,547; p=0,002). A
diabetes e a obesidade também associaram-se com a HTA com OR de 4,210; p<0,0001
e de 2,769; p<0,0001 e com significancia estatistica. De todas as variaveis estudadas a

gue ndo permaneceu na equacao foi o sedentarismo.

Houve boa calibracdo do modelo da regressao logistica, confirmado pelo teste de

Hosmer-Lemeshow (p=0,259).

As andlises do ajuste e calibracdo do modelo multivariado cumpriram os pressupostos.
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Figura 26 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +
SGm no grupo do sexo feminino.

A semelhanca do que fizemos para o grupo total e para o subgrupo do género masculino,
também no subgrupo do género feminino, avalidmos se havia valor preditivo adicional
do SRGm em relacdo aos FRT no aparecimento de HTA no género feminino. Calculamos
também o poder preditivo dos FRT de HTA, através de uma curva de ROC e sua respetiva
AUC (AUC 0,688). Realizada nova curva de ROC e calculada a respetiva AUC, para os FRT
associados ao SRGm (AUC 0,708). Feito a comparac¢ao das AUCs das pelo Teste Delong,
ha incremento da drea sob a curva, aquando da adicdo do SRGm aos FRT e com
significancia estatistica (p=0,006). Também neste subgrupo do sexo feminino, o SRGm

associado aos FRT aumenta o valor preditivo de HTA.

Tabela 56 — Curvas ROC e respetivas AUC para os fatores de risco tradicionais de HTA (FRT) e dos FRT +
SGm no grupo do sexo feminino.

Teste
AUC Sensib.  Especif.
Modelos (IC 95%) (%) (%) VPP VPN De(lpo)ng
FRT 0,688 (0,655 -0,719) 74,9 54,2 1,64 0,46 0.006
FRT+SRGM 0,708 (0,676 — 0,739) 67,7 65,4 1,96 0,49 !

FRT — Factores de risco tradicionais; SRGm — Score de risco genético multiplicativo; IC — Intervalo de confianga; AUC —
Area under the curve; Sensib. — Sensibilidade; Especif. — Especificidade; VPP — Valor preditivo positivo; VPN — Valor
preditivo negativo; Estatisticamente significativo para p<0,05.
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No grupo do sexo feminino, também, com a inclusdo do SRGm a curva basal dos FRT, ha
um aumento do poder preditor do modelo, havendo, no entanto, reducdo da
sensibilidade (de 74,9% para 67,7%), mas com aumento da especificidade (de 54,2%

para 65,4%) e com significancia estatistica (p=0,006).

Assim como no grupo total e no grupo do sexo masculino, também no grupo do sexo
feminino, o modelo final (FRT+ 5 genes), tem melhor poder preditivo de HTA, com

especificidade de 65,4% e sensibilidade de 67,7% (p=0,006).
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CAPITULO V
DISCUSSAO GERAL
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VI. DISCUSSAO GERAL

INTRODUCAO

VI.1. Tipo de estudo

Optamos por fazer um estudo caso - controlo em vez de um estudo prospetivo, por ser
mais rapido, barato e de facil execucdo, além do que é adequado para a avaliacdo de

multiplas varidveis com possivel associacdo, a uma determinada doenca.

Apesar das vantagens do estudo caso-controlo, surgem algumas limita¢des que |lhe sdo

inerentes e que tentdmos ultrapassar.

O estudo caso-controlo é um estudo retrospetivo, pelo que os dados clinicos sdo
essencialmente indagados aos participantes assim, uma das limitagdes destes estudos
relaciona-se com erros de memoria dos doentes e dos controlos. Tentamos ultrapassar
esta limitacdo, usando um inquérito em relacdo aos dados da histdria pregressa dos
participantes e a histdria familiar. Este inquérito foi efetuado na 12 consulta e repetido

(para confirmacgao) em consultas subsequentes.

O protocolo do estudo foi igual para os casos e controlos, de modo a serem mais

facilmente comparaveis.

O fato de ser usado um protocolo igual para os casos e controlos em que ambos
respondem as mesmas questdes diminui outra limitacdo, muitas vezes referida, o
enviesamento do entrevistador. Também para minimizar esta limitagdo o inquérito foi
feito durante a consulta médica, por um médico com mais de 5 anos de experiéncia
clinica. Sendo um médico com experiéncia clinica a realizar a consulta médica, minimiza
0s erros que possam surgir na colheita dos dados, resultantes da observagdo clinica

nomeadamente, peso, altura, frequéncia cardiaca, pressao arterial, etc.

Em relagdo aos dados laboratoriais ndo ha grande probabilidade de erro visto serem
feitos no mesmo laboratéorio — SESARAM EPE, tendo este laboratorio certificado de

Qualidade. Também em relacdo as andlises genéticas, foram efetuadas no Laboratdrio
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de Genética da Universidade da Madeira, tendo sido realizado controlo de qualidade a

todas as técnicas de genotipagem, conforme anteriormente referenciado.

A hipertensdo arterial sendo uma doenca crdnica, per si, ndo apresenta grande
mortalidade e devido a este aspeto, ndo ha grande enviesamento por auto-sele¢do

relacionada com o ébito dos doentes.

Procuramos que os casos e controlos fossem em numero semelhante e foi realizado o
emparelhamento entre casos e controlos, em relacdo a idade e sexo para diminuir os

fatores de confusao.

Podemos concluir que um estudo caso-controlo apesar das limitagcdes que comporta, é

adequado para estudar a associagao do perfil genético com a HTA.

VI.2. Metodologia

VI.2.1. Sele¢ao dos controlos

Os controlos foram recrutados de forma aleatéria dos cadernos eleitorais da RAM,
procurando que vivessem na mesma regiao geografica que os casos, de forma a que
eventuais variacdes geograficas ndo interferiram nos resultados do estudo. Também
derivavam de populacdes com idénticas condicdes culturais e socio-econdmicas, de

modo a que houvesse comparabilidade com o grupo dos casos.

Contataram-se os individuos (controlos) telefonicamente, posteriormente foram
avaliados em consulta médica e s6 depois da confirmacdo da normalidade da sua PA é

gue eram incluidos no estudo.

Optamos por selecionar os controlos telefonicamente e nao pelos ficheiros dos médicos
assistentes, pelo fato dos individuos que recorrem periodicamente ao médico, mesmo
sauddveis, estdao mais preocupados com a sua saude e tém menos fatores de risco

dependentes dos seus comportamentos.
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Os controlos foram selecionados e emparelhados de acordo com o grupo etario e
género, a medida que foram recrutados os doentes, permitindo que a amostra ndo fosse

enviesada.

No entanto uma limitacdo que ndo foi possivel ultrapassar, refere-se ao fato da HTA ser
uma doenga com desenvolvimento mais tardio e haver alguns controlos jovens que
poderdo mais tarde desenvolver a doenga. Obviamente o background genético
hipertensivo ja se encontrava presente, nestes doentes. Esta questdo, no entanto, ndo

deverda desvalorizar o estudo.

VI.2.2. Sele¢ao dos casos

Em relagdo a selegao dos casos tivemos uma metodologia o mais exaustiva possivel.
Pedimos aos médicos do Centros de Saude e aos médicos de Medicina Interna, que nos

enviassem, das suas listas, individuos hipertensos a fim de incluir no nosso estudo.

Os casos nao foram selecionados em ambiente hospitalar, visto estes individuos sob
stress poderem apresentar valores da PA mais elevados e ndao serem verdadeiros

hipertensos.

Todos estes doentes foram observados em consulta médica na Unidade de Investigagao

e somente apads a confirmacdo da sua patologia (HTA) é que eram incluidos no estudo.

Esta metodologia usada na selecdo dos casos e controlos, foi uma mais valia para o nosso
estudo, pois sé foram incluidos individuos, apds confirmacdo médica e ndo por simples

afirmacdo verbal dos individuos.

VI.2.3. Critérios de inclusdo e exclusdo

Com o fim de cumprir os objetivos do nosso estudo, implementamos uma metodologia

mais precisa, de modo a evitar a desvirtuacdo e representatividade dos resultados.

Como critério de inclusdo dos casos usamos as Guidelines europeias de HTA (ESH) que

definem os critérios de HTA, garantindo assim o fenétipo hipertensivo.
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Foram excluidos os individuos a fazer medicacdo para outras patologias o que pode
afetar a pressdo arterial. Foram também excluidos os mais novos, com menos de 35
anos, pois muitas vezes a HTA nestes individuos é secundaria assim como os mais velhos
com idade superior a 70 anos, que apresentam muitas co-morbilidades associadas e

estdo frequentemente medicados com farmacos que podem interferem na PA.

Em relagao aos controlos, foram rejeitados aqueles que tivessem tido alguma vez HTA

ou que cumprissem medicacdo que interferisse na PA.

Uma mais valia do nosso estudo foi o fato de serem selecionados individuos dos varios
Centros de Saude da RAM e outros das listas eleitorais, permitindo assim que a nossa

amostra englobasse populacdo de toda a RAM - IIha da Madeira e do Porto Santo.

Concluimos deste modo que a populacdo de casos e controlos selecionada para o nosso

estudo é valida e permite retirar conclusGes robustas e seguras.

VI.2.4. Definicao das variaveis estudadas e critérios utilizados na caraterizacdo da

populagao

Como se depreende para este tipo de estudo é fundamental avaliar os fatores de risco
tradicionais de HTA e de DCV, dado esta estar intimamente ligada a HTA. A HTA é um
dos fatores mais importantes de DCV que é uma das principais causas de morbilidade e

mortalidade nos paises desenvolvidos e em vias de desenvolvimento.

Para saber qual o impacto da genética no desenvolvimento de HTA, é importante
previamente avaliar os fatores de risco classicos de HTA e determinar o seu poder
preditivo, na progressao desta patologia. Este aspeto permite avaliar o valor

acrescentado pela genética em relagdao aos FRT na predi¢ao de HTA.
Incluimos assim fatores modificaveis e ndo modificaveis de HTA e de DCV.

Sendo assim avalidamos e quantificamos os hdbitos tabdgicos, alcodlicos e as
carateristicas antropométricas na nossa populacdo. As variaveis diabetes, obesidade e

dislipidemia foram definidas por categorias de risco, dicotdmicas. Para esse efeito, foram
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introduzidos valores — limite (cut-points), imanados da Sociedade Europeia de

Hipertensdo (ESH) e de Cardiologia (ESC).

Em termos analiticos também incluimos o hemograma com plaquetas, varidveis
bioquimicas para determinacdo da funcdo renal e ficha lipidica assim como outras

variaveis nomeadamente a glicose, o Fibrinogénio e a PCR (as).

Ndo descuramos inquirir os participantes sobre antecedentes pessoais de DCV e histdria

familiar de HTA ou de DCV.

A todos os individuos foi realizado um eletrocardiograma que permitiu excluir HVE ou

doenca das artérias corondrias.

A determinagao da VOP a fim de avaliar a rigidez vascular também foi efetuada a todos
os participantes utilizando o método COMPLIOR. Dos diversos métodos de avaliacdo da
rigidez arterial a velocidade da onda de pulso (VOP) carotideo-femoral é considerada o

método gold standard, devido a sua precisdo e facilidade de execucio (?/).

Também, e como seria inerente ao estudo dos Hipertensos, é fundamental avaliar as LOA
da HTA. Com essa finalidade foi efetuado ecocardiograma, retinografia e colheita de

urina de 24h para determinar a taxa de filtragao glomerular e sédio urinario.

Consideramos ter conseguido, com esta avaliacdo, uma adequada caraterizacdo da

nossa populacdo a fim de pesquisar as variantes preditoras de HTA.

VI.3. Carateriza¢ao da populagao

VI.3.1. Carateristicas basais, clinicas e bioquimicas

Em relacdo a caraterizacdo da nossa populacdo (Tabela 4) em termos de risco CV, na
globalidade, os hipertensos tinham um perfil de risco cardiovascular mais marcado do

que os controlos.

No grupo de hipertensos havia maior percentagem de individuos sedentarios e com
maior abuso de alcool, o que estad de acordo com a literatura, que associa estes dois

fatores de risco a maior risco de HTA.
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Em relacdo ao tabagismo, no grupo dos controlos havia maior percentagem de
individuos com habitos tabagicos em comparacdo com o grupo dos hipertensos. Isto
provavelmente deve-se ao fato dos hipertensos ja estarem a ser seguidos em consultas
médicas e em abordagem geral do risco cardiovascular, muitos deixaram de fumar.
Embora com menor percentagem de fumadores, os que o faziam consumiam um n2

mais elevado de cigarros /dia (> 20 cigarros /dia).

Salienta-se também que o grupo dos Hipertensos tem valores médios de PAS e de PAD
mais elevados do que no grupo dos controlos e com significancia estatistica (p<0,0001).
E previsivel o fato do grupo dos Hipertensos apresentar valores médios PAS e PAD mais
elevados do que no grupo dos controlos, porque os nossos hipertensos nao apresentam

um bom controlo tensional. Salienta-se que 103 (12%) deles ndo tém HTA controlada.

A velocidade de onda de pulso é atualmente um marcador de rigidez arterial e por isso
um parametro importante na avaliagao do risco cardiovascular. Salienta-se que, na
nossa populacdo de hipertensos, o valor médio da VOP era superior a dos controlos e
que nesse grupo de hipertensos a percentagem de individuos com VOP elevada (> 10

m/s) era também superior.

Varios trabalhos da literatura internacional confirmam a sua associacdo com doenca
cardiovascular, independentemente dos fatores de risco tradicionais e em vdrias
populacdes (196). Na presenca de HTA, hd uma aceleracao da rigidez da parede vascular,
mesmo em populacdes com prevaléncia de aterosclerose baixa. O aumento da rigidez

arterial provoca ainda maior elevacdo dos niveis de PA (?18).

Destaca-se que no grupo dos hipertensos 2% tinham Historia pessoal de doenca das
artérias coronarias (DAC /EAM), 2,8% doenca cerebrovascular (AVC/AIT) e no grupo dos
controlos 0,1% tinham histdria pessoal de doenga das artérias coronarias (DAC/EAM),
1,1% de doenca cerebrovascular (AVC/AIT) o que esta de acordo com dados estatisticos
da populacdo da Regido Autonoma da Madeira (RAM) na qual existe maior incidéncia

de doenca cerebrovascular (AVC/AIT) do que DAC/EAM.

No grupo dos Hipertensos, existiam mais individuos com historia familiar de doencga

hipertensiva e de DCV em comparagao com o dos controlos (47,5% vs. 25,6% e 38,5%
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vs. 25,6%), sugerindo assim a importancia do componente genético na eclosao destas

patologias.

Analiticamente em relagdo ao perfil lipidico (Tabela 5) ndo havia diferengas
estatisticamente significativas entre os dois grupos em relacdo ao colesterol total e ao
LDL - colesterol, em relagdo as HDL-colesterol os hipertensos tinham valores mais baixos
do que os controlos. Estes hipertensos estavam a ser seguidos no médico de familia e

muito ja previamente medicados para a sua dislipidemia.

Em relagdo ao fibrinogénio (Tabela 5) os hipertensos tinham valores séricos mais
elevados do que os controlos e com significancia estatistica, evidenciando-se o fato do
fibrinogénio ser um marcador inflamatdrio que se associa ao maior risco de eventos
vasculares. Este marcador inflamatério também reflete um estado de hipercoagulacao
gue contribui para a progressdo da aterosclerose. Alguns trabalhos da literatura
internacional, ja referenciaram uma associacdao entre niveis séricos elevados de

fibrinogénio e a HTA (?1°).

A PCR (as) também tem valores mais elevados no grupo dos hipertensos o que nos leva
a salientar a existéncia de um componente inflamatdrio e aterosclerético nos

hipertensos (Tabela 5).

Com o fim de avaliar a funcdo renal, de uma forma precisa, no grupo dos hipertensos foi
determinada a clearance da creatinina na urina de 24h. Foi também quantificada a

excregao de sédio urinario, com o objetivo de averiguar a ingestao diaria de sodio.

VI.3.2. Estudo genético

Grande parte da variabilidade da doenga hipertensiva ainda continua por explicar, mas
o impacto clinico dos recentes achados dos estudos do GWAS na HTA, mesmo ndo
estando completamente definido, sé pelo conhecimento de novas variantes genéticas
gue nos proporcionou, vai permitir perceber melhor a etiopatogenia desta doenca
multifatorial. Muitos genes proximos dessas mesmas variantes associadas a HTA, ja

estdo identificados e muitos outros genes e suas variantes poderdo ser identificados,
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através desta metodologia genética. Curiosamente, na nossa populacdo, as variantes
genéticas associadas a HTA, de forma significativa, tém diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos, o que podera sugerir que a etiopatologia da HTA, na nossa populacao,
se deve a mecanismos fisiopatolégicos diferentes. Isto ndo invalida que, em outros
estudos, com outras popula¢des, haja um mecanismo fisiopatolégico predominante,

gue se pode sobrepor aos outros e tornar evidente a sua influéncia na etiologia da HTA.

Foram investigados, no presente estudo, 14 variantes genéticas pertencentes a
diferentes sistemas envolvidos na regulacdo da pressdo arterial, Sistema Renina
Angiotensina Aldosterona: ACE rs4340, ACE rs 4343, AGT 174 rs4762, AGT 235 rs699,
ATI1R rs5186, CYP 11B2 rs1799998; Sistema Nervoso Simpatico Adrenérgico: ADRB1
rs1801253 e ADRB2 rs1042713; Balango do Sédio: ADD1 rs1801253 SNN1G rs5718;
Sistema relacionado com Esteroides; CYP17A1 rs11191548; Variantes que envolvem
mecanismos Celulares: GNB3 rs5443, ATP2B1 rs2681472 e SLC4A2 rs2303934 (Tabela 6
e7).

Destas apenas a ACE rs4340, ACE 2350 rs4343, ADRB1 rs1801253, o ADD1 rs4961 e
GNB3 rs5443 apresentaram associac¢do significativa com a HTA, mas ndo em todos os

modelos genéticos, como ja citamos (Tabela 7).

As duas primeiras pertencem ao SRAA e a terceira ao Sistema Nervoso Simpatico. A
variante genética ADD1 G460W modula a capacidade global das células epiteliais
tubulares para transportar ides, conduzindo a uma atividade aumentada da bomba de
Na + / K + -ATPase e, portanto, a uma maior reabsor¢do de sédio no tubulo renal

proximal, aumentando, consequentemente, a pressdo arterial (229).

A variante GN63825T é uma variante truncada de splice-G63-s que, sendo uma proteina
funcional, provoca uma maior ativagao das proteinas G, promovendo melhor sinalizagdao
intracelular. A HTA é devida a uma maior sensibilidade as hormonas de pressdo
vasoativas, que transmitem os seus sinais através de proteinas GNB3, levando a maior

reatividade vascular (?22).

Estes mecanismos reguladores da Pressdo Arterial e associados a estas variantes
genéticas, significativas, poderao representar uma parte importante da estrutura

genética que controla a PA, na nossa populagdo.
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O poder de associacdo, com a HTA, das variantes genéticas na populacdo do presente
estudo é semelhante ao descrito na literatura, destacando-se a variante ADD1 G/W cujo
OR=2,763 representa quase o dobro do descrito na literatura. Em virtude de este SNP
estar associado a uma maior reabsor¢cdao do Na+ e mostrar maior prevaléncia do
genodtipo de risco TT na nossa populacdo hipertensa- 3.5% em relagdo aos controlos-
1,3% (p=0,011) podemos deduzir que os mecanismos relacionados com a reabsorc¢do do
Na+ deverdo ser considerados na sua etiologia. A variante GNB3 no modelo dominante,
apresenta um poder de associacdo com HTA =1,34 com um p=0,004 semelhante ao
correspondente na literatura (1,33). Também os portadores desta variante genética
apresentam maior reatividade vascular e maior reabsor¢do de Na+ ao nivel do Rim

(Tabela 8).

De forma semelhante os mecanismos relacionados com a modulagdo do SRAA e com o
sistema simpatico adrenérgico estdo balanceados pelas variantes ACE rs4340 no modelo
alélico com um poder de associacdo 1,17 (p=0,025), ligeiramente superior ao da
literatura (1,0), o ACE 2350 rs4343 no modelo aditivo com um OR 1,18 (p=0,022) valor
superior ao existente na literatura (1,06) e o ADRB1 rs1801253 que mostrou apenas
significancia no modelo dominante com um OR=1,41 (p=0,033), neste caso inferior ao

da literatura (1,65) (Tabela 8).

No entanto, devido ao pequeno efeito que cada variante representa no risco de HTA,
fomos investigar se a combinagdo dos efeitos de varias variantes de um unico nucleétido
(SNP) podia melhorar a previsao do risco. Assim, verificamos que quando agrupavamos
as cinco variantes que tinham mostrado significancia, a sua capacidade preditiva
aumentava significativamente em relagdo ao valor preditivo de cada uma isolada (Figura

10).

No entanto e apesar de se verificarem incrementos significativos entre as primeiras
cinco variantes, a partir deste nUmero comecamos a verificar uma certa estabilizacdo
qgue se mantém até a juncdo da 132 variante (Figura 11). Ndo sabemos se a juncdo de
um maior numero de polimorfismos significativos iria provocar um aumento do poder
preditivo deste modelo e até que limite. Este aspeto representou para nés um desafio

que devera ter continuidade no futuro.
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Apds analise multivariada corrigida para as 13 variantes genéticas em estudo, apenas
mostraram significdncia, de forma independente, os SNPs ADD1 (p=0,018) e o GNB3
(p=0,011) (Tabela 9).

Contudo, embora centenas de genes tenham sido identificados através dos estudos de
GWAS e tenham produzido alguns resultados interessantes somente 1% da variabilidade

de PA, pode ser explicada através dos mesmos (*22).

Este fato resulta da HTA ser uma doenca multigénica e multifatorial e a sua progressao
ser afetada também por fatores ambientais. Ndo hd duivida de que ndo so6 os fatores
genéticos, mas também os ambientais sdo muito importantes na regulacdo e
manutencado da pressao arterial. Ha evidéncias crescentes de que interagdes complexas
entre multiplos genes e multiplos fatores ambientais desempenham um papel

importante na determinagao do risco individual de HTA.

VI.3.3. Fatores ambientais

Consideramos como fatores de risco tradicionais a obesidade, sedentarismo, diabetes,
consumo de alcool e histdria familiar de HTA. Destes apenas o sedentarismo ndo

mostrou significancia estatistica apds andlise multivariada (Tabela 10).

VI.4. Estudo combinado dos fatores genéticos e ndao genéticos

Associag¢do/Interagdo

Nesse sentido e em virtude da HTA apresentar uma forte componente ambiental
decidimos investigar, através de um estudo combinado, a associacdo /interacdo entre

os fatores genéticos e ndo genéticos.
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VI.4.1. Estudo de associacdo; Fatores genéticos e ambientais

Na analise multivariada quando se associavam os fatores genéticos e ndo genéticos
apenas se mostraram significativos, na nossa populacdo, os polimorfismos ADD1
(p=0,036) e ACE 2350 (p=0,035) e os fatores ndo genética obesidade (p<0,0001),
diabetes (p<0,0001), Histéria familiar de HTA (p<0,0001), e o abuso de alcool (p=0,007)
(Tabela 11).

A capacidade preditiva de HTA através da curva ROC evidenciou haver poder adicional
guando aos fatores de risco classico se somavam os fatores genéticos significativos

(Figura 12 e Tabela 12).

VI1.4.2. Estudo de interagdo; gene-gene e gene-ambiente

Seguidamente fomos investigar se existia interagdo significativa ente os genes
estudados e também entre estes e os fatores ambientais. No primeiro caso ndo
conseguimos identificar nenhum modelo de interagdo com valor significativo (Tabela
13). No segundo caso o melhor modelo foi o que englobava a diabetes, obesidade e o
polimorfismo ADD1 (Tabela 14). A interagdo significativa entre a variante genética e a
diabetes faz todo o sentido pois existe uma ligacdo grande entre a HTA e a diabetes em
virtude de ambos representarem dois dos principais fatores de risco para aterosclerose
e suas complicacdes. Subsiste uma sobreposicdo importante entre diabetes e HTA,
existindo também sobreposicbes substanciais nos seus mecanismos etiolégicos e

patolégicos (223)

No Hong Kong Study sobre a Prevaléncia dos Fatores de Risco Cardiovascular, apenas
42% das pessoas com diabetes eram normotensas e apenas 56% dos individuos com

HTA apresentavam tolerdncia normal a glicose (*2%)

Na populagao dos EUA, a hipertensdao ocorre em aproximadamente 30% dos doentes

com diabetes tipo 1 e em 50% a 80% dos doentes com diabetes tipo 2. Um estudo
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efetuado em uma coorte prospetiva nos Estados Unidos, revelou que a diabetes tipo 2
era quase 2,5 vezes mais provavel de se desenvolver em individuos com HTA do que em

normotensos (?%°).

Percebe-se atualmente que a resisténcia a insulina, que prevé diabetes tipo 2, também

tem um papel importante no desenvolvimento da HTA (229).

Na verdade, a HTA e a diabetes partilham caminhos comuns como sejam a obesidade,

inflamac3o, stress oxidativo, resisténcia a insulina e stress mental (%7).

Em estudos anteriores, do nosso grupo, ja haviamos investigado a interacdo positiva
entre o polimorfismo ADD1 e a diabetes num modelo estatistico que também englobava

a obesidade (%%8).

Em relagdo a Obesidade ndo nos surpreende que possa influenciar a progressao para a
HTA pois as principais consequéncias de sobrepeso ou obesidade incluem uma maior
prevaléncia de hipertensdo e uma cascata de distlrbios cardio-renais e metabdlicos.
Estudos em diversas populacdes em todo o mundo mostraram que a associacao entre o
IMC e a pressdo arterial sistélica e diastdlica (BP) é quase linear. Estimativas de risco do
Framingham Heart Study, por exemplo, sugere que 78% da hipertensdao arterial

essencial em homens e 65% em mulheres pode ser atribuida ao excesso de peso.

Estudos clinicos indicam que a manutencdo de um IMC <25 kg / m2 é eficaz na
prevencdo primaria da hipertensdo e que a perda de peso reduz a PA na maioria dos

hipertensos (22°).

Também na ja citada publicacdo do nosso grupo de investigac3o (*28) o melhor modelo
de interagdo gene/ambiente selecionado pelo software MDR tinha sido o que englobava

a diabetes e a obesidade além da variante ADD1.
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VI.5. Estudo genético nos subgrupos

VL.5.1. Género Masculino

No género masculino apenas o polimorfismo da ACE rs4340 mostrou significancia ao

comparar as frequéncias dos genétipos (Tabela 15).

No entanto em alguns modelos genéticos houve significancia de alguns polimorfismos:
ACE2350 (modelo aditivo e alélico), ATIR (modelo dominante, aditivo e alélico) e ADDI

(modelo recessivo) e também do ACE I/D em todos os modelos (Tabela 16).

Apds analise multivariada apenas o ACE I/D se associa de forma significativa com HTA
no sexo masculino (Tabela 17). Até a presente data, o nosso estudo foi o primeiro que
teve a iniciativa de investigar, especificamente para os dois géneros, os polimorfismos
associados com a HTA, na populagdo Portuguesa. Curiosamente, ja existiam publicagdes
de trabalhos anteriores em que também tinha sido encontrada associacdo significativa

do ACE I/D com a HTA, apenas no género masculino (23, 231),

VI.5.2. Género Feminino

Ao comparar a frequéncia dos genétipos apenas o polimorfismo GNB3 se associou de
forma significativa e independente com a HTA, no género feminino (Tabela 18). No
entanto, como haviamos verificado para o sexo masculino, houve significancia das
variantes ADD1 (modelo recessivo) e GNB3 (modelos dominante, aditivo e alélico)

(Tabela 19).

Apds andlise multivariada apenas a variante GNB3 se associa de forma significativa com

HTA no sexo feminino (Tabela 20).
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VI.5.3. Subgrupo da populac¢ao diabética hipertensa

Verificou-se o aparecimento de alguns polimorfismos associados com a HTA no grupo
dos doentes diabéticos em alguns modelos genéticos: ATIR rs186 (modelo dominante,
aditivo e alélico), ADD1 rs4961 (modelo alélico) e GNB3 rs5443 (modelo dominante)
(Tabela 22).

Como é do nosso conhecimento os doentes diabéticos, com resisténcia a insulina
apresentam maior reabsorcdo de sddio e consequentemente maior risco de HTA e estas
variantes genéticas que interferem neste mecanismo, poderdo exacerbar o risco de HTA

nos diabéticos.

Apds analise multivariada com todos os genétipos, apenas o heterozigoto CT da GNB3 e
o heterozigoto AC da ATIR mostraram significancia independente com HTA. Este aspeto

pode ter sido motivado pelo tamanho reduzido da amostra (Tabela 23).

Salienta-se também o fato da obesidade estar muitas vezes associada a diabetes e o
papel importante que as proteinas G desempenham na adipogénese dos doentes

diabéticos (%32).

VI.5.4. Subgrupo dos Obesos com hipertensao

Em alguns estudos da literatura, que consultamos, o alelo T do polimorfismo GNB3
associou-se com a Obesidade, por ter a capacidade de aumentar a sinalizacdo das
proteinas G. Estas por um lado estimulam a adipogénese (*32) e por outro atenuam a
lipdlise (233). Nesta populacdo ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos
possivelmente devido ao fato de que a obesidade (fator ambiental) por si s apresentava

um risco tdo elevado que sobrelevava o conferido pelos fatores genéticos.
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VI.5.5. Estudo genético da popula¢dao em relagdao ao consumo de sal

No presente estudo e com a metodologia usada, no grupo com maior consumo de sal
ndo apareceu associacdo com HTA em nenhuma das 13 variantes genéticas estudadas.
Deduzimos que, nos individuos com consumo elevado de sédio a genética pouco
interfere no aparecimento e progressao para a HTA. Existem nestes, outros mecanismos
preferenciais provavelmente ligados ao estilo de vida, que se sobrepdem nesta
progressdo. Pelo contrdrio nos individuos com baixo consumo de sédio, que eram
dominantemente do sexo feminino, surgiram as variantes ADRB1 (gendtipo RR; OR=3,1;
p=0,009) e ADD1 (gendtipo TT; OR=2; p=0,009) como associadas, de forma significativa

e independente com a HTA.

Como era de esperar, foi o grupo com menor consumo de sédio que mostrou maior
associagcdo com a componente genética e onde esta componente representou um maior
peso na sua etiopatogenia. Os que desenvolvem HTA, mesmo com menor consumo de
sal, apresentam maior sensibilidade ao sal conferida pela sua predisposicao genética
ligada a existéncia da variante ADD1. J4 Cusi et al., em 1997 (%) estudaram em
hipertensos a resposta da PA as alteragdes apresentadas pela administragao aguda e
cronica de sddio, em individuos heterozigotos G460W vs. homozigotos G460G. Apesar
da ingestao de sédio ser idéntica em ambos os grupos, os heterozigotos apresentavam
menor atividade de renina plasmatica em relagdo aos homozigotos. Este autor concluiu
que o alelo 460W da ADD1 estava associado ao aumento da PA, ndo em todos os
hipertensos, mas apenas nos sensiveis ao sal e com baixa de renina plasmatica,
contribuindo assim, para valorizar a importancia do papel da genética no fenétipo da

sensibilidade ao sal.

Na nossa populacdo, as variantes que se associaram a HTA nos individuos com menor

consumo de sal foram a ADD1 e a ADRB1 (Tabela 25 e 26).
Apds analise multivariada, estas variantes permaneceram na equacdo (Tabela 27).

Penso também ser, o presente estudo o primeiro a investigar, na populacdo Portuguesa,

esta associagdo significativa.
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VI.6. Estudo genético em relagdo as lesdes de Orgdo Alvo nos Hipertensos

VI.6.1. Insuficiéncia/lesdo renal

O nosso grupo de doentes hipertensos com Insuficiéncia/lesdo renal apresentou uma
variante genética, ATP2B1 rs2681472 com associacdo significativa e independente com

o aparecimento de Insuficiéncia/lesdo renal (Tabelas 29 e 30).

As novas técnicas de genética molecular ofereceram novas ideias sobre a etiopatogenia
da |Insuficiéncia Renal, nos doentes hipertensos. Ao compreender melhor os
mecanismos fisiopatologicos inerentes ao seu aparecimento, alargamos as

possibilidades de diagndstico precoce e novas terapéuticas inovadoras poderdo surgir.

Recentemente, uma grande meta-analise de GWAS efetuada em europeus preformada
pelo consércio CHARGE identificou alguns novos loci associados com a PA sistdlica (SBP)
e a PA diastdlica (DBP). O gene ATP2B1 esta localizado no cromossoma 12921 e codifica
uma proteina pertencente a familia das ATPases tipo P responsavel pelo transporte
primdrio de iGes do tipo P caracterizando-se pela formagdo de um aspartilfosfato
intermediario durante o ciclo de reacdo. Essas enzimas removem os ides de calcio
bivalentes de células eucaridticas contra grandes gradientes de concentracdo e
desempenham um papel critico na homeostase de calcio intracelular, aumentando a
hipertensao arterial por vasoconstricdo. A variante deste gene que de forma mais
significativa se associou com a hipertensdo arterial no estudo CHARGE, foi a rs2681472

ATP2B1, também alvo do nosso estudo.

Salientamos que no presente estudo e apds analise multivariada a variante genética
ATP2B1 rs2681472 se mantém na equacdo e se associa de forma significativa e
independente a IR/lesdo renal nos hipertensos. Voltamos a salientar o aspeto
interessante de que os individuos portadores do gendtipo GG do ATP2B1 tém um poder

preditivo de IR/lesdo renal em hipertensos, com OR= 4,4 (p=0,022) (Tabela 31).

Poderemos especular que os doentes com esta variante genética, ja apresentariam nas

fases precoces da sua vida, alteracGes da reatividade vascular que iriam modular lesdes
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do nefrdnio, que ao evoluir, ao longo do tempo, poderiam originar a lesdo/insuficiéncia

renal.

Outro trabalho publicado no J Am Heart Assoc em 2014 (*3°), investigou a expressdo
genética de varias variantes deste gene e sua associacdo com a HTA resistente. Este
trabalho sugere que as variagOes genéticas de genes associados a regulacdo do ténus
vascular estao também associadas com enorme risco de HTA resistente. Estas variagdes
genéticas perturbam os mecanismos bioquimicos envolvidos na vasodilatacdo e podem
afetar a resposta da PA aos agentes anti-hipertensivos. O prejuizo adicional na
vasodilatacdo pode explicar a resisténcia a multiplos agentes anti hipertensores que se

observa na HTA resistente.

Uma melhor compreensdo do papel destas variantes genéticas na HTA com
lesdo/insuficiéncia renal, poderd proporcionar uma mais precoce identificagdo dos
doentes com grande necessidade de terapéutica farmacoldgica e mesmo sugerir, a
alguns destes doentes, terapéuticas ndo farmacoldgicas (ablacdo de nervo renal ou
dispositivos de estimulacdo de barorecetores). Assim ao reduzirmos o tempo usado para
controlo da PA iremos reduzir a frequéncia do aparecimento de lesdo renal e também

de HTA resistente.

Estes marcadores genéticos também poderao ser uteis na redug¢ao da mortalidade e

morbilidade cardiovascular, nestes doentes hipertensos com lesao renal.

VI.6.2. Retinopatia Hipertensiva

Nos doentes hipertensos, com retinopatia hipertensiva, foram investigados os 13
polimorfismos do nosso estudo, mas nenhum se associou ao aparecimento de
retinopatia hipertensiva. Possivelmente outras variantes, mais especificas, poderdo

mostrar associagdo com esta patologia.
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VI.6.3. Cardiopatia hipertensiva

Com a metodologia indicada, na obtencdo dos dois grupos estudados, verificamos a
existéncia de uma variante que se mostrou significativa, na andlise multivariada mesmo
apos correcdo para todos os fatores de confusdo. Foi a variante SCNN1G rs5718, mas
gue curiosamente se mostrou protetora da evolucdo para a cardiopatia hipertensiva

(Tabelas 33 e 34).

VI.6.4. Doenga Cerebrovascular

Nao foi possivel fazer este estudo, em virtude da pequena dimensao da amostra.

VI.6.5. Estudo combinado dos fatores que se associaram ao aparecimento de LOA nos

Hipertensos (genéticos e ndo genéticos)

VI.6.5.1. Fatores ndo genéticos

Estudamos na nossa populagao os seguintes fatores que interferem na evolugao para as
lesdes de orgdo alvo nos hipertensos; Fatores ndo modificaveis como sejam género e
idade e modificaveis: tempo de diagndstico de HTA e HTA controlada. Estes dois ultimos
ndo conferem uma informacdo precisa em virtude de o tempo de diagnéstico depender
do fato do individuo ter conhecimento ou ndo do inicio da sua HTA, porque muitas vezes
o diagndstico é tardio, feito anos depois do inicio da doenga. O outro fator intitulado
HTA controlada, também ndo é exato, pois o doente pode apresentar uma PA

controlada presentemente, mas ter havido descontrolo por periodos desconhecidos.
Apesar desta inexatiddo achamos importante a sua inclusdo neste estudo.

Apds analise multivariada os fatores nao genéticos associados ao aparecimento de LOA

de forma significativa foram o sexo e o tempo de diagndstico (Tabela 39).
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VI.6.5.2. Fatores genéticos

Apds analise multivariada apenas uma variante genética ADRBI1 mostrou significancia
estatistica com o aparecimento de LOA nos hipertensos (Tabela 40). Esta variante ao
interferir no Sistema Nervoso Simpatico confere maior vasoconstricdo e taquicardia
condicionando assim, aumento do “remodling” da parede Vascular que contribui para a

lesdo dos pequenos vasos.

VI.6.5.3. Fatores genéticos e ndo genéticos

Como era de esperar foram os 2 polimorfismos, ADRB1, ATP2B1 que mostraram
associacao significativa com o aparecimento de LOA nos hipertensos (na analise

multivariada) (Tabela 41).

Ao pesquisar o poder preditivo para LOA (Curva ROC), com todos os fatores de risco ndo
genético para LOA (sexo, idade, tempo de diagndstico e HTA controlada) e as variantes
genéticas de risco, verificamos que a juncao das variantes acrescenta algum risco, mas
esta adicdo ndo se mostra significativa. O poder preditivo aumenta a custa da

especificidade pois a sensibilidade fica reduzida (Figura 15 e tabela 42).

V1.6.5.4. Modelos de interacdao entre fatores genéticos e ndo genéticos preditores de LOA

O melhor modelo foi o que englobou a variante ADRB1 e ATP2B1, assim como a idade e

o tempo de diagndstico (Tabela 43).

Este modelo esta de acordo com o nosso entendimento, pois as duas variantes estao
associadas ao aparecimento de LOA, na nossa populacdo, a primeira com o aumento da
atividade simpdatica e a segunda desempenhando um papel critico na homeostase de

calcio intracelular. A idade e o tempo de diagndstico sao para nds intuitivos.
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VI.7. Score genético de risco e HTA

A partir de 1955 e apds os estudos de Pickering GW (1955) (236), foi concebida a noc3o
de que a HTA essencial era uma doenca poligénica sendo, esta hipdtese, confirmada

posteriormente, por varios grupos de investigadores.

Sabemos que o efeito do peso relativo do risco de cada variante genética, no fendtipo
final hipertensivo é pequeno, justificando-se, por isso, o uso de um conjunto de
variantes que, no seu todo, conferem maior poder preditivo relativamente ao conferido

pelo risco individual de cada uma.

Assim, afigurou-se-nos importante criar um Score Genético de Risco (SGR) para cada
individuo, quantificado pelo conjunto de todos os «riscos» e «protecdes» concedido por

todas as variantes genéticas estudadas.

Nesta linha de investigagao fomos analisar a distribuigdo do nimero de alelos de risco
pelos casos e controlos, na populagdo investigada e verificamos que a partir do 112 alelo
de risco a percentagem de casos era mais elevada do que a de controlos, verificando-se
0 oposto nos grupos com menos de 10 alelos de risco. Constatou-se também que,
guanto maior o numero de alelos de risco, maior era o valor preditivo (OR) de HTA

(Figura 17).

Atendendo a esta observagdo, achamos util a elaboragdo de um score de risco genético

(SGR), para avaliar o seu poder preditivo em relagdo ao aparecimento de HTA.

Decidimos usar, na elaboracdo deste score, todas as 13 variantes genéticas alvo do nosso
estudo e que se encontravam dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg. Achamos
importante incluir todas, mesmo aquelas que apesar de referidas como associadas a
HTA, em estudos da literatura, ndo atingiam significancia estatistica, na populacdo em
estudo. Isto porque apesar de cada variante genética, isoladamente, ndo obter
significancia estatistica relativamente ao risco de HTA, poder adicionar um pequeno
efeito no risco total. Todas as variantes genéticas selecionadas pertenciam a eixos

fisiopatoldgicos concordantes com doenca hipertensiva.

Optamos pela construcdo de dois modelos de score genético (aditivo e multiplicativo).
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Confirmamos que tanto no score de risco aditivo como no multiplicativo, ao dividir o seu
valor em quartis, se observava que no 12 quartil existiam mais controlos do que casos,
acontecendo o oposto no quarto quartil. Comparando o 42 quartil com o 12 quartil,
constatou-se que os individuos do 42 quartil do score apresentavam maior risco de HTA

em relagdo aos do 12 e com significancia estatistica (Tabelas 44 a 47).

Também, nos dois modelos de score testados, ao comparar as medianas evidenciamos
gue os casos apresentavam uma mediana mais elevada do que os controlos (Figura 20

e 21).

Assim, concluimos que os dois modelos de score genético, aditivo e multiplicativo,
conferiam poder preditivo de HTA. No entanto era importante avaliar qual dos dois seria
o melhor modelo na predigdo de HTA. Com este fim efetudmos uma andlise de regressao
logistica para os dois scores. O melhor poder de associacdo foi demonstrado pelo score

multiplicativo com OR 1,59 (Tabela 48).

Fomos depois avaliar através de duas curvas ROC qual dos modelos de score
apresentava melhor capacidade preditiva. Globalmente foi o score de risco
multiplicativo que apresentou melhor sensibilidade e melhor poder preditivo (AUC 0,57)

para a ocorréncia de HTA (Figura 22 e tabela 49).

Depois de testar qual o melhor modelo de score genético a utilizar e com o objetivo do
seu uso na pratica clinica diaria, pareceu-nos importante avaliar qual o incremento que

ele representa na previsao de risco de HTA, em relacdo aos FRT.

VI.7.1. Valor preditivo adicional do score genético em relagdo aos fatores de risco

tradicionais de HTA

Foi realizada uma analise multivariada com todos os fatores de risco tradicionais e mais
o score multiplicativo. Este permaneceu na equagdao mostrando que se associava, de
forma significativa e independente com a suscetibilidade para a HTA. Também a
diabetes, a obesidade, o abuso de alcool e a histdria familiar de HTA, permaneceram na

equacdo, sendo que, foi a diabetes e a obesidade que apresentaram maior poder de
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associacdo com a HTA (Tabela 50).

Finalmente as curvas ROC efetuadas, quando comparadas, com a finalidade de avaliar
qual o incremento adicional da jungao do SGRm aos FRT, apresentaram um ligeiro
incremento adicional da AUC mas com significancia estatistica, aumentando

ligeiramente o poder preditivo do modelo (Figura 23 e tabela 51).

Em relagdo aos dois géneros verificou-se o mesmo aspeto (Figuras 25 e 26 e tabelas 54

e 56).

A abordagem que foi efetuada em relacdo ao SRG confirma a validade do mesmo,
indicando que a jungdo das variantes esta associada de forma independente e
significativa a incidéncia de HTA. No entanto a analise de discriminagdo mostrou que a
informagao adicionada pelo SRG em relagdo aos fatores de risco nao-genéticos é
marginal. De fato, o poder da associagdo do SRG com a incidéncia de HTA é
substancialmente menor quando comparado com o status de obesidade (OR=3;
p<0,0001), de diabetes (OR=4,2; p<0,0001) ou histdria familiar de hipertensao positiva
(OR=2,8; p<0,0001) (Tabela 50). Se o poder de associacdo que foi testado no nosso
estudo é relativamente baixo, também a melhoria nos indices AUC é muito modesta para
adicionar valor preditivo clinicamente significativo, quando é adicionado aos fatores de
risco tradicionais (Figura 23). Os nossos resultados estdo em linha com estudos recentes
gue também investigaram o SRG e que mostraram uma melhora geral modesta nas

estimativas de risco e valor preditivo (%37, 238).

O motivo deste pequeno incremento nao esta claro, mas provavelmente reflete o fato
de que apenas um subconjunto dos SNPs, incluidos no SRG, estava significativamente
associado as carateristicas da nossa populagao. Assim, as variantes nao significativas
provavelmente contribuiram para a diluigdo da amplitude dos resultados. Na verdade,
é possivel que outros SNPs provenientes de GWAS mais recentes, ou uma abordagem
com outros genes candidatos mais significativos para a nossa populagdo, possam ser
implementados num futuro SRG melhor adaptado, podendo melhorar a sua
previsibilidade. A evidéncia acumulada, até a data, mostra que variantes genéticas mais

raras, em genes responsaveis pelas formas mendelianas de hiper e hipotensao,
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representam grandes diferencas na PA nos portadores dessas variantes, em relacdo a

individuos de tipo selvagem sem a mutagao (39, 249).

Assim, adicionar essas variantes raras em um SRG poderia aumentar substancialmente
o valor preditivo do mesmo. O objetivo principal da genética de doencas complexas
continua sendo a identificacdo de novos genes que possam ajudar a melhorar a nossa
compreensao das vias metabdlicas associadas, como possiveis novos alvos
farmacoldgicos uteis na terapéutica. No entanto, a questdo da predicdo é sempre

relevante e intrigante.
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VIl. CONCLUSOES

Em primeiro lugar iremos sistematizar e ordenar as principais conclusdes que inferimos

do nosso trabalho de investigacado

1-

Em relacdo as carateristicas basais da populacdo, o grupo dos hipertensos
apresentava mais sedentarismo, maior abuso de 4dlcool e valores
antropomeétricos mais elevados. Em relagdo ao tabagismo verifica-se o oposto

existindo menor percentagem de individuos hipertensos com habitos tabagicos.
Os valores da PAS e da PAD sao mais elevados no grupo dos hipertensos.

Os valores médios da VOP, assim como a percentagem de individuos com VOP
elevada (>10m/s?) s3o também mais elevados no grupo dos hipertensos.
Também neste grupo existe maior incidéncia de doenca cerebrovascular
(AVC/AIT) e historia prévia de DAC/EAM, assim como maior percentagem de
histéria familiar de HTA e DCV. A diabetes, obesidade e dislipidemia foram mais

representativas no grupo dos hipertensos.

Em relagao as carateristicas bioquimicas os valores séricos do colesterol-HDL e
LDL estavam mais elevados nos ndo hipertensos sendo que o colesterol total e

os triglicéridos estavam mais elevados no grupo dos hipertensos.

Os valores séricos da glicose, fibrinogénio, PCR (as) e creatinina plasmatica

encontravam-se mais elevados no mesmo grupo.

Das variantes genéticas investigadas as que, na nossa populagao e no melhor
modelo genético se associaram de forma significativa com a Hipertensao
Arterial, foram a ACE rs4340, ACE 2350 rs4343, ADRB1 rs1801253, ADD1 rs4961
e GNB3 rs5443.

O seu poder de associacdo com a HTA é semelhante ao da literatura
internacional com excecdo da variante ADD1 rs4961 que apresenta um poder de

associacao muito superior ao encontrado na literatura internacional.
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As variantes genéticas significativas pertenciam aos seguintes eixos
fisiopatoldgicos: Eixo da SRAA, Sistema Nervoso Simpatico, Sistema do Balanco

do Sddio e Eixo Celular.

A capacidade preditiva de HTA aumentava a medida que se associam mais

variantes genéticas estabilizando a partir da jungao da 62 variante.

Verificou-se que havia um bom valor preditivo de HTA, quando se associavam os
cinco SNPs significativos e um valor ligeiramente superior quando, nesta
associacdo eram usados os fatores de risco tradicionais significativos (com

significancia estatistica).

Quando investigamos a interacao entre os genes do estudo, no risco de HTA,

verificamos que ndo existia nenhum modelo preferencial.

Ao investigar o melhor modelo de interacdo gene/ambiente, no risco de HTA,
averiguamos que este era constituido pela juncdo da variante ADDI, pela

existéncia de obesidade e de diabetes na populacao.

Através dos modelos genéticos estudados, os polimorfismos ACE I/D, ACE2350,
ATI1R e ADD1 apresentaram-se significativos no género masculino e o ADD1 e

GNB3 no género feminino.

As variantes genéticas que de forma significativa se associaram ao risco de HTA,
nos doentes diabéticos, foram por ordem decrescente da sua significancia a

variante ATI1R, GNB3 e a variante ADD1.

Ndo houve, na populagdo com obesidade, variantes genéticas com associagao

significativa ao risco de HTA.

Na populagdo com maior consumo de sal, ndo se registou nenhuma associacao

entre as variantes genéticas estudadas e o aparecimento de HTA.

Na populacdo com menor consumo de sal, as variantes genéticas ADRB1 e ADD1

associaram-se de forma significativa com a HTA.

10- No grupo de doentes hipertensos com lesdo/Insuficiéncia Renal o polimorfismo

ATP2B1 associou-se, de forma significativa, com a existéncia de
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Insuficiéncia/lesdo renal.

11- Ndo houve nenhuma associa¢do genética no grupo dos doentes hipertensos com

retinopatia hipertensiva.

12- No grupo dos doentes hipertensos com cardiopatia Hipertensiva houve uma

variante (SCNN1G) que se mostrou protetora de forma significativa.

13- Os fatores ndo genéticos que se associaram com o aparecimento de Lesdo de

Org3os Alvo, nos hipertensos, foram o sexo e o tempo de diagndstico.

14- As variantes genéticas que se associaram na analise univariada com o
aparecimento de Les3o de Orgdos Alvo, nos hipertensos, foram o ADRB1, ATP2B1

e SCNN1G (de forma protetora).

15- No estudo combinado entre fatores genéticos e ndo genéticos preditores de
Lesdo de Orgdos Alvo, nos hipertensos, as varidveis sexo, tempo de diagndstico e
as duas variantes ADRB1 e ATP2B1 associaram-se de forma significativa e

independente com o aparecimento de les3o de Orgios Alvo.

16- O valor preditivo dos fatores ndo genéticos associados, de forma significativa,
com a Les3o de Orgaos Alvo foi pequeno e o incremento adicional, verificado com
a juncdo das duas variantes genéticas significativas, ndo atingiu significancia

estatistica, melhorando apenas a especificidade do modelo.

17- O melhor modelo de interagdo entre fatores genéticos e nao genéticos preditivos
de Lesdo de Orgdos Alvo foi o constituido pela idade, tempo de diagndstico e

pelos genes ADRB1 e ATP2B1.

18- Constatou-se que, na distribuicdo do numero de alelos de risco, a partir do 112
alelo de risco a percentagem de casos era mais elevada do que a de controlos,
verificando-se o oposto nos grupos com menos de 10 alelos de risco. Verificou-
se também que, quanto maior o numero de alelos de risco, maior era o valor

preditivo (OR) de HTA.

19- Dos dois scores elaborados, o multiplicativo mostrou melhor poder preditivo de

HTA.
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20-Quando aos Fatores de Risco Tradicionais se adicionava o Score Genético
multiplicativo, o incremento adicional do risco de aparecimento de HTA foi

significativo, mas de pequena dimensdo

21- No género masculino este acréscimo foi mais significativo e a sua significancia

manteve-se no género feminino, embora com um valor ligeiramente inferior.
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VIIl. CONSIDERAGOES FINAIS SOBRE OS ACHADOS DESTA INVESTIGAGAO

Embora os fatores demograficos, clinicos e ambientais desempenhem um papel
importante no aumento do risco do aparecimento de HTA, ndao esta claramente
esclarecida a razdo pela qual alguns individuos que apresentam fatores de risco

semelhantes, tém elevado risco de HTA e outros n3o.

O objetivo desta investigacdo foi ajudar na compreensdo de alguns fatores genéticos
subjacentes, sua investigagao, isolados ou agrupados, suas implicagdes e contribuigao

para o estudo da suscetibilidade hipertensiva da Populacdo do Arquipélago da Madeira.

Investigamos também, sob o aspeto genético, subgrupos de populacdes diabéticas,
obesas, populagdes com consumo elevado e baixo de sédio. O estudo genético e ndo
genético dos fatores preditivos das Lesdes de Orgdo Alvo foi também objeto deste

trabalho.

Um dos achados que considero importante, neste trabalho, foi o respeitante a presenca,
significativa, da variante ATP2B1 no subgrupo dos doentes hipertensos com
lesdo/insuficiéncia renal. Esta variante, tdo prevalente, nestes doentes, podera
representar um futuro marcador de progressdo para lesdo/insuficiéncia renal e permitir,
com o seu uso, identificar doentes com necessidade de terapéutica farmacoldgica ou
ndo farmacoldgica o que possibilitaria reduzir o tempo de controlo da HTA e assim

reduzir a progressao para a lesdo/ insuficiéncia renal.

O SRG foi uma das maneiras mais promissoras para agregar multiplos resultados em um
Unico preditor genético para HTA. E necessario mais trabalho para identificar outros
fatores genéticos associados aos fendtipos subclinicos evolutivos para doenca
hipertensiva e englobda-los nos scores de risco genético que, desta forma, poderdo
conglomerar variantes genéticas relevantes. Conseguimos, com o presente trabalho, um
SRG com capacidade preditiva adicional significativa, mas de pequena magnitude em

relacdo aos FRT. No entanto, as questdes permanecem sobre a sua utilidade clinica final.

Investigacao adicional devera prosseguir no futuro incluindo novas variantes genéticas
mais significativas, nomeadamente as variantes raras. Consideramos como provavel que

a sua adicao aos fatores de risco tradicionais, se venha a revelar prometedora no futuro.
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