Polimorfismos Genéticos Associados ao Aparecimento
de Hipertensao Arterial Numa Populagcao Portuguesa
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RESUMO
Introducgao: A hipertensao arterial € uma doenga complexa, multifatorial, controlada por fatores genéticos e ambientais.
Objetivo: Avaliar a susceptibilidade genética no aparecimento de hipertensdo arterial e sua associacdo com os fatores de risco
tradicionais na eclosao desta patologia.
Material e Métodos: Estudo caso-controlo com 1712 individuos, idade média de 51,0 + 7,9 anos (860 hipertensos e 852 controlos).
Avaliaram-se os fatores tradicionais, bioquimicos e as variantes genéticas: ACE I/D 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 G460W rs4961, SCNN1G G173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 AIG rs2681472, CYP17A1 T/C rs11191548, SLC4A2
C/T rs2303934. Calculamos o risco de cada gene para a hipertensdo, pelos modelos dominante, recessivo, co-dominante e
multiplicativo. Através da regresséo logistica, avalidamos as variaveis associadas a hipertensdo. Elaboraram-se curvas ROC com os
fatores tradicionais e posteriormente adicionando as variantes genéticas associadas com hipertensao. Analisamos os dados através
do SPSS for Windows 19.0 e MedCalc v. 13.3.3.0.
Resultados: As variantes genéticas ADD1 G460W, GNB3 C825T, ACE I/D e ACE A2350G associaram-se a hipertenséo. A curva ROC
com os factores de risco tradicionais e estas variantes mostrou um incremento na capacidade preditiva de hipertenséo (p = 0,018).
Discussao: Segundo os resultados do nosso estudo as variantes genéticas que apds andlise univariada se associaram a hipertensao
arterial foram a ACE |I/D rs4340, ACE A2350G rs4343, ADD1 G460W rs4961, GNB3 C825T rs5443. As duas primeiras variantes
relacionam-se com a hipertensé&o arterial por interferirem no sistema renina-angiotensina-aldosterona, que tem um importante papel
na regulacdo da pressdo arterial. Salienta-se o facto dos genes que codificam os componentes do sistema renina-angiotensina-
aldosterona serem candidatos naturais ao desenvolvimento e progressdo da hipertensao arterial. Também na nossa populagédo os
polimorfismos da alfa-aducina (ADD1 G460W rs4961), associaram-se a hipertensao arterial. Nesta populagéo portuguesa, conhecida
por ter elevado consumo de sal, faz sentido que estes polimorfismos, sejam relevantes na gestao do sal e da agua e consequentemente,
no aparecimento de hipertensao arterial. A variante genética GNB3 C825T rs5443 que interfere na sinalizagéo intracelular também
constituiu uma forte candidata a hipertenséo arterial. Com a elaboracédo da curva ROC e calculo das AUC inicialmente s6 com os
fatores de risco tradicionais e posteriormente adicionando as variantes ADD1 G460W, GNB3 C825T, ACE |/D e ACE A2350G aos
fatores de risco tradicionais, verificamos ter havido um incremento no risco preditivo de hipertenséao arterial, relativamente ao existente
s6 com os fatores de risco tradicionais, com significado estatistico (p = 0,018). Isto sugere que a hipertenséao arterial € uma doenca
multifatorial, que resulta da interagéo de fatores ambientais, genéticos e estilos de vida que interagem entre si e levam ao aparecimento
desta importante patologia.
Conclusao: No nosso estudo os polimorfismos associados a hipertenséo, estéo ligados ao eixo renina-angiotensina-aldosterona (ACE
I/D, ACE A2350G), bem como a gestado de sal e agua (ADD1 G460W, GNB3 C825T). Através de uma analise multivariada, concluiu-
se que estas duas Ultimas variantes genéticas conjuntamente com quatro dos fatores tradicionais (tabagismo, habitos alcodlicos,
obesidade e diabetes) se associam de forma significativa e independente a hipertensao arterial essencial. Num modelo preditivo de
hipertensao arterial, a introdugéo das variantes genéticas aumenta ligeiramente o valor preditivo do modelo.
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ABSTRACT
Introduction: Arterial hypertension is a complex, multifactorial disease, controlled by genetic and environmental factors.
Objective: Evaluate the genetic susceptibility for developing arterial hypertension and its association with the traditional risk factors in
the outbreak of this pathology.
Material and Methods: Case-control study with 1712 individuals, mean age of 51.0 + 7.9 years (860 hypertensive patients and
852 controls). Biochemical and traditional risk factors, and genetic variants were evaluated: ACE 1/D 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 G460W rs4961, SCNN1G G173A rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 AIG rs2681472, CYP17A1 T/C
rs11191548, SLC4A2 C/T rs2303934. The risk of each gene for hypertension was estimated by the dominant, recessive, co-dominant
and multiplicative models. By logistic regression, variables associated with hypertension were evaluated. ROC curves were first
performed with traditional risk factors and then adding the genetic variants associated with hypertension. Data were analyzed by SPSS
for Windows 19.0 and MedCalc v. 13.3.3.0.
Results: The genetic variants ADD1 G460W, GNB3 C825T, ACE 1/D, ACE A2350G were associated with hypertension. ROC curve
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with traditional risk factors and these variants showed an increase in the predictive capacity of hypertension (p = 0.018).

Discussion: According to the results of our study, the genetic variants found to be associated with hypertension were: ACE 1/D
rs4340, ACE A2350G rs4343, ADD1 G460W rs4961 and GNB3 C825T rs5443. The first two variants are associated with hypertension
by interfering with the renin-angiotensin-aldosterone system, which plays an important role in regulating blood pressure. It should
be noted that genes encoding the components of renin-angiotensin-aldosterone system are natural candidates for the development
and progression of hypertension. In our population alpha-aducin polymorphism (ADD71 G460W rs4961) was also associated with
hypertension. In a Portuguese population, known to have high salt intake, it makes sense that this polymorphism which is relevant
in salt and water management may consequently be relevant in the onset of hypertension. The genetic variant GNB3 C825T rs5443
that affects intracellular signalling was also found to be a strong risk candidate for hypertension. Initially, with the elaboration of the
ROC curve and calculation of the AUC using only with traditional risk factors and later by adding the variants ADD1 G460W, GNB3
C825T, ACE 1I/D and ACE A2350G to the traditional risk factors, we verified that genetic polymorphisms increased the predictive risk
of hypertension, when compared to the risk given only by traditional risk factors, with statistical significance (p = 0.018). This suggests
that hypertension is a multifactorial disease that results from the interaction of environmental, genetic and lifestyle factors that interact
with each other and lead to the advent of this important pathology.

Conclusion: In our study, the hypertension-associated polymorphisms are linked to the renin-angiotensin-aldosterone axis (ACE
I/ID, ACE A2350G), as well as to salt and water management (ADD1 G460W, GNB3 C825T). Through a multivariate analysis, it was
concluded that these two last genetic variants together with four of the traditional risk factors (smoking, alcohol consumption, obesity
and diabetes) are associated in a significant and independent way with essential hypertension. In a predictive model of hypertension,

the introduction of genetic variants slightly increases the predictive value of the model.
Keywords: Hypertension; Polymorphism, Genetic; Portugal; Risk Factors

INTRODUGAO

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

O principal obstaculo para a compreensao dos meca-
nismos patogénicos da hipertensao arterial humana, decor-
re da complexidade e heterogeneidade da doenca. De fato,
embora no nivel clinico o quadro parega bastante uniforme,
uma variedade de fatores poligénicos e ambientais pode-
réo estar envolvidos na sua génese.® A maioria dos fatores
ambientais que influenciam a presséao arterial foi ja identi-
ficada,*® mas os fatores genéticos sdo pouco conhecidos.
Varios estudos confirmam a natureza multigénica da pres-
sdo arterial em geral®” e da hipertenséo arterial essencial
em particular.® Estima-se que os fatores genéticos sejam
responsaveis por cerca de 30% da variagdo tensional em
varias populagdes.®

Com o aparecimento dos estudos de associacéo genoé-
mica em larga escala (GWAS), muitos se tém dedicado a
HTA essencial. Em 2009, dois estudos de associagéo ge-
némica (GWAS), cada um com mais de 25 000 individuos
de ascendéncia europeia, identificaram 13 /oci associados
a pressao arterial sistélica (PAS), diastolica (PAD) e hiper-
tensado arterial.’®' Um outro estudo feito numa populagao
afro-americana, evidenciou associagdes entre varios genes
e a presséo arterial sistélica.’? Mais recentemente, em 2011
sao relatados pelo Consoércio Internacional de Presséao Ar-
terial (ICBP), 29 variantes genéticas independentes, identi-
ficadas pelo GWAS que influenciam a presséo arterial (PA)
em pessoas de ascendéncia europeia.’

A identificagdo de genes candidatos que medeiam a
suscetibilidade para a HTA, continua a ser objeto de estu-
do, principalmente utilizando estudos de associagdo em se-
res humanos, mas também utilizando estudos fisioldgicos
e farmacoldgicos de intervengdo em modelos animais e em

estirpes geneticamente modificadas. Sendo assim novas
abordagens genéticas, avangam no sentido da compreen-
séo e estudo dos genes que codificam os componentes das
vias bioldgicas, fisiolégicas e fungdes celulares da HTA.™

Foram incluidos no presente estudo, polimorfismos
genéticos de loci biologicamente plausiveis para HTA, no-
meadamente: ACE |I/D 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 G460W rs4961, SCNN1G
G-173A rs5718, GNB3 CB825T rs5443, ATP2B1 AIG
rs2681472, CYP17A1 TIC rs11191548, SLC4A2 CIT
rs2303934.

O objetivo do presente estudo foi avaliar os polimorfis-
mos genéticos que se associam ao aparecimento de hiper-
tenséo arterial essencial numa populagao portuguesa.

MATERIAL E METODOS
Populagao do estudo

O estudo foi realizado no Arquipélago da Madeira (Por-
tugal), cuja populagéo € de cerca de 300 000 habitantes.
Todos os participantes incluidos no estudo sdo de raca
caucasiana, naturais do Arquipélago da Madeira, sendo os
seus progenitores na 12 e 22 geragdes igualmente cauca-
sianos e nascidos neste arquipélago.

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

Fizemos um estudo caso-controlo com 1712 individuos
com média de idade de 51,0 = 7,9 anos, sendo 51% do
género masculino, selecionados das consultas de Medicina
Geral e Familiar e da Consulta de Medicina Interna do Hos-
pital Central do Funchal. Constituimos dois grupos, um com
860 individuos hipertensos (idade média 51,4 + 8; 53,3%
do género masculino) e outro com 852 controlos (idade
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média 50,7 + 7,7; 48,7% do género masculino). Os contro-
los foram emparelhados com os casos em termos de sexo
e idade.

Definigao de hipertensao arterial

A hipertensao arterial foi considerada quando os pa-
cientes, a entrada do estudo, ja estavam diagnosticados e/
ou tinham medicagao anti-hipertensiva ha pelo menos trés
meses ou quando diagnosticados com PAS e PAD = 140/90
mmHg medido em pelo menos trés ocasides.™

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

A presséao arterial foi medida, apés 10 minutos de re-
pouso, no brago direito, posicdo de sentado, usando um
esfigmomanoémetro Welch Allyn padrao (fases | a V). Re-
gistou-se a média de trés leituras obtidas com dois minutos
de intervalo.™

Excluiram-se do estudo os individuos com hipertensao
secundaria, insuficiéncia de 6érgdos multiplos, disturbios
mentais, doenga inflamatéria crénica, gravidas ou doentes
medicados para outras patologias com farmacos que pu-
dessem afetar a pressao arterial.

Recolha de dados

Todos os participantes preencheram um questionario
padronizado com referéncia a idade, sexo, estilo de vida,
tabagismo, consumo de alcool e terapéutica medicamento-
sa.

A altura foi medida em centimetros e obtido o peso em
quilogramas. Calculamos o indice de massa corporal (IMC),
utilizando a férmula (IMC = peso, kg/altura, m?). A obesida-
de foi definida como indice de massa corporal (IMC) > 30
kg/m."®

Definiu-se diabetes quando o nivel de glicose em jejum
> 126 mg/dL ou o nivel de glicose = 200 mg /dL e/ou existia
uma histéria de terapéutica para diabetes.®

Considerou-se o sedentarismo quando os individuos
ndo praticavam pelo menos 150 minutos por semana de
atividade fisica moderadamente vigorosa.'”

Considerou-se o tabagismo e o alcoolismo quando os
individuos tinham estes habitos a data de entrada do estu-
do.

Analise bioquimica

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

As amostras de sangue foram extraidas apés 14 - 16
horas de jejum e o plasma foi preparado para a quantifi-
cagado dos perfis bioldgicos. As concentragdes plasmati-
cas de glicose, colesterol total, triglicéridos, colesterol das
lipoproteinas de alta densidade (HDL-C) e colesterol das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL-C) foram medidas
utilizando métodos padronizados no laboratério central do
Hospital.

Analise genética

Extraimos o ADN genomico das células leucocitarias
do sangue periférico usando o método standard de salting-
-out. Efetuamos a analise genotipica usando sondas oligo-
nucleotidicas marcadas com fluorescéncia especifica para
cada um dos alelos num ensaio que combina a técnica
convencionada de PCR e a técnica TagMan (Applied Bio-
systems). Os primers e as sondas foram as pré-estabele-
cidas pelo fornecedor (TagMan SNP Genotyping Assays,
Applied Biosystems) para os 14 polimorfismos genéticos
ACE |/D 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 G460W rs4961, SCNN1G G-173A
rs5718, GNB3 C825T rs5443, ATP2B1 AIG rs2681472,
CYP17A1 TIC rs11191548, SLC4A2 C/T rs2303934.
Os oligonucleoétidos foram sintetizados e os marcadores
fluorogénicos FAM e VIC acoplados as extremidades 5’
das sondas de modo a alcangar a discriminagéo alélica.
A reacgéo de polimerizagdo em dois passos consistiu em
40 ciclos de desnaturagdo a 92°C durante 15 segundos e
de primer annealing e extensao a 60°C durante um minuto
e foi efectuada num aparelho 7300 real-time PCR System
(Applied Biosystems). Os genotipos foram determinados
recorrendo ao 7300 System SDS Software (Applied Biosys-
tems) sem qualquer conhecimento prévio dos dados clini-
cos correspondentes.

Andlise estatistica

As variaveis continuas foram expressas pela média +
desvio padrao nas variaveis de distribuicdo normal, ou, se
tal ndo aconteceu pela mediana (minimo - maximo). Para
comparar estas variaveis, entre casos e controlos foi utili-
zado o teste t de Student ou Mann-Whitney. As variaveis
categoricas foram apresentadas através da frequéncia e
percentagem e comparadas pelo teste qui-quadrado.

Na analise multivariada, para verificar quais as varia-
veis associadas independentemente com a HTA, fizemos
uma regressao logistica em que entraram as seguintes
variaveis: obesidade, diabetes, habitos tabagicos e alcod-
licos, sedentarismo e as variantes genéticas que, na anali-
se univariada, se associaram de forma significativa com a
HTA: ADD1 G460W rs4961, GNB3 C825T rs5443, ACE I/D
rs4340 e ACE A2350G rs4343. Para a selegdo da ordem
de entrada das variaveis no modelo foi usando o método
Forward Wald.

Para avaliar o risco preditivo de HTA, elaboramos cur-
vas ROC (receiver operating characteristic) e célculo das
respectivas AUC (area under the curve) inicialmente sé
com os fatores de risco tradicionais (FRT), e posteriormen-
te adicionando as variantes ADD1 G460W, GNB3 C825T,
ACE 1I/D e ACE A2350G aos FRT. As duas curvas foram
comparadas pelo Delong test.'® Fizemos a calibragdo dos
modelos pelo teste de Hosmer Lemeshow.

Analisamos os dados estatisticos recorrendo ao SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences Software ver-
sion 19.0) (IBM, Armonk, NY, USA) e ao software MedCalc
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versao 13.3.3.0.
O limiar de significancia foi de p < 0,05. Todas as anali-
ses foram bilaterais.

RESULTADOS
Carateristicas gerais da populagao estudada

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

As carateristicas basais da nossa amostra sdo apre-
sentadas na Tabela 1. O sexo e a idade foram semelhan-
tes nos dois grupos pelo ajustamento das populacdes de
acordo com a metodologia do estudo. Comparando o gru-
po dos casos com o dos controlos (Tabela 1), houve uma
diferenga significativa em relagdo as seguintes variaveis
que apresentaram valores médios mais elevados no grupo
dos hipertensos em relagdo aos controlos: sedentarismo
(p = 0,018), habitos alcodlicos (p = 0,019), diabetes (p <
0,0001), obesidade (p < 0,0001), pressao arterial sistolica
(p < 0,0001), pressao arterial diastdlica (p < 0,0001) e fre-
quéncia cardiaca (p = 0,001). Em relagédo ao tabagismo, ve-
rificdmos uma maior percentagem no grupo dos controlos
em relagdo aos hipertensos e com significancia estatistica
(p =0,001).

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

Variantes genéticas que se associaram com o apareci-
mento de HTA
Avaliamos as 14 variantes genéticas, mas apenas qua-

tro mostraram associagédo com o aparecimento de HTA (Ta-
bela 3). Nomeadamente, os polimorfismos da: alfa-aducina
ADD1 G460W rs4961 nos modelos recessivo (p = 0,003)
e co-dominante (p = 0,004); os da subunidade 33 da pro-
teina G (GNB3 C825T rs5443) nos modelos dominante
(p = 0,004) e multiplicativo (p = 0,044); os da enzima de
conversao da angiotensina (ACE 1/D rs4340) nos modelos
recessivo (p = 0,032) e multiplicativo (p = 0,025) e os da
ACE A2350G rs4343 nos modelos recessivo (p = 0,036),
multiplicativo (p = 0,023) e co-dominante (p = 0,028).

Posteriormente fizemos uma analise de regressao lo-
gistica (Tabela 4) com as quatro variaveis genéticas que,
na analise univariada, se associaram a HTA e com os FRT
como a obesidade, diabetes, habitos tabagicos e alcodli-
cos e sedentarismo. As variaveis que permaneceram na
equacao e que se associam de forma significativa e inde-
pendente com o aparecimento de HTA foram: obesidade
(p < 0,0001), diabetes (p < 0,0001), habitos alcodlicos (p =
0,013) e o gendtipo WW do gene ADD1 (p =0,013) e 0o CT
do GNB3 (p = 0,010).

Os habitos tabagicos surgem na equacao como variavel
protetora em relagdo ao aparecimento de HTA (p = 0,001).

Elaboramos uma curva ROC e calculamos a AUC pri-
meiramente com os FRT e, posteriormente, adicionamos
os polimorfismos genéticos que, na anadlise univariada, se
associaram com a HTA (Fig. 1). Verificamos que a adi¢édo
dos quatro polimorfismos genéticos aos FRT acrescentou
um valor preditivo (AUC) de 0,668 para 0,681, com signifi-
cado estatistico de acordo com o Delong test (p = 0,018).

DISCUSSAO

O nosso estudo demonstrou que, apds analise univa-
riada, as variantes genéticas ADD1 G460W rs4961, GNB3
C825T rs5443, ACE 1/D rs4340, ACE A2350G rs4343
relacionam-se com a HTA, sendo que as variantes ADD1
G460W rs4961, GNB3 C825T rs5443 associam-se de
forma significativa e independente com o aparecimento
deste patologia na nossa populagéo.

Tabela 1 — Carateristicas demograficas e clinicas dos participantes do estudo

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

Idade (anos) 51+7,9 514+8 50,7+7,7 0,069
Sexo masculino, n (%) 873 (51) 458 (53,3) 415 (48,7) 0,060
Sedentarismo, n (%) 915 (53,4) 484 (56,3) 431 (50,6) 0,018
Habitos alcodlicos, n (%) 634 (37) 342 (39,8) 292 (34,3) 0,019
Tabagismo, n (%) 392 (22,9) 169 (19,7) 223 (26,2) 0,001
Diabetes, n (%) 203 (11,9) 163 (19) 40 (4,7) < 0,0001
Obesidade, n (%) 457 (26,7) 330 (38,4) 127 (14,9) < 0,0001
IMC (kg/m?) 27,7+48 29,1+52 26,2+4 < 0,0001
PAS (mmHg) 134,1 £ 20,5 147,5+19 120,7 £ 11 < 0,0001
PAD (mmHg) 84,2+12.2 91+11,9 772+79 < 0,0001
FC (bat./min.) 72+ 11,7 72,9+12.22 71+11,1 0,001

IMC: indice de massa corporal; PAS: Pressao arterial sistdlica; PAD: Press&o arterial diastolica; FC: Frequéncia cardiaca; bat./min.: Batimentos/minuto; valores continuos expressos

pela média + desvio padréo; valores significativos para p < 0,05.
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Tabela 2 — Carateristicas bioquimicas dos participantes do estudo

Variaveis Total Hipertensos Controlos Valor p
(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 (10%/uL) 229 (23 - 664) 233 (23 - 664) 228 (65 - 544) 0,099
Leucdcitos (10%/pL) 6,4 (2,1-16,6) 6,7 (2,9 - 14,8) 6,3 (2,1-16,6) < 0,0001
Colesterol (mg/dL) 206 (100 - 370) 206,5 (100 - 346) 206 (107 - 370) 0,776
HDL-C (mg/dL) 48 (17,2 - 111,7) 47 (17,2 - 104) 49,0 (20,8 - 111,7) < 0,0001
LDL-C (mg/dL) 129 (37,7 - 269) 128,4 (37,7 - 269) 130 (42 - 260) 0,082
Triglicéridos (mg/dL) 111 (21 - 1098) 122,5 (29 - 1098) 100 (21 - 688) < 0,0001
PCR-as (mg/dL) 0,22 (0,01 - 19,62) 0,23 (0,02 - 19,62) 0,2 (0,01-18,51) < 0,0001
Glicose (mg/dL) 96 (66 - 364) 99 (70 - 360) 94 (66 - 364) < 0,0001

HDL-C: colesterol das lipoproteinas de alta densidade; LDL-C: Colesterol das lipoproteinas de baixa densidade; PCR-as: Proteina C reactiva-alta sensibilidade; valores apresentados

pela mediana (minimo - maximo); valores significativos para p < 0,05.

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

Casos Controlos Modelos Genéticos
Genes
(n = 860) (n =852) Dominante Recessivo Multiplicativo Co-dominante
I 110 (12,8) 128 (15) 1,205 1,233 1,173 1,327
rsAﬁEo ID  368(42,8) 389 (457) (0,916-1,586)  (1,018-1,495)  (1,020-1,348) (0,989-1,780)
DD 382 (44,4) 335 (39,3) p=0,182 p=0,032 p=0,025 p =0,059
AA 143 (16,6) 167 (19,6) 1,222 1,244 1,170 1,369
r:ﬁfa AG 424 (493)  435(511) (0,955—1564) (1,015-1526)  (1,022-1,340) (1,035 - 1,811)
GG 293 (341)  250(29,3) p=0110 p=0,036 p=0023 p=0,028
GG 600 (69,8) 617 (72,4) 1,138 2,763 1,202 2.805
r‘:f;; GT  230(267) 224(263) (0,923-1402) (1,376-5551) (0,999 — 1,446) (1,393 - 5,647)
T 30 (3,5) 1(1,3) p=0,226 p=0,003 p = 0,051 p = 0,004
cC 286 (33,3) 341 (40) 1,339 0,998 1,152 1,201
g;vzi CT  440(512)  378(444)  (1100-1,631)  (0,769-1296)  (1,004-1321) (0,902 — 1,600)
TT  134(156) 133 (15,6) p = 0,004 p = 0,087 p = 0,044 p=0210

ACE: Enzima conversora de angiotensina; ADD1: Alfa-aducina; GNB3: Subunidade 33 da proteina G.

Duas dessas variantes, ACE |/D e ACE A2350G, inter-
ferem no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
que tem um importante papel na regulacado da pressao ar-
terial, por regular a hemodinamica renal e a volemia."®

Assim, os genes que codificam os componentes do
SRAA sao candidatos naturais ao desenvolvimento e pro-
gressdo da HTA.?°

O gene ACE I/D humano localiza-se no cromossoma
17923 e é um polimorfismo de insergdo/delegéo (I/D) de
287 pb no intrdo 16 e tem sido utilizado extensivamente
como marcador genético.?' A enzima conversora da angio-
tensina (ECA) tem um papel chave na geragédo da angio-
tensina Il e degradacédo da bradicinina e através destas,
afeta a morfologia e a reatividade da parede vascular, as-
sim como a fungéo renal. Os niveis plasmaticos individuais
da ECA na populag&o normal s&o reproduziveis e estaveis,
havendo no entanto uma ampla variabilidade inter-indivi-
dual. O polimorfismo do gene ACE I/D modula fortemente
o nivel de ECA plasmatica,?*? sendo que cerca de metade
dessa variabilidade pode ser explicada por este polimor-
fismo.?* Alguns estudos descreveram o alelo D como fator
de risco para hipertensao arterial em varias populagdes.?®2%

Numa amostra constituida por 3095 participantes do Fra-
mingham Heart Study, foi verificada uma associagao do ge-
nétipo DD com aumento da presséo arterial diastolica em
homens, mas ndo em mulheres.?” Num outro estudo popu-
lacional, o locus da ACE foi associado a pressao arterial
diastdlica e a pressao arterial média em adolescentes, com
idade média de 15 anos.?® Numa meta-analise Ji LD, Zhang
LN et al° reportou que o gendtipo DD do polimorfismo ACE
I/D associou-se com a hipertensdo com um risco de 1,61
e através de modelos genéticos dominantes, recessivos
e aditivos, também foram encontradas associagdes posi-
tivas.?® No entanto, outros estudos ndo comprovam esta
associagdo. 3032

Assim, o presente estudo reforga, numa populagéo por-
tuguesa, o conceito de que o gendtipo DD da ACE se asso-
cia, de forma significativa, com a HTA. O odds ratio encon-
trado foi, no entanto, relativamente baixo, na ordem de 1,2,
0 que sugere uma influéncia isolada relativamente modesta
e pode explicar que noutros estudos, nomeadamente com
amostras de dimenséo inferior, esta diferenga ndo atinja a
significancia.

Um outro polimorfismo do gene ACE, uma substituicao
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Tabela 4 —Analise de regresséo logistica” para predigéo da doen-  Mas outros estudos apresentaram resultados inconclusi-

¢a hipertensiva

vos.% Na nossa populagdo, confirmamos a importancia do

-

Variaveis Odds ratio (IC 95%) Valor p polimorfismo da ACE A2350G na HTA. Numa meta-analise 2

Fumador 0,662 (0,518 — 0,845) 0,001 com 1699 casos e 1274 controlos, Niu et al® concluiu que 2

. o o

Alcool 1,306 (1,058 — 1,613) 0,013 o alelo ACE 2350A, conferia uma redugéo significativa do o

Obesidade 3.138 (2,469 — 3,989) <0,0001 risco de hipertensdo nos mugulmanos do Golfo Arabico e E

) do Paquistao e um risco elevado de HTA na populagéo Chi- <

Diabetes 3,510 (2,404 — 5,126) < 0,0001 nesa Han.®

ADDT 0,044 O gene da alfa-aducina ADD1 G460W rs496, localizado
GW 1,048 (0,834 — 1,317) 0, 687 no cromossoma 4p16.3, tem sido associado com o aumen-
WW 2,527 (1,219 — 5,239) 0,013 to da suscetibilidade de desenvolver hipertensdo,* ' mas
GNB3 e 0, 030 existem resultados contraditérios.*?#4 A aducina é uma pro-
oT 1,339 (1,073 — 1,671) 0,010 teina heterodimeérica do citoesqueleto, presente em muitos

tecidos, com subunidades a, B e y envolvidas no contato

T 1,283 (0,947 — 1,739) 0, 108

* Método Forward Wald (SPSS v. 19.0) em que sairam da equagdo as seguintes
varidveis: sedentarismo; genes ACE8 e ACE ID. IC: Intervalo de confianga; estatistica-
mente significativo para p < 0,05.

A/G na base 2350 do exado 17 (A2350G) foi estudado por
Zhu et al*®* numa amostra populacional da Nigéria com 1343
individuos. Neste estudo, este polimorfismo associou-se
a uma maior concentracdo de ACE plasmatica e a pres-
sdo sanguinea.®* Saeed ef al* também concluiu que o
gendtipo ACE GG estava associado com o aparecimen-
to de HTA (OR = 1,80; IC a 95% 1,06 - 3,07; p = 0,02).

célula a célula, transporte de ibes da membrana celular e
transducao de sinal. E uma das proteinas que regulam Na+
- K+ ATPase.*5% A variante genética mutada ADD1 460W,
leva a alteragéo da actina e tém demonstrado influenciar a
expressao superficial e a velocidade maxima da Na+ - K+
ATPase e subsequentemente uma mais rapida reabsorgao
de Na+ tubular renal e a um aumento da presséo sangui-
nea.*” No presente trabalho, os polimorfismos da alfa-
-aducina, quer no modelo recessivo, quer no co-dominante,
apresentaram um risco importante de HTA, com um OR de
2,8. Numa populagédo conhecida por ter elevado consumo

Comparagao das curvas AUC

100 —
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Sensibilidade

40 —

20 —

AUC = 0,668

AUC =0,681

Delong test, p = 0,018

FRT
FRT + ADD1 rs4961 + GNB3 rs5443
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60 80 100

100 - Especificidade

Figura 1 — Curvas ROC realizadas para os FRT e para os FRT com as variantes genéticas
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de sal, faz sentido que estes polimorfismos sejam relevan-
tes na gestdo do sal e da agua, e, consequentemente, no
aparecimento de HTA.

Varios investigadores descreveram uma associagado
do polimorfismo da subunidade 33 da Proteina G C825T
rs5443 com a HTA,*®% mas outros estudos ndo confir-
mam este resultado.5?%® O gene B3 da proteina G, esta
localizado no cromossoma 12p13.54 O polimorfismo GNB3
C825T resulta dum splicing alternativo do exdo 9 que eli-
mina 41 aminoacidos na proteina, associando-se assim a
expressdao de uma nova variante truncada (G3-s) que se
correlaciona com a ativagédo da proteina G.* Esta variante
truncada é uma proteina funcional mas confere uma ativa-
¢do aumentada das proteinas G, facilitando a sinalizagdo
intracelular.’® Além do que, uma atividade aumentada da
proteina G, aumenta a troca dos ides de Na+/H+ e asso-
cia-se a maiores niveis plasmaticos de Na+ e menores de
potassio. Isto evidencia o papel dessas proteinas na pato-
génese da HTA.% O trabalho que apresentamos revela uma
influéncia modesta destes polimorfismos no aparecimento
da HTA, estatisticamente significativo nos modelos domi-
nante e multiplicativo, com riscos na ordem de 1,2 a 1,3.

Adicionalmente, os nossos resultados mostram que,
apos analise de regressao logistica, as variaveis que per-
maneceram na equagao, demonstrando estarem associa-
das ao aparecimento de HTA de forma significativa e inde-
pendente, foram a obesidade OR = 3,138, habitos alcodli-
cos OR = 1,306, diabetes OR = 3,510 e os gendtipos WW
da ADD1 rs4961 OR = 2,527 e o CT do GNB3 rs5443 com
OR =1,339.

Curiosamente, os habitos tabagicos aparecem como um
fator protetor, ou seja, nos controlos havia mais individuos
com habitos tabagicos do que no nos hipertensos (26.2%
vs 19.7%). Este resultado aparentemente paradoxal pode
explicar-se pelo facto dos individuos hipertensos ja esta-
rem a ser seguidos em consultas médicas e em abordagem
geral do risco cardiovascular muitos deixaram de fumar.

Apods elaboragédo da curva ROC e calculo das AUC
inicialmente s6 com os FRT e posteriormente adicionando
as variantes ADD1 G460W, GNB3 C825T, ACE I/ID e ACE
A2350G aos FRT, verificamos ter havido um incremento no
risco preditivo de HTA, relativamente ao existente s6 com
os FRT, com significado estatistico (p = 0,018).

Estes resultados sugerem que a HTA é uma doencga
multifatorial, causada por fatores ambientais, genéticos e
estilos de vida que interagem entre si e levam ao apareci-
mento desta patologia.

Pontos fortes e limitagées do estudo
O presente estudo é o primeiro caso-controlo feito na
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