Funchal, 01 Setembro de 2017

Vimos por este meio encaminhar o artigo, corrigido e revisto, intitulado “Polimorfismos Genéticos Associados ao Aparecimento de Hipertensão Arterial Numa
População Portuguesa"”, para a vossa apreciação. 

Primeiramente, gostaríamos de agradecer aos revisores deste estudo que apresentaram sugestões construtivas e comentários muito pertinentes, contribuindo assim para melhorar a qualidade de nosso artigo. 

Os comentários apontados pelos revisores 1 e 2 são respondidos aqui, sendo que as respectivas alterações são apresentadas no artigo a vermelho. 

Esperamos que as nossas respostas e alterações vão de encontro ao que é proposto, de modo a que considerem o nosso artigo digno de ser publicado na “Acta Médica Portuguesa (AMP)”.

O autor correspondente

Ana Célia Sousa

Revisor A:

COMENTÁRIOS SOBRE A REDACÇÃO DO MANUSCRITO

A opção por escrever o manuscrito em língua portuguesa, infelizmente, retirará visibilidade internacional a este estudo, mas tendo sido assumida pelos seus autores é recomendável que evitem a utilização desnecessária de vocábulos ingleses (exemplos: "standard", "salting-out", "primer", etc).

R. Obrigada pela recomendação. Já substituímos todos os vocabulários ingleses pela língua portuguesa no manuscrito.


A utilização de siglas e abreviaturas ao longo do texto precisa de ser uniformizada: há abreviaturas introduzidas mais do que uma vez ao longo do manuscrito texto e depois não utilizadas sistematicamente (alguns exemplos: "HTA" para hipertensão arterial; "PAS" para pressão arterial sistólica; "PAS" para pressão arterial diastólica).

R. Obrigada pela correcção. Já tentámos uniformizar o manuscrito quanto ao uso de siglas e abreviaturas. 

Aquando da primeira utilização das siglas dos loci genéticos relevantes, os respectivos nomes deverão ser apresentados por extenso; por outro lado, as siglas dos loci deverão ser utilizadas de modo consistente ao longo do texto (exemplos a evitar: "ECA" e "ACE"). As abreviaturas e identificadores "rs" utilizados para descrever os polimorfismos genéticos seleccionados para análise deverão ser devidamente explicados no texto, de forma a serem legíveis por leitores que não sejam conhecedores das regras de notação de polimorfismos genéticos. Por outro lado, a identificação e descrição de polimorfismos genéticos deverá seguir um critério uniforme; no manuscrito, são alguns exemplos de falta de uniformidade deste critério os seguintes: «ACE A2350G rs4343» / «AGT T174M rs4762» / «CYP11B2 -344 C/T rs1799998» / «SCNN1G G-173A rs5718» / «SLC4A2 C/T rs2303934».
R. Obrigada pela crítica construtiva. Tentámos responder aos comentários acima no manuscrito principal, quanto aos nomes dos genes por extenso, a uniformização das suas siglas, e a sua descrição.

A palavra "risco" não parece ser a melhor opção para se referir ao valor preditor das curvas "ROC".
R. Obrigada pela correcção. Já alterámos o “risco” para o “valor ou capacidade preditiva” no manuscrito.

-----

COMENTÁRIOS SOBRE A METODOLOGIA

[...DE SELECÇÃO DA POPULAÇÃO] 

Deve ser dada informação mais detalhada sobre o procedimento de selecção dos casos e dos controlos. Por exemplo: como se identificaram os casos (doentes com hipertensão arterial) elegíveis para o estudo? Foram seleccionados consecutivamente num dado intervalo de tempo ou por amostragem aleatória de ficheiros clínicos? Foram doentes incidentes ou prevalentes? Como se identificaram e seleccionaram os controlos? 

R. Os casos foram seleccionados consecutivamente durante um período de 3 anos à medida que recorriam à consulta com o seu médico assistente. Os controlos também foram seleccionados por uma amostragem aleatória dos ficheiros clínicos da consulta de Medicina Geral e Familiar. A maioria dos casos eram doentes já seguidos no seu médico assistente, no entanto foi-nos também reencaminhados doentes incidentes. 



[...DE COLHEITA DE DADOS CLÍNICOS] 
Foi utilizado um questionário padronizado para recolha de dados demográficos (sexo e idade), de estilo e hábitos de vida (sedentarismo, consumo de bebidas alcoólicas, hábito tabágico), e de uso de
medicamentos, mas não é dada informação sobre como foi aplicado o questionário nem em que fase do processo de recrutamento foi preenchido pelos participantes no estudo. Também faltam detalhes pertinentes sobre alguns dos itens do questionário: não permitia obter informação de gradação dos hábitos tabágico e etílico correntes? Nem sobre a sua história pregressa em participantes que negaram fumar ou consumir bebidas alcoólicas à data do seu recrutamento para este estudo? A informação sobre a medicação activa à data do recrutamento para este estudo foi
obtida com uma pergunta aberta ou com uma lista uniformizada de medicamentos?
R. Os doentes e controlos recrutados para o estudo são encaminhados pelos seus médicos assistentes para uma consulta médica na Unidade de Investigação. Aquando desta primeira consulta, o questionário padronizado é feito pelo médico. Atualizámos a tabela 1 com informação mais detalhada acerca dos hábitos tabágicos e etílicos. A informação sobre a medicação ativa é obtida à data da primeira consulta na Unidade de Investigação por uma pergunta aberta aos doentes. Posteriormente, o médico que realiza a consulta faz uma lista uniformizada dos medicamentos.


Como foi verificado/excluído o diagnóstico de Diabetes Mellitus nos participantes neste estudo: por consulta de processo clínico?
R. O diagnóstico de Diabetes Mellitus foi verificado quando os pacientes tinham uma história de diabetes mellitus confirmada e/ou cumpriam terapêutica para esta condição clínica ou quando o seu nível de glicose em jejum excedia os 126 mg/dL ou quando a hemoglobina glicosilada A1C era superior a 6,5%. 

Quando foi obtida a informação biométrica (estatura e peso) dos participantes no estudo?
R. Os dados biométricos foram recolhidos na primeira consulta de cada participante pelo médico que realizou a consulta.

[...DE ANÁLISE DE DADOS] 

Os autores não fizeram correcção estatística para comparações múltiplas na mesma amostra: deveriam fazê-lo, em alternativa, fundamentar devidamente a sua opção em contrário.
R. Foi feita a correcção de Bonferroni para averiguar se os genes se encontravam em equilíbrio de Hardy-Weinberg.

Em análises univaridas para selecção de loci a incluir num modelo de regressão logística, é habitual que o critério de significância estatística seja menos estrito do que o convencional (isto é, p<0.05),
minimizando a possibilidade de ocorrência de erro estatístico de tipo II na fase inicial de selecção de variáveis para inclusão na análise de regressão logística múltipla. Com o critério estatístico que utilizaram na análise univariada, os autores poderão ter excluído do modelo preditor um ou mais loci relevantes. Esta potencial fragilidade deverá ser revista por re-análise dos dados, ou a opção em contrário devidamente discutida pelos autores. 
R. R. Selecionámos as variáveis candidatas à análise multivariada, utilizando o método proposto por Hosmer, D. W. & Lemeshow, S. (1989), i.e., qualquer variável que apresentar um valor p inferior a 0,25 deve ser candidata ao modelo multivariado, assim como as variáveis com importância biológica. Após selecção do método Stepwise, consideramos os limites mínimo e máximo de 0,15 como valor p de entrada e 0,20 como valor de saída (Valores sugeridos por Hosmer, D. W. & Lemeshow, S.).

Havendo desequilíbrio de ligação entre polimorfismos dos mesmos loci (exemplos: ACE «I/D rs4343» e «A2350G rs4343»; AGT «T174M rs4762» e«M235T rs699»), a análise de haplótipos é potencialmente mais informativa do que a análise de cada um dos polimorfismos individualmente.
A omissão dos haplótipos dos loci ACE e AGT da análise univariada deverá ser reconsiderada pelos autores, ou devidamente discutida numa versão revista do manuscrito.
R. Concordamos que uma análise haplotípica seria potencialmente mais informativa do que a análise individual dos polimorfismos, por este motivo consideramos efectuar uma análise de haplótipos num futuro trabalho. Muito obrigada pela sugestão.

Que factores de risco tradicionais (e respectivas medidas) foram incluídos na elaboração da curva "ROC"?
R. Os factores de risco tradicionais incorporados na curva ROC foram:
· Tabagismo
· Hábitos etílicos
· Obesidade (IMC>30kg/m2)

· Diabetes

· Sedentarismo

-----
COMENTÁRIOS SOBRE O REPORTE DE RESULTADOS E AS CONCLUSÕES DOA AUTORES 

Quantos dos indivíduos elegíveis para inclusão na coorte de estudo não assinaram o respectivo consentimento informado? Quantos dos casos elegíveis foram excluídos com base nos critérios de exclusão? Não houve exclusão de participantes por falha de genotipagem? 
R. Todos os indivíduos que entraram neste estudo (n=1712) assinaram o consentimento informado, sendo que destes nenhum foi excluído. Todos os 1712 que entraram no estudo tinham a genotipagem completa.

No rodapé da "Tabela 1: Caraterísticas demográficas e clínicas dos participantes do estudo", afirma-se que o "álcool", -- presumindo-se que referindo a prevalência de hábito etílico entre os partcicipantes no estudo --, "está representado pela mediana", o que não se entende para uma
variável dicotómica. 
R. Obrigada pela observação. No entanto atualizámos esta tabela introduzindo também os “hábitos etílicos” como variável contínua. 

O resultado paradoxal de maior prevalência de hábito tabágico nos controlos do que nos doentes hipertensos não é de somenos importância e deverá ser devidamente esclarecido; a hipótese de que seja devida a modificação de comportamento dos doentes hipertensos por intervenção
médica deverá ser verificada por avaliação da prevalência de história pregressa de hábito tabágico em casos e controlos. Embora o hábito tabágico seja um factor major de risco cardiovascular arteriosclerótico, a relação entre tabagismo e hipertensão arterial é menos clara e, quando muito, de nível modesto. Esta observação, por si só, constituiria matéria relevante de análise epidemiológica. 
R. Os casos apresentam uma menor percentagem de hábitos tabágicos ativos do que os controlos Mas refizemos a tabela 1 reintroduzindo a variável “ex-fumadores”, cuja percentagem é superior do que nos controlos, o que pode poderá indiciar que isto deve-se à modificação do comportamento dos doentes hipertensos por intervenção médica.

Na "Tabela 2: Caraterísticas bioquímicas dos participantes do estudo", são também apresentados valores de parâmetros hematológicos (hemoglobina, plaquetas, leucócitos), cuja relevância nem sequer é clara para este estudo; a comparação dos níveis de colesterol (total, HDL e LDL) e de triglicerídeos entre casos e controlos, sem informação sobre a utilização corrente de medicação hipolipemiante, é clinicamente irrelevante; o mesmo se pode dizer dos níveis de glicemia, na ausência de informação sobre insulinoterapia ou medicação com antidiabéticos orais; dado que nenhum destes parâmetros foi incorporado no modelo preditor, nem mencionado na discussão, qual a relevância da sua apresentação? 
R. A tabela 2 foi incluída neste trabalho para mera informação do perfil bioquímico dos doentes. Mas se achar pertinente, visto que não acrescenta conclusões relevantes ao trabalho, poderemos retirar a tabela 2. Em relação à medicação para a diabetes, foi colocado na 1ª tabela a percentagem de diabéticos que estavam medicados com antidiabéticos orais e/ou insulina. Quanto aos hipertensos medicados, colocámos a informação no manuscrito.

Na análise univariada, apenas 4 («ACE rs4340», «ACE rs4343», «ADD1 rs4961» e «GNB3 rs5443») dos 13 polimorfismos genéticos analisados tinham associação estatisticamente significativa com o risco hipertensão arterial. Porém, na análise de regressão logística, só 2 daqueles loci
(«ADD1 rs4961» e «GNB3 rs5443») foram identificados como estando associados de forma significativa e independente com o aparecimento de hipertensão arterial. Sendo assim, por que razão os autores afirmam, na discussão dos resultados e na sinopse do manuscrito, que este estudo
demonstra que a associação dos polimorfismos «ACE rs4340» e «ACE rs4343» com o risco de hipertensão arterial também se observa na população madeirense? (Poderia ser interessante incorporar os haplótipos do locus «ACE» na análise de regressão logística.) 
R. Os genes ACE rs4340 e ACE rs4343 foram incorporados na regressão logística mas não obtiveram significância estatística para se manterem na equação. No estudo univariado, essas duas variantes apresentaram significância estatística mas ao colocarmos na análise multivariada perderam essa significância.

Apesar de só 2 dos polimorfismos estudados apresentarem relação independente e estatisticamente significativa com o risco de hipertensão arterial, os autores incorporaram na elaboração das curvas "ROC" todos os 4 loci identificados na análise univarida. Qual a fundamentação teórica desta opção? Qual a relevância clínica da incorporação da informação genética na curva "ROC" obtida com os factores de risco tradicionais? 
R. Houve um engano na legenda da Figura 1 pois na segunda curva ROC, só entraram 2 polimorfismos, o ADD1 e o GNB3 (os que permaneceram na regressão logística).

A curva ROC é uma ferramenta poderosa para medir e especificar problemas no desempenho do diagnóstico em medicina por permitir estudar a variação da sensibilidade e especificidade para diferentes valores de corte. Estes resultados estão ainda em fase de estudo, para serem usados na prática clínica, precisam de uma maior evidência científica.  



------------------------------------------------------
Revisor B (Também em anexo):

Comentários gerais

Artigo sobre um tema atual e científica e clinicamente relevante. A amostra de população estudada tem uma dimensão significativa e a metodologia de genotipagem é globalmente adequada (ver sugestões). A bibliografia é extensa mas com poucas referências a publicações recentes. Há
incorreções frequentes do português que dificultam a compreensão do texto. As correções sugeridas não são estruturais e serão facilmente aplicáveis.

 
Abstract

O estudo é do tipo gene-candidato pelo que não se vão avaliar ….”os polimorfismos genéticos associados ao aparecimento de hipertensão….”. O que se avalia é se um conjunto de variantes genéticas específicas são fatores de suscetibilidade para a hipertensão.
R. Concordamos com o revisor B, e como tal, já alterámos o objetivo do estudo.
 

Introdução

- Na introdução, Identificar os genes e não referir apenas os símbolos- não deixar para a discussão. Por exemplo, gene da enzima de conversão da angiotensina (ACE), … gene da subunidade beta 3 da proteína de ligação ao nucleótido de guanina (GNB3). Uma alternativa é recorrer a tabela onde
descreva os genes, os polimorfismos e o protocolo de genotipagem usado (ver comentários dos Materiais e Métodos)
R. Obrigada pela sugestão que achámos muito pertinente. Já fizemos a devida identificação dos genes no capítulo da Introdução. 

 - Genes em itálico e segundo a sigla da HGNC; por exemplo, ACE e não ECA (ver em OMIM)
R. Já corrigimos a sigla da enzima conversora da angiotensina para ACE e uniformizámos em todo o manuscrito. Também colocámos os nomes dos genes em itálico, aquando a sua identificação.

- Manter sempre a mesma nomenclatura para cada polimorfismo ao longo do texto, de preferência, a referência rs
R. Obrigada, já uniformizámos a nomenclatura dos polimorfismos genéticos no manuscrito.

- Definir exatamente quais são os FRT a 1ª vez que a expressão é citada (na introdução) ou então na secção dos Materiais e métodos
R. Já definimos os FRT na secção material e métodos, na parte da análise estatística: obesidade, diabetes, hábitos tabágicos e alcoólicos, sedentarismo.

Materiais e métodos

- Excluiu-se a consanguinidade entre os participantes?
R. Não foi excluída essa situação.


- Os protocolos TaqMan foram confirmados em amostras genotipadas por sequenciação? – Efetuaram-se duplicados cegos para todos os ensaios TaqMan utilizando cerca de 20% do total de amostras. A genotipagem foi ainda confirmada por sequenciação direta de 10% das amostras para todos os SNPs. Os resultados foram replicativos e tiveram uma correspondência na ordem dos 95-99% em relação à técnica TaqMan e/ou ao primeiro ensaio TaqMan.

- Rever descrição do método de genotipagem – o método usado é o de PCR em tempo real com sondas TaqMan 
R. O método de genotipagem já foi revisto e editado no manuscrito. 

- Falta a referência aos protocolos da TaqMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems) – Porquê voltar a referenciar todas as variantes sem acrescentar a referência do protocolo? Por exemplo, rs4343 (ACE, C_11942562_20) (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 
R. Já foi corrigido e adicionaram-se as referências aos ensaios TaqMan.

- A identificação da variante ACE I/D, uma inserção Alu, foi realizada por um ensaio TaqMan? Esta variante está em desequilíbrio de ligação alélica com o SNP rs4343, o qual é geralmente usado para a identificação do rs1799752. 
R. Utilizou-se o SNP rs4341, C__29403047_10, com o qual se encontra em estrito desequilíbrio de ligação alélica.

- Os protocolos TaqMan foram confirmados em amostras genotipadas por sequenciação? É frequente existir falta de especificidade das sondas TaqMan e ambiguidade na leitura dos resultados, mesmo para os protocolos da Applied Biosystems 
R. Efetuaram-se duplicados cegos para todos os ensaios TaqMan utilizando cerca de 20% do total de amostras. A genotipagem foi ainda confirmada por sequenciação direta de 10% das amostras para todos os SNPs. Os resultados foram replicativos e tiveram uma correspondência na ordem dos 95-99% em relação à técnica TaqMan e/ou ao primeiro ensaio TaqMan.



- Na avaliação do significado estatístico deve ser efetuada uma correção que tenha em conta o nº de varáveis analisadas (como a de Bonferroni) 
R. A correcção de Bonferroni foi utilizada quando verificou-se quais os genes que estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg, sendo o limiar de significância p=0,05/14(genes) =0,004. Essa informação não constava no trabalho, assim foi feita a sua alteração.

- O facto de as duas variantes analisadas do gene ACE, I/D ou rs1799752 e rs4343, estarem em desequilíbrio de ligação deveria ser tido em conta na avaliação multivariada – fará sentido entrar com estas duas variantes?? 
R. Como se encontram em linkage (apesar de não termos procedido a nenhum teste que o comprovasse) poderíamos deixar de colocá-las na regressão logística, ou colocar uma só. O facto é que como nenhuma permanece na equação, pelo que não fará grande diferença colocá-las ou não.

- Porque é que na curva ROC não foram usados apenas os fatores de risco que na regressão logística demonstraram serem fatores independentes? 
R. Na primeira curva ROC foram introduzidas os FRT que permaneceram como factores independentes na regressão logística, ou seja, Tabaco; Álcool; Obesidade e Diabetes. O sedentarismo não permaneceu na multivariada e por esse motivo não foi incorporado na curva ROC. Na segunda curva foi feita a mesma coisa mas entrando também com os genes que permaneceram na regressão logística: ADD1 e GNB3.
Discussão

- pag 11

“O gene ECA I/D humano localiza-se no cromossoma 17q23 e é umpolimorfismo de inserção/deleção (I/D) de 287 pb no intrão 16 e tem sido utilizado extensivamente como marcador genético” Reformular de modo a distinguir o gene (ACE) do seu polimorfismo (ACE I/D). Por exemplo: “O gene ACE localiza-se no cromossoma 17q23 e a variante ACE I/D ou rs1799752, um polimorfismos de inserção/deleção de uma sequência Alu de cerca de 287 pb no intrão 16, tem sido extensamente utilizado como marcador genético…
R. Pedimos desculpa pelo engano. Já corrigimos no manuscrito de acordo com a vossa sugestão. Muito obrigada.

- “O gene da alfa-aducina ADD1 G460W rs496, localizado no cromossoma 4p16.3, tem sido associado”. Reformular e distinguir o gene, ADD1, do seu polimorfismo (uma variante missense que consiste na substituição do aminoácido glicina pelo triptofano) (ver exemplo anterior)
R. Pedimos mais uma vez desculpa por este lapso. Já foi corrigido no manuscrito.

- …”É uma das proteínas que regulam Na+ - K+ ATPase” Considerar substituir por ….É uma das proteínas que regulam a actividade da Na+/K+-ATPase membranar.
R. Concordamos e já alterámos no manuscrito. Obrigada.

- “A variante genética mutada ADD1 460W” Considerar retirar o termo mutada, visto tratar-se de uma variante comum não patogénica
R. Concordamos e já alterámos no manuscrito. Obrigada.

- “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.” Considerar a substituição do termo “apresentaram” por associaram-se a..
R. Concordamos e já alterámos no manuscrito. Obrigada.
 

- “Numa população conhecida por ter elevado consumo de sal, faz sentido que estes polimorfismos sejam relevantes na gestão do sal e da água, e, consequentemente, no aparecimento de HTA. Reformular – o que se pretende dizer? Que os polimorfismos podem ter
impacto na reabsorção renal de Na+ e consequentemente no desenvolvimento de HTA?
R. Sim, obrigada pela sugestão. Já reformulámos a frase no manuscrito. 
 

- pag 13 “Curiosamente, os hábitos tabágicos aparecem como um fator protetor, ou seja, nos controlos havia mais indivíduos com hábitos tabágicos do que no nos hipertensos (26.2% vs. 19.7%; p= 0,001). Esteresultado aparentemente paradoxal pode explicar-se pelo facto dos
indivíduos hipertensos já estarem a ser seguidos em consultas médicas e em abordagem geral do risco cardiovascular muitos deixaram de fumar”. (O que se pretende dizer?)
R. Os casos apresentam uma menor percentagem de hábitos tabágicos ativos do que os controlos Mas refizemos a tabela 1 reintroduzindo a variável “ex-fumadores”, cuja percentagem é superior do que nos controlos, o que pode poderá indiciar que isto deve-se à modificação do comportamento dos doentes hipertensos por intervenção médica.
 

- A variante rs4343 do gene ACE é uma variante sinónima, pelo que o seu significado funcional deveria ser discutido, assim como o facto de estar em desequilíbrio de ligação com a variante rs1799752 (ACE I/D).
R. A mutação realmente resulta numa variante sinónima em termos de proteína (T202T), portanto não deverá ter impacto funcional. No entanto, deverá estar em desequilíbrio de ligação com alguma outra mutação próxima que implique alterações estruturais/funcionais na proteína. O estudo mais informativo para se especificar que realmente estão em desequilíbrio de ligação seria o de análise haplotípica utilizando os 2 SNPs, que não foi realizado no âmbito deste estudo. Talvez seria interessante num futuro trabalho incluir uma análise haplotípica.

- ..”Verificamos que a adição dos 4 polimorfismos genéticos aos FRT acrescentou um valor preditivo (AUC) de 0,668 para 0,681, com significado estatístico de acordo com o Delong test (p=0,018).” Este valor, embora aumentado, não é suficiente para permitir uma aplicação clínica. Este aspeto deve ser claramente discutido.
R. Antes de mais, verificámos um engano na legenda da Figura 1 pois na segunda curva ROC, só entraram 2 polimorfismos, o ADD1 e o GNB3 (os que permaneceram na regressão logística).

A curva ROC é uma ferramenta poderosa para medir e especificar problemas no desempenho do diagnóstico em medicina por permitir estudar a variação da sensibilidade e especificidade para diferentes valores de corte. Para averiguar se duas curvas são estatisticamente significativas podemos recorrer ao teste Delong a partir do software MedCalc. Este teste compara as áreas abaixo das curvas e testa se a diferença entre elas é significativa ou não. Como na nossa população as curvas apresentaram um valor de p menor que 0,05, considerou-se que as áreas das duas curvas eram diferentes significativamente. 


- Discutir o facto de a hipercolesterolémia e a elevação das HDL não serem fatores de risco independentes.
R. A hipercolesterolémia e a elevação das HDL são fatores de risco clássicos de doença cardiovascular. Mas em relação ao risco de hipertensão arterial, os resultados são controversos. Por este motivo, estas variáveis não foram estudadas como factores de risco tradicionais de HTA. 

Conclusão

Só devem ser referidos os fatores que na regressão logística demonstraram serem fatores de risco independentes para a hipertensão arterial.
R.Sim, já refizémos a conclusão de modo a constar apenas os factores de risco independentes obtidos na regressão logística. Obrigada pela sugestão.
