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RESUMO

A hipertensdo ¢ uma doenca multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenca
de niveis elevados de tensao arterial e encontra-se frequentemente associada a distirbios metabolicos e
hormonais, com presenga de hipertrofia cardiaca e elevagdo do tonus vascular. E também considerada
uma sindrome por estar fortemente associada a um agregado de distirbios metabolicos, tais como a
obesidade, aumento da resisténcia a insulina, diabete mellitus, e dislipidemias, que podem contribuir de
forma significativa para o aumento da incidéncia da hipertensdo e outras doengas cardiovasculares, bem
como estarem na base do desenvolvimento das mesmas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a suscetibilidade genética para o desenvolvimento de
hipertensdo na populagdo portuguesa, mais especificamente pretendeu-se testar a associagdo de
variantes nos genes NOS3, HBA e G6PD com a hipertensdo (fendtipo distante) e com potenciais fatores
de risco (fendtipos intermédios). Para tal foram analisadas amostras de sangue periférico de 377
individuos portugueses, com idade compreendida entre os 19 e 98 anos, dos quais 227 eram do sexo
feminino e 144 do sexo masculino, sendo 243 hipertensos e 134 normotensos (populagdo controlo).
Foram ainda analisadas 22 amostras de uma populagdo africana ndo hipertensa (Mogambique).

Para a pesquisa do nimero de repetigcdes de 27 bp em tandem (VNTR) no intrao 4 do gene NOS3
foi usada a PCR, para a pesquisa do SNP rs1050829 no gene G6PD foi usado a PCR-RFLP ¢ para a
pesquisa da delegdo alfa-talassémica de -3,7kb no agrupamento génico da alfa-globina foi usada uma
metodologia de Gap-PCR. Para a pesquisa de variantes no exdo 2 dos genes HBAI ¢ HBA?2 foi usada a
PCR seguida de sequenciagdo de Sanger Os calculos estatisticos foram realizados no programa
estatistico SPSS 25.0, sendo o nivel de significancia estatistico estabelecido para p-value < 0,05. Dado
que existia diferenca entre os dois grupos analisados (hipertensos e normotensos) no que diz respeito a
idade (mas ndo ao género), sempre que necessario foi realizado o ajuste para este fator de confundimento.

Os resultados deste estudo mostraram que a presenga do alelo 4a em NOS3 (em heterozigotia
ou homozigotia) estd associado a um maior risco de ser hipertenso [OR = 2,297; IC (95%) = (1,206 —
4,376); p = 0,011]. Observou-se também que o IMC e a glicémia apresentavam diferencas
estatisticamente significativas entre hipertensos e normotensos, respetivamente, p = 0,008 e p = 0,036.
Além disso, foi observado que na auséncia do alelo 4a o IMC, a glicémia e a uricémia estdo associadas
a hipertensdo (p = 0,005; p = 0,001 e p = 0,013) e que poderao ser fatores de risco independentes. Nao
se verificaram quaisquer diferengas estatisticamente significativas para a variante da G6PD e para a
presenca da alfa-talassémia entre os grupos (hipertensos e normotensos).

Os resultados obtidos neste estudo indicam que a presenca do alelo 4a no gene NOS3 é um fator
de suscetibilidade genética para o desenvolvimento de hipertensdo na populagio portuguesa. Este facto
real¢a a importancia do metabolismo do 6xido nitrico nesta patologia. A identificagdo de variantes
genéticas associadas ao fenotipo hipertenso, podera permitir o reconhecimento de individuos suscetiveis
¢ a classificag@o dos pacientes em subgrupos com distintas caracteristicas genéticas, de maneira a serem
delineadas as melhores estratégias preventivas e terapéuticas.

Palavras-Chave: Hipertensao, 6xido nitrico, a-globina, glicose-6-fosfato-desidrogenase
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ABSTRACT

Hypertension is a multicausal, multifactorial and polygenic disease, characterized by the
presence of elevated arterial tension levels and is frequently found associated with metabolic and
hormonal disturbances, with the presence of cardiac hypertrophy and elevation of the vascular toning. It
is also considered a syndrome because it is strongly associated with an aggregate of metabolic
disturbances, such as obesity, increased insulin resistance, diabetes mellitus and dyslipidemia, which
may contribute significantly to increased incidence of hypertension and other cardiovascular diseases,
as well as being at the basis for their development.

This project aimed to evaluate the genetic susceptibility to hypertension within the Portuguese
population, more specifically to test the association of variants in genes NOS3, HBA and G6PD with
hypertension (distant phenotype). Also, the contribution of some biochemical/clinical parameters as
potential risk factors (intermediate phenotypes) were analysed. For that, peripheral blood samples of
377 Portuguese individuals being 243 hypertensives and 134 normotensives (population control) were
investigated. The sample was composed by 227 females and 144 males with ages ranging between 19
and 98 years. Further, 22 samples of a non-hypertensives African population was analyzed
(Mozambique).

The characterization of the number of repetitions of 27 bp in tandem (VNTR) in 4 intron of the
gene NOS3 was performed by PCR, the SNP rs1050829 in G6PD gene was analysed by PCR-RFLP and
the study of -3,7kb alpha-thalassemic deletion in the alpha-globin cluster was performed by Gap-PCR.
To search for variants in exon 2 of HBAI and HBA2 genes PCR followed by Sanger sequencing. The
statistical calculations were made using the statistics tool SPSS 25.0, with the statistical significance
level set to p-value <0.05. As the two groups (hypertensive/normotensive) presented difference
concerning age (but not gender) correction for this confounding factor was performed when appropriate.

The results of this study show that the presence of the allele with four repetitions (allele 4a) in
NOS3 (in heterozygosity or homozygosity) is associated with a higher risk of being hypertensive [OR =
2.297; C1(95%) = (1.206 - 4.376); p=0.011]. Concerning intermediate phenotypes, it was also observed
that the Body Mass Index (BMI) and glycemia showed statistical differences between hypertensives and
normotensives groups, (p = 0.008 and p = 0.036, respectively). Moreover, we observed that in absence
of allele 4a, BMI, glycemia and uricemia are associated with hypertension (p = 0.005; p = 0.001 and p
= 0.013) which allowed to conclude that they are independent risk factors. No significant differences
were verified for the G6PD variant or for the presence of the alpha-thalassemia deletion between the
hypertensive and the normotensive groups.

We can conclude that the presence of the allele 4a in NOS3 gene is a genetic susceptibility factor
for the development of hypertension in the Portuguese population. This fact emphasizes the importance
of nitric oxide metabolism in this pathology. The identification of contributing genetic variants for the
susceptibility to hypertension may allow recognizing the vulnerable individuals and classifying patients
in subgroups with distinct genetic characteristics in order to delineate the better prevention and
therapeutic strategies.

Keywords: Hypertension, nitric oxide, a-globin, glucose-6-phosphate-dehydrogenase
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I. INTRODUCAO
L.1. Hipertensao - Nota Histérica

A historia da hipertensdo remonta aos tempos antes de cristo, sendo que os antigos egipcios ja
possuiam conhecimento sobre a origem da pulsagio e sobre o processo de bombeamento do coragdo. A
observagdo do pulso vascular ¢ muito antiga, visto que, no sistema ancestral tradicional da medicina
indiana e chinesa, a “qualidade do pulso” medida pelo apalpe e tato de “médicos treinados” era uma
possivel indicacdo do funcionamento do sistema cardiovascular. No entanto, somente em 1733 tera sido
realizada a primeira medicdo da pressdo arterial, efetuada pelo reverendo perpétuo de Teddington,
Stephen Hales (1677-1761). O processo consistiu na introdu¢do de um tubo de vidro na artéria crural
esquerda de uma ¢gua doente e ao soltar a ligadura da artéria observou que a forga do ventriculo
esquerdo elevava a coluna de sangue a 2,5m de altura e que, por sua vez, este oscilava de acordo com a
sistole e a diastole, respiracdo e movimentos do animal. [1] [2].

Em 1896 Scipione Riva-Rocci (1863 — 1937) descreveu pela primeira vez um aparelho
composto por duas partes, uma destinada a exercer compressdo sobre a artéria e outra que permitia
realizar a medi¢ao da pressdo arterial exercida. O aparelho ficou mundialmente conhecido como o
esfigmomanometro de Riva — Rocci e foi considerado a evolugdo logica e progressiva dos trabalhos
iniciados por Stephen Hales [2]. O aparelho de Riva — Rocci definia de maneira inquestionavel a
medic¢do da pressao sistolica e considerava a transicao de amplas para pequenas oscilagdes como pressao
diastolica, mas a detecdo definitiva da pressdo diastolica foi realizada em 1905 por Nicolai Korotkoff
(1874 — 1920), que demonstrou que o pulso pode ser auscultado ao invés do apalpe durante os
procedimentos para medi¢do da pressdo arterial, porque sob completa restrigdo a artéria ndo emite sons.
Korotkoff sabia que o inicio do pulso palpavel era a pressdo arterial sistolica e analisou que
possivelmente o momento do desaparecimento do som podia ser indicador do inicio do fluxo laminar,
e, por conseguinte, do relaxamento da parede arterial, sendo assim, propds que a pressdo diastolica podia
ser estimada através do desaparecimento de todos os sons. [3] [4] [5]. Mas uma breve nota historica
sobre a hipertensdo fica incompleta, se ndo se fizer men¢do do médico Indiano/Irlandés Frederick
Mahomed’s (1849 — 1884), que no final do século XIX descreveu pela primeira vez as condi¢des de
uma patologia que mais tarde passou a ser conhecida como a hipertensao essencial [6].

A hipertens@o nem sempre foi considerada uma doenga como nos dias de hoje, ¢ a morte do
presidente Franklin Roosevelt quando o mesmo apresentava um registo 162/98 mmHg (miligramas de
mercurio) de pressdo arterial aos 54 anos de idade trouxe para cima da mesa a discussdo de que a
hipertensao podia ser vista como uma doenga mortal [6] [7]. Neste sentido, muitos estudos sobre esta
tematica tém sido realizados e dentre eles destaca-se o Framingham Heart Study, que foi um dos
primeiros estudos epidemiologicos que caracterizou a prevaléncia da hipertensdo e suas consequéncias
numa coorte de 4469 individuos americanos. O estudo mostrou de maneira consistente que a hipertensao
estava associada a muitos eventos cardiovasculares que depois conduziam a mortes prematuras sendo
que um dos fatores de risco identificado pelo estudo, era a pressao arterial elevada (sistolica e diastdlica)

(8] [9].



I.2. A Epidemiologia da Hipertensio

Num estudo recente envolvendo 5,4 milhdes de participantes de 199 paises para analise da
pressdo arterial (entre 1980 e 2008), observou-se que em média os valores da pressdo arterial (PA) tém
diminuido de maneira geral desde 1980. A pressao arterial sistolica (PAS) tem diminuido em cerca de
0,8mmHg por década nos homens e 1,0mmHg por década nas mulheres, mas esta tendéncia decrescente
nao ¢ uniforme para todas a regides do globo. Foi observado que em paises de rendimento elevado, os
valores médios de PA tém decrescido substancialmente, em contrapartida, nos paises de médio e baixo
rendimento a PA tem aumentado ao longo dos anos (0,8 — 1,6mmHg por década nos homens e 1,0 —
2,7mmHg por década nas mulheres) em regides como a Oceania, Africa e Asia. Ainda no mesmo estudo
verifica-se que a Coreia do Sul apresenta a PA (ajustada para a idade) com o valor mais baixo para as
mulheres (116,9mmHg), sendo que Sdo Tomé e Principe apresenta o valor mais elevado para as
mulheres (136,3mmHg). Para os homens, o pais com PAS ajustada para idade mais baixa ¢ a Papua —
Nova Guiné (122,6mmHg), sendo que o pais com valores de PAS mais elevados ajustados para a idade
nos homens ¢ o Niger (139,4mmHg) [10] [11]. Embora seja atribuido aos paises de médio e baixo
rendimento a maior proporcdo (80%) dos valores elevados de pressdo arterial, em contraste com os
paises de rendimento elevado (20%), os estudos epidemioldgicos de maior relevancia no que diz respeito
a prevengao e atividade terapéutica continuam a ser conduzidos em paises de alto rendimento [10] [12].

L.3. A Prevaléncia da Hipertensio

Estima-se que a prevaléncia mundial da hipertensdo seja de mais mil milhdes de individuos
(aproximadamente 1,39 mil milhdes), representando cerca de 31% de toda populagdo adulta em 2010
(figura 1.1) [13]. Esta patologia ¢ considerada a nivel global um dos maiores riscos de mortalidade e
num total de 58,8 milhdes de mortes a nivel mundial em 2004, a hipertensdo foi responsavel por 7,5
milhdes de mortes (12,8%). Em paises de rendimento elevado foi responsavel por 16,8% das mortes,
em paises de rendimento médio foi responsavel por 17,2% e em paises de rendimento baixo foi
responsavel por 7,5% das mortes. Em 2010 morreram cerca de 9,4 milhdes de individuos por causa
desta patologia. Aproximadamente um em cada quatro adultos é hipertenso, observando-se que cerca
de 3,5 mil milhdes de adultos apresentam valores de PAS e de pressao arterial diastolica (PAD) fora dos
valores normais estabelecidos. Estima-se que cerca de 212 milhoes de individuos anualmente t€m a sua
expetativa de vida util reduzida por causa da hipertensdo [11] [14] [15].
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Figural. 1. Taxa de prevaléncia para a hipertensio a nivel global entre 2000 e 2010, ajustada para a idade ( > 20) e para
o sexo0. Adaptado de [15].

E importante salientar que se estima que entre 2000 e 2025 a quantidade de pessoas afetadas
por hipertensdo a nivel mundial ird aumentar em cerca de 30% para todas as regides. Segundo o estudo
PHYSA (estudo sobre a prevaléncia, tratamento, controle, conscientizagao e ingestao de sal em Portugal)
a taxa de prevaléncia em Portugal para hipertensao ¢ de cerca de 42,2% (44,4% nos individuos do sexo
masculino e 42,1% nos individuos do sexo feminino). Verificou-se também que apenas na faixa etaria
acima dos 70 anos € que a taxa de prevaléncia da hipertensdo na populagdo portuguesa ¢ maior nas
mulheres do que nos homens [16].

I.4. A Etiologia da Hipertensao

A hipertensdo € uma doenga multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenga
de niveis elevados de tensdo arterial e frequentemente associada a distirbios metabolicos € hormonais,
com presenca de hipertrofia cardiaca e elevacdo do tonus vascular [17] [18]. A hipertensdo arterial
priméria (quando ndo sdo identificados os fatores associados a patologia) representa aproximadamente
95% dos casos de hipertensdo e a hipertensdo arterial secundaria (quando se identificam os fatores
associados a patologia) representa 5% dos casos de individuos hipertensos [19], sendo que muitas
diretrizes recomendam a investigacao de fatores secundarios para doentes hipertensos com idade inferior
a 40 anos [20].

A hipertensdao arterial ¢ uma das causas mais comuns de doengas cardiovasculares e
cerebrovasculares [12] [21]. Esta multiplicidade de consequéncias caracteriza-a como uma das maiores
causas de redugdo da qualidade e expetativa de vida dos individuos, aumentando com o aumento da
idade. Observa-se que os individuos da faixa etaria abaixo dos 50 anos de idade, a (PAD) ¢ um dos
fatores de risco com maior preponderancia, em contrapartida, em individuos com idade acima dos 50
anos, a PAS torna-se mais importante uma vez que a mesma vai aumentando a medida que o individuo
envelhece [11] [12].



Esta patologia ¢ também considerada uma sindrome por estar fortemente associada a um
agregado de distirbios metabolicos, tais como a obesidade, aumento da resisténcia a insulina, diabete
mellitus, e dislipidemias, que juntamente com outros fatores como o excesso de consumo de sodio, o
consumo elevado de bebidas alcodlicas, o sedentarismo, o sexo ¢ etnia, fatores genéticos, fatores
socioeconomicos e a idade, podem contribuir de forma significativa para o aumento da incidéncia da
hipertensdo e outras doengas cardiovasculares, bem como estarem na base do desenvolvimento das
mesmas [18] [22].

L.5. A Fisiopatologia da Hipertensio

A regulagdo e controle da pressdo arterial ¢ um dos processos fisioldgicos mais complexos do
organismo, que depende das agdes coordenadas e integradas dos sistemas cardiovasculares, renal, neural
e endocrino [21], observando-se que a elevacao da resisténcia periférica ¢ tida como um dos principais
fatores que contribuem para o aumento da pressdo arterial, isto porque, a medida da pressdo arterial &
determinada pelo produto do batimento/débito cardiaco (frequéncia cardiaca e ejecdo ventricular
esquerda) e da resisténcia vascular periférica (explicada pela resisténcia das arteriolas, relacionada com
o diametro do limen) [21]. Uma vez que a resisténcia das arteriolas estad intrinsecamente relacionada
com o seu calibre, a redugdo deste calibre ¢ determinada pela combinagdo, em grau variado, de fatores
estruturais e fatores funcionais. Observando-se que os principais fatores envolvidos no controle da
pressdo arterial sanguinea sao regidos pela lei de Poiseuille — Hagen (figura 1.2) [23] [24].

PA = DC X RP
FC Coracao
Contratilidade
SHdio Volume S N. Smpatlco Local
Mineralocorticoides Humoral |&nico
Auto-regulacao
Vasodilatador Vasoconstritores
Prostaglandinas Angiotensina
Cininas Catecolaminas

FiguraI. 2. Fatores/mecanismos que alteram o calibre das arteriolas e consequentemente conduzem aos valores elevados
de pressio arterial. PA (Pressdo Arterial); DC (Batimento/débito Cardiaco); RP (Resisténcia Vascular Periférica). Adaptado
de [24].

Assim, alteragdes do batimento/débito cardiaco (DC) e na resisténcia vascular periférica (RP),
poderdo conduzir ao desenvolvimento da hipertensdo, verificando-se que apesar de existirem varios
fatores envolvidos na regulacdo da PA, os principais mecanismos/eixos envolvem o sodio, a renina, a
tonina, a calicréina, as prostaglandinas e o0 mecanismo/sistema adrenérgico, havendo inter-relacdo entre
estes varios sistemas/mecanismos [24].

Salientando que o sistema renina - angiotensina - aldosterona desempenha um papel notorio
porque participa dos mecanismos fisiopatologicos que envolvem a remodelacdo vascular das artérias
envolvidas na génese da hipertensdo, uma vez que a angiotensina Il ¢ um péptido multifatorial com
varias acOes pleiotropicas. Assim o sistema renina - angiotensina - aldosterona consegue elevar os
valores da pressao arterial por intermédio de cinco mecanismos:



1. Contragao direta da célula muscular lisa;
2. Estimulago dos centros vasomotores;
3. Aumento da secre¢do de catecolaminas;

4. Estimulagdo do sistema nervoso central promovendo uma maior sensagdo de sede;

9,

Estimulagdo da secrecao de aldosterona;

Na via classica do sistema renina - angiotensina - aldosterona (SRAA), o angiotensinogénio ¢
clivado pela enzima renina dando origem a angiotensina I (Ang I) que, por sua vez, sofre a agdo da
enzima da conversora da angiotensina (ECA) originando a angiontensina II (Ang II). Uma vez ativada,
a Ang II estimula os recetores angiotensinogénicos do tipo 1 e tipo 2 (AT1 e AT2), o que conduz a
ativagdo da enzima NADPH oxidase na sua forma reduzida e outras oxidases na parede das células
endoteliais [23] [24].

1.6. Diagnostico da Hipertensao

1.6.1. Definicdo e Classificacio da Hipertensao

Na populagdo em geral, os valores das pressdes arteriais sistolicas e diastolicas tém uma
distribuicdo unimodal, contudo, na pratica diaria, os valores de corte da pressdo arterial sdo
universalmente utilizados, tanto para simplificar o método de diagndstico, como também para facilitar
a decisdo sobre o tratamento [48]. Deste modo, a classificagdo recomendada pela sociedade portuguesa
de hipertensdo (SPH) com base nas guidelines de 2013 da sociedade europeia para hipertensdo e da
sociedade europeia de cardiologia (ESH/ESC), ndo foi alterada e ¢ idéntica as guidelines de 2003 ¢ 2007
(figura 1.3) [25] [26].

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

Figura L. 3. Definigdes e classificacdes dos niveis de pressao arterial no consultério (mmHg). A categoria da pressao arterial
(PA) ¢ definida pelo nivel mais elevado de (PA), sistolica ou diastolica. A hipertensao sistolica isolada deve ser classificada de
grau 1, 2 ou 3, de acordo com os valores da PAS nos intervalos indicados. Adaptado de [25].

A hipertensdo ¢ definida pelos valores > 140mmHg de pressdo arterial sistolica e/ou > 90mmHg
de pressdo arterial diastolica, tendo como base evidencias que, em pacientes com estes valores de
pressdo arterial, foi demonstrado que a redugdo da pressdo arterial induzida pelo tratamento ¢ benéfica.



Esta mesma classificagdo ¢ adotada para individuos jovens, de meia-idade e idosos, enquanto critérios
diferentes que t€m por bases percentis, sdo adotados para criangas e adolescentes, uma vez que para
estes até a altura da publicacdo destas diretrizes ndo existiam dados disponiveis de estudos de
intervencgado [27] [28].

1.6.2. Medicao da Pressiao Arterial

A medida indireta da pressao arterial ¢ o método de escolha para o diagnostico da hipertensao
arterial e geralmente os valores obtidos contribuem para decisdo terapéutica [29]. Na pratica clinica, o
diagnostico ¢ realizado utilizando-se o esfigmomanometro (de mercurio ou semiautomaticos) com
recursos a métodos auscultatorios (com o estetoscopio), oscilométricos ou aparelhos eletronicos quando
devidamente validados [19] [25].

Quando ha necessidade de uma maior precisao ¢ utilizada a monotorizagdo ambulatoria da
pressao arterial (MAPA). A MAPA ¢ um método que permite o registo indireto e intermitente da pressao
arterial durante 24 horas, enquanto o paciente realiza suas atividades habituais fora do consultorio ou
ambiente hospitalar, o que representa uma avaliacdo mais fidedigna da pressdo arterial real do que a
pressdo arterial medida no consultorio, uma vez que a PA obtida no consultorio é geralmente mais
elevada do que a PA ambulatéria ou em casa e a diferenga aumenta a medida que a PA do consultorio
aumenta. Assim, valores de corte sdo estabelecidos para definicdo da hipertensdo em casa e para a
pressdo arterial ambulatoria. [30] [31] [32]. Deste modo, para a avaliagdo inicial de um paciente que se
suspeita que seja hipertenso, deve-se confirmar o diagnostico correto da hipertensao, detetar causas de
hipertensao secundaria, avaliar o risco cardiovascular, lesdes nos 6rgios afetados e doencgas clinicas
concomitantes, sendo que para tal ¢ fundamental para além da analise dos valores medidos da PA,
investigar-se o historial clinico, bem como o familiar, exames fisicos, investigacdes laboratoriais e
outros testes de diagnostico [25] [33].

1.7. Tratamento

Para a prevencdao da hipertensdo dever-se-a adotar medidas que integram habitos de vida
saudaveis. As recomendagdes ndo-farmacologicas que estdo atualmente em vigor para o controle da
pressdo arterial alta constam nas guidelines dos Estados Unidos da América (EUA), Reino Unido (RU)
e Europa [14] [34] [35]. Outra componente do tratamento € a componente farmacologica sendo que
muitas guidelines incluindo as da ESH/ESC, recomendam a utilizacdo de anti-hipertensivos em
pacientes com hipertensao de grau 1 (figura 1.4), mesmo na auséncia de outros fatores de risco ou lesdes
em orgaos-alvo (LOA), desde que a mudanga de habitos de vida (tratamento ndo-farmacologico) ndo se
tenha revelado satisfatoria [25].
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Figura 1. 4. Recomendacdes para o inicio de mudancas no estilo de vida e tratamento anti-hipertensivo. CV
(Cardiovascular); DCV (Doenga Cardiovascular); DRC (Doenga Renal Cronica); FR (Fator de Risco); HTA (Hipertensos);
LOA (Lesdes em Orgdos-alvo); PA (Pressio Arterial); PAD (Pressio Arterial Diastolica); PAS (Pressido Arterial Sistolica).
*Na linha da PA normal alta, o tratamento com medicamentos deve ser considerado na presenca de uma elevada PA fora do
consultorio (hipertensdo mascarada). Adaptado de [25].

Os farmacos podem ser diuréticos, inibidores adrenérgicos, betabloqueadores, vasodilatadores
arteriais diretos, bloqueadores dos canais de calcio e antagonistas da angiotensina I [14] [19].

1.8. Fatores Genéticos Associados a Hipertensiao Arterial

1.8.1. Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) é um gas inorganico e incolor. Por apresentar na sua estrutura um eletrao
desemparelhado, torna-se um agente quimico com uma reatividade muito elevada, tendo sido até
meados dos anos 80 apenas considerado um poluente ambiental com potencial carcinogénico.
Atualmente ¢ uma das mais versateis moléculas conhecidas, produzidas pelo organismo, sendo
considerado um dos maiores reguladores do sistema cardiovascular, atuando como mediador em muitas
reacdes biologicas. As fungdes do NO sdo diversas, dada a quantidade de processos bioldgicos em que
esta envolvido, sendo nos ultimos anos alvo de diversos estudos. De entre as suas a¢des destaca-se o
papel de vasodilatador, o de controlo da adesdo dos elementos sanguineos ao endotélio, diminuindo a
permeabilidade vascular, uma vez que as células endoteliais desempenham um relevante papel no
controlo do tonus ou da tonicidade cardiovascular, regulando a vasomotricidade, a permeabilidade
vascular, o metabolismo de substancias endogenas ¢ exdgenas, a atividade plaquetaria e leucocitaria.
Entretanto, a sua quantificacao, in vivo, € dificil devido a sua curta meia-vida (4 a 6 segundos no plasma
e 10 a 60 segundos nos tecidos), isto porque rapidamente oxida em nitrito e nitrato [36] [37] [38].



No final da década de 80, o interesse pelas fungdes fisiologicas do NO aumentou e as primeiras
linhas de investigagdo sobre esta molécula tiveram origem nos trabalhos de Furchgott ¢ Zawadzki [39]
que propuseram que o relaxamento do musculo liso da aorta era secundario a libertacdo de uma
substancia vasodilatadora pelo endotélio. Estes autores chegaram a conclusdo de que os vasos so
relaxavam se estivessem integros, pois eram as proprias células endoteliais que produziam uma
substancia vasodilatadora, conhecida como fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF),
verificando-se que a acetilcolina promovia o relaxamento dos vasos somente na presenga do EDRF,
através da interagdo com os recetores muscarinicos da célula endotelial. Posteriormente estes dois
autores descobriram que se tratava do NO, o que foi comprovado por outros estudos realizados na
mesma época. [40] [41] [42].

1.8.1.1. Biossintese do Oxido Nitrico

No organismo o NO ¢ sintetizado a partir do aminoacido L-arginina (substrato), por uma familia
de enzimas (isoladas, purificadas e identificadas em 1990), as nitric oxide synthases (NOS, Sintases do
oxido nitrico) que convertem a L-arginina em NO e L-citrulina, necessitando da presenca de dois co-
substratos, o oxigénio ¢ a nicotinamida adenina dinucleoétido fosfato reduzida (NADPH, dadora de
eletrdes) e cofatores como flavina adenina dinucleétido (FAD), a flavina mononucleétido (FMN) e a
tetrahidrobiopterina (BHy), figura 1.5 [43] [44] [45].
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Figura L. 5. Ilustracdo do mecanismo de sintese do 6xido nitrico no organismo, através da conversio da L-arginina em
NO e L-citrulina na presenca da NADH, FAD, FMN e BH4. Adaptado de [38].

Existem trés isoformas distintas da NOS (nomeadas tendo por base os tecidos nos quais foram
primeiramente clonadas e caracterizadas), que sdo codificadas por trés diferentes genes que se localizam
em cromossomas distintos (respetivamente 12, 17 e 7). Estas isoformas sao classificadas como: isoforma
I ou neuronal (nNOS ou NOS1), isoforma II ou induzivel (iNOS ou NOS2) e isoforma I1I ou endotelial
(eNOS ou NOS3). Também sao agrupadas em duas categorias, a NOS induzivel (iNOS) e a NOS
constitutiva (c-NOS). Esta tlltima ¢é constituida pela nNOS e eNOS. Todas as isoformas apresentam uma
estrutura com dois dominios, redutor e oxidante e com locais de ligac@o para o grupo heme, BH4, FAD,
FMN, NADPH e para a CaM (calmodulina) que se liga a L-arginina [46] [47] [48] [49] [50].

A nNOS é estimulada por N-metil-D-aspartato, insulina e trombina. E dependente do complexo
calcio-calmodulina. A iNOS ¢ independente do complexo calcio-calmodulina, ndo ¢ habitualmente
sintetizada/produzida no organismo e tem a sua expressao induzida e regulada por mediadores/citocinas



inflamatodrios. A eNOS ¢ a isoforma mais predominante, sendo responsavel pela biossintese e secre¢ao
continua do NO na microcirculagdo, uma vez que, as células endoteliais a expressam constitutivamente.
E estimulada por diversos fatores (acetilcolina, adenosina difosfato, trombina, fator de crescimento
endotelial, alteracdes de forcas no fluxo sanguineo, etc.). A sua atividade € controlada pela concentragao
de calcio livre intracelular e também pelo complexo calcio-calmodulina [49] [50]. As isoformas
constitutivas libertam pequenas quantidades (na ordem de nano ou picomoles) de NO em picos de curta
dura¢do. Em contraste, a isoforma induzivel, apés ser sintetizada, origina grandes e sustentadas
quantidade (nanomoles) de NO [46] [51] [52].

1.8.1.2. Mecanismo de Ativagio/Acdo da Sintase Endotelial do Oxido Nitrico (eNOS)

O papel do o6xido nitrico na regulagdo do tonus vascular e da fungdo plaquetaria ¢ atribuido a
atividade da eNOS. A eNOS apresenta o mecanismo mais elaborado/complexo entre as trés isoformas,
o que reflete a complexidade do controlo fisiologico e regulacdo dos diferentes processos vasculares. A
ativagdo da NOS e a consequente sintese pelas células endoteliais (eNOS) ocorre a partir de estimulos
que podem ser quimicos, provenientes da interacdo de compostos enddogenos/exdgenos com recetores
especificos presentes nas células endoteliais (agonistas) ou por estimulos mecanicos provenientes da
forca que o sangue exerce ao nivel da parede das artérias, denominada de forga de cisalhamento do
sangue (shear stress). A interagdo do agonista com o recetor, ou o shear stress na célula endotelial,
promove a formacdo do inositol trifosfato (IP;) a partir do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) e o
diacilglicerol (DAG), o que induz a libertagdo de ides de célcio do reticulo endoplasmatico, elevando
os niveis de calcio intracelular, formando desta forma, o complexo calcio-calmodulina, o que conduz a
fosforilag@o e ativacdo das enzimas NOS que irdo atuar na L-arginina, levando a produg@o de NO pelo
endotélio [41] [42] [45] [53].

Uma vez produzido o NO difunde-se rapidamente da célula endotelial para a musculatura lisa
do vaso sanguineo, isto porque, para além do pequeno tamanho e natureza lipofilica do NO, a eNOS
encontra-se a nivel da membrana da célula endotelial, o que promove a presenga do NO proximo ao
musculo da vasculatura e as células sanguineas circulantes, permitindo uma maior e mais eficaz difusao
para célula muscular ou para o limen vascular, sem a necessidade de canais ou de transportadores
especificos. Ao nivel da musculatura o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima guanilato
ciclase soluvel (GCs), tornando-a ativa (GCa) o que leva a formagdo da guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) intracelular, a partir da guanosina trifosfato (GTP). A formagdo da GMPc leva a ativacdo de
uma proteina da familia das cinases G (acoplada a fosfolipase C), o que promove uma cascata de
respostas que culmina com a diminui¢ao da entrada de calcio na célula e aumento da captura de calcio
ao nivel do reticulo endoplasmatico - através de canais de calcio tipo L (dependentes da voltagem) -
promovendo assim a vasodilatag@o nas células musculares, isto porque a musculatura lisa ndo possui
troponina (proteina reguladora existente na musculatura esquelética) que ¢ ativada pelo ides de calcio
para promover a contra¢cdo muscular, desta forma, a contragdo muscular ocorre por agao/combinagao
entre o calcio e a calmodulina. Esta combinacdo ativa uma enzima fosforilativa (a miosina quinase), que
tem por fungao fosforilar as cadeias leves de miosina, adquirindo capacidade de se fixar aos filamentos
de actina e realizar a contragdo muscular. Neste sentido, a diminuig¢do da concentragao de calcio impede
a formacdo do complexo calcio-calmodulina o que promove o relaxamento da musculatura lisa e a
consequente vasodilatacao (Figura 1.6A) [41] [42] [45] [53].

O mecanismo pelo qual o NO ¢ removido da GC apo6s a vasodilatagdo ainda € desconhecido,
mas sabe-se que a producdao de GMPc ¢ interrompida segundos apods a remoc¢do do NO da enzima
guanilato ciclase. Atualmente pensa-se que o motivo Serina-prolina (Ser/Thr-Pro) também possa estar



envolvido no mecanismo que regula a produgdo de NO pela eNOS através da interagdo com a proteina
Pinl [40] [51] [54]. Para além do aumento da concentragdo citoplasmatica de calcio e a fosforilagdo do
aminoacido Serina na posicdo 1177, acredita-se que a eNOS pode também ser ativada pela via
esfingolipidica [54].

1.8.1.3. Oxido Nitrico e a Disfuncio Endotelial

Para além do NO sao numerosas as moléculas que sdo sintetizadas ao nivel do endotélio (células
de adesdo vascular, VEGF, TGF-p, t-PA) indicando uma multiplicidade funcional. O endotélio modula
ativamente a manutencao da homeostase vascular, exercendo importante influéncia autdcrina, paracrina
e endogena, atuando localmente em células musculares lisas, plaquetas e leucocitos [S1][55] [56]. Neste
contexto, a perda da integridade endotelial € um dos critérios para considerar uma placa vulneravel, isto
porque desarranjos no metabolismo ou nos processos regulatorios do endotélio sdo associados a
fisiopatologia de diversas doencas cardiovasculares. Tendo se verificado que, nas situagdes em que
ocorre diminui¢do da expressdo de eNOS e consequentemente diminuicdo dos niveis basais de NO,
levando a formagdo do peroxinitrito (ONOQO", figura 1.6), instala-se um fenémeno que conduz a perda
de integridade do endotélio (disfuncdo endotelial, figura 1.6B). Este fendmeno promove uma maior
producdo de substdncias vasconstritoras (como a agiotensina II, catecolaminas, tromboxanos,
leucotrienos, endotelina) e consequentemente elevagdo da pressao arterial, o que intensifica as forcas de
cisalhamento do sangue. Quando este processo afeta os vasos pulmonares, ocorre uma série de
alteragoes presentes em algumas condigdes patologicas, dentre elas a hipertensao [45] [47] [57] [58]
[59].
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1.8.1.4. Stress Oxidativo e a Biodisponibilidade do Oxido Nitrico

A reducao dos niveis basais de NO esta geralmente associado aos diversos fatores de risco que
estdo na base do desenvolvimento das doencas cardiovasculares como a hipertensiao [93]. No entanto,
inimeros estudos demonstram que uma exposi¢ao elevada de ROS, resultante do desequilibrio do estado
redox (reducdo-oxidagdo) celular, desencadeia um processo comumente conhecido como stresse
oxidativo (presenga em excesso de agentes oxidantes), que € considerado um dos principais, sendo o
principal mecanismo de redugdo da biodisponibilidade do NO. Isto porque para além de serem
biomoléculas altamente reativas, possuem uma elevada afinidade para a molécula de NO inativando-o
rapidamente. Desta forma o cofator BHs (dependente do sistema redox) desempenha um papel
fundamental na regulacdo da atividade da eNOS, promovendo e estabilizando a estrutura em forma de
dimero da eNOS, bem como, a ligagdo da L-arginina ao seu grupo heme catalitico. Quando a
disponibilidade deste cofator estd limitada a sua forma oxidada (dihidrobiopterina, BH,), ha um
desemparelhamento da eNOS e dos eletrdoes do NADPH na L-arginina oxidada, o que promove o
surgimento de ROS em vez de NO, e consequentemente diminui¢io da quantidade de NO disponivel. E
importante salientar que a oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL-o0x), ao nivel do endotélio,
induzem também a formagao do peroxinitrito por processos que levam a oxidacao da BH4 para BH [15]
[41] [42] [58].

O impedimento da formagdo do peroxinitrito que conduzira a diminui¢do da incidéncia de
qualquer disfungdo endotelial pode ser alcancada através do aumento de antioxidantes, que podem ser
quimicos (glutationa, vitaminas C e os -carotenos) e enzimaticos (superoxido dismutase). Diversos
estudos apontam o uso desta enzima (superoxido dismutase) como promissora para combate da
disfuncdo endotelial induzida pelo aumento de ROS, isto porque, esta enzima apresenta também uma
alta afinidade com os radicais livres de oxigénio e a reag@o entre estes dois compostos impediria a
formagdo do peroxinitrito (levando ao aumento da biodisponibilidade do NO) 15] [41] [42] [58]. Desta
forma, o aumento da atividade da superdxido dismutase ndo apenas contribui com o aumento da
biodisponibilidade do NO (permitindo a vasodilatagdo e relaxamento do muisculo) como também para
o aumento do estimulo para a sintese do NO, fomentando conjuntamente com outros processos ¢
estratégias terapéuticas, uma maior diminui¢ao da incidéncia de individuos hipertensivos. Neste sentido,
véarios estudos mostram que a atividade fisica desempenha um papel importante no controle
cardiovascular por ser um dos principais estimulos para o aumento da atividade do superdxido dismutase
através do shear stress [41] [42] [58] [60].

1.8.1.5. Oxido Nitrico e a Vasoprotecio

Grande parte da atividade da eNOS no sistema circulatorio, ¢ exercida ao longo das artérias,
veias e capilares do miocardio. Uma vez que em situa¢des de perda da integridade do endotélio, as
células endoteliais promovem a vasoconstri¢do e a proliferacdo de células musculares lisas, através de
substancias vasoconstritoras (tromboxano, endotelina-1), o NO resultante da eNOS parece ter um papel
crucial na protecdo dos vasos sanguineos. Este ird atuar ao nivel das células musculares ou no limen
vascular, sendo esta a¢do associada a manuten¢do da tonicidade vascular, regulacdo da pressao
sanguinea, prevencdo da agregacdo plaquetaria, inibicdo da adesdo de monocitos e neutrofilos ao
endotélio vascular, efeito antiproliferativo e efeito antioxidativo [21] [40] [46] [61].

11



1.8.1.6. O Gene da Sintase do Oxido Nitrico Endotelial e suas Variantes

O gene NOS3 ¢ responsavel pela sintese do 6xido nitrico endotelial (eNOS) e esta localizado no
cromossoma 7q35-7q36 com um comprimento genémico de 4,4kb. E constituido por 25 intrdes e 26
exoes que codificam para uma proteina contendo 1203 aminoacidos, com um peso molecular de 135kDa
[62]. Desde que foi sequenciado pela primeira vez em 1990, muitas variantes deste gene (figura 1.7) tém
sido descritas/identificadas (na regido promotora, em exoes ¢ intrdes) ¢ avaliadas quanto ao grau de
associacdo a diferentes perturbacdes cardiovasculares. Alguns estudos tém associado a presenga de
polimorfismos (single nucleotide polymorphism, variable number of tandem repeats, etc.) neste gene
com a génese da hipertensao arterial. Entre estes polimorfismos, alguns tém suscitado um maior enfoque,
como o polimorfismo do intrdo 4 caracterizado por um nimero variavel de repeticdes em tandem
(VNTR) [63] [64] [65] [66].

Regido Regido
Promotora Promotora Exdo 7 Intrdo 18
T(-1468)A T(-786)C G894T A27C
l ¢ AUG 1 234 5¢89 1013 1416 17¢ 2022 23 24 26
/ // —1 1.3
5 * 7/ —-—?-—-——--- T I 1 T 3
Regido Intrdo 4 Intrdo 13 Intrdo 23
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romvotora VNTR (CA), G10T
A(-922)G (27 bp)y s repeat

Figura I. 7. Representacio esquematica das diferentes variantes alélicas do gene NOS3. Adaptado de [102].

No entanto, o SNP localizado no exdo 7 do gene NOS3 (rs179983), caracterizado por uma
substitui¢do de uma guanina (G) por uma timina (T) levando a formagao do acido aspartico (alelo mais
raro) em vez do acido glutamico (alelo mais comum) no aminoacido 298 da sequéncia proteica (variante
Glu298Asp) e o SNP (rs2070744) localizado na regido promotora do gene levando a substituicao de
uma timina (T) para uma citosina (C), tém sido muito analisados em estudos associados a hipertensao,
pois t€ém como consequéncia, respetivamente, a diminui¢ao da disponibilidade de NO através da redugéo
da atividade transcricional (rs2070744) e interferéncia na ligacdo da eNOS a caveolina (rs179983) [62]
[63] [64] [65].

1.8.1.7. Polimorfismos do Intrio 4 (VNTR) do Gene NOS3

Para o intrdo 4 do gene NOS3 foram identificados (inicialmente) dois alelos: o maior alelo (4b,
o mais frequente), consiste em cinco repetigdes em fandem - da sequéncia
GAAGTCTAGACCTGCTGC(A/G)GGGGTGAG - sendo que as trés primeiras repeticdes apresentam
uma adenina e as duas ultimas apresentam uma guanina na posi¢ao 19 da repetigdo (A/G). O menor
alelo (4a, o menos frequente) - consiste em apenas quatro repeticdes em tandem, apresentando nas duas
primeiras repeticdes uma adenina e nas Ultimas duas uma guanina [62] [63] [64].

O alelo 4a ¢ associado a baixos niveis de nitrito/nitrato plasmaticos, sendo que individuos

homozigoéticos para esse alelo exibem uma reducdo de 20% na concentragdo dos compostos do NO
quando comparados com individuos com genétipos 4b/4b, assim como a diminuicdo na expressao
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proteica da eNOS [67]. Posteriormente, outras variantes polimorficas do intrao 4 foram descritas como
a 4c e 4d (respetivamente com 6 e 7 repeticdes), mas apresentado uma frequéncia muito baixa [68].

1.8.2. Glicose-6-fosfato-desidrogenase (G6PD)

A G6PD ¢ uma enzima citoplasmatica, existente em todas as células do organismo humano, mas
apesar desta ampla distribui¢@o ¢ no metabolismo das hemacias que esta enzima apresenta uma fungao
primordial. E responsavel pela catalise da primeira etapa da via metabolica da hexose-monofosfato- que
ird atuar no primeiro passo do ciclo das hexoses, participando na produgdo de NADPH. Esta via ¢
responsavel pelo catabolismo de apenas 10% do total de glicose consumida pelas hemacias, o que torna
evidente ndo ser esta a via essencial no catabolismo da glicose como forma de obtencao de energia. [69]
[70] [71]. Deste modo, o seu papel fundamental ¢ a formagdo de NADPH, molécula que para além de
ser um dador de eletrdes de exceléncia para a biossintese de diferentes processos, ¢ essencial para a
protecdo das hemacias contra a acao de agentes oxidantes de origem endogena (peroxidos organicos,
resultantes da formacao da metahemoglobina) e exdgena (farmacos, alimentos, elementos atmosféricos).
Mantendo-se assim a integridade, estabilidade e viabilidade das hemacias e de outras proteinas celulares
[72] [73].

A G6PD ¢ desta forma, uma enzima housekeeping importante para a manutencao da estrutura
tridimensional das proteinas da membrana das hemacias, sendo um dos processos bioldgicos para o
controle da oxidacdo celular. Como ja referido, a atividade enzimatica da G6PD origina o NADPH, o
qual, por sua vez, esta estreitamente relacionado com o metabolismo da glutationa, mantendo esta no
seu estado reduzido (GSH) o que permitira restaurar a hemoglobina para a sua forma soltivel. O NADPH
formado ira atuar no ciclo da glutationa, uma vez que, a eliminagdo do peroxido de hidrogénio para
molécula de agua ¢ efetivada pelo glutationa peroxidase (GSHP): uma molécula de glutationa (GSH) ¢
oxidada para GSSG (dissulfeto de glutationa), por cada molécula de peréxido de hidrogénio eliminada.
Assim, a glutationa s6 pode desempenhar o seu papel funcional se for continuamente regenerado (de
GSSG para GSH). Esta regeneracéo apenas pode ser efetuada nas hemadcias, pela glutationa redutase
(GSSGR), através do NADPH, sendo originado pela redu¢do do NADP, por agdo da G6PD e do Shunt
de hexoses-monofosfato [69] [74] [75].

A glutationa € um fator chave em todas as células do organismo para a preservagao dos grupos
sulfildril de numerosas proteinas e para preservagdo das células em geral contra os danos oxidativos.
Esta func¢@o ¢ particularmente pertinente ao nivel das hemacias dada a acdo oxidativa dos radicais livres
de oxigénio, produzidos em grandes quantidades nestas células [71].

1.8.2.1. Atividade Reduzida da Molécula de Glicose-6-fosfato-desidrogenase

A deficiente ou reduzida atividade da G6PD ¢ provavelmente a patologia enzimatica
clinicamente significativa mais frequente a nivel mundial, estimando-se que existem mais de 400
milhdes de pessoas afetadas por esta enzimopatia. A atividade reduzida desta enzima pode ocorrer por
delegdes ou mutagdes [73] [76]. De acordo a variante alélica da G6PD, podemos ter uma variagdo entre
os 10 e 60% da atividade normal da enzima. A prevaléncia em Portugal ¢ baixa, calculando-se ser de
0,51% [69]. As frequéncias mais elevadas sio detetadas em Africa, na Asia, na regido do Mediterraneo,
no Médio Oriente, bem como, no Norte e Sul da América e nos paises do Nordeste da Europa devido as
recentes migragdes, mas observa-se que os valores de prevaléncia mais elevados surgem em regides que
sdo ou foram endémicas para a malaria, uma vez que estudos mostram que ha uma vantagem seletiva
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heterozigotica por conferir protecdo a esta patologia. Mais 370 variantes da G6PD foram descritas, tendo
como base a caracterizagdo bioquimica, mas atualmente e através do uso de técnicas moleculares,
aproximadamente mais de 140 mutagdes diferentes para a G6PD foram identificadas, sugerindo uma
heterogeneidade genética [70] [74] [77] [78].

A necessidade da atividade normal da G6PD ao nivel das hemadcias para assegurar niveis
suficientes de NADPH e glutationa reduzida fica provado pelo facto de individuos portadores de
variantes com atividade reduzida sofrerem de episddios de hemolise intravascular (de intensidade
variavel) por acdo de farmacos (anti-malaricos, sulfonamidas e sulfonas, nitrofuranos, acetanilida,
aspirina) de alimentos (leguminosa Vicia faba, enlatados enriquecidos com nitritos) e por fatores do
meio ambiente (nitritos volateis, naftalina, azul de toluidina, etc.). Isto porque as hemacias que possuem
moléculas da G6PD com atividade reduzida, nelas hd uma diminui¢do do potencial redutor por
diminui¢@o da reducdo do NADP em NADPH, o que interfere com a capacidade metabolica oxidativa
das hemacias (ndo conseguindo eliminar o peroxido de hidrogénio formado e as ROS), tornando-se
desta forma vulneravel a hemolise por ndo proteger os grupos sulfidrilos da hemoglobina, o que
possibilita a formagao de corptsculos de Heinz, e crises hemoliticas [73] [74] [79].

1.8.2.2 Estrutura Genética da G6PD

O gene determinante da G6PD (Gd) esta localizado na regido telomérica do brago longo do
cromossoma X (banda Xq28), figura [.8. O gene foi clonado em 1986 e consiste em 13 exdes e 12 intrdes
abrangido cerca de 20kb no total. A estrutura cristalina da G6PD nos seres humanos consiste num
monémero de 515 aminoacidos com um peso molecular de 59kDa, tendo sido publicado em 1992 um
modelo tridimensional da estrutura desta enzima. Na sua forma enzimaticamente ativa a G6PD ¢ um
dimero ou tetramero de uma s6 unidade polipeptidica, num equilibrio dependente do pH. Cada
monomero esta constituido por dois dominios: um primeiro dominio N-terminal (aminoécidos 27-200)
com um local de ligagdo dinucleotido B-o-f (aminoacidos 38-44) e um segundo e maior dominio (B+a)
que consiste numa folha beta antiparalela de nove cadeias polipeptidicas. Os dois dominios apresentam-
se ligados por uma hélice a, que contém um residuo peptidico de 8 aminoacidos (que tem sido
conservado ao longo do processo evolutivo) funcionando como local de ligacdo do substrato
(aminoacidos 198-206). Para o normal funcionamento da G6PD ¢ necessario a estabilizagdo da ativa
estrutura quaternaria da proteina e tal é conseguido através dos locais de ligagdo para o NADP e G6P,
isto porque, a G6PD possui um local de ligagdo alostérico para o NADP que funciona para manter a
estabilidade e conformagao ativa da proteina [70] [80] [81].

14



) . G6PD
Hipoxantina
Fosforribosiltransferase  pator IX Sitio frégil Visdo Colorida Fator VIII
HPRT /F9 FRAXD CBBM F8C
| l ‘
HHD Xq26 | | Xq28 _ _ Telémero
F8C .~ GEPD CBBM
l:\, m —
5 Gene G6PD 3
— 1 I

Figura L. 8. Localiza¢do do gene da G6PD. Adaptado de [70].

A localizagdo do gene Gd tem duas consequéncias importantes, uma vez que as mutagdes do
gene Gd mostram um comportamento tipico da heranga ligada ao sexo e como resultado da inativagdo
do cromossoma X, as mulheres heterozigoticas (para dois alelos) exibem mosaicismo somatico, ou seja,
se um dos alelos apresenta atividade enzimatica reduzida, existirdo células Gd+ e células Gd- (as
primeiras com atividade enzimatica normal e as Gltimas com atividade enzimatica reduzida). Os homens
podem ser hemizigoticos normais (Gd+) ou hemizigdticos deficientes (Gd-), e em relagao as mulheres,
elas podem ser normais (Gd+/Gd+), deficientes homozigoticas (Gd-/Gd-) ou deficientes heterozigdticas
(Gd+/Gd-) [69].

1.8.2.3. Variantes Alélicas da G6PD

As diversas mutagdes no gene Gd (afetando a sequéncia codificante), resultam em diferentes
variantes proteicas com niveis de atividade enzimatica variaveis associados a um largo gradiente de
fendtipos bioquimicos e clinicos. Verifica-se que a maior parte das mutagdes geram substituigdes de
aminodacidos. As variantes mais frequentes sdo as Mediterranicas (forma grave), Africanas A” (A menos,
forma moderada), Mahidol (forma moderada) e Canton (forma grave no sudeste asiatico). Neste gene,
a variante B corresponde ao alelo normal. Estudos mostram que a variante A- ¢ mais prevalente em
Africa por estar associada a redugdo do risco de contrair uma forma mais severa de malaria, 46% para
os homens e 58% para as mulheres [69] [70] [74].

A organizacdo Mundial da Satde (OMS) classificou as diferentes variantes da G6PD (em cinco
classes, I a V) de acordo com a atividade enzimatica e a severidade da hemolise. A classe IV e a classe
V nao tém significado clinico [82].

A variante A" (mutagdo 376 A > G no exdo 5, rs1050829), é uma variante polimorfica (Classe

IV), apresentando uma atividade normal ou medianamente reduzida (cerca de 85 % da atividade normal)
e ¢ encontrada em 20 % dos individuos de ascendéncia africana [82] [83].
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1.8.2.4 G6PD, Oxido Nitrico e a Hipertensio

Enzimas da G6PD com atividade reduzida diminuem a capacidade antioxidativa miocardial,
sendo que estudos mostram que isto podera exacerbar os efeitos adversos provocados pelo stress
oxidativo agudo. Foi observado num estudo, que em ratos selvagens com lesdes isquémicas-reperfusao
agudas, havia um aumento da atividade da G6PD, enquanto que ratos que apresentavam enzimas com
atividade reduzida da G6PD e consequentemente com capacidade antioxidante miocardial reduzida, o
miocardio ndo conseguia de maneira eficiente compensar o aumento do stress oxidativo observado pela
diminui¢do do racio GSH/GSSG ao nivel do coracdo. Foi verificado que apenas recorrendo a um
tratamento antioxidativo e nao através de suplementagdo com ribose, foi possivel contrariar os efeitos
adversos provocados pela stress oxidativo agudo, o que permitiu demonstrar que o problema estava
relacionado com os mecanismos de defesa antioxidantes e ndo com a deficiéncia em ribose. Deste modo,
moléculas da G6PD que apresentem atividade reduzida - aumentam a sensibilidade do miocardio para
ROS, o que conduz a uma exacerbagdo da disfuncdo contractil na regido do dano oxidativo [72] [77]
[84] [85] [86] [87].

Neste contexto, o efeito pro e antioxidante da G6PD desempenha um papel importante na
reatividade vascular e no equilibrio vascular homeostatico-redox, isto porque, para a sintese do NO ¢
necessario NADPH como cofator, e a principal fonte do NADPH nas hemacias ¢ a via das pentoses
fosfato, cujo passo limitante é catalisado pela G6PD, consequentemente, mudangas na atividade desta
enzima afetam a produgdo de NADPH, o que leva a diminui¢do da producdo do NO. Para além do
NADPH atuar como cofator para sintese do NO, também fornece poder redutor para eliminagdo de
radicais hidroxilo que inativam o NO, ou seja, ao nivel do endotélio vascular, moléculas da G6PD com
atividade enzimatica reduzida aumentam o stress oxidativo, o que reduz a biodisponibilidade do NO.
Tanto estudos ex-vivo (ao nivel de células da artéria coronaria endotelial de seres humanos) como
estudos in vivo (ratinhos) foi possivel observar que esta redugdo ocorre por diminui¢do do racio
GSH/GSSG, provocado pelo aumento do stress oxidativo. Sendo que o possivel mecanismo que
relaciona a G6PD e a hipertensao esteja relacionado com o facto de que deficiéncias na atividade desta
enzima devido a mutagdes, conduzam a redugdo da biodisponibilidade de NO o que podera conduzir a
disfun¢do vascular endotelial e consequentemente a hipertensao [72] [77] [84] [85] [86] [87].

1.8.3. Alfa-Globina e Alfa-Talassémia

1.8.3.1. A Hemoglobina e a sua Estrutura

A Hb ¢ uma proteina tetramérica com cerca de 64000 Daltons, formada por dois pares de cadeia
globinicas, duas do tipo a e duas do tipo B, sendo que cada uma esta associada a um grupo heme, que
consiste num anel tetrapirrolico (CsH4NH) de protoporfirina IX, contendo um atomo de ferro central no
estado reduzido (Fe*'). A este liga-se de forma reversivel 2 molécula de oxigénio que é assim
transportada dos pulmdes aos tecidos. As cadeias o sdo constituidas por 141 aminoacidos e as cadeias
do tipo  por 146. Observa-se que certos aminoacidos das globinas se encontram em zonas da molécula

com particular importancia, contribuindo desta forma decisivamente para a sua estabilidade e
funcionalidade [88] [89] [90] [91].

Os genes das globinas humanas encontram-se localizados em dois agrupamentos génicos

(clusters) presentes em cromossomas diferentes, sendo que, orientados da extremidade 5’ para
extremidade 3’ temos as globinas do tipo a situadas proximas a extremidade do brago curto do
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cromossoma 16 (16p13.3) e as do tipo [ encontram-se numa regido de aproximadamente 70kb (kilo-
bases) no braco curto do cromossoma 11. Todos os genes globinicos apresentam uma organizagdo do
ponto de vista estrutural semelhante, ou seja, possuem trés exdes separados por dois intrdes, sendo que
o segundo exdo codifica as zonas de ligacdo ao grupo heme (incluindo a bolsa apolar) e o terceiro exdo
¢ responsavel pelos contactos das zonas o € ndo-a.. Os genes globinicos estdo sujeitas ao controle de
sequéncias reguladoras, localizadas a alguma distancia no sentido 5’ da sequéncia, denominadas por
LCR (locus control region ou regides de controlo do locus) [89] [92] [93] [94] [95] [96].

A estrutura normal e funcional de uma molécula adulta de Hb, consiste em um par de
subunidades o e B (a2p2), designada por Hb A (97%). Existem ainda no adulto outros dois tipos de
hemoglobina presentes: a Hb A2, que representa cerca de 2% do total e ¢ constituida por duas cadeias
alfa e duas cadeias delta (020,), e uma fragdo residual (<1%) de hemoglobina fetal (Hb F), constituida
por duas cadeias alfa e duas cadeias gama (o2y2) [97].

1.8.3.2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias fazem parte das doengas monogénicas mais conhecidas a nivel mundial
e estima-se que afetem cerca de 7% da populagdo mundial, observando-se que a sua distribuicao ¢
extremamente heterogénea, existindo grandes diferencas entre paises e inclusive entre regides que do
ponto de vista geografico estejam proximas. Apresentavam uma maior prevaléncia em regides tropicais,
mas devido aos processos migratorios ao longo dos séculos, existem hoje em todo o mundo [98] [99]
[100] [101]. Estima-se que a frequéncia de portadores em Portugal ronde os 0,5 — 1% da populagao total,
chegando aos 5% na populagdo de imigrantes [102].

1.8.3.3. Alfa-Talassémia

As talassémias apresentam como principal caracteristica o desequilibrio na sintese de
determinado tipo de cadeia globinica, tendo como consequéncia uma sintese deficiente de hemoglobina,
o que resulta em hemacias microciticas e hipocrémicas e danos nas hemacias e nos seus percursores,
devido ao excedente das subunidades dos outros tipos de globina que sdo sintetizadas. Sdo classificadas
de acordo com o tipo de cadeia cuja sintese se encontra afetada, sendo que as talassémias a e § sdo as
que apresentam maior frequéncia e importancia do ponto de vista clinico. Estima-se que a prevaléncia
das variantes/mutagdes talassémicas possa variar entre os 10 e 20% em algumas regides do continente
africano, mais do que 40% em algumas regides da China e do Sudeste Asiatico e chegar até aos 80% no
norte da India e na Papua Nova Guiné [103] [104] [105] [106] [107].

A o-talassémia ¢ uma anemia hereditarias de transmissao autossomica recessiva e ¢ das doengas
genéticas mais prevalentes a nivel mundial. A incidéncia na populagdo Portuguesa de portadores de a.-
talassémia foi estimada em 7% [108].

A cadeia da a-globina ¢ codificada por dois genes localizados no cromossoma 16 (16p13.3):
HBA2 e HBAI [88]. A a-talassémia ¢ causada pela producdo reduzida ou ausente das cadeias de o-
globina. O principal mecanismo molecular das a-talassémias consiste em dele¢des que removem um ou
ambos os genes que codificam as cadeias a [109]. Estas cadeias a sdo compartilhadas tanto pelas
hemoglobinas do individuo adulto (Hb A; ¢ Hb A;) como pela fetal (Hb F). Como consequéncia, a
sintese deficiente de cadeias alfa é refletida em ambas as fases do desenvolvimento: no feto, observa-se
que a sintese reduzida destas cadeias provoca um excesso na produgdo de cadeias y que tendem a
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tetramerizar (y4) conduzindo ao surgimento da Hb Bart‘s, no adulto, as cadeias beta que se encontram
em excesso tendem a tetramerizar (34), dando origem a Hb H [110] [111]. Quando a sintese de uma
globina ¢ afetada/reduzida em pelo menos 25% dos valores normais, os pacientes acabam por
desenvolver uma anemia hemolitica moderadamente grave [112].

Uma vez que existem dois genes alfa por genoma haploide, sendo quatro numa cé¢lula diploide
normal (ao/o0), as a-talassémia sdo classificadas (genericamente) em o (-) e a’ (--) conforme o
nimero de genes comprometidos/afetados no cromossoma [113]. Verifica-se que as formas mais
frequentes de talassémia o' envolvem a dele¢io de um dos genes alfa e sdo provocadas
fundamentalmente pelas delegdes -o*’ e -a*? [114] [115]. O grau elevado de homologia entre os
subsegmentos duplicados no brago curto do cromossoma 16 proporciona emparelhamentos incorretos
dos cromossomas durante a meiose o que conduz a uma recombinacdo desigual o que podera resultar
na dele¢do de um gene em um dos cromossomas (-a) € na presenga de genes triplicados no outro
cromossoma (o). Os genes a € a, estdo dentro de uma regido homologa de 4kb de comprimento,
onde cada regido ¢ dividida em trés subsegmentos homologos, que se denominam por X, Y e Z, sendo
separados por trés segmentos que nao apresentam homologia, denominados por I, II, III. Os segmentos
duplicados Z distam entre si 3,7kb, desta forma, se o processo de recombinagdo acontecer entre os
segmentos homologos Z, os 3,7kb de DNA serdo removidos, dando origem a delecdo mais frequente no
mundo, a -o*, referida também como a delegao a direita (rightward deletion). O resultado desta delagio
¢ um gene o hibrido (a20u1) que corresponde a regido 3’ do gene a,e 5° do gene o (figura 1.9) [95] [111]
[116] [117].

3.7kb

\,
X, Yz,' 2 X, Y, Z
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Figura L. 9. Ilustracio representativa do mecanismo de recombinacio desigual que conduz ao surgimento da delecéo -
o’. Adaptado de [117].

A base genética na origem da o-talassémia em pessoas de ascendéncia Africana (incluindo a
populagdo Portuguesa) é, geralmente, a heterozigotia ou homozigotia para a delecdo —a3,7kb [88]. A
forma homozigodtica para essa delecio (-a>’/-a™") podera ter no periodo neonatal cerca de 5-10% de Hb
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Bart‘s. Na fase adulta apresenta anemia microcitose, hipocromia e ferro sérico normal. Na forma
heterozigotica os individuos podem ter 1-2% de Hb Bart‘s no periodo neonatal e na vida adulta podem
apresentar ligeira hipocromia ou ser perfeitamente normal. Estes individuos somente podem ser
diagnosticos por via de técnicas de biologia molecular ou pela medida da sintese das cadeias a/p. [118].

1.8.3.5. Alfa-Talassémia, Oxido Nitrico e a Hipertensio

A molécula de hemoglobina, para além do seu papel principal de transporte de oxigénio,
também reage especificamente com o didxido de carbono, mondxido de carbono (CO) e com o NO. Esta
diversidade de fun¢des ndo ligadas ao transporte da molécula de oxigénio tem sido cada vez mais
analisada, especialmente a interagdo NO/hemoglobina. Este facto deve-se ao conhecimento que o NO
possui uma elevada afinidade pela Hb e também por o NO ser uma molécula sinalizadora produzida
pelas células, estando envolvida na regulagdo do tonus vascular, interagdes celulares e fungdes neurais
[98]. Assim, € sabido que o principal papel da a-globina é, conjuntamente com as cadeias da -globina,
formar a molécula de hemoglobina (022) nos precursores dos globulos vermelhos, tendo esta molécula
a funcdo primordial de transportar o oxigénio no organismo. No entanto, estudos recentes demonstraram
que a a-globina, para além de ser expressa em alto nivel nos globulos vermelhos, ¢ também expressa
nas células endoteliais das artérias e enriquecida ao nivel das jun¢des mieloendoteliais (MJEs), sendo
co-localizada ao nivel destas jungdes com a eNOS [119] [123]. As MIJEs providenciam um
microambiente distinto na interface entre a musculatura lisa e o endotélio, onde muitas proteinas sdo
localizadas e enriquecidas para posteriormente atuarem em diferentes processos ao nivel da parede
arterial dos vasos sanguineos, observando-se que a eNOS ¢ polarizada ao longo destas jungdes. Nestas
jungdes foi sugerido um potencial mecanismo de interagao proteina-proteina entre a a-globina e a eNOS
uma vez que formam um complexo macromolecular que podera regular os efeitos do NO na reatividade
vascular atuando de modo a balancear os processos de constricdo com os processos de relaxamento de
modo a assegurar a tonicidade vascular, que ¢ maior em doentes hipertensos. Recentemente, foi
verificado que a inativacdo da sintese da a-globina endotelial em artérias isoladas usando siRNA (small
interfering RNA), conduziu a um aumento da difusdo do NO ao longo da parede arterial. A interagao
entre a a-globina e a eNOS foi identificada na regido com a seguinte sequéncia de aminoacidos
“LSFPTTKTYFPHFDLSHGSA” da a-globina [38]. Esta sequéncia ¢ codificada por parte do exao 2
dos respetivos genes HBA [53] [119] [120] [121] [122] [123]. Assim, parece haver a possibilidade de
variantes da hemoglobina que possam existir devido a alteragdes nestes aminoacidos perturbem a
referida interag@o entre a a-globina e a eNOS.

Por outro lado, foi também sugerido que a a-globina podera regular a biodisponibilidade do NO
através do estado de oxidagao do grupo heme. Mecanicamente o grupo heme da a-globina com o ferro
na forma oxidada Fe’" (metHb, metahemoglobina) permite a sinalizagio do NO porque a taxa de
dissociagdo do NO da metHb ¢ bastante rapida, contudo este sinal ¢ inibido quando o ferro ¢ reduzido
para forma Fe*" pelo citocromo b5 redutase 3 (cytb5r3) endotelial (figura 1.10). Esta reagdo acontece
porque o NO tem uma elevada afinada pelo ferro na sua forma reduzida reagindo rapidamente com o
mesmo ¢ com a molécula de oxigénio acoplada (oxi-hemoglobina), numa rea¢do conhecida como
desoxigenagdo [121] [122] [123]. Deste modo, mutagdes pontuais ou delegdes nos genes da a-globina,
como o caso da delecdo —a3,7kb, poderdo exercer um papel importante na regulagdo do NO, e
consequentemente na hipertensao [123].
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II. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a suscetibilidade genética para a hipertensdo na
populagdo portuguesa.

Mais especificamente pretende-se testar a associacdo de variantes nos genes NOS3, HBA e
G6PD com a hipertensao arterial (fenotipo distante) e com potenciais fatores de risco (fenotipos
intermédios), nomeadamente o Indice de Massa Corporal (IMC), a idade, o sexo, a glicémia,
triglicéridos e outros fatores de risco.

Os estudos moleculares envolvem a pesquisa:

% Do polimorfismo de insergdo/delegdo no intrdo 4 do gene NOS3, caracterizado por um
numero de repeticdes em tandem (VNTR);

& Da variante A" (rs1050829) no exdo 5 do gene da G6PD,;
& Da delegdo de 3,7kb do agrupamento génico da o-globina;

% De variantes polimorficas no exdo 2 nos genes HBAI € HBA2.
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1. METODOLOGIA

II1.1. Amostra

Neste trabalho foram analisadas amostras (anonimizadas) de sangue periférico de 377
individuos portugueses (entre os 19 e 98 anos) dos quais 227 sdao do sexo feminino e 144 do sexo
masculino, sendo 243 hipertensos (150 mulheres ¢ 93 homens) e 134 (84 mulheres ¢ 50 homens)
normotensos (populacdo controlo). Foram ainda analisadas 22 amostras de uma populagdo africana
ndo hipertensa (Mogambique), sendo 15 individuos do sexo feminino e 6 do sexo masculino. As
amostras foram recolhidas no Centro Hospitalar Lisboa Norte (no Hospital de Santa Maria) e no
Hospital Central de Maputo.

II1.2. Métodos

O estudo dos possiveis fatores genéticos moduladores da hipertensdo arterial foi realizado
através dos seguintes passos:

I11.2.1. Extracio e quantificacio do DNA

Para as 377 amostras a extracdo do DNA foi realizada através do método de extracdo nao
enzimatico designado de salting-out (anexo VIIL.2), sendo que para a quantificacdo e determinagao do
grau de pureza do DNA genomico (ng/ul) utilizou-se um método espectrofotométrico (Nanodrop, ND-
1000, Thermo Scientific), usando as razoes de absorvéncia entre os comprimentos de onda a 260 e
280nm (A260/280), bem como, entre os comprimentos de onda a 230 e 280nm (A230/280), salientando
que, apenas foram utilizadas as amostras cujo resultado, em relagdo a concentragdo de DNA, foi superior
a 10ng/pl.

I11.2.2. Amplificacdo do DNA por PCR (Polymerase chain reaction)

Esta técnica foi usada para genotipar o polimorfismo do intrdo 4 do gene NOS3. A sequéncia
dos oligonucledtidos iniciadores, as condi¢des de reagdo e o tamanho dos fragmentos amplificados,
encontram-se explanados nas tabelas VIII.1 e VIII.2, anexo VIIL.3.

II1.2.3. PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Esta técnica permite diferenciar polimorfismos através da analise dos padrdes de restri¢do do
fragmento de DNA amplificado (por PCR) [43]. Usou-se esta técnica para distinguir a variante A" da B
no gene da G6PD. A mutagdo da variante A” cria um sitio de restrigdo para a enzima Fok 1. A realizagdo
desta técnica seguiu as condigdes descritas no anexo VIIIL4, tabelas VIIL.3, VIIL.4 e VIILS.

I11.2.4. Gap-PCR

Para pesquisa da delecdo -3,7 Kb no agrupamento génico da a-globina foi utilizada uma variante
do PCR que ¢ o Gap-PCR [41]. Esta metodologia pode ser usada para determinar os pontos de quebra
de delegdes conhecidas utilizando oligonucleodtidos iniciadores que se localizam externamente e o mais
proximo possivel dos pontos de quebra da delegdo, usando dois oligonucledtidos iniciadores
complementares das cadeias sense e antisense das regides de DNA que flanqueiam externamente a
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delecdo. O par de oligonucleotidos iniciadores ira dar origem a dois fragmentos, sendo que o mais
pequeno provém do alelo com a delecdo [42]. Esta variante do PCR foi usada de acordo as condi¢des
estabelecidas/descritas nas tabelas VIII.6 e VIII.7, anexo VIII.5.

IIL.2.5. Sequenciacio de Sanger

Para a sequenciacdo do exdo 2 dos genes HBA1 e HBA?2, foi utilizada a técnica de sequenciacdo
automatica pela técnica de Sanger. Para a reag¢@o automatizada de sequenciagao realizada utilizou-se o
kit comercial BigDye® Terminator V1.1. Cycle Kit (Applied Biossystems) de acordo com as instru¢des
do fabricante e utilizando um temociclador Biometra® Thermocyler. A descriminagdo dos sinais
emitidos por fluorescéncia e dos tamanhos dos fragmentos foi feita por eletroforese capilar no
sequenciador automatico 3130XI1 Genetic Analyser, AbiPrism (Applied Biossystems), e os resultados
foram analisados usando o sofitware FinchTV v1.4.0 (Geospiza, Inc). As condi¢des para realizagdo da
sequenciagdo, encontram-se descritas nos anexos VIIL.6 (tabelas VIIL.8 e VIIL.9), VIIL.7 e VIIL8
(VIIL.10 e VIIIL.11)

Os tampoes usados para o PCR, PCR-RFLP e Gap-PCR, encontram-se explanados no anexo
8.3. Os resultados obtidos através do uso destas técnicas (PCR, PCR-RFLP e Gap-PCR) foram
visualizados apos eletroforese dos produtos de PCR num gel de agarose, cuja concentragao foi ajustada
ao tamanho dos fragmentos que foram amplificados. O gel foi corado com brometo de etideo numa
concentracao 3ul para 100mL de solugdo de TBE 10x (diluido 1:10). A subsequente visualizagdo da
eletroforese foi realizada com recurso a transiluminadores (GenoSmart, VWR e Uvitec Cambridge).

II1.3. Tratamento Estatistico

Construiu-se uma base de dados para as duas populagdes (hipertensa e controlo), com as
variantes genéticas estudadas e os potenciais fatores de risco (IMC, a idade, o sexo, a glicémia,
triglicéridos e outros fatores de risco), que serviu de base para o tratamento estatistico.

II1.3.1. Analise Estatistica

Ap6s obtencao dos dados obtidos decorrentes do trabalho laboratorial, para poder relaciona-los
com os parametros clinicos que foram fornecidos, foi necessario um tratamento estatistico. Os céalculos
estatisticos foram realizados no programa estatistico SPSS 25.0, sendo o nivel de significancia
estatistico estabelecido para p-value < 0,05.

Para cada polimorfismo foram comparadas as frequéncias genotipicas e alélicas observadas com
as esperadas em equilibrio de Hardy-Weinberg, utilizando-se o teste do Qui-quadrado (%) de Pearson.
A avaliagdo da normalidade da distribuicao foi efetuada através dos testes de Kolmogorov — Smirnov e
Shapiro-Wilk. Para as comparagdes entre doentes e populag@o controlo (para os fatores de risco), foram
utilizados os testes paramétricos T de Student ou nao paramétricos de Mann-Witney. A pesquisa das
associacdes entre os genotipos e os potenciais fatores de risco para ambas populacdes (hipertensos e
normotensos) foram realizadas através do teste paramétrico T de Student ou pelo teste ndo paramétrico
de Mann-Witney, por regressdo logistica linear e por Odds Ratio (OR) [95%].
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IV.  RESULTADOS

IV.1. Caracterizacio da Amostra

Para uma melhor compreensdao da amostra em estudo, fez-se uma analise, recorrendo-se a
estatistica descritiva, de variaveis como idade, altura e o peso. Esta analise foi feita tanto para a
populagdo hipertensa (tabela IV.1) como para a populagdo normotensa, avaliando-se também a
distribuicao das variaveis. Verificando-se que nos individuos normotensos, a idade, o peso, ¢ a altura, e
nos individuos hipertensos o peso, apresentam uma distribuigdo gaussiana (p-value > 0,05). As demais
variaveis nos individuos hipertensos apresentam uma distribui¢@o ndo gaussiana (p-value < 0,05).

Tabela IV. 1 Estatistica descritiva dos varidveis idade, altura e peso, nos individuos hipertensos e normotensos

Hipertensos

Variaveis N Média Mediana Desvio padrio Minimo Maiximo p-value'

Idade

235 69 67,25 14,55 31 08 0,006*
(anos)
1()1‘:;’ 90 8025 80,10 13,88 4920 11450  0,076*
Altura o 60 1,59 0,09 137 196  0200%
(m)
Normotensos

Varidaveis N  Média Mediana Desvio-padrio Minimo Miéximo p-value'

Idade

134 44 43,83 11,88 20 74 0,200*
(anos)
l()lf;’ 134 7675 7725 13,70 48,60 12040 0,200
A:::)r T4 L6 L6 0,08 L

!Considera-se distribui¢do gaussiana quando p-value > 0,05 e ndo gaussiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade de
Kolmogorov — Smirnov; N = n° de individuos estudados para cada variavel

Observou-se que as mulheres hipertensas (N=145) apresentam uma média de idade de 68,24
anos com um desvio padrdo de 14,99, bem como a idade minima de 31 anos e a maxima os 96 anos.
Apresentam também um peso médio de 77,15kg (N=66). Comparativamente, os homens hipertensos
(N=90) apresentam uma média de idade por volta dos 69,18 anos com um desvio padrao de 13,88, bem
como a idade minima de 37 anos e a maxima de 98 anos. O peso médio nos homens € de 88,79kg (N=24).
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Verificou-se também que a faixa etaria dos 89 anos ¢ a mais frequente (4%) nas mulheres
hipertensas, seguindo-se a faixa etaria dos 85 e 81 anos, ambos com 3,4%. Nos homens hipertensos
observa-se que a faixa etaria mais frequente (5,6%) pertence aos individuos com 61 anos, seguindo-se
a faixa etaria dos 81 e 76 anos, ambos com 4,4%, como elucida a figura (IV.1) abaixo.

Sexo

M Feminino
[l Masculino

Frequéncia

31 46 50 54 56 58 59 62 66 68 71 79 88
Idade

Figura IV. 1. Representacio grifica da frequéncia das faixas etarias na populaciio hipertensa em ambos os sexos.

Nao obstante os dados sobre o género e a idade na populagdo hipertensa, verifica-se que, tanto
na populacdo hipertensa como na populagdo normotensa, uma maior predominancia do sexo feminino
em ambas populacdes, respetivamente 61,7% e 62,7%. E a comparacdo dos dados entre as duas
populagoes estudadas permitiu verificar a existéncia de diferengas estatisticamente significativas na
variavel idade (Teste de Mann-Witney; p-value <0,001) e o contrario na variavel género (%> = 0,034, p-
value = 0,942). Sendo considerado diferencas estatisticamente significativas quando p-value < 0,05 ¢
ndo significativas quando p-value > 0,05. Dado as diferencas entre os dois grupos analisados
(hipertensos e normotensos) no que diz respeito a idade (mas ndo ao género), sempre que necessario foi
realizado o ajuste para este fator de confundimento.

Para além da idade, avaliou-se inicialmente nos individuos hipertensos a distribui¢do dos demais
fenotipos intermédios (tabela IV.2), observando-se que apenas a hemoglobina glicosilada (HbAlc), o
colesterol e o LDL-Colesterol apresentam distribuicdo gaussiana na populacao hipertensa, sendo que os
valores de referéncia para os fenotipos intermédios estao descritos no anexo VIII. 8 (tabela VIII.12)

25



Tabela IV. 2. Avaliagdo da distribuicio dos fenotipos intermédios e sua estatistica descritiva na populacio hipertensa

Hipertensos
Variaveis N Média Mediana Minimo Maximo Desvlo p-value'
Padrao
TSH
*
(meUl/ml) 79 2.16 1,50 0,02 17,60 235 0,000
IMCZ 125 30,42 30,28 19,5 44,6 113,17 0,200%
(kg/m”)
Glicémia
85 103,75 91,00 63 215 33,71 0,000*
(mg/dl)
HbAle 36 5,36 485 3,1 9,2 1,84 0,075%
(%)
Colesterol 83 199,71 197,00 134 330 38,70 0,159%
(mg/dl)
HDL-Colesterol -, 5434 52,00 30 98 14,57 0,007*
(mg/dl)
LDL-Colesterol 121,64 116,00 60 217 3225 0,066*
(mg/dl)
Triglicéridos 81 121,57 106,00 47 404 58,50 0,000*
(mg/dl)
Uricémia 58 6,37 5.30 2.9 65.0 7.91 0,000%
(mg/dl)

!Considera-se distribuigdo gaussiana quando p-value > 0,05 e ndo gausssiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade
de Kolmogorov — Smirnov. **Teste de normalidade de Shapiro-Wilk

Para a populacdo normotensa, avaliou-se também a distribuicdo dos demais fenotipos
intermédios (tabela 1V.3), observando-se que para além da hemoglobina glicosilada (HbAlc), o
colesterol e o LDL-Colesterol, a uricémia também apresenta distribuicdo gaussiana.
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Tabela IV. 3. Avaliagdo da distribuicio dos fenotipos intermédios e sua estatistica descritiva na populacio normotensa

Normotensos
Variaveis N Média Mediana Minimo Maximo Desvio p-value'
Padrao
TSH
112 2,06 1,75 0,01 18.40 215 0,000*
(mcUI/ml) ’
IMCZ 134 28,55 28,34 17,3 445 113,11 0,037*
(kg/m*)
Glicémia
112 86,65 82.50 60 178 19,54 0,000*
(mg/dl)
il 13 4,63 4,10 2.8 7.8 1,79 0,095%*
(%)
Colesterol 106 196,76 196,00 126 334 41,67 0,200*
(mg/dl)
SILCHEER g 56,80 54,00 31 101 14,97 0,005*
(mg/dl)
LDL-Colesterol -, - 120,57 119,80 28 246 37,46 0,200*
(mg/dl)
Triglicéridos 103 108,07 91,00 33 323 56,530 0,000%
(mg/dl)
Uricémia 79 4,98 4.80 2.6 7.9 1,29 0,200*
(mg/dl)

!Considera-se distribuigdo gaussiana quando p-value > 0,05 e ndo gausssiana quando p-value < 0.05. *Teste de normalidade
de Kolmogorov — Smirnov. **Teste de normalidade de Shapiro-Wilk

Posteriormente, verificou-se que a analise dos fenotipos intermédios resultou na observagado de
que as diferencas nos valores entre individuos hipertensos e normotensos sdo estatisticamente
significativas para o IMC, glicémia e os triglicéridos, sem o ajuste para a idade, e com ajuste apenas se
verificam diferengas estatisticamente significativas para o IMC e glicémia (tabela [V.4). Usou-se o teste
de Mann-Witney, para as variaveis com distribui¢do nao gaussiana e o Test T de Student para variaveis
com distribui¢do gaussiana.
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Tabela IV. 4. Analise das diferencas observadas nos valores dos fené6tipos intermédios entre individuos hipertensos e
normotensos

Variavel Hipertensos (N) Normotensos (N) p-value' p-value®

(m;FSII;Iml) 7 e 030"

( I:lg\;llgz) 125 134 <0,004* 0,008
H(l:;:)lc 36 13 0,230%*

C(ol:f;;:;lr)ol 83 106 0,616%* 0,493
HDIE-l:go/ljls)terol 3 103 0,252% 0,603
LDL(-lfli;/l;ls)terol 83 106 0,833%%* 0,243

Iinlﬂlilcge';l;;a 58 79 0,064*

*Teste de Mann-Witney. ** Test T de Student. Valores de p-value < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.
!Sem ajuste para a idade. 2Ajustado para a idade

IV.2. Analise dos Polimorfismos no Intrao 4 do gene NOS3 (VNTR) e Associacdo com as
Variaveis Estudadas.

Em relacdo a genotipagem do gene NOS3, a figura (IV.2) abaixo representa os resultados
obtidos para este gene, sendo que a andlise do polimorfismo foi efetuada de acordo aos processos
descritos nos materiais e métodos.

_ 420pb
— 393pb

Figura IV. 2. Gel de agarose com perfil eletroforético representativo de uma amplificacio da regiio genomica contendo
o VNTR do intrio 4 do gene NOS3. Canal 1: Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Canais 2,
3,4, 6 e 7: Genotipo 4b/4b. Canal 5: Gendtipo 4a/4b. Canal 8: Gendtipo 4a/4a. Canal 9: Controlo negativo.
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Para o gene NOS3, foi observado que na populagdo normotensa (N = 129) as frequéncias dos
genotipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a foram, respetivamente, 73,6%, 22,5% e 3,9%. Para a populagio
hipertensa (N = 230) as frequéncias dos gendtipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a foram, respetivamente, 55,6%,
36,1% e 8,3% (como ilustra a figura abaixo, IV.3), sendo que as diferencas nestas duas populagdes sdo
estatisticamente significativas (x> =11,588, p-value=0,003).

80,0% Populagio
[EINormotensos
[ | Hipertensos

60,0%

40,0%

Frequéncia

20,0%

,0%
4a/da 4a/4b 4b/4b

NOS3

Figura IV. 3. Grafico ilustrativo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos do intrdo 4 do gene NOS3, na populacio
hipertensa e na populacio normotensa.

Para as frequéncias alélicas o mesmo foi observado, ou seja, as diferengas entre as frequéncias
para ambos os alelos na populagdo hipertensa (4a = 26,3%; 4b = 73,7%; N = 460) e na populagdo
normotensa (4a = 15,1%; 4b = 84,9%; N = 258, figura IV.4), sdo estatisticamente significativas (*
=11,947, p-value=0,001).

100,0% Populacio
M Hipertensos
[ENormotensos
80,0%

60,0%

Frequéncia

40,0%

20,0%

0%

NOS3

Figura IV. 4. Grafico ilustrativo das frequéncias alélicas dos polimorfismos do intrido 4 do gene NOS3, na populacio
hipertensa e na populacio normotensa.

E de acordo com estes dados, verifica-se que os para os individuos que apresentam o alelo 4a,
o risco (relativo) de ser hipertenso ¢ 1,2 vezes superior em comparagdo com os individuos que
apresentam o alelo 4b. Quando o ajuste para idade ¢é realizado, observa-se que a presenca do alelo 4a
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(em heterozigotia ou homozigotia) esta associado a um maior risco de ser hipertenso [OR = 2,297; IC
(95%) = (1,206 — 4,376); p-value = 0,011].

Apos efetuada a separacdo por sexo, observou-se que para o sexo masculino as frequéncias dos
genotipos 4b/4b, 4a/4b e 4a/4a para os individuos hipertensos (N = 91) foram, respetivamente, 60,4%,
30,8% e 8,8%. Para o mesmo sexo no que diz respeito aos individuos normotensos (N = 49), as
frequéncias genotipicas foram: 75,5%, 18,4% e 6,1%.

Os hipertensos (N = 139) apresentaram (para o sexo feminino) para os genotipos 4b/4b, 4a/4b
e 4a/4a, as seguintes frequéncias: 52,5%, 39,6% e 7,9%. Para o mesmo sexo as frequéncias para os
normotensos (N = 80) foram: 72,5%, 25,0% e 2,5%, como ilustra a figura abaixo (IV.5).

80,0% | Populacio
[ENormotensos
M Hipertensos
60,0% |
]
]
=
<«
5 40,0%|
2
=
20,0% l
pop— |
4a/da 4a/4b 4b/4b
NOS3

Figura IV. 5. Grafico ilustrativo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos do intrdo 4 do gene NOS3, na populacgio
hipertensa e na populacio normotensa no que diz respeito ao sexo feminino.

Verificou-se que para o sexo feminino estas diferengas sio estatisticamente significativas ((y’
=9,043, p-value=0,011) e que a presenga do alelo 4a (em heterozigotia ou homozigotia) esta associada
a um maior risco de ser hipertenso no sexo feminino [OR = 1,346; IC (95%) = (1,108 — 1,635); p-value
=0,004].

Tanto a populacdo hipertensa como a populagdo normotensa para este polimorfismo,
encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, respetivamente x* = 1,1018 < 3,841 41): pvatue—005 € Y
= 1,9832 < 3,841 gl(1);p-value=0,05-

A analise entre a associagdo dos polimorfismos do intrdo 4 do gene NOS3 e os fenotipos
intermédios, mostrou que as diferencas para glicémia entre hipertensos € normotensos em relacao aos
genotipos 4a/4b e 4b/4b sdo estatisticamente significativas: O mesmo resultado é obtido para
hemoglobina glicosilada (genotipo 4a/4b), triglicéridos (genotipo 4a/4b), uricémia (genodtipo 4b/4b),
IMC (4b/4b) e HDL-Colesterol (gendtipo 4a/4a) entre hipertensos e normotensos (tabela IV.5). Usou-
se o teste de Mann-Witney, para as variaveis com distribuicdo ndo gaussiana e o Test T de Student para
variaveis com distribuicdo gaussiana.
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Tabela IV. 5. Andlise entre as varidveis estudadas e os genétipos (4b/4b, 4a/4b e 4a/4a) do gene NOS3 na populacio de
individuos hipertensos e normotensos

Variavel 4b/4b (H) p-value 4b/4b (N) 4a/4b (H) p-value 4a/4b (N) 4a/4a (H) p-value 4a/4a (N)
TSH 1,7; 0,02-8,1 1,9;0,01-18,4  1,3;0,05-7,1 1,05; 0,01-9,7 1,740,6 2+0,7
o5 Oy 5 0,989% =5 O g 355 O 9 0.718% ,05; 0, 8 ,7%0, 0,627%* 5
(mcUI/ml) 39) (79) 24) (24) 3) 5)
IMC2 30,3+5,6 0,005%* 27,9447 29,844,6 0.997+% 29,845,7 30,1+4,4 0.674%% 29,3+0,9
(kg/m”) (74) 95) (3%5) (29) (3) ©)]
Glicémia 92; 63-215 82; 60-178 96; 71-208 84; 66-167 117+£31,4 100,7+27,1
’ 0,001* ? i’ 0,038* ? > 0,495%* ’ ?
(mg/dl) (45) ’ (79) (24) ’ (24) 3) (C))
HbAlc 5,0£1,8 4,7+1,7 6,4+1,7 3,5+£0,8 5,90 5,4+33
’ ’ 0,688%* ’ ’ ’ ’ 0,043%* ’ ’ ’ 0,930%** ’ ’
(%) (20) ()] (11) ’ @) O] (2)
Colesterol 197,5436,2 196,4+43.5 200,9+40,4 198,9438,5 242431,2 201£14,8
> ? 0,883%%* ? > > > 0,785%* > ? ? 0,109** ?
(mg/dl) (43) (78) (24) (21) 3) 3)
HDL-Colesterol 52;31-83 54; 31-101 51;32-98 54; 35-78 68,3+6,4 4848,14
’ 0,313* ’ ’ 0,466* ’ ’ ’ 0,029%* ¢
(mg/dl) (43) ’ (75) (24) ’ ey (3) ’ (3)
146,9+34,

LDL-Colesterol 121,4429,5 0.833%* 119,9438,6 120,9433,2 0.876%* 122,5436,6 3 0.513* 133,5¢11,4
(mg/dl) (43) ’ (78) (24) ’ (1) 3) ’ 3)
Triglicéridos 105; 51-307 98; 33-276 103; 47-404 86; 45-323 134£33,1 961+26,7

0,382* 0,044* ? 0,196** ’
(mg/dl) (41) (75) (24) (21 (3) 3)
Uricémia 5,5£0,9 4,7+1,2 5,1; 2,9-65 5,8;2,6-7,2 5,440,7 6,410,2
o) 0.013%* o/l 152, 0.830* ,85 2,0-7, ,4£0, 0,165%* A,
(mg/dl) (26) ’ (59) (1) (16) 3) 2)

*Teste de Mann-Witney — as medidas estatisticas consideradas sdo: mediana; minino-méaximo; numero total de individuos (n).
**Teste T de Student — as medidas estatisticas consideradas sdo: médiatdesvio padrdo; nimero total de individuos (n). H
(Hipertensos); N (Normotensos). Valores de p-value < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos

Apods os resultados obtidos na tabela acima, verificou-se por regressdo logistica linear a
associacdo dos gendtipos com as variaveis em estudo, € observou-se que apenas na presenca do genotipo
4b/4b (ajustado para a idade) o IMC encontra-se associado a populacdo hipertensa [OR = 1,150; IC
(95%) = (1,052 — 1,257); p-value = 0,002]. O mesmo resultado foi obtido para a uricémia [OR = 1,867;
IC (95%) = (1,123 — 3,106); p-value = 0,016]. Também se observou que apenas na presenca dos
genotipos 4b/4b/ e 4a/4b e sem o ajuste para a idade é que a glicémia encontra-se associada a populagio
hipertensa, respetivamente, [OR = 1,032; IC (95%) = (1,002 — 1,062); p-value = 0,037] e [OR = 1,030;
IC (95%) = (1,012 — 1,048); p-value = 0,001].

Observou-se que existem diferencas estatisticamente significativas para a glicémia entre
hipertensos e normotensos, independentemente da presenga ou auséncia do alelo 4a. Também foi
observado diferencas estatisticamente significativas para os triglicéridos na presenca do alelo 4a entre
hipertensos e normotensos. O mesmo foi observado para a auséncia do alelo no que diz respeito aos
valores de uricémia entre hipertensos e normotensos (tabela IV.6). Usou-se o teste de Mann-Witney,
para as variaveis com distribui¢do ndo gaussiana e o Test T de Student, para variaveis com distribuicao
gaussiana.
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TabelaIV. 6. Analise entre as variaveis estudadas e a presenc¢a ou auséncia do alelo 4a do intrio 4 do gene NOS3 (VNTR),
entre individuos hipertensos e normotensos

Presenca do Auséncia do Auséncia do
er . Presenca do alelo
Variaveis alelo 4a - p-value alelo 4a - p-value alelo 4a -
. 4a - Normotensos .
Hipertensos Hipertensos Normotensos
TSH 1,5;0,5-7,1 0.915* 1,2; 0,005-9,7 1,7; 0,20-8,1 0.989% 1,9; 0,005-18,4
(mcUI/ml) 27 29) 39) 79)
IMC 29,8446 29,7454 30,345,7 27,9446
) s 0,926** s B s ) 0’005** ) s
(kg/m?) (38) (34) (74) 95)
Glicémia 99; 71-208 0,021* 84,5; 66-167 92; 63-1215 0,001* 82; 60-178
(mg/dl) 27 (28) (45) 79)
HbAlc 6,4%1,6 4,542.3 4,5;3,1-9,2 5;2,8-7,2
9 b 0,087** bl 9 "~ bl b 0,688* 9 9 bl
(%) (12) “) (20) ®
+ + + +
Colesterol 205,5+41,1 0.565%* 199,1+36,1 197,5+36,2 0,883+ 196,4+43,5
(mg/dl) 27 24) (43) (78)
- + + + +
HDL-Colesterol 57,3+17.,5 0.634%+ 55,3+11,3 53,7£13,1 0.227%+ 57,2+16,2
(mg/dl) 27) (24) (43) (75)
- + + + +
LDL-Colesterol 123,8433,7 0.990%* 123,9+34,5 121,4+29,5 0.833%* 119,9£38,6
(mg/dl) 27 24) (43) (78)
Triglicéridos 105; 47-404 0,025* 86; 45-323 105; 51-307 0382 98; 33-276
(mg/dl) 27 (24) 41) (75)
Uricémia 5,1; 2,9-65 6,1;2,6-7,2 5,5£0,9 4,9£1,2
b 9 05525** b 9 b 9 bl 0 013** 9 b
(mg/dl) (24) (18) (26) ’ 59)

*Teste de Mann-Witney — as medidas estatisticas consideradas sdo: mediana; minino-méaximo; numero total de individuos (n).
**Teste T de Student — as medidas estatisticas consideradas sdo: médiatdesvio padrdo; numero total de individuos (n). Valores
de p-value < 0,05 s@o considerados estatisticamente significativos

Procedeu-se a analise por regressao logistica linear para testar a associagdo da presencga (em
heterozigotia ou homozigotia ) ou auséncia do alelo 4a com as variaveis em estudo, tendo-se verificado
que na auséncia do alelo 4a (ajustado para a idade), o IMC e a uricémia estdo associados a populagio
hipertensa, respetivamente, [OR = 1,150; IC (95%) = (1,052 — 1,257); p-value = 0,002] ¢ [OR = 1,1,867;
IC (95%) = (1,123 — 3,1006); p-value = 0,016]. Observou-se também que apenas sem 0 ajuste para a
idade e na auséncia do alelo 4a ¢ que a glicémia esta associada a populagdo hipertensa [OR = 1,030; IC
(95%) = (1,012 — 1,048); p-value = 0,001].

Foi também observado na populag@o hipertensa que para presenga ou auséncia do alelo 4a
apenas existem diferencas estatisticamente significativas para hemoglobina glicosilada (tabela IV.7).
Usou-se o teste de Mann-Witney para as variaveis com distribui¢@o ndo gaussiana e o Test T de Student
para variaveis com distribui¢ao gaussiana.

32



TabelaIV.7. Analise entre as variaveis estudadas e a presen¢a ou auséncia do alelo 4a do intrao 4 do gene NOS3 (VNTR),
na populacio de individuos hipertensos

Variaveis Presenca do alelo 4a p-value Auséncia do alelo 4a
TSH 1,5; 0,5-7,1 0262 1,7; 0,20-8,1
(mcUI/ml) 27) (39)
IMC 29,8447 0.683%* 30,3457
(kg/m?) (38) ’ (74)
Glicémia 99; 71-208 0.467% 92; 63-215
(mg/dl) (27) ’ (45)
6,1; 3,8-8,6 4,5;3,1-9,2
0, b 9 bl * "~ b 9
HbAlc (%) (12) 0,031 20)
Colesterol 205,5+41,1 0.759%* 197,5+£36,2
(mg/dl) 27 ’ (43)
HDL-Colesterol 57,3%£17,5 0.331%* 53,7+13,1
(mg/dI) (27) ’ (43)
LDL-Colesterol 123,8433,7 0.759%* 121,4429,5
(mg/dl) 27 ’ (43)
Triglicéridos 105; 47-404 0.940% 105; 51-307
(mg/dl) (27) ’ 41)
Uricémia 5,1;2,9-65 0.525* 5,3;4,0-7,4
(mg/dl) (24) ’ (26)

*Teste de Mann-Witney — as medidas estatisticas consideradas sdo: mediana; minino-maximo; numero total de individuo (n)s.
**Teste T de Student — as medidas estatisticas consideradas sdo: médiatdesvio padrao; numero total de individuos (n). Valores
de p-value < 0,05 s@o considerados estatisticamente significativos

IV.3. Analise do Polimorfismo do gene Gd (rs1050829) e Associacio com as Varidveis
Estudadas.

Em relacdo a genotipagem do SNP (rs10500829), as figuras IV.6 e V.7 abaixo representam os
resultados obtidos para este SNP, sendo que a analise do polimorfismo foi efetuada de acordo com
processos descritos nos materiais ¢ métodos.

FiguraIV. 6. Gel de agarose com perfil eletroforético representativo da amplificacio de um fragmento da regiio do gene
Gd (rs10500829). Canais 1-5: Fragmentos amplificados dos individuos em estudo. Canal 6: Controlo negativo. Canal 7:
Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen).
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FiguraIV. 7. Gel de agarose com perfil eletroforético representativo dos fragmentos obtidos no ensaio de restri¢io com
a endonuclease Fok I. Canal 1: Marcador de peso molecular 50 pb (50 bp DNA Ladder, Invitrogen) Canais 2 e 4: Gendtipo
Gd+/Gd+. Canal 3: Genétipo Gd-/Gd-; Canal 5: Genétipo Gd+/Gd-.

Para o gene Gd, num total de 164 individuos genotipados (106 do sexo feminino e 58 do sexo
masculino) ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias genotipicas e

alélicas entre hipertensos e normotensos, tanto para o sexo feminino como para o sexo masculino (tabela
IV.8).

Tabela IV. 8. Frequéncias genotipicas e alélicas para o gene da Gd (rs10500829) para ambas populagdes (hipertensos e
normotensos)

Frequéncia Genotipica

Hipertensos Normotensos
, " Frequéncia Frequéncia Frequéncia Frequéncia
Género Gendtipos Observada Relativa (%) p-value Observada Relativa (%)
S Gd+/Gd+ 104 98,12 62 98,4
Fenfi):;no Gd+/Gd- 1 0,94 0,693! 1 1.6
Gd-/Gd- 1 0,94
Total 106 100 63 100
Gd+ 57 98,3 30 100
MaseX(l)'n 0,469'
sculino G- 1 17
Total 58 100 30 100
Frequéncia Alélica
Normotensos
Géner Alel Frequéncia Frequéncia l Frequéncia Frequéncia
enero clos Observada Relativa (%) p-yatue Observada Relativa (%)
Sexo Gd+ 209 98,6 125 99,2
Feminino Gd- 3 1.4 0,609! 1 0,8
Total 212 100 126 100
Sexo Gd+ 114 98,3 60 100
Masculino Gd- 2 1,7 0,306"
Total 116 100 60 100

Valores de p-value < 0,05 sio considerados estatisticamente significativos. 'Teste do Qui-quadrado
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Efetuou-se uma analise de Odds Ratio para medir a for¢a de associa¢do do alelo Gd-, entre
hipertensos e normotensos, para ambos os sexos. Os resultados ndo sdo estatisticamente significativos,
respetivamente [OR = 1,794; IC (95%) = (0,184 — 17,438); p-value = 0,614] ¢ [OR =2,642; IC (95%) =
(0,125 — 55,917); p-value = 0,533].

Para o sexo feminino, a populacdo hipertensa nao apresenta o alelo Gd em equilibrio de Hardy-
Weinberg (3> = 46,4373 > 3,841 gi(1)p-atue=0,05), €nquanto que, a populagio normotensa encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg (3 = 0,0040 < 3,841 4i(1)p-vatue-0.05)-

Para o sexo masculino, a populagdo hipertensa ndo se encontra em equilibrio de Hardy-
Weinberg (x* = 58,000 > 3,841 4i(1);p-vaiue=00s). Em relagdo a populagdo normotensa, para 0 mesmo sexo,
como apenas verificou-se a frequéncia de um alelo (alelo Gd+), para esta populacdo ndo foi possivel
verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para o sexo feminino ndo se observaram diferencas estatisticamente significativas em nenhuma
das variaveis estudadas e a presenga (em heterozigotia ou homozigotia) ou auséncia do alelo Gd- (tabela
IV.9). Utilizou-se o teste estatistico T de Student, para as variaveis com distribui¢do gaussiana, ¢ o Teste
de Mann-Witney, para as variaveis com distribui¢do ndo gaussiana.

Tabela IV. 9. Analise entre as variaveis estudadas e a presenca ou auséncia do alelo G do gene G6PD (rs10500829), na
populacio de individuos hipertensos

Sexo Feminino (Hipertensos)

Variaveis Presenca do alelo Gd- p-value Auséncia do alelo Gd-
TSH 1,3; 1,1-1,6 0.748* 1,5;0,20-8,1
(mcUl/ml) 2 (52)
IMC 30,8+6,3 32454
SN 0,755%* ’
(kg/m’) 2 (55)
Glicémia 89; 78-101 0.943* 86; 63-208
(mg/dl) 2) (50)
HbAlc - 5,3;3,2-8,4
(%) (14)
Colesterol 210;202-218 0.497* 199; 134-330
(mg/dl) 2) (49)
= + +
HDL-Colesterol 70+28,3 0.259%* 57,7+£14,6
(mg/dl) (2 (49)
LDL-Colesterol 124,5; 111-138 0.627% 114,8; 0-217
(mg/dl) 2) (54)
Triglicéridos 77,5; 72-83 0.373* 99,5, 47-404
(mg/dl) 2) (48)
Uricémia 42+0,4 0.226%* 5,1£1,0
(mg/dl) 2 (35)

*Teste de Mann-Witney — as medidas estatisticas consideradas sdo: mediana; minino-méaximo; numero total de individuos (n).
**Teste T de Student— as medidas estatisticas consideradas sdo: médiatdesvio padrdo; niimero total de individuos (n). —
Auséncia de dados. Valores de p-value < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos
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Nao foi possivel realizar as restantes analises estatisticas, uma vez que, para os genotipos
(Gd+/Gd- e Gd-/Gd-) do gene Gd SNP (rs10500829), ndo se verificam valores para as variaveis em
estudo, tanto para o sexo masculino como para o sexo feminino. Também néo foram observadas para o
sexo feminino (populacdo normotensa) a frequéncia do genotipo Gd-/Gd-. Para o sexo masculino ndo
se verificou a frequéncia do genotipo Gd- também na populagdo normotensa.

IV.4. Anilise da Delecdo a-Talassémica (-o*’) no Agrupamento Génico da a-Globina e
Associacao com as Variaveis Estudadas.

A identificacdo da delegdo de 3,7kb no agrupamento génico da o-globina foi realizada de
acordo aos preceitos descritos nos materiais € métodos (figura I'V.8).

1-1 1-Ir 2-r 2-Ir 3-1 3-II 41 411 S5-I S5-I 61 6-11 7-1 7-II 8

Figura IV. 8. Perfil eletroforético em gel de agarose representativo da confirmacio da detecio da delecio de 3,7kb no
agrupamento génico da a-globina. Canais 1 (I-1), 2 (I-II), 4 (I-II), 5 (I-II) e 6 (I-II): Individuos normais sem a delegdo. Canal
3 (I-1I): Individuo heterozigoético para a delecdo. Canal 7 (I-1I): Controlo negativo. Canal 8: Marcador de peso molecular 1kb
(1kb DNA Ladder, Invitrogen). Os nimeros em numeragao decimal (1 a 7) correspondem a individuos diferentes, e os nimeros
em numerac¢éo romana correspondem, respetivamente, as Mix 1 e Mix 2 referidas no anexo VIILS tabelas VIIL.6 e VIIL.7.

A amplificagdo seletiva dos genes alfa (HBAI e HBAZ2) para posterior sequenciacao foi
realizada de acordo aos preceitos descritos nos materiais e métodos e as figuras IV.9 e [V.10 abaixo,
representam os resultados obtidos na amostragem para cada um dos procedimentos.

1-A1 1-A2 2-A1 2-A2 3-A1 3-A2 4-A14-A2 5-A1 5-A2 6-A1 6-A27-A17-A2 8

978pb

Figura IV. 9. Perfil eletroforético em gel de agarose representativo da amplificacio dos genes a. Canais 1,2,34,5¢ 6
(A1-A2): Fragmentos amplificados dos individuos em estudo. Canal 7 (A1-A2): Controlo negativo. Canal 8 Marcador de peso
molecular 1kb (1kb DNA Ladder, Invitrogen). Os niimeros em numeragao decimal (1 e 7) correspondem a individuos diferentes,
e anumeragdo (Al e A2) correspondem, respetivamente, as Mix Al e Mix A2 referidas no anexo VIIL6 tabelas VIIL.8 e VIIL.9.
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Figura IV. 10. Imagem representativa do resultado obtido da sequenciaciio parcial do exdo 2 dos genés ai-gl(;bina eoa2-
globina, estando marcado com um retdngulo azul a regido de interesse para pesquisa de variantes polimorficas.

Nao foram encontradas variantes polimorficas na analise do exao 2 dos genes HBAI e HBA2.
No entanto, foram calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas para a populacdo hipertensa e
normotensa em relagdo a delecdo de 3,7kb (-a*"). Nio foi observado nenhum caso de homozigotia para
a delecdo em ambas as populacdes (hipertensos ¢ normotensos), nem diferencas estatisticamente
significativas para as frequéncias genotipicas e alélicas (tabelas [V.10 e IV.11).

Tabela IV. 10. Frequéncias genotipicas para a alfa-talassémia em ambas as populacdes (hipertensos e normotensos)

Genotipos N
ao/ao 96
-o7/ao 1
037037 _
Total 97

Frequéncia Genotipica

Hipertensos
Frequéncia Relativa (%)

99,0

1,0

100

p-value

0,791!

Normotensos
N  Frequéncia Relativa (%)
66 98,5
1 1,5
67 100

Valores de p-value < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos. 'Teste do Qui-quadrado
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Tabela IV. 11. Frequéncias alélicas para a alfa-talassémia em ambas as populacdes (hipertensos e normotensos)

Frequéncia Alélica

Hipertensos Normotensos
Alelos N Frequéncia Relativa (%) p-value N Frequéncia Relativa (%)
oo 193 99,5 133 99,3
-a37 1 0,5 0,792! 1 0,7
Total 194 100 134 100

Valores de p-value < 0,05 sio considerados estatisticamente significativos. 'Teste do Qui-quadrado

Considerando a alfa-talassémia, tanto a populag@o hipertensa como a populagdo normotensa
para alfa-talassémia, encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, respetivamente x> = 0,0026 <
3,841 gl(1); p-value=0,05€ Xz = 0,0038 < 3,841 gl(1);p-value=0,05-.

Salienta-se que aquando da pesquisa para a alfa-talassémia, observou-se a existéncia de dois
individuos com triplo-alfa (a.co/aa; frequéncia de 2,0%), na populagéo hipertensa.

IV.5. Caracterizacdo Genotipica e Alélica dos genes NOS3, G6PD e HBA numa Populacio
Moc¢ambicana Normotensa

A pesquisa de variantes polimoérficas nos genes NOS3, G6PD e HBA para a populacdo

Mogambicana, seguiu os mesmos preceitos descritos para populagdo Portuguesa nos materiais e
métodos. Os dados das tabelas (IV.12, IV.13 e IV.14) abaixo, representam os resultados obtidos.

Tabela IV. 12. Frequéncia genotipica para o gene NOS3 na populacio normotensa Mo¢cambicana

Frequéncia Genotipica

Genotipos N Frequéncia Relativa (%)
4a/4a 4 18,1
4a/4b 9 40,9
NOS3 4b/4b 7 31,8
4b/4c 1 4,5
4a/4d 1 4,5
Total 22 100
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Tabela IV. 13. Frequéncia genotipica para o gene Gd na populacio normotensa Mog¢ambicana

Frequéncia Genotipica

Género Genotipos N Frequéncia Relativa (%)
Gd+/Gd+ 7 50,0
Sexo Feminino Gd+/Gd- 4 28,6
Gd-/Gd- 3 21,4
G6PD Total 14 100
Gd+ 6 100

Sexo Masculino
Gd- —
Total 6 100

Tabela IV. 14. Frequéncia genotipica para a alfa-talassémia na popula¢io normotensa Mo¢cambicana

Frequéncia Genotipica

Genotipos N Frequéncia Relativa (%)
ao/oo 6 27,3
Alfa-Talassémi
A-Taassemi -0/ 14 63,6
-o>7/-037 2 9,1
Total 100

Foram também calculadas as frequéncias alélicas e observou-se que para a NOS3 as frequéncias
dos alelos 4a, 4b, 4c e 4d, foram, respetivamente, 40,9%, 54,5%, 2,3% ¢ 2,3%. Em relagdo a G6PD para
o sexo feminino as frequéncias dos alelos Gd+ e Gd- foram, respetivamente, 64,3% e 35,7%, enquanto
que no sexo masculino apenas se observou o alelo Gd+. Aquando da pesquisa da alfa-talassémia, para
o alelo normal (o), observou-se uma frequéncia alélica de 59,1% e para o alelo mutado (-o*’) uma
frequéncia alélica de 40,9% para o alelo normal.

Verificou-se que para as variantes estudadas nos trés genes (NOS3, G6PD, HBA), esta
populagio encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg, respetivamente, y* = 0,1257 < 12,592, ui6); p-
value=0,05 € x2 = 1,9980 < 3,841 gi(1);p-vatue=0,05- x2 = 2,2002 < 3,841 gi1); p-vaie=0,05. Salientado que para a
G6PD o célculo foi realizado apenas para o sexo feminino.

Nio se observaram diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias dos genotipos em

estudo entre a populagdo Mocambicana aqui estudada e duas populagdes africanas reportadas na
literatura, uma proveniente do Mali [124] e outra da Tanzania [125] (tabela IV.15).
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TabelaIV. 15. Analise da frequéncia dos genotipos em estudo entre a populagio Mocambicana e duas outras populacdes
Africanas

Total 22 100 158 100

Gd+/Gd+ 7 50 73 54,9

Sexo
Masculino

Total 6 100 110 100
ao/oo 6 273 224 47,2
Alfa-
0,124!
o>~ 2 9,1 52 10,9

"Para a NOS3 usou-se para a andlise estatistica uma populagdo do Mal [181]. 2Para a G6PD e alfa-talassémia usou-se para
analise estatistica uma populagéo da Tanzania [182]. Valores de p-value < 0,05 sdo considerados estatisticamente significativos.
!Teste do Qui-quadrado.



V. DISCUSSAO

A hipertensdo ¢ uma doenca multicausal, multifatorial e poligénica, caracterizada pela presenca
de niveis elevados de tensdo arterial e frequentemente associada a distirbios metabolicos e hormonais,
com presenga de hipertrofia cardiaca e elevagdo do tonus vascular, observando-se que a elevagdo da
resisténcia periférica ¢ tida como um dos principais fatores que contribuem para o aumento da pressao
arterial, isto porque, a medida da pressdo arterial ¢ determinada pelo produto do batimento/débito
cardiaco (frequéncia cardiaca e eje¢do ventricular esquerda) e da resisténcia vascular periférica
(explicada pela resisténcia das arteriolas, relacionada com o didmetro do lumen).

Neste sentido, o 6xido nitrico resultante da atividade da eNOS parece ter um papel crucial na
protecdo dos vasos sanguineos, uma vez que as enzimas eNOS sintetizam o NO que ira atuar ao nivel
das células musculares ou no lumen vascular, sendo esta agdo associada a manutengdo da tonicidade
vascular, regulagdo da pressdo sanguinea, prevencdo da agregacdo plaquetaria, inibi¢do da adesdo de
monocitos e neutrofilos ao endotélio vascular, efeito antiproliferativo e efeito antioxidativo. Esta agao
¢ essencial para impedir que se instala a disfungdo endotelial que ¢ um processo que conduz ao
desenvolvimento da hipertensao.

Deste modo, foi levantada a hipotese de que o gene NOS3 (codificante da eNOS) podera ter
uma contribui¢do significativa no surgimento do fenodtipo hipertenso, uma vez que uma redugdo na
biodisponibilidade do NO esta associada a perda de integridade do endotélio, sendo que um estudo
associa o alelo 4a a baixos niveis de NO [67].

No trabalho aqui apresentado, observou-se diferencas estatisticamente significativas para as
frequéncias genotipicas (p-value = 0,003) e alélicas (p-value = 0,001) dos polimorfismos do intrdo 4 do
gene NOS3 (entre hipertensos e normotensos), o que revela associagdo entre os polimorfismos do intréo
desse gene e a hipertensdo [126]. Observou-se também que as frequéncias para o alelo 4a e 4b na
populagdo hipertensa foram respetivamente, 26,3% e 73,7% e que esta frequéncia encontrada para o
alelo 4b ¢ semelhante as frequéncias encontradas na populacdo Japonesa e no Reino Unido com
hipertensao [127].

No estudo realizado para a nossa amostra populacional, verificou-se que a presenca do alelo 4a
estd associado a um maior risco de ser hipertenso, o que vem de acordo com o descrito na literatura
[128].

Apesar dos polimorfismos do intrio 4 do gene NOS3 serem polimorfismos intronicos, tém a
capacidade de modular a transcri¢dao, influenciar a eficiéncia da tradugdo, estabilidade do RNA
mensageiro (mMRNA) e os niveis enzimaticos da eNOS [127]. Pensa-se ser esse o mecanismo subjacente
a esta associacao genotipo/fenotipo. Foi também observado num estudo (sobre a hipertensao pulmonar)
que o polimorfismo do intrdo 4 do gene NOS3 interfer na func¢do da eNOS, o que resulta na reducao da
biodisponibilidade do NO e aumenta o risco de hipertensdo pulmonar. Neste estudo, o grupo de
individuos que apresentavam o gendtipo 4a/4a tinham um risco de desenvolver hipertensdo duas vezes
superior quando comparado com os individuos que apresentam os demais genotipos [129]. Observa-se
que os resultados de uma meta-analise que envolveu 35 estudos de associacao do ponto de vista genético,
parecem suportar a ideia da associac@o entre os polimorfismos no intrdo 4 do gene NOS3 e a hipertensao
[128], verificando-se que na populagdo caucasiana o alelo 4a esta a associado a um risco elevado (cerca
de 22%) para o desenvolvimento da hipertensdo [130]. No entanto, ha que salvaguardar que outra
possivel explicagdo para estes resultados seja o facto dos polimorfismos do intrdo 4 do gene NOS3
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atuarem como marcadores genéticos para um outro locus funcional em /inkage desequilibrio dentro ou
em redor do gene [128].

Na literatura encontram-se ainda outros estudos mostrando a associag¢do dos polimorfismos do
intrdo 4 do gene NOS3 com outras sindromes metabdlicas que evidenciam a associagdo deste alelo (4a)
com outras doengas cardiovasculares ligadas a hipertensdo, como a aterosclerose cardtida [131]. Neste
caso foi observado que o referido alelo € tido como um fator de risco independente para o enfarte agudo
do miocardio, especialmente em pacientes que ndo apresentam outros fatores de risco [131] e que a
frequéncia do genotipo 4a/4a é maior em individuos com doenga arterial coronaria em comparagao com
individuos normais [132].

No trabalho realizado, verificou-se que para a amostra em estudo existem diferencas
estatisticamente significativas em relagdo a frequéncia genotipica dos polimorfismos do intrdo 4 do gene
NOS3 entre sexos (p-value = 0,011) e que a presenca do alelo 4a esta associado no sexo feminino a um
maior risco de ser hipertenso. Este resultado encontra-se em contradigdo com o que foi observado noutro
estudo onde sdo os individuos do sexo masculino que transportam o alelo (4a) que estdo associados a
um risco elevado de ser hipertenso [133].

A analise das variaveis em estudo, sem a inclusao dos polimorfismos do intrao 4 do gene NOS3,
mostrou que apo6s o ajuste para a idade apenas o IMC e a glicémia apresentavam diferencas
estatisticamente significativas entre hipertensos e normotensos, mostrando uma possivel associagdo
destas variaveis com a hipertensdo. Assim, parece haver uma liga¢ao da hipertensdo com niveis/valores
elevados de IMC e glicémica, indicando uma possivel ligagao da hipertensdo com a obesidade /excesso
de peso assim como com a diabetes.

Ap6s a inclus@o dos polimorfismos do intrdo 4 do gene NOS3 na analise, sem 0 ajuste para a
idade, foram observadas diferencgas estatisticamente significativas entre os polimorfismos do intrdo 4 do
gene NOS3 e as variaveis em estudo (entre hipertensos e normotensos ou apenas na populagdo
hipertensa), mas quando o ajuste para a idade ¢ realizado, deixam de se verificar estas associagdes entre
as variaveis e os polimorfismos nas respetivas populagdes, com a excegdo do IMC e da uricémia, porque
observou-se que na auséncia do alelo 4a encontram associados aos individuos hipertensos, (p-value =
0,002 e p-value = 0,016). E apesar de ndo serem encontrados na literatura estudos que relacionam
diretamente estes polimorfismos no intrdo 4 do gene NOS3 com as variaveis em estudo entre hipertensos
¢ normotensos, verifica-se num estudo sobre a relagdo destes polimorfismos e artéria cardtida um
resultado semelhante ao obtido para o IMC, ou seja, ndo se verifica nenhuma associacdo entres os
individuos que possuem o alelo 4a e o IMC [131], bem como entre os genétipos do gene NOS3 e o IMC
¢ a uricémia [131] [134]. O que podera sugerir que tanto IMC e a uricémia possam ser fatores de risco
independentes e associados a hipertensdo na auséncia de outros fatores de risco, sendo que a uricémia ¢
uma das variaveis associadas aos casos de hipertensdo secundaria.

Em relacdo a G6PD e a sua possivel associagdo com a hipertensdo por diminui¢do da
biodisponibilidade do NO, verifica-se que em relacdo aos resultados obtidos (para as frequéncias
genotipicas e alélicas) ndo existem diferengas estatisticamente significativas entre hipertensos e
normotensos (para ambos os sexos), apesar de estar descrito que individuos que apresentam o SNP
rs10500829, tém a atividade da G6PD normal ou medianamente reduzida (cerca de 85 % da atividade
normal), isto ndo parece ter interferéncia no desenvolvimento da hipertensdo nesta nossa populagao.
Uma hipoétese podera ser pelo reduzido nimero de casos positivos aqui detetados, uma vez que a variante
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estudada ¢ sobretudo frequente em individuos de ascendéncia africana [82] e a frequéncia das
enzimopatias relacionadas com a G6PD em Portugal ¢ muito baixa (0,51%) [69].

Em relagdo aos resultados obtidos para a alfa-globina e alfa-talassémia estes sdo condizentes
com os observados para a G6PD, ou seja, ndo se observaram diferengas estatisticamente significativas
entre hipertensos e normotensos no que diz respeito a pesquisa da delegiio o-talassémica (-o*7).

Foi descrito um potencial mecanismo de intera¢ao proteina-proteina entre a a-globina e a eNOS
(numa regido da proteina a-globina correspondente ao exdo 2 dos genes HBAI e HBA2) uma vez que
formam um complexo macromolecular que podera regular os efeitos do NO na reatividade vascular,
atuando de modo a balancear os processos de constricdo com 0s processos de relaxamento de modo a
assegurar a tonicidade vascular, que ¢ maior em doentes hipertensos [123]. Na pesquisa de variantes
polimorficas para o exdo 2 dos genes HBAI e HBA2 (nos individuos que ndo apresentam a dele¢io) nao
foram detetadas quaisquer alteragdes. Isto significa que a hipotese que foi levantada de possiveis
polimorfismos nesta regido poderem interferir na interag@o proteina — proteina entre a o-globina e a
eNOS se revelou sem significado na populacdo estudada.

No trabalho aqui apresentado observou-se uma prevaléncia de portadores de alfa-talassémia (-
a3,7kb/aa) de 1,2% o que foi abaixo do esperado segundo os dados da literatura para a populagio
portuguesa (7%,) [108]. Seria interessante realizar um estudo de prevaléncia desta patologia na
populagdo Portuguesa para confirmagao deste resultado.

Uma vez que a populagdo Mogambicana apresenta uma taxa de hipertensdo elevada (33,1%)
sendo ligeiramente menor nas mulheres (31,2%) do que nos homens (35,7%), fez-se uma caracterizagao
das frequéncias genotipicas e alélicas das variantes dos genes suscetiveis de estarem relacionados com
a hipertensdo em individuos Mogambicanos normotensos para se averiguar a distribuicdo das mesmas.
Observou-se que para as variantes no NOS3 os alelos e 4a, 4b, 4c ¢ 4d apresentam, respetivamente, as
frequéncias de 40,9%, 54,5%, 2,3% e 2,3%, estando estes resultados semelhantes aos que se encontram
referenciados, umas vez que se encontra descrito frequéncias do alelo 4c em Africanos (6,3%), Afro-
Americanos (10,4%) e em individuos Caucasianos (0,4%) [124] [135], sendo adicionalmente observado
na populacdo Africana a frequéncia do alelo 4d (1,1%) [134]. Apesar de raros os alelos 4c e 4d, alguns
estudos tém tentado aferir a relagdo dos mesmos com diferentes patologias em diferentes populacdes,
sendo sugerido que o alelo 4c pode desempenhar um papel importante como um potencial marcador
genético para o acidente vascular cerebral (AVC) isquémico [135].

Nesta populagdo Mogambicana, tanto para a G6PD (alelo Gd-) e para a alfa-talassémia (alelo
mutado, -a>7) as frequéncias bastante elevadas obtidas, respetivamente, 35,7% e 40,9%, e podem estar
relacionados com o fator protetivo que estas conferem em relagdo a zonas endémicas para a malaria,
existindo possivelmente uma seleg¢@o positiva dos heterozigoticos para esta patologia [70] [136]. Ainda
assim, para melhor caracterizacdo das frequéncias elevadas para a populagdo Mogambicana observadas
para o alelo 4a em NOS3, para a delegao talassémica de 3,kb no agrupamento génico da a-globina e do
alelo Gd- da G6PD, procurou-se na literatura [124] [125] populagdes proximas com caracteristicas
sociodemograficas e background genéticos semelhantes para inferir se apesar de amostra Mogambicana
ser pequena (N = 22) se os resultados obtidos estariam de acordo com o esperado para uma populagdo
Africana. Observou-se que as diferencas ndo foram estatisticamente significativas o que podera
evidenciar que este padrao de distribuicao destes gendtipos seja o esperado para populagdes Africanas
de acordo as pressoes seletivas que os mesmos possam ter estado sujeitos.
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VI. CONCLUSAO

Neste trabalho verificou-se existirem diferencas estatisticamente significativas entre o grupo de
individuos hipertensos e o grupo de normotensos no que diz respeito a idade, IMC, glicémia, os
triglicéridos. Este facto ¢ coincidente com o conhecimento de que a hipertensao existe muitas vezes em
associacdo com outras patologias tais como a sobrecarga em peso/obesidade, diabetes, doengas
cardiovasculares, etc.

No presente estudo concluiu-se que o alelo 4a do gene NOS3 encontra-se associado a um maior
risco de ser hipertenso e que os individuos que apresentam o alelo 4a, o risco (relativo) de ser hipertenso
¢ 1,2 vezes superior em comparagdo com os individuos que apresentam o alelo 4b, ou seja, que a
presenca do alelo 4a (em heterozigotia ou homozigotia) parece ser um fator de suscetibilidade genética
para a hipertensdo na populacdo portuguesa. No entanto, sera desejavel realizar a confirmacdo destes
resultados num outro grupo de pacientes hipertensos e, de preferéncia, com auséncia de outras
comorbilidades. Estes resultados valorizam o papel do metabolismo do 6xido nitrico na manutengao da
tensao arterial, tal como ja tem vindo a ser sugerido na literatura.

Nao foram encontradas quaisquer associacdes entre as variantes genéticas estudadas e os
fenotipos intermédios em estudo. No entanto, na auséncia do alelo 4a do gene NOS3 verificaram-se
associagdes de alguns fenotipos intermédios (IMC e uricémia), ajustado para a idade, bem como a
glicémia (sem o ajuste para a idade) com a hipertensao.

Nao se verificaram quaisquer diferencas estatisticamente significativas para a variante da G6PD
e para a presenca da alfa-talassémia entre os grupos de individuos hipertensos vs normotensos. Contudo
observou-se uma frequéncia muito elevada para variante da G6PD (alelo Gd-) e para a alfa-talassémia
(alelo mutado, -0.3,7) na populagdo Mogambicana. Estas frequéncias muito elevadas ja eram esperadas
atendendo ao conhecimento do poder de selecio positiva que tém sofrido pela malaria em Africa.

Deste modo, a identificagdo do contributo de variantes genéticas suscetiveis de induzirem o
surgimento do fendtipo hipertenso, poderd permitir o reconhecimento de individuos suscetiveis e a
classificacdo dos pacientes em subgrupos com distintas caracteristicas genéticas, de maneira a serem
delineadas as melhores estratégias preventivas e terapéuticas. No entanto, os resultados deste estudo
deverdo ser confirmados numa amostra populacional de maior dimensao de forma a serem obtidos dados
mais representativos da contribuicdo dos referidos polimorfismos para esta patologia.
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VIIIL.

ANEXOS

VIIL.1. Extracido de DNA através do Método de Salting-out

Composicio dos reagentes:

G

& & & FEEFEE

TKMX-100 (2,5% (v/v) Triton X-100 diluido em tampao TKM1);

Tampao TKM1 (10mM Tris-HCI pH 7,6, 10mM KCI, 10mM MgCl,, 2mM EDTA);

Tampao TKM2 (10mM Tris-HCI1 pH 7,6 10mM KCl, 10mM MgCl,, 2mM EDTA 0,4M NaCl);
IGEPAL CA-630-octilfenoxi polietoxietanol (Sigma-Aldrich);

Dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10%;

NaCl 6M;

Tampao TE (10mM Tris-HCI pH 8,0, ImM EDTA;

Etanol absoluto.

Protocolo experimental:

AN

10.

11.

12.
13.

O DNA foi extraido de sangue periférico colhido num tubo com anticoagulante EDTA.
Transferiu-se 2mL para um tubo rolhado e graduado de 10ml.

Adicionou-se 1 volume de TKM X-100.

Adicionou-se 25ul de IPGEPAL CA 630 por cada ml de sangue.

O tubo foi agitado 4-5 vezes por inversdo vigorosa.

Seguiu-se uma centrifugacao a 2200 rpm, a temperatura de aproximadamente 4° C e durante 15
minutos, que deve ser repetida caso o pellet formado nado adira ao fundo do tubo.

O sobrenadante foi rejeitado e ao pellet que contém, entre outros constituintes, ao DNA, foi
adicionado 1ml de tampao TKM 1 por cada ml de sangue.

Centrifugou-se a mesma temperatura, a 1600 rpm e por um periodo de 10 min e foram repetidos
os passos de rejeicao do pellet e adicao de tampao TKM 1.

O passo anterior foi repetido no maximo duas vezes de modo a ser obtido um pellet branco
evitando perdas excessivas de DNA.

Ressuspendeu-se o pellet (vortex) na solugdo de TKM 2 numa propor¢ao de 160ml por ml de
sangue.

Adicionou-se 10ul de SDS 10% por ml de sangue ¢ a mistura foi ressuspendida com o auxilio
de uma micropipeta.

Incubou-se a 55° C por 10 minutos.

Ao fim deste intervalo de tempo o contetido do tubo foi transferido para um eppendorf ao qual
se juntou 60ul de NaCl saturado por ml de sangue. Visualizou-se de imediato a precipitacdo de
proteinas existentes na suspensdo de DNA que forma uma fase branca opaca distinta de outra

completamente transparente (suspensiao de DNA).
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14.
15.

16.

17.
18.

Agitou-se o tubo eppendorf no vortex.

Centrifugou-se numa centrifuga de eppendorfs, a 12000 rpm, a temperatura ambiente e por 30
minutos num processo denominado salting-out.

Verteu-se o sobrenadante resultante da centrifugacdo anterior para um tubo de vidro e
adicionou-se aproximadamente 2 volumes de etanol absoluto previamente arrefecido a -20° C.
O tubo, devidamente selado com parafilme, foi invertido suavemente até precipitacdo do DNA.
Realizou-se a resuspensdo do DNA em 200ul de Tampao TE previamente colocados no tubo de

eppendorf devidamente rotulado e armazenado a 4° C.
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VIIIL.2. Tampoées usados para realizacdo do PCR e Eletroforese em Gel de Agarose

Tampoes (PCR):

% PCR Master Mix 2X) — Thermo Scientific:
https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/MAN(0012622 PCR Master 2X K0171
UG.pdf;

%  EmeraldAmp Max PCR Master Mix - Takara:

http://www.clontech.com/PT/Products/PCR/High_Yield PCR/ibcGetAttachment.jsp?cltemld
=11102&fileld=7313918&sitex=10023:22372:US;

% Tampido o 10x: 116mM (NH4)2SOs4, 670mM Tris-HCI pH 8,8, 15mM MgCl,, 0.67mM EDTA,
100mM B-mercaptoetanol.

& Tampio Big Dye 5x:
http://www3.appliedbiosystems.com/cms/groups/mcb _marketing/documents/generaldocument
s/cms_086582.pdf.

Tampao (eletroforese):

% TBE 10x: 108g de Tris base (FW=121), 55g de 4cido borico (FW=61.8), 40mL de 0.5M de
EDTA (pH=8.0) para 1000mL de H,O.
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VIIL.3. Mistura Reacional e Condicoes de PCR (VOS3)

Tabela VIIL 1. Especificag¢do dos reagentes, primers e o tamanho dos fragmentos amplificados para o VNTR do intrio
4 do gene NOS3

Quantidade

Reagentes
g (uD)

Primers Fragmentos amplificados (pb)

Primer direto
(10 pmol/pl)

Tabela VIIL. 2. Condigées de PCR para o VNTR do intrio 4 do gene NOS3

T (°C) At

94 30"

72 45"
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VIIL4. Mistura Reacional e Condi¢des para PCR-RFLP (G6PD)

Tabela VIIL. 3. Especificacio dos reagentes, primers e o tamanho do fragmento amplificado para o SNP rs1050829

Quantidade . Fragmentos
Primers &

Reagentes () amplificados (pb)

Primer direto (10
pmol/ul)

Tabela VIIL. 4. Condigées de PCR para o SNP rs1050829.

T (°C) At

94 30"

72 30"

Tabela VIIL. 5. Condigées da reagio de restri¢io para o SNP rs1050829. N (qualquer nucleétido)

Enzima Quantidade Local de clivagem Temperatura  Fragmentos
SNP de Reagentes () (setas) ¢ 0 Tempo (pb)
restri¢ao ’

Fok I

5U/ul
(SUMD ..GGATG(N),"..3

CCTAC(N)%...S‘

Produto
de PCR
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VIILS. Mistura Reacional e Condicées para o Gap-PCR (Alfa-Talassémia)

Tabela VIIL. 6. Especificacdo dos reagentes, primers e o tamanho dos fragmentos amplificados para a detecio da
dele¢iio de -3,7 Kb no agrupamento génico da a-globina

Reagentes

EmeraldAmp Max PCR
Master Mix
DMSO
BSA
(10mg/mL)
Primer direto A
(25 pmol/pl)
Primer reverso B
(25 pmol/pl)
Primer reverso C
(25 pmol/pl)
H;0
DNA molde
(100ng/pl)

Quantidade (pul)
Mix 1 Mix 2
12,5 12,5
2,5 2,5
0,6 0,4
0,5 0,5

0,5
- 0,5
7,4 7,4

Primers Fragmentos
amplificados (kb)
Primer direto A:
5’GGGATGCACCCACTG
GCACT3’
Primer reverso B:
5’CTCCATTGTTGGCAC
ATTCCGGG 3° 2.1
1,9

Primer Reverso C:
5’CTGCTGTCCACGCCC
ATGCC3’

Tabela VIII. 7. Condi¢des de PCR para deteciio da dele¢do de -3,7 Kb no agrupamento génico da a-globina

25 Ciclos

T (O

94
94
64
72
72
4
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VIII.6. Mistura Reacional e Condicdes de PCR para Amplificacio dos Genes Alfa

Tabela VIIL. 8. Especificacio dos reagentes, primers e o tamanho do fragmento amplificado resultante da amplificaciio
dos genes alfa

Fragmentos amplificados

Reagentes Quantidade (ul) Primers (ob)
Al A2
Tampio o
(10x) 2,5 25
DMSO 2,5 2,5 _ ‘
BSA 04 04 Primer direto A:
(10mg/mL) ’ ’ 5’GGACTCCCCTGCGGT
MgCl, 05 05 .CCAGG3’
(25mM) > 2 Primer reverso B:
s a e | CSIETCS
(100mM) ’ ’ -
Primer direto A
(25 pmol/pl) 0.5 0,5 Primer Reverso C:
Primer reverso B 5’CTGCTGTCCACGCCC
(25 pmol/pl) 0,5 ATGCC3’
Primer reverso C
(25 pmol/ul) - 0,5
HO
DNA molde q )
(100ng/pl)

Tabela VIII. 9. Condi¢des de PCR para amplificacdo dos genes alfa

T (°C) At

95 10’

95 I

32 Ciclos 61 1
72 I

72 10’

4 ©
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VIIL.7. Protocolo de Purificacdo de produtos de PCR (Colunas JetQuick)

S A

10.

11.
12.

Ligar um banho seco a 65°C —70°C. Seguidamente colocar a aquecer a quantidade de Tampao
de Elui¢do ou agua bidestilada que sera usada no passo 10.

Caso o volume de PCR tenha sido de 25ul, juntar 17ul de produto de PCR + 83ul agua
bidestilada para obter-se um volume final de 100yl

Adicionar 400ul da solugdo H1 aos 100ul anteriores.

Colocar a coluna num tubo coletor de 2mL e adicionar a mistura anterior, centrifugando o
conjunto durante 1min a 12000 rpm.

Descartar o tubo coletor.

Reinserir a coluna num novo tubo coletor e adicionar 500ul da solugdo H2.

Centrifugar durante 1min a 12000 rpm.

Descartar o filtrado, reinserir a coluna no mesmo tubo coletor e centrifugar novamente a
velocidade maxima durante Imin.

Descartar o tubo coletor.

Eluigdo do DNA: colocar a coluna num tubo de 1,5mL e adicionar, no centro da membrana,
30ul de tampao de eluicdo ou agua bidestilada, previamente aquecido a 65°C — 70°C.

Deixar repousar 1min e centrifugar durante 2min a 12000 rpm.

Descartar a coluna e conservar o filtrado a -20°C caso nao seja para uso imediato e a 4° se for

para uso imediato.
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VIIL8. Mistura Reacional e Condi¢oes de PCR para Sequenciacio dos Genes Alfa

Tabela VIIL. 10. Especificacio dos reagentes e primer da mistura de PCR para os genes alfa

Quantidade
(uD)

Reagentes Primers

Tabela VIIL. 11. Condigdes do PCR para sequenciacio dos genes alfa

T (°C) At

10”
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VIIL.9. Valores de Referéncia para as Variaveis em Estudo.

Tabela VIIL 12. Indicacio dos valores de referéncia para as variaveis em estudo

Variaveis
TSH
(mcUl/ml)

IMC
(kg/m?)

Glicémia
(mg/dl)

HbAlc
(%)

Colesterol
(mg/dl)
HDL-Colesterol
(mg/dl)
LDL-Colesterol
(mg/dl)
Triglicéridos
(mg/dl)
Uricémia
(mg/dl)

Valores de Referéncia
0,30 - 4,20
18,5 — 24,9
25,0 —29,9%
30,0 — 34,9

35,0 —39,9*
> 40°

> 126 (ou > 7,0 mmol/1)®

4,0-5,6
5,7-6,4
26,5

<190

> 40

<115
<150" ou< 1758

3,5-72°

'Variagdo normal; 2Pré-obesidade; *Obesidade Classe I; “Obesidade Classe II; *Obesidade Classe III. ¢ Glicémia de Jejum. "Em
jejum; 8Sem jejum. °(2,5 a 7,0 para homens e 1,5 a 6,0 para mulheres). Adaptado de [137] [138] [139] [140] [141] [142] [143]

[144].
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