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RESUMO 

As doenças cardiovasculares estão entre as causas de morte mais 

comuns em todo o mundo, sendo responsáveis por milhões de mortes 

anualmente. Estas doenças estão intrinsecamente relacionadas com a 

hipertensão, resultando no agravamento dos distúrbios cardíacos e dos vasos 

sanguíneos com a idade, embora algumas dessas mortes possam ocorrer 

prematuramente abaixo dos 70 anos de idade. Embora a prevalência global de 

hipertensão tenda a uma redução no número de novos casos de hipertensão, 

países economicamente menos estáveis contradizem essas tendências, 

observando-se um aumento na prevalência de hipertensão. Além disso, a 

hipertensão apresenta muitas possibilidades quanto à sua etiologia, dificultando 

a identificação de causas específicas para o desenvolvimento da doença. Alguns 

polimorfismos de nucleótido único estão associados ao desenvolvimento de 

hipertensão, no contexto da exposição a hidrocarbonetos aromáticos policíclicos. 

O presente trabalho teve como foco a análise, PCR-RFLP, dos SNPs ARNT 

C567G e CYP1A2 C-163A na população tailandesa, relacionando-os com a 

elevada exposição a PAHs por meio do fumo do tabaco e da poluição 

atmosférica. Os resultados demonstram um claro desvio no pool genético para 

ambos os SNPs, face ao esperado pelo equilíbrio de Hardy-Weinberg. Por 

exemplo, apenas 7,02% da população não apresentava um polimorfismo em 

nenhum dos SNPs. Além disso, tanto no ARNT C567G quanto no CYP1A2 C-

163A, os genótipos homozigotas para a variante foram os mais prevalentes. Este 

estudo sugere que a razão pela qual a população tailandesa poderá ser mais 

propensa ao desenvolvimento de hipertensão reside no facto de que grande 

percentagem de indivíduos pode apresentar SNPs que contribuem para a 

ativação de PAHs, aliado à percentagem preocupante de fumadores ativos e 

passivos. A grande maioria da população também se encontra exposta a níveis 

perigosos de PAHs atmosféricos nas suas áreas de residência. A falta de 

urgência na implementação de um sistema de monitoração da HTA mais 

alargado, aliada à dificuldade de acesso aos cuidados de saúde pode ser a 

causa da falta de controlo da prevalência de hipertensão por parte do sistema 

nacional de saúde da Tailândia. 
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ABSTRACT 

Cardiovascular diseases are among the most common causes of death 

globally, taking millions of lives each year. These diseases are intrinsically related 

with hypertension, resulting in the aggravation of heart and blood vessel disorders 

with age, although some of these deaths can occur prematurely under 70 years 

of age. Even though the global prevalence of hypertension is trending towards a 

decrease in the number of new afflicted population with hypertension, low- and 

medium-income countries contradict these trends, for we can observe a rise in 

the prevalence of hypertension. Furthermore, hypertension as a chronic disease 

has many possibilities as to its etiology, making it hard to pinpoint specific causes 

for the onset of the disease. Some single nucleotide polymorphisms have been 

found to be associated with the development of hypertension, for they occur in 

genes associated with the conversion of polycyclic aromatic hydrocarbons into 

their active forms. This dissertation focuses on the analysis, by PCR-RFLP, of 

both ARNT C567G and CYP1A2 C-163A SNPs on the Thai population, linking it 

with the high exposure to PAHs via smoking and atmospheric pollution. The 

results demonstrate a clear deviation in the genetic pool for both SNPs, versus 

what was expected via the Hardy-Weinberg equilibrium. For instance, only 7,02% 

of our population had no polymorphism on any of the SNPs. Furthermore, in both 

ANRT C567G and CYP1A2 C-163A, the variant genotypes were the most 

prevalent in the population. This study suggests that the reason the Thai 

population are prone to develop hypertension resides in the fact that a big 

percentage of individuals may have SNPs that contribute to the over activation of 

PAHs, linked to the fact that many of them are active and passive smokers. A 

great majority of the population are also exposed to dangerous levels of 

atmospheric PAHs in their residential areas. A lack of urgency in the 

implementation of a better monitoring system allied with difficulty in accessing 

medical care may be the cause for the lack of hypertension prevalence control 

by the Thailand national health system. 
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Equação 1 

Equação 2 

1. Introdução 

1.1. A Pressão Arterial 

 

A Pressão Arterial (PA) é uma função fisiológica essencial ao correto 

funcionamento do organismo e define-se como a força exercida para que o 

sangue circule no interior das artérias no corpo1. Quando a pressão arterial se 

encontra elevada de forma crónica, podemos estar perante um caso de 

Hipertensão Arterial (HTA)2. A PA depende principalmente de dois fatores: o 

débito cardíaco (DC) - montante/volume de sangue que é bombeado para o 

corpo por minuto3 - e a resistência vascular periférica (RVP) – a oposição 

oferecida pelo sistema circulatório à PA4, medida pela constrição dos vasos 

sanguíneos. 

Podemos calcular o DC através da multiplicação do Volume Sistólico (VS) - 

o volume de sangue bombeado numa contração - pela Frequência Cardíaca (FC) 

- o número de contrações por minuto – como está representada na Equação 1, 

abaixo indicada3.  

 

𝑫𝑪 = 𝑽𝑺 × 𝑭𝑪 

 

Normalmente este valor ronda os 5,0 L/min. Pode então a PA ser 

calculada através da Equação 2, abaixo representada5.  

 

𝑷𝑨 = 𝑫𝑪 × 𝑹𝑽𝑷 

  

Quando existe um aumento da PA, estamos perante um cenário de 

vasoconstrição, resultando numa diminuição do fluxo sanguíneo e num aumento 

da resistência periférica, ocorrendo um estreitamento do diâmetro dos vasos. No 

outro cenário, quando existe uma diminuição da PA, estamos perante um cenário 

de vasodilatação, resultando num aumento do fluxo sanguíneo e numa 

diminuição da resistência periférica, ocorrendo um alargamento do diâmetro dos 

vasos6.  
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Figura 1: Representação esquemática (A) da sístole, com a representação do movimento de contração, 
simbolizado pelas setas a roxo e (B) da diástole. AD – Aurícula Direita; VD – Ventrículo Direito; AE – Aurícula 
Esquerda; VE – Ventrículo Esquerdo. Adaptado de Nabih-Ali et al 7. 

 

A HTA define-se como a elevação sustentada em repouso da pressão 

arterial sistólica - também classificada de “máxima” -, diastólica - também 

classificada de “mínima” - ou de ambas. Entenda-se por pressão arterial sistólica, 

o momento em que o coração contrai (sístole), bombeando o sangue para todo 

o corpo1,2,7. A pressão diastólica corresponde então ao momento em que o 

coração relaxa para que possa voltar a encher-se de sangue (diástole). 

Manifestam-se quando o coração, ao bombear sangue, exerce uma força 

excessiva contra a parede das artérias8,9. Na Figura 1 estão representados estes 

dois movimentos. A gravidade da hipertensão arterial manifesta-se quando os 

seus valores permanecem elevados durante longos períodos ou quando a 

pressão arterial demonstra um aumento súbito e exacerbado dos valores. 

Existem vários tipos de HTA. Em: 90 a 95% da população é desconhecida 

a causa etiológica da doença, sendo atribuído o nome de Hipertensão Arterial 

Primária2 (também conhecida como hipertensão arterial essencial). Nos 

restantes casos, existem complicações - a nível renal, supra-renal, entre outros 

- sendo estas as causas para a manifestação da HTA. Esta última denomina-se 

de hipertensão secundária10.  

 

 

A B 
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1.1.1. Monitorização da Pressão Arterial 

 

De forma a avaliar e monitorizar os valores da PA, existem guidelines que 

auxiliam tanto os doentes como os profissionais de saúde, no controlo da 

progressão da doença e da eficácia da terapêutica11,12. Esta medição deve ser 

feita em dois momentos distintos do dia (de manhã e à tarde, por exemplo). 

Numa primeira fase, para doentes cujo diagnóstico da HTA tenha sido 

relativamente recente, as primeiras monitorizações devem ser realizadas junto 

de um profissional de saúde, de modo a permitir ao doente a aprendizagem da 

técnica, promovendo, eventualmente, a sua automonitorização. É necessário um 

cuidado maior para doentes com o chamado “efeito bata branca”13, isto é, 

doentes cuja medição em unidades de saúde resulta em valores exacerbados 

da PA, devido a um maior pico de stress ou ansiedade. Para estes doentes, a 

monitorização deve ser realizada ao longo do dia. Também devem ser realizadas 

medições durante todo o dia para doentes cujos valores estejam muito próximos 

do limite dos valores preocupantes.  

Aspetos importantes na técnica da medição14, para aparelhos manuais ou 

automáticos segundo a Associação Americana do Coração (AMA):  

 

1. Os aparelhos devem estar calibrados e validados; 

2. O local deve ser calmo, sem barulho, com um ambiente acolhedor e a 

temperatura agradável; 

3. Se o doente não se encontra em repouso, deve descansar durante pelo 

menos 5 minutos; 

4. Caso tenha consumido substância estimulante, como a cafeína ou o 

tabaco, deve aguardar pelo menos 30 minutos até realizar a medição; 

5. Os pés devem estar bem assentes no chão, com as pernas descruzadas; 

6. O braço deve estar ao nível do coração; 

7. As dimensões da braçadeira devem ser adequadas ao perímetro do 

braço; 

8. Devem ser efetuadas pelo menos duas medições, calculando a média dos 

resultados; 

9. Deve usar-se sempre o mesmo braço, de preferência o braço não 

dominante; 
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10. O braço deve estar livre, ou com uma peça de roupa leve, de forma a não 

formar um garrote; 

11. A posição do corpo deve ser perpendicular à posição do braço, que deve 

estar bem assente na superfície de apoio; 

12. Instruir o doente para não falar nem se movimentar durante a medição; 

13. O sensor deve estar alinhado com a artéria braquial (parte interior do 

braço); 

14. A braçadeira deve estar 3cm acima do cotovelo. Não deve estar apertada 

demais; 

15. Iniciar a medição carregando no botão START/STOP.  

 

Num individuo saudável, a pressão sistólica atinge valores de 

aproximadamente 120 milímetros de mercúrio (mm Hg). Esta pressão permite 

fazer uma estimativa do esforço feito pelo coração ao bombear o sangue e 

também a força que é exercida contra as paredes das artérias aquando da 

contração ventricular. Da mesma forma, num individuo saudável, durante a fase 

de relaxamento do ciclo cardíaco, a pressão arterial cai para cerca de 70 ou 80 

mmHg.15 A pressão diastólica proporciona uma indicação da resistência 

periférica, a facilidade com que o sangue flui das arteríolas para o interior dos 

capilares. Quando a resistência periférica é alta, a pressão exercida nas artérias 

após a sístole não é dissipada rapidamente e permanece elevada durante 

grande parte do ciclo cardíaco4,16.  

Sendo assim, dependendo dos valores obtidos de várias medições, podemos 

classificar a PA de acordo com os dados do Quadro 1 11,12:  
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Quadro 1: Classificação dos estágios de pressão arterial em consultório e definição dos graus de HTA. 
Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 12. 

 

A classificação da PA, quanto à categoria, define-se através da medição 

dos valores em contexto clínico e atribui-se consoante o maior valor obtido, seja 

ele da PA Sistólica ou Diastólica12. Para a HTA Sistólica isolada, classifica-se 

com grau 1, 2 ou 3, de acordo com o intervalo de valores indicado. Este tipo de 

classificação é usado para todas as idades a partir dos 16 anos.  

De entre as várias metodologias de monitorização da HTA, a 

Monitorização Ambulatória da Pressão Arterial (MAPA)17 consiste numa 

metodologia muito útil, que permite uma avaliação mais fiável, rigorosa e 

informativa da pressão arterial do que medições isoladas, não sendo afetada 

pelo efeito “bata branca”, relacionado com a ansiedade causada pela medição 

no consultório18. Consiste na medição automática da PA durante um 

determinado período de tempo, com intervalos de 15 a 20 minutos – durante o 

dia – e com intervalos de 30 a 60 minutos – durante a noite19. É realizado através 

de um dispositivo colocado na cintura que insufla uma bolsa de borracha, 

também denominado de manguito, instalado no braço. O exame deve ser 

programado para um dia em que o utente vá realizar atividades normais do seu 

dia-a-dia, evitando, contudo, a prática de exercício físico durante o dia anterior 

ao exame e no próprio dia do exame19,20. Este tipo de medição contínua permite 

diagnósticos mais precisos e ajuda a delinear planos terapêuticos mais 

personalizados.   

A Auto Medição da Pressão Arterial (AMPA) constitui outra metodologia 

de monitorização da PA21, fora do ambiente de consultório, permitindo que se 

realizem um maior número de medições ao longo do dia, nas condições ideais. 
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Resulta numa análise muito fidedigna do perfil tensional do doente, quando a 

técnica de medição já se encontra consolidada pelo utilizador. Os valores limite 

para classificação de HTA de acordo com o tipo de monitorização estão descritos 

no Quadro 2. 

 

Quadro 2: Definições de Hipertensão de acordo com os valores de pressão arterial avaliados em 
consultório, ambulatório ou em casa. Adaptado de Uhlig et al 21. 

 

Ambas as metodologias, quando comparadas com as medições em 

contexto de consulta, podem desmascarar não só a "Hipertensão de Bata 

Branca" como também a "Hipertensão Mascarada", que ao contrário da 

“Hipertensão de Bata Branca”, se verificam valores normais de PA no 

consultório, mas valores elevados fora deste22.  

 

1.2. Fisiopatologia Da Hipertensão Arterial 

1.2.1. Sistema Nervoso Simpático 

 

Um dos fatores que pode contribuir para o desenvolvimento de HTA 

(primária) é o aumento da estimulação simpática, isto é, uma hipersensibilidade 

do Sistema Nervoso Simpático1,6. O Sistema Nervoso Simpático tem, entre 

outros, o importante papel de regular o tónus dos vasos sanguíneos através dos 

nervos simpáticos. Alguns destes nervos saem da região toracolombar, tendo 

extremidades nas arteríolas, que podem interagir com diferentes tipos de 

recetores lá presentes. Quando um neurónio simpático pré-ganglionar é excitado 

e envia um impulso, no seu axónio são libertadas catecolaminas para as 

sinapses23,24. 
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Quimicamente, catecolaminas definem-se como catecóis, substâncias que 

contêm dois grupos hidroxilo num anel de benzeno25, com um grupo amina na 

cadeia lateral da molécula26, como se pode observar na Figura 2. No plasma 

humano existem em circulação três catecolaminas27: adrenalina / epinefrina 

(EPI), noradrenalina / norepinefrina (NE) e dopamina (DA) – que agem como 

neurotransmissores. 

 

Figura 2: Estrutura molecular da noradrenalina / norepinefrina (NE). Adaptado de National Center for 

Biotechnology Information 26. 

 

Esta libertação pode ocorrer em todos os neurónios do tronco ganglionar 

simpático: cervical, torácico, lombar, sacral – podendo também ocorrer nos 

gânglios pré-aórticos, estes últimos afetando os vasos sanguíneos do trato 

digestivo8. 

 

 

Figura 3: Transmissão de sinal nervoso entre os neurónios simpáticos pré ganglionares e os neurónios pós 
ganglionares, com libertação de catecolaminas. Spre - neurónio simpáticos pré-ganglionares; Ach – 
neurotransmissor; Nic – Recetor nicotínico: Spost - neurónio simpáticos pós-ganglionares; NE - 

noradrenalina / norepinefrina. Adaptado de Goldstein et al 27. 

 

As catecolaminas vão então ligar-se a um recetor colinérgico, por exemplo 

um recetor nicotínico, continuando a transmissão do impulso através dos 

neurónios simpáticos pós-ganglionares. No axónio desses neurónios, dá-se a 

libertação de NE para a segunda sinapse27.  
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Figura 4: Transmissão de sinal nervoso entre os neurónios simpáticos pós ganglionares e os recetores 
adrenérgicos. Spre - neurónio simpáticos pré-ganglionares; Ach – neurotransmissor; Nic – Recetor 
nicotínico: Spost - neurónio simpáticos pós-ganglionares; NE - noradrenalina / norepinefrina. Adaptado de 
Adaptado de Goldstein et al 27. 

 

Uma vez nesta sinapse, a NE vai ligar-se a recetores presentes na tunica 

media, musculatura lisa dos vasos sanguíneos. Poderá ligar-se aos recetores 

alfa adrenérgicos que, quando estimulados, causam vasoconstrição com o 

aumento do tónus das artérias e, consequentemente, o aumento da RVP, que 

resulta num aumento da PA6,27.  

Caso a NE se ligue aos recetores beta adrenérgicos, ocorre o fenómeno 

da vasodilatação. Os recetores beta adrenérgicos encontram-se na musculatura 

esquelética dos vasos sanguíneos e, quando estimulados pela NE, promovem a 

diminuição do tónus das artérias28.  

O Sistema Nervoso Simpático surte também efeitos ao nível do coração, 

inervando o nódulo sinusal (SA), o nódulo aurículo-ventricular (AV) e o 

miocárdio29,30. Estas estruturas podem ser observadas na Figura 5. 
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Figura 5: Pormenor dos nódulos sinusal, aurículo-ventricular e do impulso nervoso. Adaptado de Seeley et 
al 8. 

 

À semelhança do que acontecia nos vasos sanguíneos, dá-se a libertação 

de NE por parte dos neurónios pós-ganglionares, atuando nos recetores beta 

adrenérgicos presentes nos nódulos SA e AV e no miocárdio8,29,30. Este estimula 

a entrada de iões positivos para dentro das células nodais, ultrapassando a 

barreira do potencial de ação das células e ativando a abertura de vários canais 

de cálcio (Ca+2) e de sódio (Na+). Tal fenómeno leva à contração da musculatura 

cardíaca e, como consequência existe um aumento da FC e do VS, culminando 

num aumento da pressão arterial.   

1.2.2. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) 

 

Um mecanismo fisiológico essencial para a compreensão da homeostasia 

da PA no corpo humano é o sistema renina-angiotensina-aldosterona1,31. 

Presentes no rim, existe um tipo de células denominadas de células 

justaglomerulares, que são células de musculatura lisa modificadas, 

representadas na Figura 6. Estas células são baroreceptores que formam uma 

bainha em volta da arteríola aferente, responsável por irrigar o glomérulo, 

aferindo a pressão arterial8,32.  
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Figura 6: Representação anatómica do glomérulo. 1- Podócito; 2- Mácula densa; 3– Células 
justaglomerulares; 4– Arteríola aferente; 5– Nervos renais; 6– Túbulo proximal. Adaptado de Kurtz et al 32. 

 

Quando a PA se encontra em valores baixos ou o volume de sangue 

circulante diminui, é desencadeada uma resposta por parte destas células e é 

libertada uma enzima: a renina33. Paralelamente, estes dois fatores contribuem 

para que o filtrado nos glomérulos se mova lentamente, podendo o sódio na 

forma iónica (Na+) ser reabsorvido em maior quantidade. No túbulo distal, os 

níveis de Na+ no corpo são controlados por um outro tipo de células 

especializadas, as células da mácula densa34. Quando estas células detetam 

uma diminuição dos níveis de Na+ no corpo, ocorre um estímulo para a libertação 

de renina por parte das células justaglomerulares. Este estímulo é possível, uma 

vez que, anatomicamente, as células da mácula densa e as células 

justaglomerulares estão unidas por tecido conjuntivo, podendo comunicar-se 

facilmente8.  

Quando o Sistema Nervoso Simpático é estimulado, encontra-se com 

hipersensibilidade ou é desencadeada uma resposta de luta ou fuga (fight or 

flight), ocorre a libertação de renina33.  

Uma vez em circulação, a renina vai atuar sobre uma proteína plasmática 

sintetizada e armazenada pelo fígado, denominada de angiotensinogénio. Desta 

interação entre a renina e o angiotensinogénio resulta a clivagem de um 

fragmento do angiotensinogénio, dando origem à angiotensina I, composta de 

dez aminoácidos8,35. Esta é clinicamente pouco importante, uma vez que é um 

vasoconstritor de reduzida potência.      



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensão arterial: a via de sinalização pelo Recetor de Ah 

11 
 

Nos pequenos vasos pulmonares é secretada uma enzima proteolítica 

que vai atuar sobre a angiotensina I, a enzima de conversão da angiotensina 

(ECA). Quando a angiotensina I, em circulação, chega aos pulmões, dá-se a 

conversão de angiotensina I em angiotensina II, reação mediada pela ECA35. 

Esta reação retira mais dois aminoácidos à proteína, resultando na sua forma 

ativa8. A angiotensina II é constituída por oito aminoácidos e é um potente 

vasoconstritor geral, provocando vasoconstrição arteriolar e, em menor 

extensão, vasoconstrição venosa36. Como consequência da atividade da 

angiotensina II, verifica-se um aumento da resistência periférica e o aumento do 

retorno venoso ao coração, dois mecanismos que culminam no aumento da 

pressão arterial31,36. A angiotensina tem também, entre outras funções, causar a 

vasoconstrição da arteríola eferente. Sendo uma arteríola, tem um tamanho 

reduzido, mas uma bainha com grande quantidade de células de músculo liso8.  

Quando estas células contraem, um maior volume de sangue recua para o 

glomérulo, aumentado a taxa de filtração glomerular, culminando num aumento 

da concentração de sódio (Na+) no túbulo distal, não sendo reabsorvido em tanta 

extensão para o organismo na ansa de Henle24. Este fenómeno constitui um 

mecanismo de feedback negativo, uma vez que uma das razões pela qual se dá 

a libertação de renina prende-se com a diminuição dos níveis de sódio (Na+) no 

túbulo distal33,35.  

No córtex das glândulas supra-renais, a angiotensina tem outro papel 

importante: estimular a secreção de aldosterona, uma hormona esteróide, que 

entra na corrente sanguínea, difunde-se através das membranas plasmáticas, 

ligando-se aos seus recetores intracelulares nos seus locais de ação8,31,37.   

A aldosterona atua ao nível do túbulo distal e do tubo coletor, levando a 

um aumento da síntese de transportadores, aumentando o transporte de sódio 

(Na+) através da membrana basal e apical, das células do nefrónio37. Este 

aumento do transporte de sódio (Na+) do filtrado para o sangue, aumenta o 

volume de sangue circulante, uma vez que, para manter o equilíbrio osmótico, a 

água também é reabsorvida. Isto resulta numa urina com pouco volume e com 

baixas concentrações de sódio (Na+) e num aumento da pressão arterial34. 

É importante referir também que a angiotensina II tem outro papel 

fundamental: verifica-se que existe atividade da angiotensina II no hipotálamo, 

estimulando a secreção da hormona antidiurética (ADH) pela glândula pituitária 
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posterior1,38. Esta hormona entra então em circulação, tendo como alvo o túbulo 

distal e o tubo coletor. Aqui existe um aumento da reabsorção de água, 

resultando numa urina com pouco volume e no aumento do volume de sangue 

circulante, que culmina no aumento da pressão arterial. Quando os níveis de 

ADH se encontram baixas, a permeabilidade dos túbulos distais e dos tubos 

coletores é relativamente reduzida, sendo bastante impermeáveis à água na 

ausência de ADH38. 

De uma forma simplista, o SRAA ativa quando existe um estímulo: uma 

diminuição da pressão arterial e do volume de sangue circulante – resultando 

num mecanismo de feedback negativo que culmina com o aumento da pressão 

arterial e do volume de sangue circulante.  

1.2.3. Formação De Placa Aterosclerótica 

 

Quando o sangue circula nos vasos sanguíneos, exerce forças de fricção 

sob o endotélio39. Numa situação em que a PA se encontra no intervalo dos 

valores normais, as flutuações da PA entre a sístole e a diástole não representam 

um problema, uma vez que existe uma rede de tecido fibroso nos vasos 

sanguíneos, com propriedades elásticas. Estas fibras conferem maleabilidade 

aos vasos sanguíneos, reduzindo o risco de danos no endotélio2,39,40. Quando a 

PA atinge o intervalo considerado da Hipertensão, valores acima dos 140/90 

mmHG17, por períodos prolongados, pode haver deterioração do endotélio. Tal 

acontece porque, com o aumento da RVP, existe um aumento das forças de 

fricção que atuam no endotélio, passando o ponto de rutura, podendo observar-

se pequenas fendas4,16.  

É de notar que, vasos onde se observam bifurcações são geralmente 

sujeitos a forças de fricção mais intensas devido ao fluxo turbulento, ou não 

laminar41. Começa então o processo regenerativo do endotélio, juntamente com 

o com o processo inflamatório, fator desencadeante do processo de formação 

de placas de ateroma42. O novo tecido presente no endotélio tem características 

de tecido conjuntivo – é de natureza fibrosa. Esta rede de tecido conjuntivo que 

se forma no endotélio tem a capacidade de agregar alguns elementos que se 

encontram em circulação: monócitos, linfócitos T, plaquetas, colesterol e outros 

lípidos. Desta agregação formam-se placas ateroscleróticas1,39,40.  
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Aprofundemos então o processo de formação das placas: como 

consequência do processo regenerativo do endotélio, existe um aumento da 

permeabilidade deste, ocorrendo migração de LDL1, lipoproteínas de baixa 

densidade43. Desta migração culmina uma acumulação de LDL nas camadas 

internas do endotélio e o começo do processo inflamatório44. Tal como as 

moléculas de LDL, os monócitos e os linfócitos T infiltram-se pelas camadas 

basais do endotélio e acumulam-se no subendotélio45. Aqui ocorre diferenciação 

dos monócitos em macrófagos, começando o processo de fagocitose das LDL e 

de outros lípidos séricos, tornando-se células espumosas46, repletas de lípidos e 

constituindo a fase inicial das lesões ateroscleróticas, denominadas por estrias 

gordurosas. O crescimento da placa é fomentado por citocinas pró-inflamatórias 

que estimulam a migração de células de musculatura lisa e de macrófagos, 

aumentando a matriz extracelular da placa, resultando numa placa subendotelial 

com características fibrosas circundada por tecido conjuntivo e lípidos39,42.  

Dependendo da sua constituição, as placas podem classificar-se como 

estáveis ou instáveis47. Placas classificadas como instáveis têm, por norma, um 

alto teor de macrófagos, com um núcleo de natureza lipídica bastante espesso, 

revestidos por uma fina capa fibrosa48,49. Placas classificadas como estáveis são 

compostas por uma capa fibrosa mais espessa, que confere uma maior 

estabilidade devido à quantidade de colagénio presente, e apresentam também 

menor conteúdo lipídico42. As placas estáveis têm um crescimento lento – podem 

passar décadas até que estas possam provocar estenose ou oclusão do vaso 

sanguíneo - permanecendo estáticas ou até mesmo regredirem50. As placas 

instáveis são vulneráveis à erosão ou rutura espontâneas, apresentando um 

maior risco.  

 

Uma vez que ocorre o rompimento da placa aterosclerótica, existe a 

formação de um trombo, que pode ter uma das seguintes evoluções51:  

▪ O trombo resultante pode incorporar-se no interior da placa 

aterosclerótica, alterando o seu formato e espoletando o seu 

crescimento célere; 

 
1 Lipoproteína de baixa densidade (do inglês: Low Density Lipoprotein – LDL) 
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▪ O trombo pode levar à rápida oclusão do lúmen vascular e desencadear 

um evento isquémico agudo; 

▪ O trombo pode provocar embolia, a obstrução de um vaso pelo 

deslocamento de um trombo até ao local de obstrução; 

▪ A placa aterosclerótica pode ser preenchida pelo sangue circulante no 

vaso sanguíneo, levando à sua expansão e obstrução do vaso a jusante 

do local da placa; 

▪ O conteúdo da placa, em detrimento de eventuais trombos, pode 

provocar embolismo, com oclusão do vaso a jusante do local da placa.     

 

Quando observado em imagiologia, é de notar que placas instáveis 

estreitam o lúmen dos vasos para menos de metade do seu diâmetro normal. 

Placas estáveis acarretam menor risco, uma vez que o estreitamento do lúmen 

dos vasos sanguíneos é menor do que o observado em placa instáveis42.  

Normalmente, o endotélio saudável dos vasos sanguíneos secreta 

substâncias que auxiliam na regulação do tónus vascular: o óxido nítrico (NO), 

com propriedades relaxantes - e a endotelina, com propriedades constritoras. No 

endotélio saudável, um aumento da PA leva ao aumento da produção de NO, de 

forma a contrabalançar as forças de fricção que atuam sob o endotélio. A síntese 

endógena de NO, representada  na Figura 7, é realizada por uma enzima, a 

óxido nítrico sintetase (NOS), que converte o aminoácido arginina em citrulina, 

com NO como subproduto da reação2,52. 

 

Figura 7: Reação de conversão da Arginina em Citrulina com libertação de NO como subproduto da reação. 
Adaptado de Konukoglu et al 52. 

 

O NO induz a síntese de guanosina monofosfato cíclico (cGMP), que ativa 

uma outra enzima, a proteína cinase G, que induz relaxamento do músculo liso 

de duas formas: pelo estímulo de efluxo de iões Ca2+ para o exterior das células, 
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promovendo a despolarização da mesma – ou através da ativação de uma 

enzima, a fosfatase de miosina, que vai promover a desfosforilação da miosina53.  

Verifica-se que, quando o endotélio se encontra danificado, existe uma 

libertação insuficiente de NO e um aumento da libertação de substâncias com 

propriedades constritoras, bem como fatores pro-inflamatórios, pro-trombóticos 

e também fatores de crescimento1,54.   

 

1.3. Tratamento Da Hipertensão Arterial 

 

Os objetivos terapêuticos do tratamento da hipertensão assentam em duas 

premissas: a redução do número de eventos cardiovasculares e a prevenção do 

aumento da morbilidade e mortalidade associadas à doença55. Dispomos de dois 

tipos de abordagem terapêutica: a não farmacológica e a farmacológica. 

Recomenda-se que os doentes consigam atingir a redução da PA para valores 

<140/90 mmHg (preferencialmente 130/80 mmHg), salvaguardando sempre a 

tolerância do doente à terapêutica. 

1.3.1. Medidas Não Farmacológicas 

 

Esta abordagem deve ser transversal para todos os casos, incluindo 

indivíduos cuja PA se classifica como normal alta. Um estilo de vida saudável 

pode, não só, prevenir ou até mesmo atrasar o aparecimento de hipertensão, 

como também reduzir o risco de um evento cardiovascular (CV). Estas 

alterações podem atrasar ou até mesmo prevenir a necessidade de se iniciar 

terapêutica farmacológica, podem também amplificar os efeitos da terapêutica 

anti-hipertensora em doentes que já a tenham iniciado56. É de notar o caso 

especial nos doentes com lesão de órgão alvo (LOA) ou com nível elevado de 

risco CV – nestes doentes, as intervenções no estilo de vida não devem atrasar 

a iniciação da terapêutica farmacológica, quando há necessidade desta segundo 

os algoritmos de gestão de risco12.  

No Quadro 3 estão listadas as recomendações que estão 

comprovadamente associadas a uma redução da PA: 
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Quadro 3: Resumo listado das intervenções no estilo de vida nos doentes com hipertensão ou com pressão 
arterial normal alta. Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 12. 

 

Muitos fatores influenciam o limiar que dita o início do tratamento 

farmacológico: o estágio em que se encontra a HTA, o grupo etário, as 

comorbilidades e o risco associado a estas. Para doentes cuja PA se encontre 

normal alta (130-139 / 85-89 mmHg) deve considerar-se a terapêutica 

farmacológica quando em simultâneo exista um risco muito elevado de DCV, em 

particular doença coronária. Em doentes com HTA grau 1 (140-159 / 90-99 

mmHg) já estabelecida, quando acrescido um risco elevado ou muito elevado de 

DCV, doença renal ou LOA, a terapêutica farmacológica deve ser estabelecida 

de forma imediata. Para doentes com HTA grau 1 com risco baixo/moderado de 

DCV, doença renal ou LOA, deve ser estabelecida terapêutica farmacológica 

quando a terapêutica não-farmacológica não é suficiente para controlar os 

valores da PA, após um período de três a seis meses de intervenção do estilo 

de vida. Doentes com HTA grau 2 (160-179 / 100-109 mmHg) ou grau 3 

(≥180/110 mmHg) devem iniciar imediatamente a terapêutica farmacológica, 

fazendo o controlo da mesma regularmente11,12.   
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Quadro 4: Síntese dos limiares de tratamento da pressão arterial em consultório. Adaptado de Sociedade 
Europeia de Cardiologia (2018) 12. 

 

1.3.2. Medidas Farmacológicas 

 

A grande maioria dos doentes hipertensos requer, como complemento a 

mudanças no estilo de vida, a iniciação de terapêutica farmacológica de forma a 

obter um maior controlo da PA. Devem ter-se em conta as características do 

doente, de forma a maximizar as potencialidades da terapêutica, a sua adesão 

e a minimização dos efeitos adversos associados.  No Quadro 5 estão listadas 

as classes de fármacos recomendadas para o tratamento rotineiro da HTA11,12,57:  
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Quadro 5: Quadro resumo das classes terapêuticas utilizadas na estratégia do tratamento farmacológico 

para a hipertensão arterial. Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 12. 

 

Para a grande maioria dos doentes, o início da terapêutica farmacológica 

deve ser feito através da associação única de vários fármacos num único 

comprimido, de forma a melhorar a eficiência do tratamento, resultando num 

maior controlo da PA. As associações preferenciais englobam um modificador 

do SRAA juntamente com um bloqueador dos canais de cálcio (BCC) ou um 

diurético. Poderá dar-se preferência à integração de um betabloqueante no 

esquema terapêutico quando existem benefícios para outras patologias 

concomitantes, como é o caso da angina de peito, num evento pós-enfarte do 

miocárdio, na insuficiência cardíaca ou no controlo da frequência cardíaca. 

Nestes casos deverá fazer-se a associação de um betabloqueante com um 

diurético ou com qualquer fármaco das classes recomendadas para o tratamento 

da HTA11,12,57.  
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Figura 8: Estratégia do tratamento farmacológico central para a hipertensão arterial não complicada. O 
algoritmo central é também apropriado para a maioria dos doentes com LOA, DCV ou DM. IECA – Inibidor 
da enzima conversora de angiotensina II; ARA – Antagonista do recetor de angiotensina II; BCC- 
Bloqueador de canais de cálcio. Adaptado de Flack et al 11. 

   

Poderá ser considerado um esquema em monoterapia em alternativa ao 

esquema apresentado anteriormente. A monoterapia apresenta-se então como 

terapêutica inicial nos doentes de baixo risco com HTA de grau 1 que 

apresentem uma PA Sistólica <150 mmHg ou em doentes considerados de risco 

muito elevado que apresentem uma PA normal alta. Também poderá recorrer-

se à monoterapia em doentes idosos que apresentem grande fragilidade11,12,57.  

Caso a PA não seja controlada com uma associação de dois fármacos, 

recomenda-se que se integre um terceiro fármaco no esquema terapêutico, 

geralmente um diurético tiazídico58. A integração do terceiro fármaco deve, à 

semelhança do esquema terapêutico supracitado, ser realizada num único 

comprimido11,12,57.  

Se a PA persiste sem controlo após a integração do esquema em 

combinação de três fármacos, deve complementar-se o tratamento através da 

adição de espironolactona. Caso não seja tolerado pelo doente, poderá ser 

substituída por outros diuréticos ou betabloqueantes, em dosagens mais 

elevadas37,59.  

No tratamento da HTA com DC, dá-se preferência à integração de 

betabloqueantes ou de BCC nos esquemas de tratamento iniciais, uma vez que 

há benefícios para a patologia concomitante60. Desta forma, o esquema inicial 
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deverá conter uma associação única de um Modificador do SRAA em adição a 

um betabloqueante ou um BCC.  

 

Figura 9: Estratégia do tratamento farmacológico central para a hipertensão arterial e doença coronária. 
IECA – Inibidor da enzima conversora de angiotensina II; ARA – Antagonista do recetor de angiotensina II; 

BCC- Bloqueador de canais de cálcio. Adaptado de Flack et al 11.  

 

À semelhança do esquema de tratamento farmacológico central, caso 

uma associação de dois fármacos se mostre insuficiente no controlo da PA, 

poderá ser feita uma combinação tripla dos fármacos que constituem uma opção 

na terapêutica inicial e, caso a combinação tripla se mostre ineficaz no controlo 

da PA, deverá acrescentar-se espironolactona ao esquema terapêutico (ou outro 

diurético/betabloqueante)11,12,57.  

Em doentes hipertensos com doença renal crónica, isto é, uma taxa de 

filtração glomerular estimada <60 mL/min/1,72m2 (com ou sem proteinúria), a 

terapêutica inicial deverá consistir da combinação de um modificador do SRAA 

com um BCC ou um diurético11,12,57. Deverá prestar-se atenção à taxa de filtração 

glomerular estimada (TFGe) do doente quando um diurético faça parte do plano 

terapêutico, uma vez que, aquando da sua monitorização, se esta apresentar 

valores <30 mL/min/1,72m2 deverá substituir-se por um diurético de ansa. Tal 

facto deve-se à redução da eficácia dos diuréticos tiazídicos quando a TFGe se 

encontra abaixo do valor supracitado60.  
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Figura 10: Estratégia do tratamento farmacológico central para a hipertensão arterial e doença renal crónica. 
IECA – Inibidor da enzima conversora de angiotensina II; ARA – Antagonista do recetor de angiotensina II; 
BCC- Bloqueador de canais de cálcio. Adaptado de Flack et al 11.  

 

No caso da hipertensão resistente, aquando da adição de espironolactona 

ao plano terapêutico, deverá ter-se o cuidado de monitorizar a TFGe, sob risco 

de hipercalemia, quando esta apresenta valores <45 mL/min/1,72m2 ou o valor 

basal de K+ é ≥4,5 mmol/L12,57. É também expectável um aumento da creatinina 

sérica nos doentes hipertensos que estejam a ser tratados com um modificador 

do SRAA (iECA ou ARA)60, no entanto, este valor não deve ultrapassar um 

crescimento superior a 30%61. Esta classe de fármacos também influencia uma 

redução da TFGe no doentes com DRC12.  

1.4. Epidemiologia da Hipertensão Arterial 

 

Globalmente, estima-se que a HTA é responsável por 9,4 milhões de óbitos, 

cerca de 8,50% do total de mortes a nível mundial62. É o fator de risco associado 

a doenças CV mais comum e também mais evitável e a sua elevada, prevalência 

associada ao elevado risco de morbilidade, mortalidade e incapacitação tornam 

esta patologia um problema de saúde particularmente alarmante. Entenda-se por 

prevalência – ou taxa de prevalência - um indicador de morbilidade que traduz o 

total de casos, recentes e antigos, da doença em estudo numa população num 

dado momento (instantânea) ou num período de tempo (periódica)63. Este 
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Equação 3 

indicador difere da taxa de incidência, uma vez que se contabilizam todos os 

casos, recentes e antigos, num dado período de tempo - enquanto para o cálculo 

da incidência apenas são contemplados os novos casos.  

𝑃𝑟𝑒𝑣𝑎𝑙ê𝑛𝑐𝑖𝑎 =
𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝐶𝑎𝑠𝑜𝑠

𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑃𝑜𝑝𝑢𝑙𝑎çã𝑜 𝑒𝑚 𝑟𝑖𝑠𝑐𝑜
 × 10𝑛   

A prevalência é baseada na incidência e na duração da doença em 

estudo: uma taxa de prevalência elevada numa determinada população pode 

refletir não só uma incidência elevada da doença, mas também um 

prolongamento da evolução da doença sem cura ou ambos. Da mesma forma, 

uma taxa de prevalência diminuída numa determinada população pode refletir 

uma baixa incidência da doença, uma evolução da doença que seja fatal ou uma 

evolução da doença que leve à recuperação do individuo. Por esta razão, a 

prevalência é um indicador de saúde muito útil para representar estatisticamente 

doenças crónicas, uma vez são normalmente de longa duração e existe uma 

incerteza quanto à data de começo da doença63.    

Em 2010, cerca de 1,38 mil milhões de pessoas sofriam de HTA, 31,1% 

da população adulta mundial64. Quase uma década depois, em 2019, este 

número foi atualizado, contabilizando 1,13 mil milhões de pessoas com HTA, 

cerca de 25,5% da população adulta mundial65. Este decréscimo não foi, 

contudo, uniforme em todos os países, como se pode observar na Figura 11. 

Verificou-se que, em países economicamente mais fortes, ocorreu um 

decréscimo moderado da prevalência de HTA nas suas populações – enquanto 

países economicamente mais precários, ocorreu um aumento significativo da 

prevalência de HTA66. Estas disparidades na prevalência da HTA podem sugerir 

que os sistemas de saúde nos países que estão a atravessar crises económicas 

não conseguem fazer a gestão da doença nem as complicações CV que lhes 

estão inerentes, associado ao envelhecimento populacional, à redução da 

atividade física, aos estilos de vida pouco saudáveis e à falta de acesso a 

medicamentos67.  

Relativamente à disparidade dos valores entre sexos, é certo que existe 

uma maior prevenção da HTA por parte do sexo feminino. A este facto 

acrescenta-se também uma maior taxa de controlo da doença. Em 2015, 
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estimou-se que o valor global médio da PA rondava os 127.0 / 78.7 mmHg para 

indivíduos do sexo masculino e 122.3 / 76.7 mmHg para indivíduos do sexo 

feminino68. Quando comparamos estes valores com os valores calculados em 

1975 verificamos o seguinte.  

 

Figura 11: Diferenças na pressão arterial sistólica média estimada (A) no sexo masculino e (B) no sexo 
feminino e na pressão arterial diastólica média estimada (C) no sexo masculino e (D) no sexo feminino, à 
escala mundial entre 1975 e 2015. PAS – Pressão Arterial Sistólica; PAD – Pressão Arterial Diastólica. 
Adaptado de Mills et al 64.  

Embora os valores não flutuem muito, nos países economicamente mais 

estáveis, verifica-se uma diminuição subtil da PA em 40 anos, enquanto em 

países economicamente mais desfavorecidos ocorreu um aumento da PA64.  

Este trabalho teve como foco a análise de polimorfismos que poderiam ter 

influência na propensão da população tailandesa a desenvolver HTA. Um dos 

principais motivos prendeu-se com o facto de, numa população total com cerca 

de 70 milhões de indivíduos69, 1 em cada 4 adultos tailandeses sofre de HTA, 

sendo que apenas 1 em cada 3 tem a HTA sob controlo70. Como se pode 

observar na Figura 11, entre 1975 e 2015 a pressão arterial sistólica média da 

população tailandesa aumentou em ≥4 mmHg e a pressão arterial diastólica 

média aumentou em ≥3 mmHg66.  

Foi verificado que a morbilidade associada a HTA por cada 100.000 

habitantes em 2003, 2008 e 2013 foram 389,80, 860,53 e 1621,72, 

respetivamente71. Esta tendência de crescimento exponencial que se tem vindo 
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a verificar ao longo dos anos é um fator que levanta muitas preocupações quanto 

ao risco CV da população tailandesa.  

 

Figura 12: Rácios de diagnóstico, tratamento e controlo da hipertensão arterial na população tailandesa 
para ambos os sexos no ano de 2014. Adaptado de World Health Organization (2019) 70. 

 

A HTA na Tailândia tem vindo a verificar-se, para além de comum, um 

problema crescente nesta população, onde doenças do foro CV são 

responsáveis por aproximadamente um quarto (1/4) das mortes anualmente72, 

um problema que tem vindo a marcar-se com evidência, já que as duas causas 

de morte mais comuns deveram-se a enfarte e ataque isquémico73, como se 

pode observar na Figura 13. 

 

Figura 13: Causas de morte mais comuns na população tailandesa entre 2009 e 2019. Adaptado de Institute 
for Health Metrics and Evaluation  73. 
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Em 2003, a prevalência de HTA na população tailandesa rondava os 21%, 

sendo que este valor tem vindo a aumentar com o tempo, tendo atingido os 25% 

em 2014, com tendência a aumentar70. 

 

Figura 14: Prevalência da hipertensão arterial por idade e sexo na população tailandesa no ano de 2014. 
Adaptado de World Health Organization (2019) 70. 

 

Como podemos observar na Figura 14, a prevalência tem tendência a 

aumentar com o avanço da faixa etária, sendo mais comum nos indivíduos do 

sexo masculino até uma certa idade, tendência que se inverte para faixas etárias 

mais avançadas. Esta inversão tendencial pode dever-se ao facto de que a 

esperança média de vida nos indivíduos do sexo feminino – 82 anos - seja muito 

superior à do sexo masculino – 74,3 anos -, para a população tailandesa73. Todos 

os meses são diagnosticados aproximadamente entre 50.000 e 70.000 novos 

casos de HTA70. É interessante verificar que existe uma tendência cíclica no 

padrão de diagnóstico da HTA, como se observa no seguinte gráfico da Figura 

15:   
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Figura 15: Números de novos diagnósticos de hipertensão arterial na população tailandesa em cada mês 
entre outubro de 2015 e abril de 2019. Adaptado de World Health Organization (2019) 70. 

 

Tal facto pode prender-se com a sazonalidade das atividades de 

diagnóstico por parte do Sistema Nacional de Saúde Tailandês, devendo 

reforçar-se estas atividades, uma vez que poderão existir mais casos de HTA 

que não foram diagnosticados.  

É possível ver o esforço do SNS Tailandês na gestão da doença, uma vez 

que, como se observa na Figura 16, tanto a percentagem de pessoas cientes do 

seu diagnóstico aumentou, de 29% para 55%74. A este resultado, alia-se também 

um aumento do número de indivíduos tratados, de 24% para 49%74 - bem como 

um aumento do número de indivíduos cuja PA se encontra controlada, de 8,6% 

para 30%74.  
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Figura 16: Prevalência, diagnóstico, tratamento e controlo da hipertensão arterial na população tailandesa 
no ano 2014. Adaptado de World Health Organization (2019) 70. 

 

Embora exista muito a fazer ainda, estima-se que, com um aumento da 

gestão da doença no controlo da PA em doentes hipertensos, poderão evitar-se 

um grande número de óbitos por DCV. Aplicando o algoritmo do número 

necessário para tratar (NNT) aos cerca de 9,5 milhões de doentes hipertensos 

não controlados, estima-se que poderão reduzir-se mais de 14000 mortes, 

27000 enfartes e 18000 ataques cardíacos num período de 5 anos75. Com isto 

em mente, o governo tailandês traçou como objetivo uma redução da 

mortalidade prematura por DCV em 25% até 202570, tendo a HTA um papel de 

destaque neste objetivo, uma vez que se verificam alguns problemas na gestão 

da doença, nomeadamente no diagnóstico, adesão à terapêutica e a logística no 

acesso às unidades de saúde. Num estudo76 conduzido em 2007 com pacientes 

hipertensos (n=1914), mais de metade (n=1000) não atingiram o objetivo na 

redução da PA, mesmo tendo conhecimento das guidelines e recomendações 

médicas sobre o assunto.  
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Na Figura 17 encontra-se o feedback dado por parte dos médicos aos 

1000 pacientes do estudo:  

 

Figura 17: Gestão da terapêutica em doentes com hipertensão arterial não controlada após consulta na 
população tailandesa. Adaptado de Buranakitjaroen et al 76. 

 

Como verificamos anteriormente, cerca de metade dos indivíduos com 

HTA não tem a sua condição diagnosticada, mesmo com a utilização extensiva 

dos serviços de saúde, indicando que o processo de diagnóstico pode ter 

algumas falhas. Uma dessas falhas é o ambiente em que são feitos os 

diagnósticos, normalmente realizados em locais com muito ruídos, sem 

privacidade e com equipamentos não calibrados58,70. Também foi verificado que 

uma grande parte dos indivíduos cuja medição da PA revela valores acima do 

normal, não regressa para efetuar medições adicionais. Parece também existir 

uma relutância no diagnóstico de HTA quando as medições se verificam acima 

dos valores normais em consultório, com receio de que se encontrem perante 

casos de HTA de Bata Branca, um problema que afeta cerca de 7% da 

população.  

Um estudo revelou que ¼ dos indivíduos cujas medições se revelaram 

acima do valor normal, tinham HTA de Bata Branca, verificando-se também que 

apresentavam valores para PA sistólica e diastólica abaixo da média77.  

37%

27%

26%

2%
8%

Sem ajuste terapêutico de qualquer tipo Adição de uma nova classe terapêutica

Ajuste da dose Substituição de classe terapêutica

Uso de várias alternativas



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensão arterial: a via de sinalização pelo Recetor de Ah 

29 
 

1.5. Hábitos Tabágicos da População Tailandesa 

 

A Hipertensão Primária, isto é, cerca de 90% dos casos de hipertensão78, 

está relacionada com os hábitos de vida pouco saudáveis, estando entre estes 

os hábitos tabágicos.  

Na população tailandesa este fator pode revelar-se ainda mais importante, 

uma vez que podem atribuir-se 18% (81 521 mortes)79 do total de mortes anuais 

a causas relacionadas com o consumo de tabaco, nas mais variadas formas. 

Como podemos observar na Figura 18, quase ¼ de todas as mortes atribuídas 

aos hábitos tabágicos prolongados são por complicações do foro CV80, sendo 

que a faixa etária mais afetada compreende adultos com idades entre os 30 e os 

44 anos. Existe uma diminuição progressiva da culpabilidade do tabaco no 

desencadeamento de eventos CV à medida que avançamos na faixa etária, 

podendo dever-se ao conjunto de outras comorbilidades existentes. 

 

 

Figura 18: Relação das causas atribuídas à morte pela população com hábitos tabágicos (A) e a distribuição 
das respetivas mortes causadas por doenças cardiovasculares por idade (B) na população tailandesa. 

Adaptado de World Health Organization (2019) 80. 

 

Estes números são justificados através da análise dos hábitos tabágicos 

da população tailandesa, que em média inicia o consumo diário de tabaco por 
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volta dos 17,4 anos de idade80. Observando um pouco mais as estatísticas, 

deparamo-nos para o facto de que, para uma idade compreendida entre os 13 e 

os 15 anos, cerca de 15% dos jovens apresenta hábitos tabágicos81. É de notar 

que a disparidade entre o consumo por adolescentes do sexo masculino face às 

adolescentes do sexo feminino pode prender-se com padrões sociais e/ou 

tradições enraizadas na cultura tailandesa, tendência que se mantém nas faixas 

etárias mais avançadas, como se podem observar nos gráficos da Figura 19. 

 

Figura 19: Distribuição de hábitos tabágicos por género em indivíduos com idade superior a 15 anos (A) e 
hábitos tabágicos na população com a idade compreendida entre os 13 e 15 anos (B) na população 

tailandesa. Adaptado de World Health Organization (2019) 80. 

 

Como se observa na Figura 20, grande parte da população não tem 

qualquer tipo de hábitos tabágicos, mas inala de forma involuntária o fumo do 

tabaco na sua residência, sendo considerados fumadores passivos e 

acarretando também riscos no desenvolvimento de doenças do foro CV82. 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (WHO), cerca de 14,6 milhões de 

tailandeses80, fumadores ativos e passivos estão em risco acrescido para o 

desenvolvimento de complicações CV. 
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Figura 20: Distribuição etária de fumadores passivos na população tailandesa. Adaptado de World Health 
Organization (2019) 80. 

 

1.6. Metabolismo de xenobióticos e a sua regulação 

 

De forma simples, podemos classificar o termo enzima como as moléculas 

responsáveis pelos processos de catálise nos processos biológicos83. A noção 

de que as enzimas funcionam como biocatalisadores data de 183384, quando 

Anselme Payen e Jean-François Persoz, com a descoberta da conversão de 

amidos em açúcares, mediada pela diástase (alfa-amilase). As enzimas podem 

ser agrupadas, de acordo com as suas características, em famílias e 

superfamílias, dependendo da sua sequência, estrutura e ancestrais comuns85. 

Existe, portanto, uma grande diversidade no tipo de enzimas que encontramos 

nos mais variados organismos. Fatores como localização, tipos celulares e 

tecidulares podem influenciar também variações que contribuem para a 

variabilidade enzimática nos organismos86.  

As enzimas também são responsáveis pelo metabolismo de fármacos 

(DME) ou xenobióticos (XME), compostos químicos externos ao organismo87. 

Este metabolismo tem um papel central não só na biotransformação, em 

compostos ativos ou inativos86 - como na eliminação destas substâncias do 

corpo que, de outra forma poderiam surtir um efeito tóxico. Uma vez no corpo e 

em circulação, estas substâncias podem induzir vias de transdução de sinal que 

podem resultar num conjunto de respostas celulares, tais como86,88: 

diferenciação celular, proliferação, homeostasia, apoptose ou até mesmo 

necrose. De forma a minimizar potenciais efeitos nefastos causados por 
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xenobióticos, dispomos de diversas DME e XME, incluindo enzimas de fase I e 

fase II, presentes em abundância em vários tecidos e órgãos86. De notar que 

estes enzimas podem ter expressão constitutiva ou alterada, mediante a sua 

indução ou inibição resultante da exposição aos xenobióticos89.  

O fígado é considerado o órgão de excelência do processo metabólico, 

pela sua abundante concentração de enzimas e pela sua localização 

anatómica90. Podemos considerar as reações metabólicas em três tipos: 

metabolismo de fase 1, fase 2 e fase 3. Metabolismo de fase 1 é caracterizado 

por reações de funcionalização, isto é, adicionar ou revelar um grupo funcional86. 

Processos como oxidação, redução e hidrolise têm o objetivo de aumentar a 

polaridade de uma molécula lipofílica, tornando-a hidrofílica87. O ato de polarizar 

uma molécula facilita o processo de excreção da mesma através da urina. 

Existem, no entanto, situações específicas onde estes processos convertem 

uma molécula, anteriormente numa forma inativa, na sua forma ativa – o caso 

dos profármacos91.  

Responsável por grande parte das reações metabólicas de fase 1 que 

ocorrem no organismo está a superfamília de enzimas microssomais designadas 

por citocromos P450 (CYP)92. Este tipo de enzimas encontra-se em abundância 

no fígado - no reticulo endoplasmático liso e nas mitocôndrias dos hepatócitos93 

- no trato gastrointestinal, pulmões e rins90. A sua classificação desdobra-se num 

sistema de família e superfamílias, baseando-se na sua sequência de 

aminoácidos e ancestrais comuns para os agrupar taxonomicamente87. Como é 

possível observar na Figura 21, de entre todos os tipos de CYP existentes nos 

humanos, o CYP3A4 é o mais abundante, seguindo-se o CYP2E1 e o CYP2C9, 

representando aproximadamente 22,1%, 15,3% e 14,6% de todos os CYP, 

respetivamente87,94.    
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Figura 21: Abundância relativa das principais formas de CYP no genoma humano. Adaptado de Almazroo 
et al 87.  

 

A expressão dos CYP é regulada por inúmeros fatores e co-fatores, 

presentes em vários compartimentos celulares, núcleo ou citoplasma que podem 

atuar como fatores de transcrição95. Estes fatores podem promover ou inibir a 

expressão de mRNA de genes alvo, aumentando ou diminuindo a síntese 

proteica, respetivamente. Existem também substâncias exógenas capazes de 

promover indução ou inibição da expressão genética de enzimas. Um aumento 

da expressão de um gene que codifica uma enzima resulta no aumento da 

atividade enzimática dessa mesma enzima, uma vez que existe uma diferença 

no equilíbrio enzima-substrato que favorece a enzima89,95. Da mesma forma, 

uma inibição da expressão de um gene que codifica uma enzima resulta na 

diminuição da atividade enzimática, uma vez que existe uma diferença no 

equilíbrio enzima-substrato que favorece o substrato. 

As reações envolvidas no metabolismo de fase 2 são caracterizadas por 

reações de conjugação do substrato (que podem ser uma molécula resultante 

do metabolismo de fase 1) com compostos endógenos hidrofílicos, através de 

enzimas transferases. Também estas enzimas estão sujeitas a indução ou 

inibição da sua expressão genética mediada por substâncias endógenas ou 

exógenas, provocando alterações na sua atividade96. Destas reações de 

conjugação resultam moléculas hidrofílicas e mais propensas para excreção. 

A atividade enzimática também pode ser modificada por alterações na 

estrutura da proteína, devido, nomeadamente, a variação genética. Os mais 

frequentes polimorfismos genéticos encontrados no genoma humano são 
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polimorfismos de base ou nucleótido único (SNPs, single nucleotide 

polymorphisms)97, e consistem na troca de um nucleótido por outro, num 

determinado local de um gene, por exemplo a troca de uma citosina (C) por uma 

timina (T). É perfeitamente normal ocorrerem trocas de nucleótidos na enorme 

extensão de DNA que constitui o genoma, podendo ocorrer em média num rácio 

de 1:1000 nucleótidos, o que significa que poderão existir aproximadamente 4 a 

5 milhões de SNPs no genoma humano98. Em termos de expansão, a elevada 

incidência de determinado polimorfismo numa população pode constituir uma 

característica distintiva sobre outra população - tal como SNPs com incidências 

muito baixas constituem polimorfismos isolados e únicos, mas que também 

carecem de investigação, dada a sua importância clínica98,99.  

Um SNP traduz-se na troca de um nucleótido por outro numa determinada 

sequência, no entanto esta troca nem sempre se traduz numa alteração do 

aminoácido codificado - mutação silenciosa - uma vez que o código genético é 

redundante100, isto é, vários codões codificam para um mesmo aminoácido.  

Estimam-se que 50% destas variações ocorrem em extensões de DNA 

classificadas como não-codificantes101. Cerca de 25% dos SNPs localizam-se 

em regiões codificantes e resultam em mutações missense, ocorrendo uma 

alteração do aminoácido sintetizado. Os restantes 25% dos SNPs classificam-se 

como variações silenciosas, não ocorrendo uma alteração do aminoácido 

sintetizado98. Os SNPs podem ainda influenciar a expressão de genes, pela 

regulação da atividade na região promotora do gene99. A estabilidade do RNA 

mensageiro (mRNA), que é crucial para a totalidade do processo de expressão 

genética é também um fator que pode ser influenciado pela presença de SNPs, 

uma vez que no decorrer do processo de tradução, existem muitas moléculas 

que podem interferir na atividade do mRNA. 

Clinicamente, a importância de SNPs reside no facto de serem forças 

motrizes na variabilidade de resposta a fármacos e xenobióticos, mas também 

podem influenciar a propensão no desenvolvimento de doenças comuns como a 

HTA, obesidade, diabetes mellitus (DM) e até mesmo doenças do foro 

psiquiátrico98,102. 
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Pretendeu-se avaliar com o trabalho experimental desenvolvido, dois 

SNPs que poderão estar relacionados com a propensão para o desenvolvimento 

de HTA primária por parte da população tailandesa, de forma a atribuírem-se 

fatores mais claros à etiologia da doença. Também visa entender de que forma 

os hábitos tabágicos e a poluição ambiental podem exacerbar esta relação entre 

os vários fatores que se pretendem estudar. 

O oxigénio é um elemento essencial para a homeostasia do organismo, 

tem um papel de grande importância tanto para o metabolismo como para a 

correta fisiologia do corpo, uma vez que é necessário para a produção de energia 

sob forma de ATP, mas também como cofator/substrato de muitas reações 

enzimáticas103. Por ter tamanha importância no organismo, é expectável a 

existência de mecanismos de regulação da expressão genética em função dos 

níveis de oxigénio, que desencadeiam reações de adaptação a nível celular. O 

factor induzido em hipoxia (HIF, hypoxia inducible factor) funciona como um 

regulador que é ativado quando a concentração celular e tecidual de oxigénio 

diminui, promovendo a adaptação celular104.  

O HIF pertence a uma família de fatores de transcrição heterodiméricos, 

e consiste numa unidade alfa - HIF-1α, HIF-2α e HIF-3α - e uma unidade beta - 

HIF-1β ou ARNT (Ah receptor nuclear translocator)105. O HIF tem, entre outras 

funções, a da regulação da resposta adaptativa da célula à hipoxia103,106 - 

condição que tem um papel importante no processo patológico da hipertensão.  

No que toca à oximetria podemos definir quatro estados, por ordem 

crescente de concentração de oxigénio: Anóxia, Hipóxia, Normóxia e 

Hiperóxia107.  

Dependendo da oximetria, o HIF vai comportar-se de maneira diferente, 

como se pode observar na Figura 22. Em normóxia, na presença de oxigénio, a 

unidade alfa liga-se às proteínas de von Hippel-Lindau (VHL), ativando o sistema 

da ubiquitina ligase, marcando o HIF com ubiquitina, o que o conduz 

posteriormente a sofrer degradação proteossomal108. A hidroxilação dos 

resíduos de prolina no HIF é crucial para que a VHL se ligue e é dependente de 

várias enzimas: dioxigenases α-cetoglutarato-dependentes, prolil-hidroxilases 
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(PHD) e a factor inhibiting HIF (FIH), uma asparaginil-hidroxilase, cuja função é 

a regulação da atividade transcricional do HIF109.  

Quando a célula se encontra em hipóxia, o processo de hidroxilação e 

degradação proteassomal é inibido. Ocorrendo a estabilização da subunidade 

alfa (HIF-1α), esta vai ser transportada para o núcleo da célula. Uma vez no 

núcleo, vai dimerizar com a subunidade beta (HIF-1β), promovendo a transcrição 

de genes alvo109.  

 

 

Figura 22: Resumo esquemático do funcionamento da via regulatória do HIF em condições de normóxia 
(A) e em condições de hipóxia (B). HIF1α – Hypoxia inductible factor 1 alfa; HIF1β – Hypoxia inductible 
factor 1 beta; VHL – Proteínas de von Hippel-Lindau; ub – Ubiquitina; PHD – prolil-hidroxilases; FIH – 
Fator inibidor do HIF. Adaptado de Chen et al 108. 

 

Os genes alvo da regulação pelo HIF codificam proteínas envolvidas em 

inúmeras funções, tais como controlo da homeostasia celular do oxigénio, 

controlo do consumo de oxigénio e de glicose, produção de eritrócitos – 

eritropoiese -, promoção da angiogénese e controlo da atividade metabólica 

mitocondrial104.  

O HIF-1β está também relacionado com a via de sinalização do recetor 

de hidrocarbonetos aromáticos (AHR, aryl hydrocarbon receptor)110,111. O AHR é 

um fator de transcrição dependente de ligandos, cuja função é regular a indução 

de XMEs por compostos químicos, como por exemplo hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos (PAHs) que, quando se encontram no organismo, são 
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metabolizados por esses XMEs, sendo ativados e desencadeando o seu 

potencial toxico e carcinogénico112,113. O AHR permanece num estado inativo no 

citoplasma da célula, onde um conjunto de proteínas (Hsp90, XAP2 e p23) 

asseguram a correta conformação e estabilização do AHR, prevenindo 

potenciais translocações para o núcleo114. Quando um ligando estabelece uma 

ligação com o AHR, a estrutura do complexo “AHR-proteínas reguladoras” sofre 

mudanças conformacionais e é ativado, ocorrendo a translocação do complexo 

para o núcleo. Uma vez no núcleo, ocorre a dimerização com o ARNT, como é 

possível observar na Figura 27110,114. 

 

Figura 23: Resumo esquemático do funcionamento da via regulatória do AHR. AHR – Recetor de 
hidrocarbonetos arílicos; p23, XAP2 e Hsp90 – proteínas estabilizadoras; ARNT – Translocador nuclear do 
AHR; AHRR – Regulador do AHR; Pol I – DNA Polimerase; XRE – Elemento de resposta a xenobióticos. 

Adaptado de Polonikov et al 110. 

 

Posteriormente dá-se início à indução da transcrição de genes alvo 

codificantes de XMEs, pela ligação do complexo HIF-1α/HIF-1β/ligando a 

sequências específicas na região reguladora a montante do gene alvo115. Estas 

sequências designam-se por elementos de resposta a xenobióticos (XREs, 

xenobiotic response elements ou DREs, dioxin response elements). O 

reconhecimento do local da região reguladora é realizado por ambas as partes 

do dímero, através de uma sequência de nucleótidos específica116: 5’-

TTGCGTG-3’. Na Figura 24 é possível observar que o aminoácido R39 do AHR 
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reconhece a primeira metade da sequência e estabelece três ligações por pontes 

de hidrogénio com a guanina (G) e com a guanina (G) complementar à citosina 

(C) na cadeia de DNA com sentido 5’→3’. A segunda metade da sequência, 5’- 

GTG-3’, é reconhecida pelo ARNT, onde ambos os aminoácidos R91 e H94 

interagem com um grupo fosfato do DNA e com a base azotada, 

respetivamente117.  

 

Figura 24: Representação das interações das estruturas de AHR (A) e do ARNT (B) com a região promotora. 
A interação do complexo ARNT - AHR com o DNA observa-se em (C). DRE – Elemento de resposta a 

dioxinas. Adaptado de Watanabe et al 118. 

 

As restantes estruturas conferem estabilidade ao dímero e asseguram a 

correta orientação para que as zonas de reconhecimento se encontrem 

corretamente posicionadas109. A orientação é assegurada por grupos polares ou 

carregados positivamente, que interagem com grupos fosfatos carregados 

negativamente, criando corredores estreitos que facilitam a interação com a zona 

promotora. Na Figura 25, encontram-se resumidamente todas as interações do 

dímero ARNT - AHR com o DNA. 
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Figura 25: Resumo das interações entre o ARNT/AHR e o DNA, na região reguladora. Adaptado de 
Watanabe et al 119. 

 

Os genes alvo de regulação pelo AHR codificam para XMEs, tais como: 

CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B196,115. Este processo, para além de ser regulado 

pelo complexo de proteínas que estabiliza o AHR, é também regulado pelo aryl 

hydrocarbon receptor regulator (AHRR)120. O AHRR é estruturalmente 

semelhante ao AHR e ao ARNT, pelo que pode inibir competitivamente o 

processo de dimerização, impedindo que a regulação dos genes alvo 

aconteça110. O complexo ARNT-AHRR é capaz de se ligar aos XREs presentes 

no promotor dos genes XMEs, contudo não promove a sua transcrição.  

Estudos farmacogenómicos já descritos na área da hipertensão, sugerem 

que SNPs específicos na via reguladora do AHR podem ter influência na 

propensão para o desenvolvimento de doenças do foro CV, sejam SNPs no 

próprio gene do AHR, no AHRR, nas desidrogenases ou no ARNT121,122.  

No presente trabalho foi analisado um polimorfismo no ARNT, 

nomeadamente o C567G (rs 2228099), uma vez que pode ter relevância na 

etiologia da hipertensão e não foi estudado extensivamente quanto à sua 

relevância neste assunto. Este polimorfismo caracteriza-se pela troca de uma 

citosina (C) por uma guanina (G) na posição 567, exão 7, codão 189, do gene 

ARNT, localizado no cromossoma 1123. 

Este polimorfismo consiste numa variação silenciosa Val-Val (C > G) uma 

vez que, mesmo com a troca de nucleótidos, o aminoácido incorporado 

permanece a valina, não ocorrendo alteração estrutural da proteína final. Foi, no 

entanto, observado um aumento da expressão110 de mRNA do ARNT em 
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indivíduos com o genótipo heterozigota para a variante (C/G) e em indivíduos 

homozigotas para a variante (G/G), como demonstra a Figura 26. 

 

Figura 26: Comparação da expressão de RNA mensageiro dos diferentes genótipos do ARNT C567G. 
Adaptado de Polonikov et al 110. 

 

Um aumento da expressão do mRNA do ARNT resultará num aumento da 

biodisponibilidade do mesmo na célula, expectando-se uma exacerbação de 

todos os processos por ele regulados. Esta exacerbação resultará numa 

ativação persistente e crónica do complexo ARNT-AHR, resultando na indução 

de várias XMEs, como o CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1, refletindo-se num 

aumento da atividade enzimática das mesmas96,124. 

Um estudo110 realizado em 2160 indivíduos, com e sem HTA, de 

nacionalidade russa aponta que o SNP do ARNT C567G apresentou, 

relativamente à hipertensão, um odds ratio (OR) de 1,21 para indivíduos que 

apresentavam um genótipo homozigota para a variante (GG), num intervalo de 

confiança de 95% (P = 0,043). O OR é uma razão que indica a relação entre dois 

fatores, isto é, a razão entre a probabilidade de um evento ocorrer num 

determinado grupo em relação a outro grupo125. Neste caso avalia-se o risco de 

um indivíduo vir a desenvolver HTA quando apresenta o SNP C567G do ARNT, 

verificando-se que este influencia a predisposição para a doença110. Um valor de 

OR superior a 1,0 representa um risco acrescido para a amostra, enquanto um 

valor de OR inferior a 1,0 representa que a variável se apresenta como um fator 

protetor125,126. 
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No presente trabalho foi também analisado um SNP no citocromo P450 

1A2 (CYP1A2) na população tailandesa. Em termos taxonómicos, o gene 

CYP1A2 encontra-se localizado no cromossoma 15 e caracteriza-se por 

pertencer à família 1, subfamília A, membro 2 dos citocromos P450127. O gene 

que codifica este CYP tem cerca de 7,8kb, contemplando sete exões e seis 

intrões, resultando numa proteína com cerca de 515 aminoácidos com um peso 

molecular de 58,294 Daltons (Da). Mecanisticamente, o CYP1A2 promove a 

catálise da reação de hidroxilação em ligações carbono-hidrogénio usando 

oxigénio molecular (O2)128. Ocorre a inserção de um átomo de oxigénio no 

substrato e em simultâneo ocorre a redução para uma molécula de água (H20) 

do outro átomo de oxigénio, através da doação de dois eletrões providenciados 

pela forma reduzida do fosfato de dinucleótido de nicotinamida e adenina 

(NADPH). Desta reação resulta um substrato hidroxilado, obtendo-se água (H2O) 

e H+ como subprodutos da reação128,129.  

Como é possível observar na Figura 27, o CYP1A2 possui estruturas de 

suporte bem como um núcleo catalítico, onde se posiciona o grupo heme. 

Podemos considerar três estruturas como o centro catalítico da enzima: a Volta 

BC, a Hélice I e a Hélice F118. 

 

Figura 27: Representação gráfica da estrutura molecular do CYP1A2. Adaptado de Watanabe et al 119. 

 

A Volta BC forma, juntamente com a Volta FG e a Hélice G, um canal cuja 

função é permitir a entrada do substrato no centro catalítico118,119. Na Figura 28 
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encontram-se representados os resíduos de Leucina (Leu) - Leu116 e Leu261 -

, Ácido Aspártico (Asp) – Asp119 – e Asparagina (Asn) – Asn257 localizados no 

referido canal. Estes resíduos de aminoácidos são capazes de estabelecer 

interações hidrofóbicas, tendo influência na abertura e fecho do canal e 

consequentemente na entrada de substratos119.  

 

Figura 28: Conformação dos resíduos de aminoácidos que constituem o canal de entrada do substrato. 

Adaptado de Watanabe et al 119. 

 

A Hélice F mostrou ter a função de reconhecimento do substrato. Este 

reconhecimento deve-se à presença de um resíduo de Fenilalanina (Phe) – 

Phe226. A Hélice I contém um resíduo de Treonina (Thr) – Thr 321 – localizado 

em regiões conservadas do CYP, o que demonstra a sua importância no 

funcionamento da enzima. Este resíduo parece ser crucial na interação com o 

substrato, no processo de transferência de eletrões da reação catalítica119.  
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Figura 29: Pormenor dos resíduos de treonina presentes na Hélice I. Adaptado de Watanabe et al 119. 

 

Observando a arquitetura conformacional do CYP1A2, é constatável que 

os seus substratos sejam moléculas estreitas e planares, com anéis 

poliaromáticos que consigam encaixar-se na estrutura catalítica estreita e planar 

do centro ativo do CYP124,130.  

Esta importante monooxigenase perfaz cerca de 13 a 15% do total de 

CYPs encontrado no organismo e está envolvido na biotrasformação de vários 

compostos endógenos130 - melatonina, estrogénios, estradiol, etc. – e também 

de compostos exógenos ou fármacos131 – clozapina, duloxetina, propranolol, etc. 

Em termos de distribuição, o CYP1A2 é expresso quase exclusivamente no 

fígado132, no entanto foi verificado alguma expressão do CYP no pulmão e no 

intestino133.   

Neste trabalho, o estudo do CYP1A2 teve como foco a análise da 

prevalência do polimorfismo no CYP1A2 C-163A (rs762551) na população 

tailandesa. Este polimorfismo caracteriza-se pela troca de uma citosina (C) por 

uma adenina (A) e localiza-se na região promotora do gene que codifica o 

CYP1A2, pelo que não se traduz numa alteração da estrutura proteica 

formada134. No entanto, em indivíduos que apresentam alelos variantes (A) 

verificou-se um aumento da indução da enzima, constatando-se acréscimo da 

atividade enzimática do CYP1A2 em 1,6x como consequência110,135. 

Paralelamente, em indivíduos não fumadores, mas portadores de alelos 

mutantes (A), verificou-se um aumento da atividade enzimática em 1,4x.136 
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Indivíduos portadores do genótipo (AA), homozigotas para a variante são, 

portanto, considerados metabolizadores rápidos dos substratos do CYP1A2, 

enquanto portadores do genótipo (CC), homozigotas para a referência são 

considerados metabolizadores lentos dos mesmos substratos137. Podemos 

então traçar uma relação entre a propensão do desenvolvimento de HTA e o 

genótipo do CYP1A2 que um individuo apresenta: alelos (AA) são considerados 

um fator de risco para o desenvolvimento deste tipo de doenças, pelo aumento 

da sua atividade enzimática, que se traduz num maior número de substratos 

ativos. Por outro lado, alelos (CC) são considerados um fator protetor para o 

desenvolvimento de HTA, uma vez que se verifica uma diminuição da atividade 

enzimática, traduzindo-se num menor número de substratos na forma ativa110. 

Além do metabolismo dos compostos supracitados, o CYP1A2 participa 

na bioativação de outros compostos exógenos. Um tipo de compostos mostra-

se particularmente interessante para o assunto estudado neste trabalho: os 

PAHs. De forma geral, PAHs apresentam-se como compostos lipofílicos 

constituídos por dois a oito anéis de benzeno resultantes da combustão 

incompleta de matéria orgânica138. Embora existam naturalmente no meio 

ambiente, pela combustão de madeira ou pela atividade vulcânica, são 

maioritariamente um subproduto de várias atividades de origem 

antropogénica139. 

A síntese destes compostos está sucintamente esquematizada na Figura 

30 e pode ser realizada a partir de hidrocarbonetos saturados em condições 

deficientes de oxigénio140. Mecanisticamente os dois principais processos de 

síntese que explicam a formação de PAHs são a pirossíntese e pirólise. Quando 

a reação atinge os 500 ºC, ocorre a cisão da ligação carbono-hidrogénio e 

carbono-carbono, formando radicais livres140,141. Estes radicais combinam-se 

com acetileno, condensando a estrutura aromática características dos PAHs, 

estrutura que também confere resistência a reações de lise por calor à molécula. 
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Figura 30: Síntese de PAHs por processos de pirossíntese e pirólise a partir de hidrocarbonetos saturados. 
Adaptado de Ravindra et al 140. 

Uma vez que apresentam lipofilicidade, têm a capacidade de atravessar 

facilmente a membrana celular por um processo de difusão passiva142. Após 

metabolismo da forma inativa dos PAHs, estes compostos encontram-se na sua 

forma ativa e exercem os seus efeitos, no Quadro 6 resumidos143. O 

metabolismo destes compostos resulta em compostos reativos fenólicos, 

catecóis e quinonas. 

 

Quadro 6: Resumo dos efeitos da exposição PAHs em processos relacionados com doenças 
cardiovasculares. Adaptado de Holme et al 143. 

 

A exposição a PAHs pode desencadear processos inflamatórios nas 

células do endotélio ou no pulmão, causadas pela indução e libertação de 

citocinas144. Como foi mencionado anteriormente, o processo inflamatório é uma 

condicionante muito negativa na formação da placa aterosclerótica, pela 
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aceleração do processo como um todo48. Outra forma em que os PAHs estão 

envolvidos diretamente no agravamento da formação da placa aterosclerótica é 

através da formação de espécies reativas de oxigénio143. Ocorrem reações de 

redução nas LDL e, como consequência, cria-se um ambiente propício à 

formação de células espumosas e à deterioração do endotélio43,46. Estudos 

apontam que inalação de partículas de fumo proveniente de combustão de 

madeira está associada a um aumento da aderência de monócitos às células 

endoteliais145, com um aumento da migração para o subendotélio de células 

responsáveis pelos processos inflamatórios. 

Também foram verificadas alterações anatómicas e fisiológicas ao nível 

do coração, observando-se disfunção cardíaca e dilatação ventricular 

esquerda146, caracterizada por dilatação do miocárdio e consequente 

estreitamento do mesmo. Esta patologia culmina com o aumento do volume do 

ventrículo e, pelo aumento do espaço ventricular, o músculo cardíaco não 

consegue realizar uma correta contração, verificando-se um comprometimento 

da distribuição de sangue pelo corpo147.   

A homeostasia do cálcio na sua forma iónica, importante regulador da 

correta permeabilidade das células endoteliais e do processo aterosclerótico42, 

também é afetada pela exposição a PAHs. Verificou-se que, após contacto e 

inalação de PAHs, ocorria um aumento da concentração de Ca2+ no interior das 

células endoteliais face ao normal148,149. Este aumento de concentração parece 

estar envolvido com a inibição dos recetores β2-adrenérgicos, impossibilitando 

o efluxo de cálcio. Foi também verificado uma dessensibilização dos recetores 

β2-adrenérgicos para a epinefrina e, em contraste, uma grande afinidade para 

PAHs (Kd = 10 nM)150.  

Os PAHs podem surtir efeito direto na PA de um indivíduo, através da 

interação com o óxido nítrico sintetase endotelial (eNOS). Verificou-se uma 

indução da HTA mediada pela inativação das funções do eNOS, importante 

regulador do tónus vascular e da PA151,152. Inibindo a atividade do eNOS, ocorre 

a supressão da vasodilatação através do ciclo do NO, resultando num aumento 

da PA e do tónus vascular48. Estudos revelaram ainda que PAHs podem ter 

influência na alteração dos padrões circadianos da PA e que pode induzir 

estados isquémicos.  
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No Tabela 1 encontram-se resumidos alguns dos efeitos mais relevantes 

surtidos no organismo pela exposição a PAHs e as suas estruturas moleculares. 

Nome do Composto 
Estrutura 

Molecular 
Efeitos Referências 

TCDD 
 

Cardiomiopatias; 

Lesões 

Cardíacas; 

Aterosclerose; 

Aumento do risco 

CV 

153–157 

1-nitropireno 

 

Aumento da 

[Ca2+] no 

endotélio; 

Indução de 

citocinas pro-

inflamatórias 

158,159 

Benzo(a)pireno 

 

Indução de 

citocinas pro-

inflamatórias; 

Aumento do risco 

de ataque 

isquémico; 

Indução do AhR; 

Promoção da 

aterosclerose; 

Aumento da 

acumulação 

lipídica nos 

macrófagos; 

Aumento do 

influxo de 

monócitos para o 

endotélio; 

159,160,169,170,161–

168 
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Aumento da 

[Ca2+] nas células 

do endotélio 

3-hidroxibenzo(a)pireno 

 

Aumento da PA 

diastólica 

171,172 

3-

hidroxibenzo(a)antraceno 
 

Aumento da PA 

diastólica 

171,173 

Benzo(e)pireno 

 

Aumento da 

[Ca2+] nas células 

do endotélio 

167,168,174 

Pireno 

 

Aumento da 

[Ca2+] nas células 

do endotélio 

168,175,176 

 

Tabela 1: Sumário dos efeitos no organismo resultantes da exposição a PAHs específicos. 

 

Para além da exposição a PAHs provenientes de hábitos tabágicos 

passivos e ativos, existem também exposição quotidiana e rotineira através da 

inalação de partículas aéreas provenientes de várias atividades de origem 

antropogénica139,140. A deterioração da qualidade do ar na Tailândia tem 

mostrado ser um problema recorrente e difícil de combater, uma vez que é uma 

temática cuja discussão se tem arrastado há vários anos, com vários estudos 

publicados74,177. Muito deste decréscimo da qualidade do ar prende-se com os 

efeitos de fogos florestais, combustão de biomassa e de outros resíduos 

provenientes da atividade do setor agropecuário178. Para além disso, emissões 

de PAHs provenientes de tráfego de veículos, atividade industrial e aquecimento 

de domicílios são também parte do problema. 

Os níveis de poluição que se verificam no território tailandês seguem 

padrões previsíveis, acentuando a presença da sazonalidade da mesma. Em 

Bangkok, capital da Tailândia, registaram-se os níveis mais altos de poluição 
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entre novembro e fevereiro, verificando-se esta repetição ano após ano179. O 

método mais comum para avaliar a qualidade do ar é o Índice de Qualidade do 

Ar (AQI)180. Este índice é baseado na medição da emissão de partículas inaláveis 

com diâmetro inferior a 2,5 μm (PM2,5) e 10 μm e (PM10), ozono, dióxido de 

nitrogénio, dióxido de enxofre e monóxido de carbono181. O AQI está dividido em 

seis escalões, com grau crescente de severidade no que concerne à qualidade 

do ar da região, esta escala compreende um intervalo de valores entre 0 e 500. 

É possível observar a olho nu os efeitos da poluição no ambiente 

tailandês, onde pequenas partículas suspensas no ar formam uma névoa que 

sobrevoa algumas das cidades mais poluídas179. Devemos, no entanto, entender 

que nem todas as fontes destas partículas têm a mesma importância em todas 

as regiões do país – nas cidades, a combustão de combustíveis fósseis por parte 

de veículos e da indústria tem um papel muito maior na contribuição da 

poluição177, do que em zonas mais rurais, onde as atividades do setor agrário 

têm uma quota-parte maior do problema178. Na Figura 31 é possível observar os 

níveis de PM2,5 registados na zona de Bangkok entre julho de 2019 e junho de 

2020. 

 

Figura 31: Registo dos níveis de PM2,5 na região de Bangkok entre julho de 2019 e junho de 2020. Adaptado 
de Fotiou et al 179. 

Os níveis de PM2,5 na região de Bangkok nunca se encontram em níveis 

considerados ótimos179, estando no mínimo em níveis moderados acima do 

recomendado, sendo que o valor da concentração média anual de PM2,5 registou 

os 22.8 μg/m3182. Verifica-se ainda que, entre novembro e março os valores se 

encontram numa situação crítica. Este gráfico é, portanto, um indicativo de que 

o fator ambiental na propensão para o desenvolvimento da HTA na população 

tailandesa tem uma importância acrescida, uma vez que os tailandeses parecem 
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estar em contacto com estes compostos no seu dia a dia, podendo surtir todos 

os efeitos acima citados.  

No panorama geral do país, a Tailândia encontra-se entre os 106 países 

mais poluídos no ano de 2020, segundo a escala AQI, ocupando a 34ª posição, 

com um índice médio nacional de 70, correspondendo a um risco moderado182. 

Analisando os extremos, verificou-se que a cidade mais poluída segundo a 

escala de AQI é a cidade de Mueang Lamphun, com valor de AQI de 174, 

correspondendo a uma concentração de PM2,5 de 101 µg/m³. A cidade menos 

poluída segundo a escala de AQI é a cidade de Satun, com valor de AQI de 33, 

correspondendo a uma concentração de PM2,5 de 8 µg/m³.   
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2. Métodos Laboratoriais 

2.1. PCR-RFLP 

 

De modo a caracterizar a frequência de polimorfismos nos genes ARNT e 

CYP1A2 na população estudada, foram desenhados e otimizados métodos de 

genotipagem para cada um dos single nucleotide polymorphism (SNPs) 

relevantes para o estudo em causa. Foi usada a técnica de PCR-RFLP 

(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), que 

consiste na junção de várias técnicas: PCR, análise de restrição e 

eletroforese183. 

PCR, Polymerase Chain Reaction, é uma técnica sobejamente utilizada em 

biologia molecular com a finalidade de amplificar várias cópias de uma região 

específica do DNA, in vitro184. O DNA amplificado por PCR pode ter diversas 

finalidades, entre elas a sua sequenciação, visualização por eletroforese em gel, 

ou clonagem num plasmídeo. 

Na Figura 32 encontram-se representadas as três etapas básicas no processo 

do PCR: 

Desnaturação: com a finalidade de separar as cadeias complementares 

do DNA, aquecemos a solução até uma temperatura de 94-96 ºC, obtendo assim 

duas cadeias de ssDNA (single strand DNA) que servirão de molde para as 

etapas seguintes185. Esta separação dá-se através da quebra das ligações por 

ponte de hidrogénio entre as bases complementares do DNA186. A desnaturação 

inicial tende a ser mais morosa do as desnaturações que ocorrem nos ciclos 

seguintes. 

Hibridação: etapa que especifica qual a região do DNA que se pretende 

amplificar. Esta especificidade é proporcionada pelos fragmentos iniciadores 

(primers) utilizados na reação, que são complementares a zonas especificas da 

região do DNA que se pretende amplificar187. Ao diminuir a temperatura da 

reação, é favorecida a formação de pontes de hidrogénio entre os primers e as 

zonas complementares presentes no DNA molde. Normalmente são adicionados 

primers em grande concentração, de forma a aumentar a probabilidade de 
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ligação à zona complementar pretendida para a amplificação, ao invés das 

sequências ssDNA voltarem a hibridar uma com a outra188. A temperatura de 

annealing (Tm) é dependente da sequência e do tamanho dos primers utilizados.  

Extensão: nesta etapa, a temperatura da reação é novamente elevada, 

de forma a estender ou copiar as regiões de dsDNA formadas pelo ssDNA da 

amostra juntamente com os primers189. Para isso é utilizada uma DNA 

polimerase que, quando se liga na região 3’ dos primers, move-se pelo DNA no 

sentido 5’ → 3’ adicionando os nucleótidos complementares à cadeia de DNA da 

amostra190. Esta etapa pode variar quanto à celeridade do processo uma vez 

que, dependendo do tamanho do fragmento que se pretende amplificar, a Taq 

polimerase pode demorar mais tempo para copiar o DNA. Esta etapa é 

normalmente realizada a uma temperatura padrão de 72 ºC, que corresponde à 

temperatura ótima de atividade da Taq polimerase191.    

 

 

Desnaturação (94-96°C) 

Hibridação 

Extensão (72°C) 

Este ciclo 

repete-se 

entre 25 e 

35 vezes 

Após 1 ciclo, o número 

de cópias do fragmento 

de DNA duplicou 
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Figura 32: Representação das etapas de um ciclo de PCR. Adaptado de Wang et al 184. 

Após n ciclos (entre 25 e 35), obtém-se 2n cópias do DNA da amostra que 

se pretende estudar192. O padrão de crescimento exponencial segue a seguinte 

sequência, como mostra a Figura 33.  

 

 

Figura 33: Padrão de amplificação exponencial das cópias de DNA obtidas em cada ciclo de PCR. Adaptado 
de Wang et al 184. 

 

 

Para que esta reação ocorra, necessitamos de alguns componentes que 

vão constituir a mistura reacional. A Taq polimerase e os primers anteriormente 

mencionados são apenas alguns desses componentes, cujas características são 

essenciais para que o resultado final da reação seja o pretendido. Vejamos então 

que componentes são estes:  

Tal como na replicação de DNA num organismo, o PCR necessita de uma 

DNA polimerase para obter novas cadeias de dsDNA utilizando como molde as 

cadeias de ssDNA da amostra183. Nos primórdios do desenvolvimento da técnica 

de PCR, o facto da reação ter várias flutuações de temperatura no decorrer dos 

ciclos, fazia com que o uso de DNA polimerases de origem humana ou da 

maioria das DNA polimerases de origem bacteriana fosse impossível, uma vez 

que iria desnaturar, inativando-se191. Por este motivo, usa-se tipicamente uma 

DNA polimerase - Taq polimerase - resistente ao calor isolada a partir de 

bactérias termofílicas, Thermus aquaticus (Figura 34), que habitam nas fontes 

termais do Parque Nacional de Yellowstone (Estados Unidos da América) 193.  

 

Ciclo:                       1                        2                          3 
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Figura 34: Thermus aquaticus. Adaptado de Jackson et al 193. 

 

 

Anteriormente, na fase de hibridação, foi mencionado que a 

especificidade da zona que se pretende amplificar deriva dos primers 

utilizados188. Os primers nada mais são do que sequências curtas de ssDNA com 

cerca de 20 nucleótidos de comprimento, podendo variar. São usados 2 primers 

– forward e reverse - em cada PCR, especificamente desenhados para 

flanquearem a região de interesse que se pretende amplificar194. Uma vez 

emparelhados com a sequência da amostra, permitem a ligação da Taq 

polimerase, que irá exercer a sua função. 

Para formar novas sequências de dsDNA a partir de uma sequência de 

ssDNA da amostra, a Taq polimerase necessita de um meio rico em 

desoxirribonucleótidos fosfatados (dNTPs)184, cuja estrutura molecular se 

encontra representada na Figura 35. Estes nucleótidos irão servir como os 

blocos de construção das novas cadeias de dsDNA e são formados por uma 

base azotada (Adenina, Citosina, Guanina e Timina), uma ribose (desoxirribose) 

e três grupos fosfato195. 
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Figura 35: Representação da estrutura molecular dos dNTPs. dATP - desoxiAdenosina Trifosfato; dCTP - 
desoxiCitidina Trifosfato; dTTP - desoxiTimidina Trifosfato; dGTP - desoxiGuanosina Trifosfato. Adaptado 
de Ménomá et al 195. 

 

É necessário criar um ambiente propício ao funcionamento e otimização 

da atividade da Taq polimerase, para tal o PCR decorre numa solução contendo 

um tampão e sais184. A grande maioria dos tampões para PCR incluem na sua 

constituição tris(hidroximetil)aminometano.HCl (Tris-HCl) e Cloreto de Potássio 

(KCl), cuja função é manter o pH da solução estável durante a reação, uma vez 

que flutuações podem interferir na atividade da Taq polimerase196.  

Também é adicionado cloreto de magnésio (MgCl2) à mistura reacional, 

uma vez que é um co-fator necessário à atividade da Taq polimerase197. No 

entanto, para grandes concentrações de MgCl2, ocorre um decréscimo na 

especificidade, correndo o risco de amplificar locais que não são os desejados 

para o trabalho laboratorial em causa. Este sal também tem a função de auxiliar 

os primers na fase de hibridação, uma vez que ao ligar-se aos grupos fosfato do 

DNA, com carga negativa, diminui a repulsão eletrostática entre as cadeias de 

DNA molde e os primers198. Para além de garantir a estabilidade, o tampão 

também deve conferir densidade à mistura reacional, de modo a facilitar o 

carregamento das amostras num gel de agarose para eletroforese199.  

2.2. Eletroforese 

 

A eletroforese em gel é uma técnica laboratorial amplamente utilizada em 

biologia molecular. Analisando a etimologia da palavra (electro + phoresis) 

obtemos “mover com eletricidade”, que, em termos científicos significa o 
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movimento de moléculas como DNA, RNA ou proteínas por ação de um campo 

elétrico através de um suporte, neste caso um gel de agarose200. Através deste 

procedimento é possível separar fragmentos de DNA em função da sua 

dimensão. Numa tina de eletroforese existem dois polos, negativo e positivo, que 

criam um diferencial de cargas nas extremidades da tina201. Esta diferença de 

cargas cria uma corrente elétrica, responsável pela separação das moléculas 

através das suas características: tamanho e carga202. Moléculas com carga são 

atraídas para o polo com carga oposta, isto é, moléculas carregadas 

positivamente irão deslocar-se para o polo negativo e vice-versa. Em moléculas 

com carga neutra não se observa movimento. 

Nos estudos com DNA, uma vez que este possui carga negativa pela 

presença do grupo fosfato, as moléculas vão deslocar-se no sentido do polo 

positivo203. Numa situação em que não existissem obstáculos, os fragmentos de 

DNA mover-se-iam sensivelmente à mesma velocidade em direção ao polo 

positivo. Este resultado não é favorável, uma vez que se pretende a seriação dos 

fragmentos por tamanho, para tal é usado um gel de agarose com características 

porosas204. Quando os fragmentos de DNA atravessam os poros e canais do gel, 

fragmentos com tamanho reduzido irão ter menor dificuldade em deslocar-se, 

sendo que fragmentos com maiores dimensões irão deslocar-se a uma menor 

velocidade202,205. 

Para realizar a eletroforese neste trabalho laboratorial, utilizou-se um gel de 

agarose a 1%. Na extremidade do polo negativo, existem poços onde serão 

colocadas as amostras para a eletroforese. Neste processo, o tampão utilizado 

continha uma substância que aumentava a densidade da mistura reacional, de 

forma que as amostras, uma vez colocadas no gel não se diluíssem no tampão 

de eletroforese206. A visualização dos fragmentos de DNA no gel depende da 

presença de um corante fluorescente, de forma que o resultado possa ser 

observado à luz ultravioleta (UV): 100-400 nm. Este composto pode ser 

incorporado no gel quando da sua preparação, adicionado às amostras ou 

utilizado para corar o gel após a eletroforese.  
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Figura 36: Representação de um gel de eletroforese sob luz UV, com pormenor do marcador de massa 
molecular (a laranja) e de uma banda de DNA (a amarelo). Adaptado de Johansson et al 207.  

 

Observando um gel, fragmentos de DNA com o mesmo comprimento 

formam uma "banda" no gel207. Em cada banda alojam-se milhões de fragmentos 

de DNA, que se deslocaram à mesma velocidade através do gel devido ao seu 

tamanho similar. Bandas mais próximas do polo positivo representam 

fragmentos de DNA de menor tamanho do que bandas mais próximas do polo 

negativo208. De forma a obter-se uma melhor estimativa para o tamanho dos 

fragmentos observados, aplicam-se no gel, em simultâneo com as amostras, um 

marcador de massa molecular, uma mistura de fragmentos de DNA cujo 

tamanho foi previamente determinado, como está representado na Figura 36.  

2.3. Análise de Restrição dos Fragmentos Amplificados 

 

Os métodos laboratoriais utilizados no âmbito deste trabalho incluíram um 

passo adicional ao PCR: a digestão dos fragmentos de DNA obtidos com uma 

enzima de restrição. Enzimas de restrição são proteínas sintetizadas por 

bactérias e isoladas em laboratório, cuja função é clivar fragmentos de DNA com 

sequências específicas209. Cada enzima de restrição reconhece uma pequena 

sequência de nucleótidos, clivando-as em dois fragmentos de dsDNA. Uma vez 

que a presença de um polimorfismo pode afetar o reconhecimento dessa 

sequência pelo enzima de restrição, esta análise permite a distinção entre 

fragmentos de DNA com ou sem a variação que se pretende analisar, sendo 
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possível a determinação do genótipo do indivíduo dador para esse local 

polimórfico. 

Esta metodologia, designada por PCR-RFLP tem diversas vantagens: é 

de fácil execução, relativamente barata, não tem limitação quanto ao tamanho 

dos fragmentos a utilizar e é altamente específica para o polimorfismo a analisar. 

É ainda capaz de distinguir entre indivíduos homozigóticos ou heterozigóticos 

numa população210.  

 

2.4. Participantes 

 

Este estudo contou com a participação de indivíduos de uma amostra da 

população Tailandesa (n=72). Amostras de sangue periférico foram obtidas por 

punção digital, após declaração escrita de consentimento informado por parte de 

todos os participantes, cujo anonimato foi garantido. Cada amostra foi 

depositada em papel de filtro e, após secagem, armazenada sob vácuo. Na fase 

de otimização dos protocolos de genotipagem, utilizou-se DNA preparado a partir 

de amostras de sangue recém obtidas. Analisaram-se neste estudo amostras 

disponíveis no âmbito de projetos em curso no Laboratório de Farmacogenómica 

e Toxicologia Molecular (CCMAR/CBMR). 

 

2.5. Procedimento Experimental 

 

2.5.1. Extração de DNA 

 

No caso das amostras em papel de filtro, uma pequena porção do papel de 

filtro impregnado com a amostra foi colocada num eppendorf, adicionando-se 

200 μL de água milliQ autoclavada para que se desse a ressolubilização do DNA. 

Uma alíquota desta solução de DNA foi utilizada para o procedimento de 

genotipagem.  
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No caso das amostras recém-obtidas, a 5μl de sangue foram adicionados 

1000 μl de água milliQ autoclavada, tendo-se centrifugado durante 1 minuto, a 

cerca de 10,000g, de forma a eliminar a hemoglobina, uma vez que esta interfere 

no PCR211. Após eliminar o sobrenadante, ao sedimento celular foram 

adicionados 20 μL de hidróxido de sódio a 0,2 M (NaOH). Realizou-se assim uma 

lise alcalina, que rompe a parede celular, permitindo que o DNA fique em 

solução212. Após repousar à temperatura ambiente, adicionou-se 180 μL de Tris-

HCl (pH 7,5) de modo a neutralizar o meio.  

2.5.2. Teste de genotipagem PCR-RFLP para o SNP ARNT C567G 

 

A reação para a identificação do SNP ARNT C567G decorreu num volume 

total de 25 μL, tendo a mistura reacional a composição presente na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Constituintes da mistura reacional para a caracterização do polimorfismo ARNT C567G. 

 

Os primers utilizados para amplificar o fragmento de DNA possuíam as 

seguintes sequências:  

• ARNT C567G Primer forward (pFW): 

5’-CTTACGGAGAGATGCATGTGGCCTG-3’  (%CG = 56,0%)  

• ARNT C567G Primer reverse (pRV):  

5’-TGCACCTGATCATAGAGTGTGC-3’  (%CG = 50,0%)   
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O PCR foi realizado sob as condições apresentadas na Tabela 3. 

 

 

Tabela 3: Condições experimentais do termociclador (Tpersonal (Biometra™)) no processo de PCR para a 
caracterização do polimorfismo ARNT C567G. 

 

Após amplificação, para cada amostra, o produto de PCR foi digerido com 

uma enzima de restrição, BsmAI (10 U/µL, ThermoFisher Scientific™) através do 

seguinte procedimento: para um tubo eppendorf foram transferidos 10,0 μL de 

produto de amplificação, aos quais se adicionou 10 μL de mistura reacional, 

perfazendo um volume final de 20 μL. A mistura reacional foi preparada de 

acordo com a Tabela 4.  

 

Tabela 4: Mistura reacional para digestão enzimática por BsmAI dos produtos de PCR para o procedimento 
experimental do ARNT C567G. 
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A mistura reacional foi incubada uma primeira vez a 37 ºC durante cerca 

de 16 horas e posteriormente foi incubada a 80 ºC durante 20 minutos de forma 

a desnaturar a enzima de restrição.  

A preparação das misturas reacionais descritas na Tabela 2 e na Tabela 

4, foi realizada sob a forma de uma master mix, contendo os reagentes 

necessários ao total das amostras em análise, de forma a reduzir os erros de 

pipetagem e a variabilidade inter-amostra na sua composição. 

 

2.5.3. Teste de genotipagem PCR-RFLP para o SNP CYP1A2 C-163A 

 

A reação para a identificação do SNP CYP1A2 C-163A decorreu num 

volume total de 25 μL, a composição da mistura reacional encontra-se na Tabela 

5. 

 

Tabela 5: Constituintes da mistura reacional para a caracterização do polimorfismo CYP1A2 C-163A 

 

Os primers utilizados para amplificar o fragmento de DNA possuíam as 

seguintes sequências:  

• CYP1A2 C-163A Primer forward (pFW):  

5’-ATACCCAGCATGCATGCTGTGC-3’  (%CG = 54,55%) 

• CYP1A2 C-163A Primer reverse (pRV):  
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5’-CTGGGACAATGCCATCTGTACC-3’  (%CG = 54,55%) 

 

O PCR foi realizado sob as condições apresentadas na Tabela 6. 

 

Tabela 6: Condições experimentais do termociclador (Tpersonal (Biometra™)) no processo de PCR para a 
caracterização do polimorfismo CYP1A2 C-163A. (a): 5 ciclos iniciais com 20 s de desnaturação, os 
restantes ciclos com 30 s; (b): touchdown - decréscimo de 1 ºC a cada 5 ciclos nos primeiros 15 ciclos, 
depois decréscimo de 1 ºC a cada 10 ciclos nos seguintes 20 ciclos; (c): 15 ciclos iniciais com 30 s de 
extensão, depois 10 ciclos com 40 s de extensão e depois 10 ciclos com 45 s de extensão. 

 

Após amplificação, para cada amostra, o produto de PCR foi digerido com 

uma enzima de restrição, Mval (10 U/µL, ThermoFisher Scientific™) através do 

seguinte procedimento: para um tubo eppendorf foram transferidos 10,0 μL de 

produto de amplificação, aos quais se adicionou 10 μL de mistura reacional, para 

um volume final de 20 μL. A mistura reacional foi preparada de acordo com a 

Tabela 7. 

 

Tabela 7: Mistura reacional para digestão enzimática por Mval dos produtos de PCR para o procedimento 
experimental do CYP1A2 C-163A. 
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A mistura reacional foi incubada uma primeira vez a 37 ºC durante cerca 

de 16 horas e posteriormente foi incubada a 80 ºC durante 20 minutos de forma 

a desnaturar a enzima de restrição.  

A preparação das misturas reacionais descritas na Tabela 5 e na Tabela 

7, foi realizada sob a forma de uma master mix, contendo os reagentes 

necessários ao total das amostras em análise, de forma a reduzir os erros de 

pipetagem e a variabilidade inter-amostra na sua composição.  

O restante procedimento foi semelhante para os dois polimorfismos 

analisados. Foram pipetados 10,0 μL de cada amostra digerida para um poço 

num gel de agarose 1% em TAE (Tris-Acetato-EDTA) a 2% (V/V), deixando a 

eletroforese correr a uma voltagem de 100 V durante cerca de 1h e 30 min. 

Concluído o processo da eletroforese, deu-se o início do procedimento de 

coloração do gel por GreenSafe (NZYTech). A coloração do gel foi realizada 

numa tina contendo tampão TAE e GreenSafe em proporção de acordo com o 

manual de boas práticas do corante213. Este corante liga-se aos ácidos nucleicos, 

emitindo fluorescência na ordem dos 530nm quando ligado ao DNA, permitindo 

observar a localização das bandas sob luz UV. O gel é corado sob agitação 

durante 30 min, sendo posteriormente observado no transiluminador de UV 

(AlphaImager, Innotech).  
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3. Resultados e Discussão 

3.1. ARNT C567G 

 

  Através da observação dos géis de agarose sob a luz UV podemos aferir 

três genótipos nos indivíduos que constituem a nossa amostra: homozigotas 

para a referência (C/C), heterozigotas (C/G) e homozigotas para a variante 

(G/G). Nos indivíduos cujo genótipo é (C/C) é de esperar duas bandas no gel 

com aproximadamente 187 e 74 pares de bases (pb), respetivamente. Nos 

indivíduos com o genótipo (C/G) esperam observar-se três bandas no gel com 

261pb, 187pb e 74pb. Nos indivíduos heterozigotas, a banda com 261pb 

representa o alelo com G, enquanto as bandas com 187pb e 74pb representam 

o alelo com C. Para os indivíduos cujo genótipo é (G/G) espera observar-se 

apenas uma banda com 261pb. 

A enzima de restrição utilizada na digestão dos fragmentos de DNA para 

o polimorfismo ARNT C567G, a BsmAI cliva fragmentos que contenham a 

sequência 5’-GTCTCN▼-3’, como é o caso da sequência de referência neste 

polimorfismo: 5’-GTCTG-3’ – ao reconhecer esta sequência, cliva o fragmento 

de DNA em dois. No caso da sequência com o polimorfismo (5’-CTCTG-3’), uma 

vez que o G é substituído por um C, a enzima não vai reconhecer a sequência e 

não vai exercer a sua função, permanecendo com fragmentos intactos de 

dsDNA.  

A nossa amostra era constituída por 72 indivíduos (ntotal= 72). No processo 

de amplificação constatou-se que 10 amostras não amplificaram sendo que, para 

efeitos estatísticos, a população em estudo é constituída por 62 indivíduos 

(namplificados= 62). Como se pode observar na Tabela 8, identificaram-se 20 

indivíduos como homozigotas para a referência (C/C), 16 como heterozigotas 

(C/G) e 26 indivíduos como homozigotas para a variante (G/G).  
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Tabela 8: Caracterização genotípica dos indivíduos incluídos no estudo do polimorfismo ARNT C567G. 

 

Podemos definir alelos como as variantes de genes localizados numa 

mesma posição ou locus num cromossoma, sendo herdados dois alelos para 

cada gene, 1 de cada progenitor. Cada par de alelos representa um genótipo 

específico de um gene, podendo refletir-se em determinados fenótipos nos 

organismos. Uma forma de perceber a incidência de uma variante genética numa 

população é através do cálculo da frequência alélica dessa mesma variante214. 

O cálculo da frequência alélica (FA) para o alelo variante (G) foi realizado com 

recurso à Equação 4215:  

FA= 
nº de indivíduos (G/G)×2 + nº de indivíduos (C/G)

namplificados  × 2
 

Na Tabela 9 encontram-se representados os resultados dos cálculos da 

frequência alélica para a variante (FAG) de 54,8% e o valor da frequência alélica 

para a referência (FAC) de 45,2%. Observou-se que, para a nossa população 

(n=62), mais de metade dos indivíduos apresentava o alelo variante. 

 

 

Tabela 9: Frequências alélicas determinadas para o polimorfismo ARNT C567G na população em estudo. 

 

De forma a perceber a distribuição genotípica nesta população, foi 

também avaliada a incidência de cada um dos três genótipos possíveis para o 

SNP ARNT C567G, através do cálculo da frequências genotípicas. Os resultados 

estão representados na Tabela 10.  

Equação 4 
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Tabela 10: Frequências genotípicas determinadas para o polimorfismo ARNT C567G na população em 

estudo. 

 

Na amostra populacional utilizada no trabalho experimental, verificou-se 

que a maioria das amostras era homozigota para a variante (G/G), constituindo 

41,9% da amostra. O segundo genótipo mais prevalente na amostra 

corresponde ao genótipo homozigota para a referência (C/C), constituindo 32,3% 

da amostra. Estes dados corroboram a frequência alélica da variante, uma vez 

que 67,7% dos indivíduos eram portadores de alelos variantes.  

Para o SNP estudado, existem apenas dois alelos possíveis: a referência 

(C) e a variante (G). Sabendo isto, a soma das frequências alélicas tem 

obrigatoriamente de constituir 100% da população216, como é evidenciado na 

Equação 5.  

𝐹𝐴C + 𝐹𝐴G = 1,0 

Uma vez que as amostras pertencem a organismos diploides, teremos de 

elevar toda a equação ao quadrado217, como podemos observar na Equação 6, 

e no seu respetivo desenvolvimento. 

(𝐹𝐴C + 𝐹𝐴G)2 = 1,02 

⇔ 𝐶𝐶2 +  2𝐶𝐺 + 𝐺𝐺2 = 1,0 

Estas equações são as premissas da teoria genética populacional de 

Hardy-Weinberg, amplamente utilizadas com o propósito de estudar a variação 

genética numa população em equilíbrio, isto é, a variação genética numa 

Equação 5 

Equação 6 
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população deverá manter-se constante de geração em geração na ausência de 

fatores disruptivos218. Entendam-se como fatores disruptivos todas as variáveis 

que tenham a capacidade de influenciar mudanças ou viés no equilíbrio: 

mutações, seleção natural, acasalamento não aleatório, deriva genética ou 

migração de novos alelos no pool genético219. Seleção natural / acasalamento 

não aleatório perturbam o equilíbrio ao introduzirem um viés preferencial que 

afeta as frequência genotípicas na população, uma vez que certas 

características se demonstram mais vantajosas nos organismos que as detêm.  

A lei também tem como premissa uma população numerosa, uma vez que 

em populações mais diminutas podem ocorrer, ao acaso, sobreposições nas 

frequências alélicas para um determinado gene, ocorrendo deriva genética220.  

Quando o acasalamento é aleatório numa população grande sem fatores 

disruptivos, a lei de Hardy-Weinberg prevê que tanto as frequências genotípicas 

como as frequências alélicas se mantenham constantes221. De notar que, 

mesmo não se conseguindo aplicar na totalidade a uma situação real, a lei de 

Hardy-Weinberg constituí uma aproximação muito fidedigna, marcando-se como 

uma ferramenta muito útil nos estudos populacionais até aos dias de hoje217.  

Na Equação 6 vemos representadas as três possibilidades genotípicas 

para este SNP, sendo que CC2 (ou p2) representa a probabilidade de um 

indivíduo ser homozigota para a referência, 2CG (ou 2pq) representa a 

probabilidade de um indivíduo ser heterozigota e GG2 (ou q2) representa a 

probabilidade de um indivíduo ser homozigota para a variante216,221. Na Tabela 

11 então calculadas as frequências genotípicas esperadas/previstas pela lei de 

Hardy-Weinberg. 
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Tabela 11: Frequências genótipicas esperadas para o polimorfismo ARNT C567G na população em estudo. 
p – Frequência alélica da referência; q – frequência alélica da variante.  

 

De forma a perceber o significado estatístico dos resultados, foi realizado o 

teste do χ2, verificando se ocorreram desvios no equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Na Tabela 12 encontra-se o valor obtido de χ2 foi calculado com recurso à 

Equação 7, com 2 graus de confiança, uma vez que existem 3 genótipos 

possíveis. 

 

χ2 =  𝛴
(𝐹𝑟𝑒𝑞.  𝑂𝑏𝑠 − 𝐹𝑟𝑒𝑞. 𝐸𝑠𝑝)2

𝐹𝑟𝑒𝑞 𝐸𝑠𝑝
 

Equação 7 
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Tabela 12: Teste do χ2 aplicado ao polimorfismo ARNT C567G. Freq. Obs – Frequências genotípicas 
observadas em proporção com a amostra (n=62); Freq. Esp – Frequências genotípicas observadas em 
proporção com a amostra (n=62) 

Para um grau de confiança de 2, o valor de χ2 que apresenta significado 

estatístico, isto é P ≤ 0,05, é χ2 = 5,99. O valor de χ2 obtido, é vastamente superior 

(χ2 = 14,225), rejeitando a hipótese nula do teste: a distribuição de genótipos 

encontra-se de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados 

indicam-nos, com 99% de certeza, que a amostra não se encontra em equilíbrio 

com a equação de Hardy-Weinberg, tendo ocorrido um desvio genético nesta 

população.  

3.2. CYP1A2 C-163A  

 

Através da observação dos géis de agarose sob a luz UV podemos aferir 

três genótipos nos indivíduos que constituem a nossa amostra: homozigotas 

para a referência (C/C), heterozigotas (C/A) e homozigotas para a variante (A/A). 

Nos indivíduos cujo genótipo é (C/C) é de esperar duas bandas no gel com 

aproximadamente 207 e 177 pares de bases (pb). Nos indivíduos com o genótipo 

(C/A) esperam observar-se três bandas no gel com 384pb, 207pb e 177pb. Nos 

indivíduos heterozigotas, a banda com 384pb representa o alelo com A, 

enquanto as bandas com 207pb e 177pb representam o alelo com C. Para os 
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indivíduos cujo genótipo é (A/A) espera observar-se apenas uma banda com 

384pb. 

A enzima de restrição utilizada na digestão dos fragmentos de DNA para o 

polimorfismo CYP1A2 C-163A, a MvaI cliva fragmentos que contenham a 

sequência 3’-CC▼WGG-5’, como é o caso da sequência na cadeia de DNA 

complementar à sequência de referência neste polimorfismo: 5’-GGGCC-3’ – ao 

reconhecer esta sequência, cliva o fragmento de DNA em dois. No caso da 

sequência com o polimorfismo (5’-GGGCA-3’), uma vez que o C é substituído 

por um A, a enzima não vai reconhecer a sequência e não vai exercer a sua 

função, permanecendo com fragmentos intactos de dsDNA. 

A amostra inicial era constituída por 72 indivíduos (ntotal= 72), tendo-se 

verificado que 5 amostras não amplificaram. Assim, para efeitos estatísticos, a 

população em estudo é constituída por 67 indivíduos (namplificados= 67). Como se 

pode observar na Tabela 13, identificaram-se 20 indivíduos como homozigotas 

para a referência (C/C), 20 indivíduos como heterozigotas (C/A) e 27 indivíduos 

como homozigotas para a variante (A/A). 

 

Tabela 13: Caracterização genotípica dos indivíduos incluídos no estudo do polimorfismo CYP1A2 C-163A 

 

Na Tabela 14 encontram-se representados os resultados dos cálculos da 

frequência alélica para a variante (FAA) de 55,2% e o valor da frequência alélica 

para a referência (FAC) de 44,8%. Observou-se que, para a nossa população 

(n=67), mais de metade dos indivíduos apresentava 1 ou mais alelos variantes. 
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Tabela 14: Frequências alélicas determinadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na população em 

estudo. 

 

De forma a perceber a distribuição dos vários genótipos na nossa população, 

foi também avaliada a incidência de cada uma das três variantes possíveis no 

estudo do CYP1A2 C-163A, através do cálculo da frequências genotípicas. Os 

resultados estão representados na Tabela 15. 

 

Tabela 15: Frequências genotípicas determinadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na população em 
estudo. 

 

Na amostra populacional utilizada no trabalho experimental, verificou-se que 

a maioria das amostras era homozigota para a variante (A/A), constituindo 40,3% 

da amostra. São igualmente prevalentes na amostra o genótipo homozigota para 

a referência (C/C), e o genótipo heterozigota, constituindo 29,85% da amostra. 

Estes dados corroboram a frequência alélica da variante, uma vez que 70,15% 

da amostra continha alelos com a variante.  

De modo a aferir se, para este SNP, a distribuição dos vários genótipos 

estava de acordo com a lei de Hardy-Weinberg, foram calculadas as frequências 

genotípicas esperadas, na Tabela 16 representados. 
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Tabela 16: Frequências genotípicas esperadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na população em 
estudo. 

 

De forma a entender o significado estatístico dos resultados, foi realizado o 

teste do χ2, verificando se ocorreram desvios no equilíbrio de Hardy-Weinberg. 

Na Tabela 17 encontra-se o valor obtido de χ2 foi calculado com recurso à 

Equação 7, com 2 graus de confiança, uma vez que existem 3 genótipos 

possíveis. 

 

Tabela 17 - Teste do χ2 aplicado ao polimorfismo do CYP1A2 C-163A. Freq. Obs – Frequências genotípicas 
observadas em proporção com a amostra (n=67); Freq. Esp – Frequências genotípicas observadas em 
proporção com a amostra (n=67) 

Para um grau de confiança de 2, o valor de χ2 que apresenta significado 

estatístico, isto é P ≤ 0,05, é χ2 = 5,99. O valor de χ2 obtido, é vastamente superior 

(χ2 = 10,528), rejeitando a hipótese nula do teste: a distribuição de genótipos 
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encontra-se de acordo com o equilíbrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados 

indicam-nos, com 99% de certeza, que a amostra não se encontra em equilíbrio 

com a equação de Hardy-Weinberg, tendo ocorrido um desvio genético nesta 

população. 

3.3. Cruzamento de dados 

 

Uma vez que foram testados ambos os polimorfismos numa mesma 

população de amostras, é interessante verificar como se distribuem os SNPs. De 

notar que para esta análise se considerou uma população total de 57 amostras, 

uma vez que em 15 amostras não se verificou amplificação no total dos dois 

procedimentos experimentais (namplificado= 57). Como é possível observar na 

Tabela 18, verificou-se que 92,98% da população apresenta pelo menos um dos 

polimorfismos, ARNT C567G ou CYP1A2 C-163A. 

 

Tabela 18: Cruzamento de resultados genotípicos obtidos de ambos os polimorfismos em estudo, ARNT 
C567G e CYP1A2 C-163A. 

 

De entre todas as possibilidades, a combinação de genótipos mais 

comum aparenta ser indivíduos homozigotas para a variante do ARNT C567G 

(G/G) e homozigotas para a referência do CYP1A2 C-163A (C/C), representando 

17,54% da amostra com um total de 10 indivíduos. As combinações de genótipos 

mais incomuns são de indivíduos heterozigotas para ambos os SNPs ou 
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indivíduos sem polimorfismos em qualquer dos dois SNPs estudados, cada um 

representando apenas 7,02% da população. 

O objetivo deste trabalho foi estudar a incidência destes SNPs nos genes 

CYP1A2 e ARNT na população tailandesa, e discutir o seu potencial papel no 

risco acrescido para o desenvolvimento de HTA, bem como a influência dos 

estilos de vida, nomeadamente os hábitos tabágicos, e do ambiente. 

Os resultados obtidos evidenciam um claro desequilíbrio do que era 

espectável pela lei de Hardy-Weinberg, pelo que podemos interpretar os valores 

obtidos como um desvio no pool genético.  

Para o polimorfismo ARNT C567G, verificou-se um aumento da 

frequência genotípica observada dos indivíduos homozigotas para a referência 

(C/C) em 12,3%, face ao esperado. A mesma tendência manteve-se nos 

indivíduos homozigotas para a variante (G/G), onde se verificou um aumento da 

frequência genotípica observada em 11,9%, face ao espectável pela equação de 

Hardy-Weinberg. Nas amostras representativas dos indivíduos heterozigotas 

(C/G) quebrou-se a tendência, uma vez que, face ao que esperaria pela equação 

de Hardy-Weinberg, se verificou uma redução em 24,2% da frequência 

genotípica. A distribuição de genótipos do ARNT C567G observada nesta 

amostra está de acordo com a hipótese inicial, uma vez que se previa que a 

população tailandesa tivesse uma grande percentagem de indivíduos 

homozigotas para a variante (G/G). No entanto é de notar que a percentagem 

observada de indivíduos com pelo menos um alelo variante (67,7%) foi inferior 

ao esperado (80,0%), uma vez que se verificou um percentagem significativa de 

indivíduos homozigotas para a referência (C/C). 

Para o polimorfismo CYP1A2 C-163A, verificou-se um aumento da 

frequência genotípica observada dos indivíduos homozigotas para a referência 

(C/C) em 9,85%, face ao esperado. A mesma tendência foi observada para os 

indivíduos homozigotas para a variante (A/A), onde se verificou um aumento da 

frequência genotípica observada em 9,80%, face ao espectável pela equação de 

Hardy-Weinberg. Nas amostras representativas dos indivíduos heterozigotas 

(C/A) quebrou-se a tendência, uma vez que, face ao que esperaria pela equação 

de Hardy-Weinberg, se verificou uma redução em 24,2% da frequência 
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genotípica. A distribuição de genótipos do CYP1A2 C-163A observada nesta 

amostra está de acordo com a hipótese inicial, uma vez que se antecipava uma 

grande percentagem de indivíduos homozigotas para a variante (A/A) na 

população tailandesa. Todavia, a percentagem observada de indivíduos com 

pelo menos um alelo variante (70,2%) foi inferior ao esperado (80,0%), 

verificando-se uma percentagem de significativa de indivíduos homozigotas para 

a referência (C/C). 

De forma a tentar perceber se os resultados obtidos pela nossa amostra 

se assemelhavam a alguns dos resultados obtidos noutros estudos descritos na 

literatura, compararam-se as frequências alélicas entre as populações alvo 

desses estudos. O resultado da comparação é mensurável através da análise do 

valor de P obtido, que nos indica se as frequências alélicas das duas populações 

são significativamente diferentes. Esta análise foi realizada para ambos os 

polimorfismos estudados no presente trabalho e encontram-se descritos na 

Tabela 19 e na Tabela 20.  

 

Tabela 19: Comparação das frequências alélicas de estudos descritos na literatura com os resultados 

obtidos no presente estudo do ARNT C567G através do teste do χ2 com correção de Yates.    

 

Através dos resultados presentes na Tabela 19 podemos constatar que, 

quanto ao SNP no ARNT C567G, a nossa amostra se considera estatisticamente 

diferente das amostras da população dos estudos da República Checa222, da 

Rússia110 e da China223 – uma vez que o valor de P obtido foi ≤ 0,05. Do mesmo 

modo, verificou-se que as amostras dos estudos realizados na população norte-

americana224 e japonesa225 não apresentam diferenças significativas quando 

222 

110 

225 

224 

223 
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comparadas às amostras do presente estudo, uma vez que o valor de P obtido 

foi > 0,05. 

O mesmo teste foi realizado para o SNP no CYP1A2 C-163A, na Tabela 

20 apresentados. Os resultados obtidos no presente estudo, quando 

comparados com outros estudos descritos na literatura, permitem verificar se 

existem similaridades entre as amostras. A nossa amostra considera-se 

estatisticamente diferente das amostras da população de ambos os estudos 

realizados na Grécia226,227, Canadá228, China229, Austrália230, Rússia110,231, 

Suécia232, Chile233, Jordânia234 e Suíça235. Por outro lado, a nossa amostra não 

mostrou ser estatisticamente diferente das amostras da população japonesa236 

e da população brasileira237, uma vez que o valor de P obtido foi > 0,05.  

 

Tabela 20: Comparação das frequências alélicas de estudos descritos na literatura com os resultados 
obtidos no presente estudo do CYP1A2 C-163A através do teste do χ2 com correção de Yates.    

 

Embora exploratórios, os resultados obtidos no presente estudo e a sua 

comparação com outros trabalhos descritos na literatura podem servir de base 

para a clarificação da etiologia e prevalência da HTA na população tailandesa. 

Esta prevalência pode dever-se a diversos fatores que, no seu conjunto, 

aumentam a propensão para o desenvolvimento da HTA. Os vários fatores têm 

sido listados ao longo deste trabalho: elevadas frequências de SNPs relevantes 

226 
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229 
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na população tailandesa, os hábitos tabágicos preocupantes e a poluição 

ambiental sentida no território tailandês.  

Se nos indivíduos em que se verifica pelo menos um alelo variante num 

dos SNPs estudados, ARNT C567G e CYP1A2 C-163A, se observa um aumento 

da atividade enzimática do CYP1A2 em cerca de 60,0%, existirá uma maior 

biodisponibilidade das formas ativas no organismo. Exposição a PAHs 

provenientes do fumo do tabaco ou de PM2,5 da atmosfera por parte destes 

indivíduos irá surtir consequências maiores do que em indivíduos que se 

classificam como metabolizadores lentos, uma vez que PAHs são substratos do 

CYP1A2 e a sua ativação irá despoletar todos os efeitos anteriormente 

mencionados. Podemos, portanto, assumir que em indivíduos classificados 

como metabolizadores lentos do CYP1A2, existirá uma menor quantidade de 

formas ativas de PAHs no organismo, enquanto que, em indivíduos classificados 

como metabolizadores rápidos do CYP1A2, existirá uma maior quantidade de 

formas ativas de PAHs no organismo. 

É de notar que indivíduos heterozigotas (C/A) do CYP1A2 C-163A se 

classificam como metabolizadores lentos. No entanto, observou-se que quando 

associado a um alelo variante do SNP do ARNT C567G, ocorreu um aumento 

da expressão da enzima, culminando com um aumento da atividade enzimática 

do CYP1A2, considerando-se uma associação de risco para o desenvolvimento 

de HTA (OR= 1,38, P= 0,0003)110. 
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4. Trabalho Futuro 

 

Ao analisar a metodologia experimental utilizada no presente estudo, 

alguns aspetos menos positivos tornaram-se evidentes. Uma vez que não temos 

acesso aos dados pessoais dos voluntários do estudo não é possível organizar 

as amostras quanto ao sexo, idade, índice de massa corporal e outros 

parâmetros relevantes. Seccionar as amostras por grupo iria permitir que se 

estabelecessem mais relações entre variáveis pessoais das amostras e os SNPs 

estudados. No caso de fatores como a idade e sexo dos voluntários, seria 

particularmente interessante confirmar se a frequência dos SNPs correspondia 

com os dados estatísticos presentes na Figura 14, isto é, se indivíduos do sexo 

masculino apresentam uma maior frequência alélica de alelos variantes do que 

indivíduos do sexo feminino. 

É desconhecida qualquer condição clínica dos participantes – doenças 

crónicas, historial familiar, comorbilidades e hábitos de estilo de vida. Para este 

estudo seria particularmente interessante aferir quais dos participantes já se 

encontravam diagnosticados com HTA e a existência de histórico familiar de 

HTA, de modo a traçar uma relação mais clara entre os SNPs e a HTA. Outra 

forma de eliminar este problema seria desenvolver um estudo com um grupo de 

indivíduos já diagnosticados com HTA e um grupo de controlo, da qual fariam 

parte indivíduos que não estivessem diagnosticados com HTA. 

Uma vez que os hábitos tabágicos demonstram ser um fator importante 

na temática das doenças do foro CV, deveriam aferir-se também os hábitos 

tabágicos dos indivíduos do estudo. Informações como a data de início dos 

hábitos tabágicos, número médio de cigarros consumidos diariamente e 

tentativas de cessação tabágica trariam profundidade ao estudo. No caso de não 

serem fumadores, os indivíduos sob estudo deveriam reportar se convivem 

regularmente com outros indivíduos fumadores, por exemplo familiares 

próximos. O fator ambiental também parece contribuir fortemente para o 

problema de propensão para o desenvolvimento de HTA. No estudo deveria ser 

anotado a área de residência e a área do local de trabalho dos indivíduos em 

estudo, de forma a traçarem-se relações entre a exposição prolongada a PM2,5 

e o aumento da PA.  
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O tamanho da amostra poderá ser apontado como um fator negativo, pelo 

seu tamanho reduzido face à população da qual se pretendem retirar elações. 

Uma vez que a população tailandesa é bastante numerosa, num futuro estudo 

dever-se-ia aumentar o número de amostras estudadas de forma que a amostra 

seja uma percentagem mais representativa da população original. 

Uma metodologia de estudo epidemiológico passível de ser implementada 

de forma a minimizar os pontos fracos do presente estudo poderia ser através 

do desenho de uma metodologia com base numa coorte. Estudos de coorte 

caracterizam-se pelo acompanhamento de dois ou mais grupos distintos desde 

o momento da exposição a um ou mais fatores relevantes até ao resultado dessa 

exposição, comparando os seus efeitos em cada um dos grupos238. Se um grupo, 

com determinadas características comuns obteve uma frequência mais elevada 

de um resultado do que outros grupos com outras características, podem ser 

criadas associações entre a exposição e as características de cada grupo239. Um 

estudo de coorte retrospetivo parece ser adequando às necessidade do tipo de 

estudo em causa. Em estudos de coorte retrospetivos existe primeiramente a 

recolha de dados clínicos dos indivíduos em estudo, para todos os grupos. No 

caso do presente estudo, deveria procurar-se formar dois grupos de indivíduos, 

os indivíduos cuja HTA já esteja diagnosticada e indivíduos com PA considerada 

normal, estes últimos fariam parte do grupo de controlo.  

Após a formação dos grupos do estudo, dever-se-ia fazer uma recolha de 

dados clínicos relevantes junto dos profissionais de medicina familiar que 

acompanham os indivíduos do estudo – idade, género, IMC, hábitos tabágicos, 

histórico de monitorizações da PA e histórico familiar de doenças crónicas. Para 

além destes dados, deveriam aferir-se os locais de residência e de trabalho dos 

indivíduos. Posteriormente, proceder-se-ia à análise das variações na PA ao 

longo do tempo, começando no momento da exposição até à atualidade, de 

acordo com a metodologia retrospetiva dos estudos de coorte.  

 O passo seguinte seria a genotipagem dos indivíduos, de acordo com os 

métodos laboratoriais utilizados no presente estudo, de forma a agruparmos os 

indivíduos em vários grupos, consoante a presença de SNPs relevantes para a 

HTA. Uma vez recolhidos todos os dados, poderiam criar-se relações causais 
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entre a presença de alelos variantes e hábitos tabágicos/exposição a PAHs 

ambientais com o aumento da propensão para o desenvolvimento de HTA. 

A presença de um desequilíbrio no pool genético que se traduz no 

aumento da propensão para o desenvolvimento de HTA na população tailandesa 

acarreta a implementação de algumas medidas por parte dos sistemas de saúde.  

A implementação de métodos de genotipagem de genes alvos relevantes 

para a HTA na população iria permitir identificar quais os indivíduos que se 

encontram em maior risco de desenvolver a patologia, possibilitando aos 

profissionais de saúde uma forma mais clara de monitorizar potenciais fatores 

de risco. Indivíduos com alelos variantes de SNPs no ARNT C567G e/ou no 

CYP1A2 C-163A necessitam ter cuidados acrescidos com os seus hábitos de 

vida, comparativamente a indivíduos com alelos de referência. A sensibilização 

para os riscos do tabaco e a promoção de planos de cessação tabágica devem 

ser especialmente direcionados para estes indivíduos, através de campanhas de 

saúde pública ou até mesmo por parte de profissionais de saúde.  

Como foi discutido anteriormente, o sistema nacional de saúde tailandês 

tem enfrentado algumas dificuldades no controlo e gestão da HTA70. Problemas 

como taxas de diagnóstico aquém do patamar ótimo ou a dificuldade de acesso 

a cuidados de saúde justificam a elevada percentagem de indivíduos não 

diagnosticados ou a falta de adesão à terapêutica.  

Uma forma de melhorar a qualidade do diagnóstico da HTA é através da 

aposta na correta formação dos profissionais de saúde, com o objetivo de obter 

diagnósticos mais precisos e garantir que os protocolos estabelecidos são 

cumpridos de acordo com as boas práticas. Aumentar o número de 

equipamentos e a qualidade dos mesmos é crucial de forma a evitar grandes 

filas de espera nos centros de saúde, uma vez que o tempo de espera revelou 

ser um dos principais fatores para os baixos números de diagnóstico, para além 

de introduzir viés nos resultados das medições na forma de valores acima do 

normal. 

O aumento dos locais de monitorização é também um passo crucial no 

processo de melhoraria ao acesso a serviços de saúde. Implementação de 

serviços de monitorização da PA na rede de farmácias comunitárias, no restante 
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setor privado e até mesmo nos locais de trabalho iria permitir uma maior 

variedade nos locais de monitorização por todo o território tailandês, aliviando a 

pressão no setor público e reduzindo os tempos de espera nos centros de saúde 

e hospitais. De forma a padronizar o procedimento de monitorização e evitar a 

ocorrência de erros sistemáticos (operacionais ou de método), deveriam ser 

criados protocolos universais com a descrição da correta técnica de medição, 

que seriam aplicados por todos os locais de monitorização da PA. 

Algumas farmácias comunitárias tailandesas encontram-se desde 2001 

em diversos projetos-piloto que visam estudar os benefícios da monitorização da 

PA e de outros parâmetros na população240. Os resultados mostram que este 

tipo de serviços tem um impacto grande na gestão da HTA, uma vez que os 

farmacêuticos comunitários podem intervir de diversas formas: monitorização de 

valores, educação sobre hábitos de vida saudáveis, medidas não-

farmacológicas e informação acerca da correta utilização da terapêutica 

farmacológica. A rede de farmácias comunitárias deve, portanto, ser incluída nos 

planos de serviços de saúde do SNS tailandês, uma vez que a longo prazo 

parecem ser uma mais-valia para a saúde pública da população.  
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5. Conclusão 

 

A incerteza na etiologia da HTA aliada à elevada incidência desta doença 

crónica na população tailandesa fez do presente estudo uma pesquisa relevante 

para a elucidação epidemiológica sobre este assunto. Verificou-se que a 

frequência alélica de alguns SNPs relevantes para a o desenvolvimento de HTA, 

ARNT C567G e CYP1A2 C-163A, se apresenta bastante elevada na população 

estudada, estando de acordo com a hipótese inicial. 

A técnica laboratorial utilizada, PCR-RFLP, foi ao encontro das 

necessidades do estudo, uma vez que era necessário distinguir os vários 

genótipos das amostras, para ambos os SNPs de forma a entender a gravidade 

da exposição a PAHs. A fácil interpretação, a possibilidade de trabalhar com 

várias amostras ao mesmo tempo e a simplicidade do protocolo parece ser 

bastante adequada a estudos populacionais, cuja dimensão da amostra tem 

tendência a ser elevada.  

Uma vez que na literatura existem poucos estudos direcionados a estes 

SNPs na população tailandesa, não foi possível fazer uma estimativa sobre o 

resultado que seria possível obter através de dados empíricos, no entanto 

especulavam-se grandes percentagem de alelos variantes para ambos os SNPs. 

Em concordância com o especulado, verificou-se que tanto para o ARNT C567G 

como para o CYP1A2 C-163A, a prevalência de alelos variantes era maioritária 

na população, estando de acordo com o que era esperado.  

A presença de uma grande percentagem de alelos variantes em pelo 

menos um dos SNPs analisados no presente estudo, aliada à elevada 

percentagem de indivíduos fumadores e à delicada situação ambiental que se 

sente no território tailandês, formam um cenário muito específico que aumenta a 

propensão desta população para um risco aumentado de HTA.  

A população tailandesa encontra-se mais exposta a PAHs - seja pelo 

tabagismo, fumo passivo ou pela presença de PAHs na atmosfera derivados de 

diversas atividades antropogénicas. Para além da exposição a PAHs, grande 

parte da população poderá ser considerada um metabolizador rápido destes 

compostos, aumentando a biodisponibilidade das suas formas ativas no 
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organismo. Os efeitos dos PAHs a nível CV estão amplamente estudados na 

literatura, interferindo com diversos mecanismos fisiológicos que vão afetar a 

homeostasia da normal PA a curto e longo prazo, podendo mesmo ser 

irreversível, culminando com o desenvolvimento de HTA.  

Os resultados obtidos, para ambos os SNPs refletem um desvio no pool 

genético face ao esperado pela equação de Hardy-Weinberg, isto indica-nos que 

a população tem vindo a evoluir de forma que, neste caso, existam uma maior 

quantidade de alelos variantes. Ao comparar estes resultados com outras 

populações, verificamos que a proporção de alelos variantes é também 

estatisticamente diferente das demais populações, indicando também que o 

impacto da exposição a PAHs pode estar aumentado na população tailandesa. 

Embora exploratórios, esperamos que os resultados presentes neste 

estudo possam servir como um ponto de partida para a compreensão da etiologia 

da HTA na população tailandesa, através da relação entre SNPs e o fatores 

ambientais/estilos de vida. De forma a fortalecer os resultados obtidos no 

presente estudo, acreditamos que mais estudos devem ser conduzidos. Aspetos 

como uma maior dimensão da amostra, estudos realizados com indivíduos 

hipertensos ou até mesmo estudos de coorte regressivos podem ser conduzidos 

de forma a fortalecer a relação entre os SNPs (ANRT C567G e CYP1A2 C-163A) 

e o desenvolvimento de HTA.  

A gestão da HTA por parte do SNS tailandês apresenta algumas falhas. 

Acreditamos que os resultados presentes neste estudo possam servir de força 

motriz para aumentar o número de políticas de saúde relacionadas com o 

diagnóstico, acesso ao medicamento e a monitorização da HTA. A inclusão da 

rede de farmácias comunitárias e de unidades de saúde pertencentes ao sistema 

de saúde privado como locais de monitorização da PA iria facilitar o acesso deste 

serviço de saúde por parte da população, com a vantagem de aliviar a pressão 

nos hospitais públicos e centros de saúde, como demonstram os estudos piloto 

implementados desde 2001.  

A genotipagem da população tailandesa quanto ao ARNT e ao CYP1A2 

poderá vir a tornar-se uma prática comum, uma vez que ao determinar os 

genótipos quanto a estes SNPs, indivíduos com alelos variantes poderão estar 
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mais consciencializados para hábitos de risco, podendo refletir-se na escolha de 

hábitos de vida mais saudáveis. Para além da realização de campanhas de 

saúde pública que alertem para os riscos do tabaco ao nível CV, a promoção da 

cessação tabágica juntos dos indivíduos fumadores é uma estratégia que requer 

alguma urgência, uma vez que a percentagem de indivíduos fumadores é 

bastante elevada.  

O presente trabalho apresenta dados preliminares bastante promissores 

quanto ao estudo da prevalência de alelos variantes em SNPs no ARNT C567G 

e no CYP1A2 C-163A na população tailandesa, evidenciando a importância de 

fatores étnicos no estudo da prevalência e da etiologia da HTA nas populações. 

Demonstrou também a importância que o impacto ambiental apresenta como um 

fator de risco para a saúde pública, pelo que devem ser tomadas medidas de 

forma a reduzir a emissão de PAHs atmosféricos, uma vez que estes compostos 

apresentam, demonstradamente, capacidade de afetar homeostasia da PA. 

Se as expectativas se mostrarem corretas, as descobertas deste estudo 

poderão proporcionar novos conhecimentos ao nível da epidemiologia, etiologia 

e gestão da HTA, possibilitando uma redução do número de óbitos relacionados 

com doenças do foro CV a longo prazo.  
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