@ UAIg FcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologias

Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensao
arterial: a via de sinalizac&o pelo recetor de

hidrocarbonetos aromaticos

Cristiano José da Silva Sales
Dissertacdo para obtencao do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacéo de:

Prof. Doutora Vera Linda Ribeiro Marques

2021



@ UAIg FcT

UNIVERSIDADE DO ALGARVE
FACULDADE DE CIENCIAS E TECNOLOGIA

Universidade do Algarve

Faculdade de Ciéncias e Tecnologias

Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensao
arterial: a via de sinalizac&o pelo recetor de

hidrocarbonetos aromaticos

Cristiano José da Silva Sales
Dissertacdo para obtencao do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho efetuado sob a orientacéo de:

Prof. Doutora Vera Linda Ribeiro Marques

2021



Declaracao de autoria de trabalho:

Declaro ser o autor deste trabalho, que é original e inédito. Autores e trabalhos
consultados estdo devidamente citados no texto e constam da listagem de

referéncias incluida.

Copyright© 2021

A Universidade do Algarve tem o direito, perpétuo e sem limites geograficos, de
arquivar e publicitar este trabalho através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido
ou que venha a ser inventado, de o divulgar através de repositorios cientificos e
de admitir a sua copia e distribuicio com objetivos educacionais ou de

investigagdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e editor.



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensdo arterial: a via de sinalizacdo pelo Recetor de Ah

AGRADECIMENTOS
A Professora Doutora Vera Marques,

por todo o apoio e oportunidades que me proporcionou. Sem ela, nada
disto teria sido possivel, foi ela quem mais acreditou que eu iria conseguir,

mesmo quando eu mesmo nao acreditei.
A0S meus pais e a minhairma,

pedras basilares da minha educagéo, que muito se esforgcaram para que
tudo isto fosse possivel, a eles devo tudo e nunca nada vai chegar para
agradecer todo o apoio e carinho que me deram ao longo destes anos. Amo-vos

muito, embora néo o diga tantas vezes quanto devia.
A minha V6 Beatriz,

pelos “faz boa viagem!” e “come mais um bocado, ndo quero que fiques
com fome!”. Quero que saiba que é a minha inspiragdo para SER Farmacéutico,
que cuidarei de cada pessoa como se fosse vocé, porque “ndao devemos ser

trapalhdes!”.
A “A Cave”,

0S meus irmaos que ndo séo de sangue, mas certamente de coragao, por
todos estes anos maravilhosos ao vosso lado. Porque mesmo distante, me
faziam sentir um bocadinho mais perto de casa. Por todos os memes, aventuras,
risos e noitadas juntos. Espero que estas grandes amizades se continuem a

nutrir e a crescer, até sermos velhinhos.
Ao “Nao Sei”,

amigos que ganhei um pouco por todo o pais no dia em que entrei nesta
instituicdo de ensino, com quem passei tantas horas a estudar, a procrastinar...
algumas horas nem me lembro que passei convosco, mas que certamente foram
boas. E um orgulho poder chamar “amigos” a grupo tdo distinto de profissionais
de saude, o SNS vai certamente agradecer o vosso contributo. Que esta nova
etapa vos traga tudo de bom e permita que um arco-iris nos ligue para sempre,
onde quer que estejamos. “Nao adiantam as despedidas, porque de um amigo

ninguém se livra facilmente”.



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensdo arterial: a via de sinalizacdo pelo Recetor de Ah

A Bruna Ramos,

uma amiga com quem tanto tempo passei, que de repente se tornou
numa mulher tdo decidida, mesmo a moda do Norte. Foi um prazer ver esta
evolucdo, e partilhar contigo grande parte dela. Nunca esquecerei todos 0s
projetos, o nosso Mitose, o nosso NECiFarm... obrigado por meteres

organizacdo no meu modo desorganizado de viver.
Ao Ruben Viegas,

padrinho, amigo, conselheiro... obrigado por me ajudares a tornar numa
pessoa que busca por mais, por me ajudares a encontrar o que quero fazer e a
dobrar o medo. Por estares I& nos momentos bons e nos momentos maus.
Grande parte do que sou devo-0 a ti, e nunca o vou conseguir retribuir, mas vou

tentando.
EaTl,

aquela rapariga que um dia espero ver o meu apelido no seu nome, ou
vice-versa, ainda ndo nos decidimos, como em tantas outras coisas. E € nessa
dicotomia que vejo uma enorme beleza na relacdo que estamos a construir.
Dizem que “os opostos se atraem”, ndo podiam estar mais certos. Sei que
naquele dia te disse “Porqué?”’, mas quero que saibas que todos os dias

descubro um bocadinho mais da resposta, gragas a ti.

“Sei que foi sé um beijo
Mas nao foi s6 um beijo

Pra mim”



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensdo arterial: a via de sinalizacdo pelo Recetor de Ah

RESUMO

As doencas cardiovasculares estdo entre as causas de morte mais
comuns em todo o mundo, sendo responséaveis por milhdes de mortes
anualmente. Estas doencas estdo intrinsecamente relacionadas com a
hipertenséo, resultando no agravamento dos disturbios cardiacos e dos vasos
sanguineos com a idade, embora algumas dessas mortes possam ocorrer
prematuramente abaixo dos 70 anos de idade. Embora a prevaléncia global de
hipertenséo tenda a uma reducdo no nimero de novos casos de hipertenséo,
paises economicamente menos estaveis contradizem essas tendéncias,
observando-se um aumento na prevaléncia de hipertensdo. Além disso, a
hipertensédo apresenta muitas possibilidades quanto a sua etiologia, dificultando
a identificacao de causas especificas para o desenvolvimento da doenca. Alguns
polimorfismos de nucledtido Unico estdo associados ao desenvolvimento de
hipertenséo, no contexto da exposicao a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.
O presente trabalho teve como foco a andlise, PCR-RFLP, dos SNPs ARNT
C567G e CYP1A2 C-163A na populacdo tailandesa, relacionando-os com a
elevada exposicdo a PAHs por meio do fumo do tabaco e da poluicéo
atmosférica. Os resultados demonstram um claro desvio no pool genético para
ambos os SNPs, face ao esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg. Por
exemplo, apenas 7,02% da populacdo ndo apresentava um polimorfismo em
nenhum dos SNPs. Além disso, tanto no ARNT C567G quanto no CYP1A2 C-
163A, os gendtipos homozigotas para a variante foram os mais prevalentes. Este
estudo sugere que a razao pela qual a populacéo tailandesa podera ser mais
propensa ao desenvolvimento de hipertenséo reside no facto de que grande
percentagem de individuos pode apresentar SNPs que contribuem para a
ativacdo de PAHSs, aliado a percentagem preocupante de fumadores ativos e
passivos. A grande maioria da populacdo também se encontra exposta a niveis
perigosos de PAHs atmosféricos nas suas areas de residéncia. A falta de
urgéncia na implementacdo de um sistema de monitoracdo da HTA mais
alargado, aliada a dificuldade de acesso aos cuidados de saude pode ser a
causa da falta de controlo da prevaléncia de hipertensédo por parte do sistema

nacional de saude da Tailandia.

Vi
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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
PAHSs, 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.

Vi
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1. Introducéo

1.1. A Pressao Arterial

A Pressdo Arterial (PA) é uma funcéo fisioldégica essencial ao correto
funcionamento do organismo e define-se como a forca exercida para que o
sangue circule no interior das artérias no corpo!. Quando a pressédo arterial se
encontra elevada de forma crénica, podemos estar perante um caso de
Hipertensdo Arterial (HTA)?. A PA depende principalmente de dois fatores: o
débito cardiaco (DC) - montante/volume de sangue que é bombeado para o
corpo por minuto® - e a resisténcia vascular periférica (RVP) — a oposicédo
oferecida pelo sistema circulatério a PA*4, medida pela constricdo dos vasos
sanguineos.

Podemos calcular o DC através da multiplicacdo do Volume Sistdlico (VS) -
o volume de sangue bombeado numa contracéo - pela Frequéncia Cardiaca (FC)
- 0 nimero de contracdes por minuto — como esta representada na Equacéo 1,

abaixo indicada3.

DC =VS X FC Equacdo 1

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

calculada através da Equacéao 2, abaixo representada®.

PA =DC X RVP Equacéo 2

Quando existe um aumento da PA, estamos perante um cenario de
vasoconstricao, resultando numa diminuigcéo do fluxo sanguineo e num aumento
da resisténcia periférica, ocorrendo um estreitamento do diametro dos vasos. No
outro cenario, quando existe uma diminui¢do da PA, estamos perante um cenario
de vasodilatacdo, resultando num aumento do fluxo sanguineo e numa
diminuicao da resisténcia periférica, ocorrendo um alargamento do diametro dos

vasos®.
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Figura 1: Representacdo esquematica (A) da sistole, com a representagdo do movimento de contragao,
simbolizado pelas setas a roxo e (B) da diastole. AD — Auricula Direita; VD — Ventriculo Direito; AE — Auricula
Esquerda; VE — Ventriculo Esquerdo. Adaptado de Nabih-Ali et al 7.

A HTA define-se como a elevacéo sustentada em repouso da pressao
arterial sistolica - também classificada de “maxima” -, diastélica - também
classificada de “minima” - ou de ambas. Entenda-se por pressao arterial sistélica,
0 momento em que o coracao contrai (sistole), bombeando o sangue para todo
o corpot?’. A pressdo diastdlica corresponde entdo ao momento em que 0
coracdo relaxa para que possa voltar a encher-se de sangue (diastole).
Manifestam-se quando o corac¢do, ao bombear sangue, exerce uma forca
excessiva contra a parede das artérias®®. Na Figura 1 estéo representados estes
dois movimentos. A gravidade da hipertensdo arterial manifesta-se quando os
seus valores permanecem elevados durante longos periodos ou quando a
presséao arterial demonstra um aumento subito e exacerbado dos valores.

Existem vérios tipos de HTA. Em: 90 a 95% da populagéo € desconhecida
a causa etiologica da doenca, sendo atribuido o nome de Hipertenséao Arterial
Primaria® (também conhecida como hipertensdo arterial essencial). Nos
restantes casos, existem complicacdes - a nivel renal, supra-renal, entre outros
- sendo estas as causas para a manifestacdo da HTA. Esta ultima denomina-se

de hipertenséo secundaria’®.
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1.1.1. Monitorizagdo da Presséo Arterial

De forma a avaliar e monitorizar os valores da PA, existem guidelines que
auxiliam tanto os doentes como os profissionais de saude, no controlo da
progressdo da doenca e da eficacia da terapéutical'?. Esta medicdo deve ser
feita em dois momentos distintos do dia (de manha e a tarde, por exemplo).
Numa primeira fase, para doentes cujo diagnéstico da HTA tenha sido
relativamente recente, as primeiras monitorizacoes devem ser realizadas junto
de um profissional de saude, de modo a permitir ao doente a aprendizagem da
técnica, promovendo, eventualmente, a sua automonitorizagdo. E necessario um
cuidado maior para doentes com o chamado “efeito bata branca’l?, isto é,
doentes cuja medi¢cdo em unidades de salude resulta em valores exacerbados
da PA, devido a um maior pico de stress ou ansiedade. Para estes doentes, a
monitorizagdo deve ser realizada ao longo do dia. Também devem ser realizadas
medic6es durante todo o dia para doentes cujos valores estejam muito proximos
do limite dos valores preocupantes.

Aspetos importantes na técnica da medicdo'4, para aparelhos manuais ou

automaticos segundo a Associacdo Americana do Coragéo (AMA):

Os aparelhos devem estar calibrados e validados;

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

3. Se o doente ndo se encontra em repouso, deve descansar durante pelo
menos 5 minutos;

4. Caso tenha consumido substancia estimulante, como a cafeina ou o
tabaco, deve aguardar pelo menos 30 minutos até realizar a medigao;
Os pés devem estar bem assentes no chdo, com as pernas descruzadas;
O braco deve estar ao nivel do coracao;

7. As dimensbes da bracadeira devem ser adequadas ao perimetro do
braco;

8. Devem ser efetuadas pelo menos duas medic¢des, calculando a média dos
resultados;

9. Deve usar-se sempre o mesmo braco, de preferéncia o brago nao

dominante;
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10.0 brago deve estar livre, ou com uma peca de roupa leve, de forma a néo
formar um garrote;

11.A posicao do corpo deve ser perpendicular a posicédo do braco, que deve
estar bem assente na superficie de apoio;

12.Instruir o doente para néo falar nem se movimentar durante a medicéo;

13.0 sensor deve estar alinhado com a artéria braquial (parte interior do
braco);

14.A bragadeira deve estar 3cm acima do cotovelo. Nao deve estar apertada
demais;

15.Iniciar a medicéo carregando no botdo START/STOP.

Num individuo saudavel, a pressao sistélica atinge valores de
aproximadamente 120 milimetros de mercurio (mm Hg). Esta pressédo permite
fazer uma estimativa do esforco feito pelo coracdo ao bombear o sangue e
também a forca que é exercida contra as paredes das artérias aquando da
contragéo ventricular. Da mesma forma, num individuo saudavel, durante a fase
de relaxamento do ciclo cardiaco, a pressao arterial cai para cerca de 70 ou 80
mmHg.1®> A pressdo diastélica proporciona uma indicacdo da resisténcia
periférica, a facilidade com que o sangue flui das arteriolas para o interior dos
capilares. Quando a resisténcia periférica € alta, a pressao exercida nas artérias
apos a sistole ndo é dissipada rapidamente e permanece elevada durante
grande parte do ciclo cardiaco**®.

Sendo assim, dependendo dos valores obtidos de varias medi¢des, podemos

classificar a PA de acordo com os dados do Quadro 1 1112
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Otima <120 5 <80
Normal 120-129 elou 80 - 84
Normal Alta 130-139 efou 85-89
HTA Grau 1 140 - 159 elou 90 - 99
HTA Grau 2 160 - 179 elou 100 - 109
HTA Grau 3 =180 elou =110
Hipertensio Sistdlica =140 e <90

Quadro 1: Classificacdo dos estdgios de pressao arterial em consultério e definicdo dos graus de HTA.
Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 2.

A classificacdo da PA, gquanto a categoria, define-se através da medicao
dos valores em contexto clinico e atribui-se consoante o maior valor obtido, seja
ele da PA Sistélica ou Diastélica'?. Para a HTA Sistélica isolada, classifica-se
com grau 1, 2 ou 3, de acordo com o intervalo de valores indicado. Este tipo de
classificacédo é usado para todas as idades a partir dos 16 anos.

De entre as varias metodologias de monitorizagdo da HTA, a
Monitorizagdo Ambulatéria da Pressdo Arterial (MAPA)'’ consiste numa
metodologia muito Gtil, que permite uma avaliagdo mais fiavel, rigorosa e
informativa da pressao arterial do que medicdes isoladas, ndo sendo afetada
pelo efeito “bata branca”, relacionado com a ansiedade causada pela medicao
no consultério®. Consiste na medicdo automatica da PA durante um
determinado periodo de tempo, com intervalos de 15 a 20 minutos — durante o
dia — e com intervalos de 30 a 60 minutos — durante a noite!®. E realizado através
de um dispositivo colocado na cintura que insufla uma bolsa de borracha,
também denominado de manguito, instalado no braco. O exame deve ser
programado para um dia em que o utente va realizar atividades normais do seu
dia-a-dia, evitando, contudo, a pratica de exercicio fisico durante o dia anterior
ao exame e no préprio dia do exame!®29, Este tipo de medicéo continua permite
diagnésticos mais precisos e ajuda a delinear planos terapéuticos mais
personalizados.

A Auto Medicao da Presséao Arterial (AMPA) constitui outra metodologia
de monitorizacdo da PA?!, fora do ambiente de consultério, permitindo que se

realizem um maior niumero de medicdes ao longo do dia, nas condicfes ideais.

5
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Resulta numa andlise muito fidedigna do perfil tensional do doente, quando a
técnica de medicdo ja se encontra consolidada pelo utilizador. Os valores limite
para classificacdo de HTA de acordo com o tipo de monitorizacao estédo descritos

no Quadro 2.

Medi¢cdo em consultorio =140 efou =90

Medigdo em ambulatdrio

Média Diurna =135 efou =85
Média Noturna =120 efou 270
Média Diaria =130 efou =80
Média das medicSes em casa =135 efou =85

Quadro 2: Definicbes de Hipertensdo de acordo com os valores de pressdo arterial avaliados em
consultério, ambulatério ou em casa. Adaptado de Uhlig et al 2.

Ambas as metodologias, quando comparadas com as medicdes em
contexto de consulta, podem desmascarar ndo s6 a "Hipertensdo de Bata
Branca" como também a "Hipertensdo Mascarada”, que ao contrario da
“Hipertensdo de Bata Branca”, se verificam valores normais de PA no

consultério, mas valores elevados fora deste?2.

1.2. Fisiopatologia Da Hipertensao Arterial

1.2.1. Sistema Nervoso Simpético

Um dos fatores que pode contribuir para o desenvolvimento de HTA
(primaria) é o aumento da estimulagé@o simpatica, isto é, uma hipersensibilidade
do Sistema Nervoso Simpaticol®. O Sistema Nervoso Simpatico tem, entre
outros, o importante papel de regular o tébnus dos vasos sanguineos através dos
nervos simpaticos. Alguns destes nervos saem da regido toracolombar, tendo
extremidades nas arteriolas, que podem interagir com diferentes tipos de
recetores la presentes. Quando um neurdnio simpatico pré-ganglionar é excitado
e envia um impulso, no seu axénio séo libertadas catecolaminas para as

sinapses?324,



Fatores de suscetibilidade genética para a hipertensdo arterial: a via de sinalizacdo pelo Recetor de Ah

Quimicamente, catecolaminas definem-se como catecéis, substancias que
contém dois grupos hidroxilo num anel de benzeno?, com um grupo amina na
cadeia lateral da molécula?®, como se pode observar na Figura 2. No plasma
humano existem em circulagdo trés catecolaminas?’: adrenalina / epinefrina
(EPI), noradrenalina / norepinefrina (NE) e dopamina (DA) — que agem como

neurotransmissores.

OH
HO

NH
HO 2

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

Esta libertacdo pode ocorrer em todos os neurdnios do tronco ganglionar
simpatico: cervical, toracico, lombar, sacral — podendo também ocorrer nos
ganglios pré-adrticos, estes ultimos afetando os vasos sanguineos do trato
digestivo?®.

——3  H

Figura 3: Transmissao de sinal nervoso entre 0s neurdnios simpaticos pré ganglionares e os neurénios pos
ganglionares, com libertagdo de catecolaminas. Spre - neurénio simpéticos pré-ganglionares; Ach —
neurotransmissor; Nic — Recetor nicotinico: Spost - neurdnio simpaticos pés-ganglionares; NE -
noradrenalina / norepinefrina. Adaptado de Goldstein et al %7.

As catecolaminas vao entao ligar-se a um recetor colinérgico, por exemplo
um recetor nicotinico, continuando a transmissdo do impulso através dos
neuronios simpaticos pos-ganglionares. No axonio desses neuronios, da-se a

libertacdo de NE para a segunda sinapse?’.
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Figura 4: Transmisséo de sinal nervoso entre 0s neurénios simpaticos pos ganglionares e os recetores
adrenérgicos. Spre - neurénio simpaticos pré-ganglionares; Ach — neurotransmissor; Nic — Recetor
nicotinico: Spost - neurdnio simpaticos pds-ganglionares; NE - noradrenalina / norepinefrina. Adaptado de
Adaptado de Goldstein et al 7.

Uma vez nesta sinapse, a NE vai ligar-se a recetores presentes na tunica
media, musculatura lisa dos vasos sanguineos. Podera ligar-se aos recetores
alfa adrenérgicos que, quando estimulados, causam vasoconstricAo com o
aumento do ténus das artérias e, consequentemente, o aumento da RVP, que
resulta num aumento da PA%?7,

Caso a NE se ligue aos recetores beta adrenérgicos, ocorre o fenbmeno
da vasodilatacdo. Os recetores beta adrenérgicos encontram-se na musculatura
esquelética dos vasos sanguineos e, quando estimulados pela NE, promovem a
diminuicéo do ténus das artérias?®.

O Sistema Nervoso Simpatico surte também efeitos ao nivel do coracao,
inervando o ndédulo sinusal (SA), o ndodulo auriculo-ventricular (AV) e o

miocardio?®20, Estas estruturas podem ser observadas na Figura 5.
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Figura 5: Pormenor dos nédulos sinusal, auriculo-ventricular e do impulso nervoso. Adaptado de Seeley et
al 8

A semelhanca do que acontecia nos vasos sanguineos, da-se a libertacio
de NE por parte dos neurdnios pos-ganglionares, atuando nos recetores beta
adrenérgicos presentes nos nédulos SA e AV e no miocardio®2°3°, Este estimula
a entrada de iBes positivos para dentro das células nodais, ultrapassando a
barreira do potencial de acdo das células e ativando a abertura de varios canais
de célcio (Ca*?) e de sddio (Na*). Tal fendmeno leva a contracdo da musculatura
cardiaca e, como consequéncia existe um aumento da FC e do VS, culminando

num aumento da presséo arterial.

1.2.2. Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

Um mecanismo fisioldgico essencial para a compreensao da homeostasia
da PA no corpo humano é o sistema renina-angiotensina-aldosterona®3:.
Presentes no rim, existe um tipo de células denominadas de células
justaglomerulares, que sao células de musculatura lisa modificadas,
representadas na Figura 6. Estas células sdo baroreceptores que formam uma
bainha em volta da arteriola aferente, responsavel por irrigar o glomérulo,

aferindo a presséao arterial®32,
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Figura 6: Representacdo anatémica do glomérulo. 1- Podécito; 2- Macula densa; 3— Células
justaglomerulares; 4— Arteriola aferente; 5— Nervos renais; 6— Tubulo proximal. Adaptado de Kurtz et al 32,

Quando a PA se encontra em valores baixos ou o volume de sangue
circulante diminui, € desencadeada uma resposta por parte destas células e é
libertada uma enzima: a renina®:. Paralelamente, estes dois fatores contribuem
para que o filtrado nos glomérulos se mova lentamente, podendo o sédio na
forma i6nica (Na*) ser reabsorvido em maior quantidade. No tubulo distal, os
niveis de Na* no corpo sao controlados por um outro tipo de células
especializadas, as células da macula densa®’. Quando estas células detetam
uma diminuicdo dos niveis de Na* no corpo, ocorre um estimulo para a libertacédo
de renina por parte das células justaglomerulares. Este estimulo é possivel, uma
vez que, anatomicamente, as células da macula densa e as células
justaglomerulares estdo unidas por tecido conjuntivo, podendo comunicar-se
facilmente®.

Quando o Sistema Nervoso Simpéatico é estimulado, encontra-se com
hipersensibilidade ou é desencadeada uma resposta de luta ou fuga (fight or
flight), ocorre a libertacéo de renina®3.

Uma vez em circulacéo, a renina vai atuar sobre uma proteina plasmatica
sintetizada e armazenada pelo figado, denominada de angiotensinogénio. Desta
interacdo entre a renina e 0 angiotensinogénio resulta a clivagem de um
fragmento do angiotensinogénio, dando origem a angiotensina |, composta de
dez aminoacidos®3®. Esta é clinicamente pouco importante, uma vez que é um

vasoconstritor de reduzida poténcia.

10
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Nos pequenos vasos pulmonares € secretada uma enzima proteolitica
gue vai atuar sobre a angiotensina |, a enzima de conversdo da angiotensina
(ECA). Quando a angiotensina I, em circulacdo, chega aos pulmdes, da-se a
conversdo de angiotensina | em angiotensina Il, reacdo mediada pela ECA®.
Esta reacao retira mais dois aminoacidos a proteina, resultando na sua forma
ativa®. A angiotensina Il é constituida por oito aminoacidos e é um potente
vasoconstritor geral, provocando vasoconstricdo arteriolar e, em menor
extensdo, vasoconstricdo venosa®®. Como consequéncia da atividade da
angiotensina Il, verifica-se um aumento da resisténcia periférica e o aumento do
retorno venoso ao coracdo, dois mecanismos que culminam no aumento da
pressdo arterial®1:36. A angiotensina tem também, entre outras fun¢ées, causar a
vasoconstricdo da arteriola eferente. Sendo uma arteriola, tem um tamanho
reduzido, mas uma bainha com grande quantidade de células de musculo liso®.
Quando estas células contraem, um maior volume de sangue recua para o
glomérulo, aumentado a taxa de filtracdo glomerular, culminando num aumento
da concentracdo de sodio (Na*) no tdbulo distal, ndo sendo reabsorvido em tanta
extensdo para o organismo na ansa de Henle?*. Este fendmeno constitui um
mecanismo de feedback negativo, uma vez que uma das razdes pela qual se da
a libertacdo de renina prende-se com a diminuicdo dos niveis de sodio (Na*) no
tabulo distal®*3,

No cértex das glandulas supra-renais, a angiotensina tem outro papel
importante: estimular a secrecdo de aldosterona, uma hormona esteréide, que
entra na corrente sanguinea, difunde-se através das membranas plasmaticas,
ligando-se aos seus recetores intracelulares nos seus locais de ag&o83137,

A aldosterona atua ao nivel do tabulo distal e do tubo coletor, levando a
um aumento da sintese de transportadores, aumentando o transporte de sédio
(Na*) através da membrana basal e apical, das células do nefrénio®’. Este
aumento do transporte de sodio (Na*) do filtrado para o sangue, aumenta o
volume de sangue circulante, uma vez que, para manter o equilibrio osmético, a
agua também é reabsorvida. Isto resulta numa urina com pouco volume e com
baixas concentracdes de sodio (Na*) e num aumento da presséo arterial®*.

E importante referir também que a angiotensina Il tem outro papel
fundamental: verifica-se que existe atividade da angiotensina Il no hipotalamo,

estimulando a secrecédo da hormona antidiurética (ADH) pela glandula pituitaria
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posterior!38, Esta hormona entra entdo em circulacéo, tendo como alvo o tibulo
distal e o tubo coletor. Aqui existe um aumento da reabsorcdo de agua,
resultando numa urina com pouco volume e no aumento do volume de sangue
circulante, que culmina no aumento da pressao arterial. Quando os niveis de
ADH se encontram baixas, a permeabilidade dos tubulos distais e dos tubos
coletores € relativamente reduzida, sendo bastante impermedaveis a agua na
auséncia de ADH3,

De uma forma simplista, 0 SRAA ativa quando existe um estimulo: uma
diminuicdo da presséo arterial e do volume de sangue circulante — resultando
num mecanismo de feedback negativo que culmina com o aumento da pressao

arterial e do volume de sangue circulante.

1.2.3. Formacéao De Placa Aterosclerotica

Quando o sangue circula nos vasos sanguineos, exerce for¢as de friccdo
sob o endotélio®®. Numa situacdo em que a PA se encontra no intervalo dos
valores normais, as flutuacdes da PA entre a sistole e a diastole ndo representam
um problema, uma vez que existe uma rede de tecido fibroso nos vasos
sanguineos, com propriedades elasticas. Estas fibras conferem maleabilidade
aos vasos sanguineos, reduzindo o risco de danos no endotélio?3%4°, Quando a
PA atinge o intervalo considerado da Hipertensao, valores acima dos 140/90
mmHG?Y’, por periodos prolongados, pode haver deterioragdo do endotélio. Tal
acontece porque, com o aumento da RVP, existe um aumento das forcas de
friccdo que atuam no endotélio, passando o ponto de rutura, podendo observar-
se pequenas fendas*16,

E de notar que, vasos onde se observam bifurcacdes sdo geralmente
sujeitos a forcas de friccdo mais intensas devido ao fluxo turbulento, ou néo
laminar#!. Comeca entéo o processo regenerativo do endotélio, juntamente com
0 com o processo inflamatério, fator desencadeante do processo de formacéo
de placas de ateroma*?. O novo tecido presente no endotélio tem caracteristicas
de tecido conjuntivo — € de natureza fibrosa. Esta rede de tecido conjuntivo que
se forma no endotélio tem a capacidade de agregar alguns elementos que se
encontram em circulacdo: monacitos, linfocitos T, plaquetas, colesterol e outros

lipidos. Desta agregacéo formam-se placas ateroscleréticas?394°,
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Aprofundemos entdo o processo de formacdo das placas: como
consequéncia do processo regenerativo do endotélio, existe um aumento da
permeabilidade deste, ocorrendo migracdo de LDL?Y, lipoproteinas de baixa
densidade*®. Desta migracdo culmina uma acumulacdo de LDL nas camadas
internas do endotélio e o comeco do processo inflamatério*4. Tal como as
moléculas de LDL, os mondcitos e os linfocitos T infiltram-se pelas camadas
basais do endotélio e acumulam-se no subendotélio*. Aqui ocorre diferenciacéo
dos mondcitos em macrofagos, comecgando o processo de fagocitose das LDL e
de outros lipidos séricos, tornando-se células espumosas?*®, repletas de lipidos e
constituindo a fase inicial das lesdes ateroscleroéticas, denominadas por estrias
gordurosas. O crescimento da placa é fomentado por citocinas pro-inflamatorias
que estimulam a migracdo de células de musculatura lisa e de macroéfagos,
aumentando a matriz extracelular da placa, resultando numa placa subendotelial
com caracteristicas fibrosas circundada por tecido conjuntivo e lipidos3942,

Dependendo da sua constituicdo, as placas podem classificar-se como
estaveis ou instaveis*’. Placas classificadas como instaveis tém, por norma, um
alto teor de macrofagos, com um ndcleo de natureza lipidica bastante espesso,
revestidos por uma fina capa fibrosa*®4°. Placas classificadas como estaveis séo
compostas por uma capa fibrosa mais espessa, que confere uma maior
estabilidade devido a quantidade de colagénio presente, e apresentam também
menor conteldo lipidico*. As placas estaveis tém um crescimento lento — podem
passar décadas até que estas possam provocar estenose ou oclusdo do vaso
sanguineo - permanecendo estaticas ou até mesmo regredirem®. As placas
instaveis sdo vulneraveis a erosdo ou rutura espontaneas, apresentando um

maior risco.

Uma vez que ocorre 0 rompimento da placa aterosclerética, existe a
formacéo de um trombo, que pode ter uma das seguintes evolugées®!:

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

aterosclerotica, alterando o seu formato e espoletando o seu

crescimento célere;

! Lipoproteina de baixa densidade (do inglés: Low Density Lipoprotein — LDL)
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= O trombo pode levar a rapida ocluséo do Iimen vascular e desencadear
um evento isquémico agudo;

= O trombo pode provocar embolia, a obstrucdo de um vaso pelo
deslocamento de um trombo até ao local de obstrucéo;

= A placa aterosclerdtica pode ser preenchida pelo sangue circulante no
vaso sanguineo, levando a sua expansao e obstrucdo do vaso a jusante
do local da placa,;

= O contetdo da placa, em detrimento de eventuais trombos, pode

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

Quando observado em imagiologia, € de notar que placas instaveis
estreitam o limen dos vasos para menos de metade do seu diametro normal.
Placas estaveis acarretam menor risco, uma vez que o estreitamento do limen
dos vasos sanguineos é menor do que o observado em placa instaveis*?.

Normalmente, o endotélio saudavel dos vasos sanguineos secreta
substancias que auxiliam na regulacao do tonus vascular: o éxido nitrico (NO),
com propriedades relaxantes - e a endotelina, com propriedades constritoras. No
endotélio saudavel, um aumento da PA leva ao aumento da producédo de NO, de
forma a contrabalancar as forcas de friccdo que atuam sob o endotélio. A sintese
enddgena de NO, representada na Figura 7, € realizada por uma enzima, a
oxido nitrico sintetase (NOS), que converte 0 aminoacido arginina em citrulina,

com NO como subproduto da reacdo?°2.

o, NO
)NLH 0 \" eNOS }> )OJ\ o
HN NMOH [ ) HoN NW\‘)%H
H NH, BH, BH, H NH,
Arginine Citrulline

Figura 7: Reacdo de conversdo da Arginina em Citrulina com libertagdo de NO como subproduto da reacgéo.
Adaptado de Konukoglu et al %2,

O NO induz a sintese de guanosina monofosfato ciclico (cGMP), que ativa
uma outra enzima, a proteina cinase G, que induz relaxamento do musculo liso

de duas formas: pelo estimulo de efluxo de iGes Ca?* para o exterior das células,
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promovendo a despolarizacdo da mesma — ou através da ativacdo de uma
enzima, a fosfatase de miosina, que vai promover a desfosforilagdo da miosina®3.

Verifica-se que, quando o endotélio se encontra danificado, existe uma
libertagdo insuficiente de NO e um aumento da libertacdo de substancias com
propriedades constritoras, bem como fatores pro-inflamatdrios, pro-trombaéticos

e também fatores de crescimento®>4.

1.3. Tratamento Da Hipertenséo Arterial

Os objetivos terapéuticos do tratamento da hipertensdo assentam em duas
premissas: a redu¢do do numero de eventos cardiovasculares e a prevengao do
aumento da morbilidade e mortalidade associadas a doenga®®. Dispomos de dois
tipos de abordagem terapéutica: a ndo farmacolégica e a farmacoldgica.
Recomenda-se que os doentes consigam atingir a reducdo da PA para valores
<140/90 mmHg (preferencialmente 130/80 mmHg), salvaguardando sempre a

tolerancia do doente a terapéutica.

1.3.1. Medidas Nao Farmacoldgicas

Esta abordagem deve ser transversal para todos os casos, incluindo
individuos cuja PA se classifica como normal alta. Um estilo de vida saudavel
pode, ndo sO, prevenir ou até mesmo atrasar 0 aparecimento de hipertensao,
como também reduzir o risco de um evento cardiovascular (CV). Estas
alteracdes podem atrasar ou até mesmo prevenir a necessidade de se iniciar
terapéutica farmacoldgica, podem também amplificar os efeitos da terapéutica
anti-hipertensora em doentes que ja a tenham iniciado®. E de notar o caso
especial nos doentes com lesdo de 6rgdo alvo (LOA) ou com nivel elevado de
risco CV — nestes doentes, as intervencdes no estilo de vida ndo devem atrasar
a iniciacao da terapéutica farmacoldgica, quando ha necessidade desta segundo

os algoritmos de gestdo de risco?.

No Quadro 3 estdo listadas as recomendacdoes que estdo

comprovadamente associadas a uma reducao da PA:
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Recomendacgoes
Recomenda-se a restricio do sal para < 5 g por dia.

Recomenda-se a restricdo do consumo de dlcool para:
* Menos de 14 unidades por semana para os homens.
* Menos de 8 unidades por semana para as mulheres.

Recomenda-se o aumento do consumo de vegetais, fruta fresca, peixe,
nozes, dcidos gordos insaturados (azeite), o baixo consumo de carne ver-
melha e o consumo de produtos de baixo teor de gordura.

0 controlo do peso esta indicado para evitar a obesidade (IMC = 30 kg/
m?) ou perimetro abdominal > 102 cm nos homens e > 88 cm nas mulhe-
res), para atingir um IMC sauddvel (cerca de 20-25 kg/m?) e valores de
perimetro abdominal adequados (< 94 cm nos homens e < 80 cm nas
mulheres) de modo a reduzir a PA e o risco CV.

Recomenda-se o exercicio fisico reqular (por exemplo pelo menos 30 mi-
nutos de atividade fisica dindmica moderada em 5 - 7 dias por semana).

Recomenda-se a cessacdo tabagica e assisténcia nesse sentido e a refe-
renciacdo para programas de cessacdo tabagica

Recomenda-se a evicgdo de consumo excessivo de dlcool.

Quadro 3: Resumo listado das intervencdes no estilo de vida nos doentes com hipertensao ou com presséo
arterial normal alta. Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 2.

Muitos fatores influenciam o limiar que dita o inicio do tratamento
farmacoldgico: o estagio em que se encontra a HTA, o grupo etario, 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 terapéutica
farmacolégica quando em simultaneo exista um risco muito elevado de DCV, em
particular doenca coronaria. Em doentes com HTA grau 1 (140-159 / 90-99
mmHgQ) j& estabelecida, quando acrescido um risco elevado ou muito elevado de
DCV, doenca renal ou LOA, a terapéutica farmacolégica deve ser estabelecida
de forma imediata. Para doentes com HTA grau 1 com risco baixo/moderado de
DCV, doenca renal ou LOA, deve ser estabelecida terapéutica farmacologica
gquando a terapéutica ndo-farmacoldgica ndo é suficiente para controlar os
valores da PA, apdés um periodo de trés a seis meses de intervencéo do estilo
de vida. Doentes com HTA grau 2 (160-179 / 100-109 mmHg) ou grau 3
(2180/110 mmHg) devem iniciar imediatamente a terapéutica farmacoldgica,

fazendo o controlo da mesma regularmentet12,
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Grupo Limiar do tratamento da PAS no consultério (mmHg) Limiares de
etdrio tratamento
+ + + MII;.'ntE da PAD no
consultério
Hipertensdo | piabetes | DRC | DC | Vascular | (mmHg)
Cerebral/AIT
18 - 65 anos =140 =140 =140 | =140° =140 =90
65-T79 anos =140 =140 =140 | =140° =140¢ =90
= B0 anos =160 =160 =160 | 2180 =160 =90
Limiares de
tratamento
da PAD no =90 =490 =90 | 290 =490
consultorio
{mmHaq)

AIT = acidente isquémico transitdrio; DC = doenca corondria; DRC = doenca renal cronica; PA = pressdo
arterial; PAD = pressdo arterial diastdlica; PAS = pressdo arterial sistdlica.

0 trataments pode ser considerado nestes doentes de riseo muita elevado com PAS normal alta (ie
PAS 130 - 140 mmHg).

Quadro 4: Sintese dos limiares de tratamento da presséo arterial em consultério. Adaptado de Sociedade
Europeia de Cardiologia (2018) *2.

1.3.2. Medidas Farmacoldgicas

A grande maioria dos doentes hipertensos requer, como complemento a
mudancas no estilo de vida, a iniciacdo de terapéutica farmacoldgica de forma a
obter um maior controlo da PA. Devem ter-se em conta as caracteristicas do
doente, de forma a maximizar as potencialidades da terapéutica, a sua adeséo
e a minimizacdo dos efeitos adversos associados. No Quadro 5 estao listadas

as classes de farmacos recomendadas para o tratamento rotineiro da HTA1%12.57;
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Tiazidas e analogos
L Da ansa
Diureticos o
Poupadores de potassio
Antagonistas da aldosterona

Inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (IECAs)
Modificadores do eixo

RAA Antagonistas dos recetores da angiotensina Il (ARAs)

Inibidores da renina

Bloqueadores da Diidropiridinicos

entradade calcio | 5, piigropiridinicos
Bloqueadores alfa
Blogueadores beta

Depressores da

atividade adrenérgica
Agonistas alfa 2 centrais

Quadro 5: Quadro resumo das classes terapéuticas utilizadas na estratégia do tratamento farmacolégico
para a hipertenséao arterial. Adaptado de Sociedade Europeia de Cardiologia (2018) 2.

Para a grande maioria dos doentes, o inicio da terapéutica farmacol6gica
deve ser feito através da associacdo Unica de varios farmacos num unico
comprimido, de forma a melhorar a eficiéncia do tratamento, resultando num
maior controlo da PA. As associag0es preferenciais englobam um modificador
do SRAA juntamente com um bloqueador dos canais de célcio (BCC) ou um
diurético. Podera dar-se preferéncia a integracdo de um betabloqueante no
esquema terapéutico quando existem beneficios para outras patologias
concomitantes, como é o caso da angina de peito, num evento pés-enfarte do
miocardio, na insuficiéncia cardiaca ou no controlo da frequéncia cardiaca.
Nestes casos devera fazer-se a associacdo de um betabloqueante com um
diurético ou com qualquer farmaco das classes recomendadas para o tratamento
da HTA11’12’57.
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1 1|
" Terapéutica inicial : S
rimi Combinacao dupla iECA ou ARA + BCC ou diuretico

1 S
Qmprimidn . Estadio 2 iECA ou ARA + BCC + diurético
ombinagao tripla

2 -
w Estadio 3 Hipertensdo resistente
Combinacao tripla +

espironolactona ou Adicionar a espironolactona (25 mq o.d.)
outro farmaco ou outro diurético, alfablogueante ou betablogueante

Figura 8: Estratégia do tratamento farmacoldgico central para a hipertenséo arterial ndo complicada. O
algoritmo central é também apropriado para a maioria dos doentes com LOA, DCV ou DM. IECA - Inibidor
da enzima conversora de angiotensina Il; ARA — Antagonista do recetor de angiotensina Il; BCC-
Bloqueador de canais de célcio. Adaptado de Flack et al 11,

Podera ser considerado um esquema em monoterapia em alternativa ao
esquema apresentado anteriormente. A monoterapia apresenta-se entdo como
terapéutica inicial nos doentes de baixo risco com HTA de grau 1 que
apresentem uma PA Sistélica <150 mmHg ou em doentes considerados de risco
muito elevado que apresentem uma PA normal alta. Também podera recorrer-

se a monoterapia em doentes idosos que apresentem grande fragilidade!12:57,

Caso a PA néao seja controlada com uma associacdo de dois farmacos,
recomenda-se que se integre um terceiro farmaco no esquema terapéutico,
geralmente um diurético tiazidico®®. A integracdo do terceiro farmaco deve, a
semelhanca do esquema terapéutico supracitado, ser realizada num anico

comprimidot112.57,

Se a PA persiste sem controlo ap0s a integracdo do esquema em
combinacao de trés farmacos, deve complementar-se o tratamento através da
adicdo de espironolactona. Caso ndo seja tolerado pelo doente, podera ser
substituida por outros diuréticos ou betabloqueantes, em dosagens mais

elevadas3”-59,

hY

No tratamento da HTA com DC, da-se preferéncia a integracdo de
betabloqueantes ou de BCC nos esquemas de tratamento iniciais, uma vez que

ha beneficios para a patologia concomitante®. Desta forma, o esquema inicial
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devera conter uma associacdo Unica de um Modificador do SRAA em adicéo a

um betabloqueante ou um BCC.

:i mi Terapéutica inicial
P Combinacao dupla

iECA ou ARA + betablogueante ou BCC '
ou BCC + diurético ou betablogueante

ou betabloqueante + diurético

1 Estadio 2 Combinacao tripla dos farmacos
Q"‘p""“d" Combinacdo tripla acima mencionados

Estadio 3 Hipertensao resistente
2_ Combinacao tripla + Adicionar a espironolactona (25 mg o.dl)
primid espironolactona ou ou outro diurético, alfabloqueante
outro farmaco | ou betablogueante

Figura 9: Estratégia do tratamento farmacoldgico central para a hipertensdo arterial e doenga coronaria.
IECA - Inibidor da enzima conversora de angiotensina Il; ARA — Antagonista do recetor de angiotensina II;
BCC- Blogueador de canais de célcio. Adaptado de Flack et al 1,

A semelhanca do esquema de tratamento farmacoldgico central, caso
uma associacao de dois farmacos se mostre insuficiente no controlo da PA,
poderd ser feita uma combinacao tripla dos farmacos que constituem uma opcao
na terapéutica inicial e, caso a combinacao tripla se mostre ineficaz no controlo
da PA, devera acrescentar-se espironolactona ao esquema terapéutico (ou outro
diurético/betabloqueante)t12.57,

Em doentes hipertensos com doenca renal crénica, isto €, uma taxa de
filtracdo glomerular estimada <60 mL/min/1,72m? (com ou sem proteindria), a
terapéutica inicial devera consistir da combinacdo de um modificador do SRAA
com um BCC ou um diurético'*257, Devera prestar-se atencdo a taxa de filtracdo
glomerular estimada (TFGe) do doente quando um diurético faca parte do plano
terapéutico, uma vez que, aquando da sua monitorizacéo, se esta apresentar
valores <30 mL/min/1,72m? devera substituir-se por um diurético de ansa. Tal
facto deve-se a reducéo da eficacia dos diuréticos tiazidicos quando a TFGe se

encontra abaixo do valor supracitado®®.
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| ———— | IECAouARA+BCC |
W Terapeutica Inclal| | ou iECA ou ARA + diurético

(ou diurético de ansa)®
1 | Etidio2 | |IECA ou ARA + BCC + diurético|
Qmp”mid" Combinacgo tripa (ou diurético de ansa)®

v

Estadio 3 Hipertensdo resistente
2_ Combinacéo tripla + Adicionar a espironolactona (25 mg o.d\)
primid espironolactona ou ou outro diurético, alfablogueante

outro farmaco ou betablogueante

Figura 10: Estratégia do tratamento farmacoldgico central para a hipertensao arterial e doenga renal crénica.
IECA - Inibidor da enzima conversora de angiotensina Il; ARA — Antagonista do recetor de angiotensina II;
BCC- Blogueador de canais de célcio. Adaptado de Flack et al 2.

No caso da hipertensao resistente, aquando da adi¢cao de espironolactona
ao plano terapéutico, devera ter-se o cuidado de monitorizar a TFGe, sob risco
de hipercalemia, quando esta apresenta valores <45 mL/min/1,72m? ou o valor
basal de K*é 24,5 mmol/L1257, E também expectavel um aumento da creatinina
sérica nos doentes hipertensos que estejam a ser tratados com um modificador
do SRAA (iECA ou ARA)® no entanto, este valor ndo deve ultrapassar um
crescimento superior a 30%°*. Esta classe de farmacos também influencia uma

reducdo da TFGe no doentes com DRC*2.

1.4. Epidemiologia da Hipertenséo Arterial

Globalmente, estima-se que a HTA é responsavel por 9,4 milhdes de oObitos,
cerca de 8,50% do total de mortes a nivel mundial®2. E o fator de risco associado
a doengas CV mais comum e também mais evitavel e a sua elevada, prevaléncia
associada ao elevado risco de morbilidade, mortalidade e incapacitacao tornam
esta patologia um problema de saude particularmente alarmante. Entenda-se por
prevaléncia — ou taxa de prevaléncia - um indicador de morbilidade que traduz o
total de casos, recentes e antigos, da doenca em estudo numa populagdo num
dado momento (instantanea) ou num periodo de tempo (periddica)®3. Este
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indicador difere da taxa de incidéncia, uma vez que se contabilizam todos os
casos, recentes e antigos, num dado periodo de tempo - enquanto para o calculo

da incidéncia apenas sao contemplados 0s novos casos.

o Total de Casos B
Prevaléncia = — - x 10™ Equacéo 3
Total de Populacao em risco

A prevaléncia é baseada na incidéncia e na duracdo da doenca em
estudo: uma taxa de prevaléncia elevada numa determinada populagéo pode
refletir ndo s6 uma incidéncia elevada da doenca, mas também um
prolongamento da evolucédo da doenca sem cura ou ambos. Da mesma forma,
uma taxa de prevaléncia diminuida numa determinada populagdo pode refletir
uma baixa incidéncia da doenca, uma evolucéo da doenca que seja fatal ou uma
evolucdo da doenca que leve a recuperacdo do individuo. Por esta razéo, a
prevaléncia € um indicador de saude muito Gtil para representar estatisticamente
doencas crénicas, uma vez sdo normalmente de longa duragédo e existe uma

incerteza quanto a data de comeco da doenca®.

Em 2010, cerca de 1,38 mil milh6es de pessoas sofriam de HTA, 31,1%
da populacdo adulta mundial®®. Quase uma década depois, em 2019, este
namero foi atualizado, contabilizando 1,13 mil milhdes de pessoas com HTA,
cerca de 25,5% da populacdo adulta mundial®®. Este decréscimo néo foi,
contudo, uniforme em todos os paises, como se pode observar na Figura 11.
Verificou-se que, em paises economicamente mais fortes, ocorreu um
decréscimo moderado da prevaléncia de HTA nas suas populacdes — enquanto
paises economicamente mais precarios, ocorreu um aumento significativo da
prevaléncia de HTA®S, Estas disparidades na prevaléncia da HTA podem sugerir
gue os sistemas de saude nos paises que estéo a atravessar crises economicas
nao conseguem fazer a gestdo da doenca nem as complicacdes CV que lhes
estdo inerentes, associado ao envelhecimento populacional, & reducdo da
atividade fisica, aos estilos de vida pouco saudaveis e a falta de acesso a

medicamentos®’.

Relativamente a disparidade dos valores entre sexos, € certo que existe
uma maior prevencao da HTA por parte do sexo feminino. A este facto

acrescenta-se também uma maior taxa de controlo da doenca. Em 2015,
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estimou-se que o valor global médio da PA rondava os 127.0 / 78.7 mmHg para
individuos do sexo masculino e 122.3 / 76.7 mmHg para individuos do sexo
feminino®. Quando comparamos estes valores com os valores calculados em

1975 verificamos o seguinte.

Change in SBP

Change in
5BP (mmHg)

O =4

O z2to<4
[] z0to<2
B =2to<0

' W <z

Change in
DEFP (mmHg)
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|:| =hto<-3
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Figura 11: Diferencas na pressédo arterial sistolica média estimada (A) no sexo masculino e (B) no sexo
feminino e na pressao arterial diast6lica média estimada (C) no sexo masculino e (D) no sexo feminino, a
escala mundial entre 1975 e 2015. PAS — Pressao Arterial Sistélica; PAD — Presséo Arterial Diastdlica.
Adaptado de Mills et al 64,

Embora os valores néo flutuem muito, nos paises economicamente mais
estaveis, verifica-se uma diminui¢cdo subtil da PA em 40 anos, enquanto em

paises economicamente mais desfavorecidos ocorreu um aumento da PA%4,

Este trabalho teve como foco a anélise de polimorfismos que poderiam ter
influéncia na propenséo da populacao tailandesa a desenvolver HTA. Um dos
principais motivos prendeu-se com o facto de, numa populacgéo total com cerca
de 70 milhdes de individuos®, 1 em cada 4 adultos tailandeses sofre de HTA,
sendo que apenas 1 em cada 3 tem a HTA sob controlo’®. Como se pode
observar na Figura 11, entre 1975 e 2015 a presséao arterial sistélica média da
populacdo tailandesa aumentou em =4 mmHg e a pressdo arterial diastolica

média aumentou em 23 mmHg®6.

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,

respetivamente’!. Esta tendéncia de crescimento exponencial que se tem vindo
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a verificar ao longo dos anos é um fator que levanta muitas preocupacdes quanto

terere ettt D
frrrie e OSSN
frerie e S
i eee

Figura 12: Racios de diagnéstico, tratamento e controlo da hipertensdo arterial na populagéo tailandesa
para ambos os sexos no ano de 2014. Adaptado de World Health Organization (2019) 7°.

A HTA na Tailandia tem vindo a verificar-se, para além de comum, um
problema crescente nesta populacdo, onde doencas do foro CV séo
responsaveis por aproximadamente um quarto (1/4) das mortes anualmente’?,
um problema que tem vindo a marcar-se com evidéncia, j4 que as duas causas
de morte mais comuns deveram-se a enfarte e ataque isquémico’3, como se
pode observar na Figura 13.

@ communicable, maternal, neonatal, and nutritional diseases

. Non-communicable diseases

Injuries

2009 2019 % change, 2009-2019

Stroke o._ - Ischemic heart disease 35.0%

Ischemic heart disease - ‘o Stroke 27.7%
Road injuries Lower respiratory infect 77.1%

Chronic kidney disease Chronic kidney disease 50.0%
Lower respiratory infect Liver cancer 40.2%
Liver cancer Lung cancer 32.9%

COPD Alzheimer's disease 72.6%

Lung cancer Cirrhosis 28.2%

HIV/AIDS Diabetes 58.2%

Cirrhosis Road injuries -2.8%

Alzheimer's disease "\0 COPD 92.9%
Diabetes @ HIV/AIDS 3.8%

Figura 13: Causas de morte mais comuns na populacao tailandesa entre 2009 e 2019. Adaptado de Institute

for Health Metrics and Evaluation 73.
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Em 2003, a prevaléncia de HTA na populagéo tailandesa rondava os 21%,
sendo que este valor tem vindo a aumentar com o tempo, tendo atingido os 25%
em 2014, com tendéncia a aumentar’®.
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Figura 14: Prevaléncia da hipertenséo arterial por idade e sexo na populacéo tailandesa no ano de 2014.
Adaptado de World Health Organization (2019) 7°.

Como podemos observar na Figura 14, a prevaléncia tem tendéncia a
aumentar com o avanco da faixa etaria, sendo mais comum nos individuos do
sexo masculino até uma certa idade, tendéncia que se inverte para faixas etarias
mais avancadas. Esta inversdo tendencial pode dever-se ao facto de que a
esperanca média de vida nos individuos do sexo feminino — 82 anos - seja muito
superior a do sexo masculino — 74,3 anos -, para a populacgéo tailandesa’. Todos
0s meses sao diagnosticados aproximadamente entre 50.000 e 70.000 novos
casos de HTA™. E interessante verificar que existe uma tendéncia ciclica no

padrao de diagnostico da HTA, como se observa no seguinte grafico da Figura
15:
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Figura 15: Numeros de novos diagndsticos de hipertensao arterial na populacao tailandesa em cada més
entre outubro de 2015 e abril de 2019. Adaptado de World Health Organization (2019) °.

Tal facto pode prender-se com a sazonalidade das atividades de
diagnéstico por parte do Sistema Nacional de Saude Tailandés, devendo
reforcar-se estas atividades, uma vez que poderdo existir mais casos de HTA

gue néo foram diagnosticados.

E possivel ver o esforco do SNS Tailandés na gest&o da doenca, uma vez
gue, como se observa na Figura 16, tanto a percentagem de pessoas cientes do
seu diagndstico aumentou, de 29% para 55% 4. A este resultado, alia-se também
um aumento do nimero de individuos tratados, de 24% para 49% 74 - bem como
um aumento do namero de individuos cuja PA se encontra controlada, de 8,6%
para 30%74,
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Figura 16: Prevaléncia, diagnéstico, tratamento e controlo da hipertenséo arterial na populagédo tailandesa
no ano 2014. Adaptado de World Health Organization (2019) 7°.

Embora exista muito a fazer ainda, estima-se que, com um aumento da
gestao da doenca no controlo da PA em doentes hipertensos, poderdo evitar-se
um grande numero de Obitos por DCV. Aplicando o algoritmo do numero
necessario para tratar (NNT) aos cerca de 9,5 milh6es de doentes hipertensos
nao controlados, estima-se que poderédo reduzir-se mais de 14000 mortes,
27000 enfartes e 18000 ataques cardiacos num periodo de 5 anos’®. Com isto
em mente, o governo tailandés tracou como objetivo uma reducdo da
mortalidade prematura por DCV em 25% até 20257°, tendo a HTA um papel de
destaque neste objetivo, uma vez que se verificam alguns problemas na gestao
da doenca, nomeadamente no diagnostico, adesao a terapéutica e a logistica no
acesso as unidades de satde. Num estudo’® conduzido em 2007 com pacientes
hipertensos (n=1914), mais de metade (n=1000) ndo atingiram o objetivo na
reducdo da PA, mesmo tendo conhecimento das guidelines e recomendacdes

médicas sobre o0 assunto.
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Na Figura 17 encontra-se o feedback dado por parte dos médicos aos

1000 pacientes do estudo:

= Sem ajuste terapéutico de qualquer tipo = Adicdo de uma nova classe terapéutica
Ajuste da dose Substituicao de classe terapéutica

= Uso de vdrias alternativas

Figura 17: Gestao da terapéutica em doentes com hipertensédo arterial ndo controlada apés consulta na
populacéo tailandesa. Adaptado de Buranakitjaroen et al 76.

Como verificamos anteriormente, cerca de metade dos individuos com
HTA ndo tem a sua condi¢cao diagnosticada, mesmo com a utilizagcdo extensiva
dos servicos de saude, indicando que o processo de diagnostico pode ter
algumas falhas. Uma dessas falhas é o ambiente em que sao feitos os
diagnésticos, normalmente realizados em locais com muito ruidos, sem
privacidade e com equipamentos ndo calibrados®® 9. Também foi verificado que
uma grande parte dos individuos cuja medicdo da PA revela valores acima do
normal, ndo regressa para efetuar medi¢cdes adicionais. Parece também existir
uma relutancia no diagnostico de HTA quando as medic¢des se verificam acima
dos valores normais em consultorio, com receio de que se encontrem perante
casos de HTA de Bata Branca, um problema que afeta cerca de 7% da

populagao.

Um estudo revelou que % dos individuos cujas medi¢Oes se revelaram
acima do valor normal, tinham HTA de Bata Branca, verificando-se também que
apresentavam valores para PA sistélica e diastélica abaixo da média’’.
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1.5. Habitos Tabagicos da Populacdo Tailandesa

A Hipertensdo Primaria, isto é, cerca de 90% dos casos de hipertensdo’®,
esta relacionada com os habitos de vida pouco saudaveis, estando entre estes

os habitos tabagicos.

Na populagéo tailandesa este fator pode revelar-se ainda mais importante,
uma vez que podem atribuir-se 18% (81 521 mortes)’® do total de mortes anuais
a causas relacionadas com o consumo de tabaco, nas mais variadas formas.
Como podemos observar na Figura 18, quase % de todas as mortes atribuidas
aos habitos tabagicos prolongados sédo por complicacées do foro CV&, sendo
que a faixa etaria mais afetada compreende adultos com idades entre os 30 e 0s
44 anos. Existe uma diminuicdo progressiva da culpabilidade do tabaco no
desencadeamento de eventos CV a medida que avancamos na faixa etaria,

podendo dever-se ao conjunto de outras comorbilidades existentes.

g‘t}r{:ers CVDs in younger people are more
likely to be caused by tobacco use
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14% 35% 34%
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Figura 18: Relacéo das causas atribuidas a morte pela populagdo com habitos tabagicos (A) e a distribui¢do
das respetivas mortes causadas por doengas cardiovasculares por idade (B) na populagdo tailandesa.
Adaptado de World Health Organization (2019) °,

Estes nimeros séo justificados através da andlise dos hébitos tabagicos

da populacao tailandesa, que em média inicia 0 consumo diario de tabaco por
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volta dos 17,4 anos de idade®. Observando um pouco mais as estatisticas,
deparamo-nos para o facto de que, para uma idade compreendida entre os 13 e
os 15 anos, cerca de 15% dos jovens apresenta habitos tabagicos8!. E de notar
que a disparidade entre o consumo por adolescentes do sexo masculino face as
adolescentes do sexo feminino pode prender-se com padrbes sociais e/ou
tradicdes enraizadas na cultura tailandesa, tendéncia que se mantém nas faixas

etarias mais avancadas, como se podem observar nos graficos da Figura 19.
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Figura 19: Distribuicdo de hébitos tabagicos por género em individuos com idade superior a 15 anos (A) e
hébitos tabagicos na populagdo com a idade compreendida entre os 13 e 15 anos (B) na populacédo
tailandesa. Adaptado de World Health Organization (2019) €°.

Como se observa na Figura 20, grande parte da populacdo ndo tem
qualquer tipo de habitos tabagicos, mas inala de forma involuntaria o fumo do
tabaco na sua residéncia, sendo considerados fumadores passivos e
acarretando também riscos no desenvolvimento de doencas do foro CV®2,
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO), cerca de 14,6 milhdes de
tailandeses®, fumadores ativos e passivos estdo em risco acrescido para o

desenvolvimento de complicagdes CV.
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Figura 20: Distribuicdo etéaria de fumadores passivos na populacgao tailandesa. Adaptado de World Health
Organization (2019) &0,

1.6. Metabolismo de xenobidticos e a sua regulacéo

De forma simples, podemos classificar o termo enzima como as moléculas
responsaveis pelos processos de catalise nos processos bioldgicos®3. A nocéo
de que as enzimas funcionam como biocatalisadores data de 18338+, quando
Anselme Payen e Jean-Francois Persoz, com a descoberta da conversao de
amidos em acucares, mediada pela diastase (alfa-amilase). As enzimas podem
ser agrupadas, de acordo com as suas caracteristicas, em familias e
superfamilias, dependendo da sua sequéncia, estrutura e ancestrais comuns®.
Existe, portanto, uma grande diversidade no tipo de enzimas que encontramos
nos mais variados organismos. Fatores como localizacdo, tipos celulares e
tecidulares podem influenciar também variagbes que contribuem para a

variabilidade enzimética nos organismos®®.

As enzimas também sdo responsaveis pelo metabolismo de farmacos
(DME) ou xenobidticos (XME), compostos quimicos externos ao organismo?.
Este metabolismo tem um papel central ndo s6 na biotransformacdo, em
compostos ativos ou inativos® - como na eliminacdo destas substancias do
corpo que, de outra forma poderiam surtir um efeito toxico. Uma vez no corpo e
em circulacao, estas substancias podem induzir vias de transducao de sinal que
podem resultar num conjunto de respostas celulares, tais como®6.8:
diferenciacdo celular, proliferacdo, homeostasia, apoptose ou até mesmo

necrose. De forma a minimizar potenciais efeitos nefastos causados por
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xenobioticos, dispomos de diversas DME e XME, incluindo enzimas de fase | e
fase Il, presentes em abundancia em varios tecidos e 6rgdos®®. De notar que
estes enzimas podem ter expressao constitutiva ou alterada, mediante a sua

inducdo ou inibicdo resultante da exposicéo aos xenobidticos®®.

O figado é considerado o 6rgdo de exceléncia do processo metabdlico,
pela sua abundante concentragdo de enzimas e pela sua localizacdo
anatémica®®. Podemos considerar as reacdes metabdlicas em trés tipos:
metabolismo de fase 1, fase 2 e fase 3. Metabolismo de fase 1 é caracterizado
por reacdes de funcionalizacéo, isto €, adicionar ou revelar um grupo funcional®®.
Processos como oxidacao, reducéo e hidrolise tém o objetivo de aumentar a
polaridade de uma molécula lipofilica, tornando-a hidrofilica®’. O ato de polarizar
uma molécula facilita o processo de excrecdo da mesma através da urina.
Existem, no entanto, situacdes especificas onde estes processos convertem
uma molécula, anteriormente numa forma inativa, na sua forma ativa — o caso

dos profarmacos®.

Responséavel por grande parte das reacfes metabdlicas de fase 1 que
ocorrem no organismo esté a superfamilia de enzimas microssomais designadas
por citocromos P450 (CYP)®2. Este tipo de enzimas encontra-se em abundancia
no figado - no reticulo endoplasmatico liso e nas mitocondrias dos hepatécitos®?
- no trato gastrointestinal, pulmdes e rins%. A sua classificacédo desdobra-se num
sistema de familia e superfamilias, baseando-se na sua sequéncia de
aminodacidos e ancestrais comuns para 0s agrupar taxonomicamente®’. Como é
possivel 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,

respetivamente8”%4,
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Other CYP450s,

\ ' CYP3A4

Figura 21: Abundancia relativa das principais formas de CYP no genoma humano. Adaptado de Almazroo
etal 8.

A expressdo dos CYP é regulada por inimeros fatores e co-fatores,
presentes em varios compartimentos celulares, nlcleo ou citoplasma que podem
atuar como fatores de transcricdo®. Estes fatores podem promover ou inibir a
expressdo de mRNA de genes alvo, aumentando ou diminuindo a sintese
proteica, respetivamente. Existem também substancias exdgenas capazes de
promover inducdo ou inibicdo da expressao genética de enzimas. Um aumento
da expressdo de um gene que codifica uma enzima resulta no aumento da
atividade enzimatica dessa mesma enzima, uma vez que existe uma diferenca
no equilibrio enzima-substrato que favorece a enzima®%%. Da mesma forma,
uma inibicdo da expressdo de um gene que codifica uma enzima resulta na
diminuicdo da atividade enzimatica, uma vez que existe uma diferenca no

equilibrio enzima-substrato que favorece o substrato.

As reacdes envolvidas no metabolismo de fase 2 séo caracterizadas por
reacoes de conjugacdo do substrato (que podem ser uma molécula resultante
do metabolismo de fase 1) com compostos enddgenos hidrofilicos, através de
enzimas transferases. Também estas enzimas estdo sujeitas a indugdo ou
inibicdo da sua expressao genética mediada por substancias endogenas ou
exégenas, provocando alteragbes na sua atividade®. Destas reacbes de

conjugacao resultam moléculas hidrofilicas e mais propensas para excrecao.

A atividade enzimatica também pode ser modificada por alteracdes na
estrutura da proteina, devido, nomeadamente, a variacdo genética. Os mais

frequentes polimorfismos genéticos encontrados no genoma humano sé&o
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polimorfismos de base ou nucledtido Unico (SNPs, single nucleotide
polymorphisms)®’, e consistem na troca de um nucleétido por outro, num
determinado local de um gene, por exemplo a troca de uma citosina (C) por uma
timina (T). E perfeitamente normal ocorrerem trocas de nucleétidos na enorme
extensdo de DNA que constitui 0 genoma, podendo ocorrer em média num racio
de 1:1000 nucledtidos, o que significa que poderado existir aproximadamente 4 a
5 milhdes de SNPs no genoma humano®. Em termos de expanséo, a elevada
incidéncia de determinado polimorfismo numa populacdo pode constituir uma
caracteristica distintiva sobre outra populacéo - tal como SNPs com incidéncias
muito baixas constituem polimorfismos isolados e Unicos, mas que também

carecem de investigacéo, dada a sua importancia clinica%°°.

Um SNP traduz-se na troca de um nucleétido por outro numa determinada
sequéncia, no entanto esta troca nem sempre se traduz numa alteracdo do
aminoécido codificado - mutacao silenciosa - uma vez que o cédigo genético é

redundante!®, isto &, varios coddes codificam para um mesmo aminoacido.

Estimam-se que 50% destas variacfes ocorrem em extensdes de DNA
classificadas como nédo-codificantes!?!. Cerca de 25% dos SNPs localizam-se
em regides codificantes e resultam em mutagbes missense, ocorrendo uma
alteracdo do aminoécido sintetizado. Os restantes 25% dos SNPs classificam-se
como variagBes silenciosas, ndo ocorrendo uma alteracdo do aminoacido
sintetizado®. Os SNPs podem ainda influenciar a expressédo de genes, pela
regulacdo da atividade na regido promotora do gene®. A estabilidade do RNA
mensageiro (MRNA), que € crucial para a totalidade do processo de expressao
genética é também um fator que pode ser influenciado pela presenca de SNPs,
uma vez que no decorrer do processo de traducdo, existem muitas moléculas

gue podem interferir na atividade do mRNA.

Clinicamente, a importancia de SNPs reside no facto de serem forcas
motrizes na variabilidade de resposta a farmacos e xenobioticos, mas também
podem influenciar a propenséo no desenvolvimento de doengcas comuns como a
HTA, obesidade, diabetes mellitus (DM) e até mesmo doencas do foro

psiquiatrico®8:102,
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Pretendeu-se avaliar com o trabalho experimental desenvolvido, dois
SNPs que poderéo estar relacionados com a propenséao para o desenvolvimento
de HTA priméaria por parte da populacao tailandesa, de forma a atribuirem-se
fatores mais claros a etiologia da doenga. Também visa entender de que forma
os habitos tabagicos e a poluicdo ambiental podem exacerbar esta relagédo entre

0s varios fatores que se pretendem estudar.

O oxigénio é um elemento essencial para a homeostasia do organismo,
tem um papel de grande importancia tanto para o metabolismo como para a
correta fisiologia do corpo, uma vez que é necessario para a producao de energia
sob forma de ATP, mas também como cofator/substrato de muitas reacdes
enzimaticas'®. Por ter tamanha importancia no organismo, é expectavel a
existéncia de mecanismos de regulacdo da expressao genética em funcdo dos
niveis de oxigénio, que desencadeiam reacdes de adaptacéo a nivel celular. O
factor induzido em hipoxia (HIF, hypoxia inducible factor) funciona como um
regulador que é ativado quando a concentracdo celular e tecidual de oxigénio

diminui, promovendo a adaptacéo celulari®,.

O HIF pertence a uma familia de fatores de transcricdo heterodiméricos,
e consiste numa unidade alfa - HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a - e uma unidade beta -
HIF-18 ou ARNT (Ah receptor nuclear translocator)'%®. O HIF tem, entre outras
funcdes, a da regulacdo da resposta adaptativa da célula a hipoxial®3106 -

condicdo que tem um papel importante no processo patolégico da hipertensao.

No que toca a oximetria podemos definir quatro estados, por ordem
crescente de concentracdo de oxigénio: Anodxia, Hipdxia, Normoxia e

Hiperoéxia?”.

Dependendo da oximetria, o HIF vai comportar-se de maneira diferente,
como se pode observar na Figura 22. Em normoxia, na presenca de oxigénio, a
unidade alfa liga-se as proteinas de von Hippel-Lindau (VHL), ativando o sistema
da ubiquitina ligase, marcando o HIF com ubiquitina, o que o0 conduz
posteriormente a sofrer degradacdo proteossomall®®. A hidroxilacdo dos
residuos de prolina no HIF é crucial para que a VHL se ligue e é dependente de

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

a regulagédo da atividade transcricional do HIF99,

Quando a célula se encontra em hipdxia, o processo de hidroxilacdo e
degradacéo proteassomal é inibido. Ocorrendo a estabilizacdo da subunidade
alfa (HIF-1a), esta vai ser transportada para o nucleo da célula. Uma vez no
nucleo, vai dimerizar com a subunidade beta (HIF-13), promovendo a transcricdo

de genes alvol®,

Normoxia Hypoxia

(R — @b
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HIF1B P300
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Figura 22: Resumo esquematico do funcionamento da via regulatdria do HIF em condi¢Bes de normdxia
(A) e em condi¢Bes de hipdxia (B). HIF1a — Hypoxia inductible factor 1 alfa; HIF 13 — Hypoxia inductible
factor 1 beta; VHL — Proteinas de von Hippel-Lindau; ub — Ubiquitina; PHD — prolil-hidroxilases; FIH —
Fator inibidor do HIF. Adaptado de Chen et al 1%,

Os genes alvo da regulacdo pelo HIF codificam proteinas envolvidas em
inumeras fungdes, tais como controlo da homeostasia celular do oxigénio,
controlo do consumo de oxigénio e de glicose, producdo de eritrécitos —
eritropoiese -, promoc¢do da angiogénese e controlo da atividade metabdlica

mitocondriall®4,

O HIF-1B esta também relacionado com a via de sinalizacdo do recetor
de hidrocarbonetos aromaticos (AHR, aryl hydrocarbon receptor)!1%11 O AHR é
um fator de transcricdo dependente de ligandos, cuja fungéo € regular a inducéo
de XMEs por compostos quimicos, como por exemplo hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos (PAHS) que, quando se encontram no organismo, S&o
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metabolizados por esses XMEs, sendo ativados e desencadeando o seu
potencial toxico e carcinogénico''?113, O AHR permanece num estado inativo no
citoplasma da célula, onde um conjunto de proteinas (Hsp90, XAP2 e p23)
asseguram a correta conformacédo e estabilizacdo do AHR, prevenindo
potenciais translocacdes para o nicleo!'*. Quando um ligando estabelece uma
ligacdo com o AHR, a estrutura do complexo “AHR-proteinas reguladoras” sofre
mudancas conformacionais e € ativado, ocorrendo a translocagcéo do complexo
para o nucleo. Uma vez no nucleo, ocorre a dimerizagdo com o ARNT, como é

possivel observar na Figura 27110114,

(Y{O) Ligands (TCDD etc.)

K Xenobiotics biotransformation
® ( p23 ( xAP2) SSe
‘ H CYP1A2
Hsp90) sp90) (Y Y _/\
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Nucleus -m]
S Tee i Vs
= "AH ( Poll L \ANANANA/
AT w Transcnption
GISpDiY) \[FoAersassasassanaan R RN e
\-/(—\ \_ XRE “\_  AHRR.CYPIA1,CYPIA2,
Hsp90 CYP1B1 etc

5 TIGNGCGTGA/C-3'

Figura 23: Resumo esquematico do funcionamento da via regulatéria do AHR. AHR — Recetor de
hidrocarbonetos arilicos; p23, XAP2 e Hsp90 — proteinas estabilizadoras; ARNT — Translocador nuclear do
AHR; AHRR — Regulador do AHR; Pol | — DNA Polimerase; XRE — Elemento de resposta a xenobioticos.
Adaptado de Polonikov et al 110,

Posteriormente da-se inicio a inducdo da transcricdo de genes alvo
codificantes de XMEs, pela ligacdo do complexo HIF-1a/HIF-1B/ligando a
sequéncias especificas na regido reguladora a montante do gene alvo!!®. Estas
sequéncias designam-se por elementos de resposta a xenobioticos (XREs,
xenobiotic response elements ou DREs, dioxin response elements). O
reconhecimento do local da regido reguladora é realizado por ambas as partes
do dimero, através de uma sequéncia de nucleétidos especificall®: 5'-
TTGCGTG-3'. Na Figura 24 é possivel observar que o aminoacido R39 do AHR
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reconhece a primeira metade da sequéncia e estabelece trés ligacdes por pontes
de hidrogénio com a guanina (G) e com a guanina (G) complementar a citosina
(C) na cadeia de DNA com sentido 5 —3’. A segunda metade da sequéncia, 5'-
GTG-3’, é reconhecida pelo ARNT, onde ambos os aminoacidos R91 e H94
interagem com um grupo fosfato do DNA e com a base azotada,

respetivamentell’.

Figura 24: Representacao das intera¢des das estruturas de AHR (A) e do ARNT (B) com a regido promotora.
A interacdo 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 dimero e asseguram a
correta orientacdo para que as zonas de reconhecimento se encontrem
corretamente posicionadas®. A orientacdo é assegurada por grupos polares ou
carregados positivamente, que interagem com grupos fosfatos carregados
negativamente, criando corredores estreitos que facilitam a interagdo com a zona
promotora. Na Figura 25, encontram-se resumidamente todas as interacdes do
dimero ARNT - AHR com o DNA.
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Figura 25: Resumo das interagdes entre o ARNT/AHR e o DNA, na regido reguladora. Adaptado de
Watanabe et al 119,

Os genes alvo de regulacéo pelo AHR codificam para XMEs, tais como:
CYP1A1, CYP1A2 e CYP1B1°:115 Este processo, para além de ser regulado
pelo complexo de proteinas que estabiliza o AHR, € também regulado pelo aryl
hydrocarbon receptor regulator (AHRR)}??°. O AHRR ¢é estruturalmente
semelhante ao AHR e ao ARNT, pelo que pode inibir competitivamente o
processo de dimerizagdo, impedindo que a regulagcdo dos genes alvo
acontecall®. O complexo ARNT-AHRR é capaz de se ligar aos XREs presentes

no promotor dos genes XMESs, contudo ndo promove a sua transcricao.

Estudos farmacogendmicos ja descritos na area da hipertensdo, sugerem
que SNPs especificos na via reguladora do AHR podem ter influéncia na
propensdo para o desenvolvimento de doencas do foro CV, sejam SNPs no

proprio gene do AHR, no AHRR, nas desidrogenases ou no ARNT21.122,

No presente trabalho foi analisado um polimorfismo no ARNT,
nomeadamente o C567G (rs 2228099), uma vez que pode ter relevancia na
etiologia da hipertensdo e nado foi estudado extensivamente quanto a sua
relevancia neste assunto. Este polimorfismo caracteriza-se pela troca de uma
citosina (C) por uma guanina (G) na posicao 567, exdo 7, codao 189, do gene

ARNT, localizado no cromossoma 1123,

Este polimorfismo consiste numa variagao silenciosa Val-Val (C > G) uma
vez que, mesmo com a troca de nucleodtidos, o aminoacido incorporado
permanece a valina, ndo ocorrendo alteragéo estrutural da proteina final. Foi, no

entanto, observado um aumento da expressdo!® de mRNA do ARNT em
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individuos com o genotipo heterozigota para a variante (C/G) e em individuos

homozigotas para a variante (G/G), como demonstra a Figura 26.
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Figura 26: Comparacéo da expressdo de RNA mensageiro dos diferentes genétipos do ARNT C567G.
Adaptado de Polonikov et al 110,

Um aumento da expressdo do mRNA do ARNT resultara num aumento da
biodisponibilidade do mesmo na célula, expectando-se uma exacerbacao de
todos os processos por ele regulados. Esta exacerbacdo resultara numa
ativagéo persistente e crénica do complexo ARNT-AHR, resultando na inducgéo
de varias XMEs, como o CYP1Al, CYP1A2 e CYP1B1, refletindo-se num

aumento da atividade enzimética das mesmas?6-124,

Um estudo!® realizado em 2160 individuos, com e sem HTA, de
nacionalidade russa aponta que o SNP do ARNT C567G apresentou,
relativamente a hipertensdo, um odds ratio (OR) de 1,21 para individuos que
apresentavam um genétipo homozigota para a variante (GG), num intervalo de
confianca de 95% (P =0,043). O OR é uma razédo que indica a relacéo entre dois
fatores, isto €, a razdo entre a probabilidade de um evento ocorrer num
determinado grupo em relacédo a outro grupo*?®. Neste caso avalia-se o risco de
um individuo vir a desenvolver HTA quando apresenta 0 SNP C567G do ARNT,
verificando-se que este influencia a predisposicéo para a doencga!*®. 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 variavel se apresenta como um fator

protetort?5:126,
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No presente trabalho foi também analisado um SNP no citocromo P450
1A2 (CYP1A2) na populacdo tailandesa. Em termos taxondémicos, 0 gene
CYP1A2 encontra-se localizado no cromossoma 15 e caracteriza-se por
pertencer a familia 1, subfamilia A, membro 2 dos citocromos P450'%7. O gene
que codifica este CYP tem cerca de 7,8kb, contemplando sete exdes e seis
intrdes, resultando numa proteina com cerca de 515 aminoacidos com um peso
molecular de 58,294 Daltons (Da). Mecanisticamente, o CYP1A2 promove a
catalise da reacdo de hidroxilagcdo em ligacdes carbono-hidrogénio usando
oxigénio molecular (02)'?8. Ocorre a inser¢cdo de um atomo de oxigénio no
substrato e em simultaneo ocorre a reducado para uma molécula de agua (H20)
do outro atomo de oxigénio, através da doacado de dois eletrbes providenciados
pela forma reduzida do fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina
(NADPH). Desta reacao resulta um substrato hidroxilado, obtendo-se agua (H20)

e H* como subprodutos da reagdo!?8129,

Como é possivel observar na Figura 27, o CYP1A2 possui estruturas de
suporte bem como um ndcleo catalitico, onde se posiciona o grupo heme.
Podemos considerar trés estruturas como o centro catalitico da enzima: a Volta

BC, a Hélice | e a Hélice F118,

/ BC loop
( /" [ helix

F helix

Figura 27: Representacdo grafica da estrutura molecular do CYP1A2. Adaptado de Watanabe et al 11°.

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

funcdo é permitir a entrada do substrato no centro catalitico''81°, Na Figura 28
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encontram-se representados os residuos de Leucina (Leu) - Leul16 e Leu261 -
, Acido Aspartico (Asp) — Asp119 — e Asparagina (Asn) — Asn257 localizados no
referido canal. Estes residuos de aminoacidos sdo capazes de estabelecer
interagbes hidrofébicas, tendo influéncia na abertura e fecho do canal e

consequentemente na entrada de substratos®®.

\
\

Figura 28: Conformagé&o dos residuos de aminoacidos que constituem o canal de entrada do substrato.
Adaptado de Watanabe et al 11,

A Hélice F mostrou ter a funcdo de reconhecimento do substrato. Este
reconhecimento deve-se a presenca de um residuo de Fenilalanina (Phe) —
Phe226. A Hélice | contém um residuo de Treonina (Thr) — Thr 321 — localizado
em regibes conservadas do CYP, o que demonstra a sua importancia no
funcionamento da enzima. Este residuo parece ser crucial na interacdo com o

substrato, no processo de transferéncia de eletrées da reacdo catalitica®®.
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Figura 29: Pormenor dos residuos de treonina presentes na Hélice I. Adaptado de Watanabe et al 119,

Observando a arquitetura conformacional do CYP1A2, é constatavel que
0Ss seus substratos sejam moléculas estreitas e planares, com anéis
poliarométicos que consigam encaixar-se na estrutura catalitica 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 esta envolvido na biotrasformacéo de varios
compostos enddgenos’® - melatonina, estrogénios, estradiol, etc. — e também
de compostos exdgenos ou farmacos®®! — clozapina, duloxetina, propranolol, etc.
Em termos de distribuicdo, o0 CYP1A2 é expresso quase exclusivamente no
figado!®?, no entanto foi verificado alguma expresséo do CYP no pulmé&o e no

intestino133,

Neste trabalho, o estudo do CYP1A2 teve como foco a andlise da
prevaléncia do polimorfismo no CYP1A2 C-163A (rs762551) na populagéo
tailandesa. Este polimorfismo caracteriza-se pela troca de uma citosina (C) por
uma adenina (A) e localiza-se na regidao promotora do gene que codifica o
CYP1A2, pelo que nédo se traduz numa alteragdo da estrutura proteica
formada'®*. No entanto, em individuos que apresentam alelos variantes (A)
verificou-se um aumento da inducdo da enzima, constatando-se acréscimo da
atividade enzimatica do CYP1A2 em 1,6x como consequénciatl®lss,
Paralelamente, em individuos ndo fumadores, mas portadores de alelos

mutantes (A), verificou-se um aumento da atividade enzimatica em 1,4x.136
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Individuos portadores do gendétipo (AA), homozigotas para a variante séo,
portanto, considerados metabolizadores rapidos dos substratos do CYP1A2,
enquanto portadores do gendtipo (CC), homozigotas para a referéncia séo
considerados metabolizadores lentos dos mesmos substratos!®’. Podemos
entdo tracar uma relacdo entre a propensédo do desenvolvimento de HTA e o
genotipo do CYP1A2 que um individuo apresenta: alelos (AA) sédo considerados
um fator de risco para o desenvolvimento deste tipo de doencas, pelo aumento
da sua atividade enzimatica, que se traduz num maior numero de substratos
ativos. Por outro lado, alelos (CC) sé&o considerados um fator protetor para o
desenvolvimento de HTA, uma vez que se verifica uma diminuicdo da atividade

enzimatica, traduzindo-se num menor niimero de substratos na forma atival1.

Além do metabolismo dos compostos supracitados, o CYP1A2 participa
na bioativacdo de outros compostos exégenos. Um tipo de compostos mostra-
se particularmente interessante para o assunto estudado neste trabalho: os
PAHs. De forma geral, PAHs apresentam-se como compostos lipofilicos
constituidos por dois a oito anéis de benzeno resultantes da combustdo
incompleta de matéria organica'®®. Embora existam naturalmente no meio
ambiente, pela combustdo de madeira ou pela atividade vulcanica, sé&o
maioritariamente  um subproduto de varias atividades de origem

antropogénical®®,

A sintese destes compostos esta sucintamente esquematizada na Figura
30 e pode ser realizada a partir de hidrocarbonetos saturados em condi¢des
deficientes de oxigénio*?. Mecanisticamente os dois principais processos de
sintese que explicam a formag&o de PAHSs s&o a pirossintese e pirolise. Quando
a reacdo atinge os 500 °C, ocorre a cisdo da ligacdo carbono-hidrogénio e
carbono-carbono, formando radicais livres'#%141, Estes radicais combinam-se
com acetileno, condensando a estrutura aromatica caracteristicas dos PAHS,

estrutura que também confere resisténcia a reacdes de lise por calor a molécula.
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Figura 30: Sintese de PAHSs por processos de pirossintese e pirélise a partir de hidrocarbonetos saturados.
Adaptado de Ravindra et al 140,

Uma vez que apresentam lipofilicidade, tém a capacidade de atravessar
facilmente a membrana celular por um processo de difusdo passival#?. Apos
metabolismo da forma inativa dos PAHS, estes compostos encontram-se na sua
forma ativa e exercem os seus efeitos, no Quadro 6 resumidos!*:. O
metabolismo destes compostos resulta em compostos reativos fendlicos,

catecois e quinonas.

Aumento dos processos de coagulacdo sanguinea
Aumento do risco de trombose
Aumento da pressao arterial
Disfuncao endotelial e da homeostasia do calcio
Inflamacao local e sistémica

Desregulacao do desenvolvimento cardiovascular

Aumento do desenvolvimento de células espumosas

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

A exposicdo a PAHs pode desencadear processos inflamatérios nas
células do endotélio ou no pulméo, causadas pela inducdo e libertacdo de
citocinas#4. Como foi mencionado anteriormente, o processo inflamatério € uma

condicionante muito negativa na formacdo da placa aterosclerética, pela
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aceleracdo do processo como um todo*. Outra forma em que os PAHs estédo
envolvidos diretamente no agravamento da formacédo da placa aterosclerotica €
através da formacdo de espécies reativas de oxigénio*3. Ocorrem reacdes de
reducdo nas LDL e, como consequéncia, cria-se um ambiente propicio a
formacdo de células espumosas e a deterioracdo do endotélio*346. Estudos
apontam que inalacdo de particulas de fumo proveniente de combustdo de
madeira esta associada a um aumento da aderéncia de mondcitos as células
endoteliais'*®>, com um aumento da migracdo para o subendotélio de células

responsaveis pelos processos inflamatorios.

Também foram verificadas alteracfes anatomicas e fisiologicas ao nivel
do coracdo, observando-se disfuncdo cardiaca e dilatacdo ventricular
esquerda'?®, caracterizada por dilatacdo do miocardio e consequente
estreitamento do mesmo. Esta patologia culmina com o aumento do volume do
ventriculo e, pelo aumento do espacgo ventricular, o musculo cardiaco néo
consegue realizar uma correta contragéo, verificando-se um comprometimento

da distribuicdo de sangue pelo corpo'4’.

A homeostasia do calcio na sua forma iénica, importante regulador da
correta permeabilidade das células endoteliais e do processo aterosclerético??,
também é afetada pela exposicdo a PAHSs. Verificou-se que, apdés contacto e
inalacédo de PAHS, ocorria um aumento da concentracéo de Ca?* no interior das
células endoteliais face ao normal*#®149, Este aumento de concentracdo parece
estar envolvido com a inibicdo dos recetores $2-adrenérgicos, impossibilitando
o efluxo de célcio. Foi também verificado uma dessensibilizacdo dos recetores
B2-adrenérgicos para a epinefrina e, em contraste, uma grande afinidade para
PAHSs (Kd = 10 nM)*%0,

Os PAHs podem surtir efeito direto na PA de um individuo, através da
interacdo com o Oxido nitrico sintetase endotelial (eNOS). Verificou-se uma
inducdo da HTA mediada pela inativacdo das funcdes do eNOS, importante
regulador do ténus vascular e da PA1152_ |nibindo a atividade do eNOS, ocorre
a supresséao da vasodilatacdo atraves do ciclo do NO, resultando num aumento
da PA e do tonus vascular*®. Estudos revelaram ainda que PAHs podem ter
influéncia na alteracdo dos padrbes 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 exposicdo a PAHs e as suas estruturas moleculares.

TCDD

Estrutura
Molecular

Efeitos

Referéncias

Bo8od
Cl O Cl

Cardiomiopatias;
Lesoes
Cardiacas;
Aterosclerose;
Aumento do risco
CcVv

153-157

Aumento da
[Ca?*] no
. . ‘O endotélio;
1-nitropireno NO, N 158,159

O‘ Inducéo de
citocinas pro-
inflamatorias
Inducgéo de
citocinas pro-
inflamatorias;

Benzo(a)pireno

Aumento do risco
de ataque
isquémico;

Inducdo do AhR;
Promocéo da

aterosclerose;

Aumento da
acumulacgao
lipidica nos
macrofagos;
Aumento do
influxo de

monaocitos para o

endotélio;

159,160,169,170,161—

168
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Aumento da

[Ca?*] nas células

do endotélio
_ _ _ ‘O Aumento da PA
3-hidroxibenzo(a)pireno OH S 171,172
OO‘ diastolica
3- Aumento da PA
171,173
hidroxibenzo(a)antraceno diastdlica

‘ Aumento da
Benzo(e)pireno OO [Ca2*] nas células 167,168,174
’O do endotélio

6 Aumento da
Pireno C O [Ca?*] nas células 168,175,176
O do endotélio

Tabela 1: Sumério dos efeitos no organismo resultantes da exposi¢@o a PAHs especificos.

Para além da exposicdo a PAHs provenientes de habitos tabagicos
passivos e ativos, existem também exposicdo quotidiana e rotineira através da
inalacdo de particulas aéreas provenientes de varias atividades de origem
antropogénical3®140 A deterioracdo da qualidade do ar na Tailandia tem
mostrado ser um problema recorrente e dificil de combater, uma vez que é uma
tematica cuja discussdo se tem arrastado ha varios anos, com varios estudos
publicados’*177. Muito deste decréscimo da qualidade do ar prende-se com os
efeitos de fogos florestais, combustdo de biomassa e de outros residuos
provenientes da atividade do setor agropecuario!’®. Para além disso, emissdes
de PAHSs provenientes de trafego de veiculos, atividade industrial e aquecimento

de domicilios sdo também parte do problema.

Os niveis de poluicdo que se verificam no territério tailandés seguem
padrdes previsiveis, acentuando a presenca da sazonalidade da mesma. Em
Bangkok, capital da Tailandia, registaram-se os niveis mais altos de poluicdo
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entre novembro e fevereiro, verificando-se esta repeticdo ano ap6s ano'’®. O
método mais comum para avaliar a qualidade do ar é o indice de Qualidade do
Ar (AQI)80, Este indice é baseado na medicdo da emisséo de particulas inalaveis
com diametro inferior a 2,5 ym (PMz25) e 10 ym e (PMio), ozono, didxido de
nitrogénio, diéxido de enxofre e mondéxido de carbono!®l. O AQI esté dividido em
seis escalbes, com grau crescente de severidade no que concerne a qualidade

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

E possivel observar a olho nu os efeitos da poluicdo no ambiente
tailandés, onde pequenas particulas suspensas no ar formam uma névoa que
sobrevoa algumas das cidades mais poluidas!’®. Devemos, no entanto, entender
que nem todas as fontes destas particulas ttm a mesma importancia em todas
as regides do pais — nas cidades, a combustdo de combustiveis fésseis por parte
de veiculos e da inddstria tem um papel muito maior na contribuicdo da
poluicdo!’’, do que em zonas mais rurais, onde as atividades do setor agrario
tém uma quota-parte maior do problema'’®. Na Figura 31 é possivel observar os
niveis de PMzs registados na zona de Bangkok entre julho de 2019 e junho de
2020.

— PM2.5
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g 40 h‘,
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Figura 31: Registo dos niveis de PMz 5 na regido de Bangkok entre julho de 2019 e junho de 2020. Adaptado
de Fotiou et al 179,

Os niveis de PM2;5 na regido de Bangkok nunca se encontram em niveis
considerados 6timos'’®, estando no minimo em niveis moderados acima do
recomendado, sendo que o valor da concentracdo média anual de PMz s registou
os 22.8 ug/m318, Verifica-se ainda que, entre novembro e marco os valores se
encontram numa situacao critica. Este grafico é, portanto, um indicativo de que
o fator ambiental na propenséo para o desenvolvimento da HTA na populacao

tailandesa tem uma importancia 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 pais, a Tailandia encontra-se entre os 106 paises
mais poluidos no ano de 2020, segundo a escala AQI, ocupando a 342 posicéo,
com um indice médio nacional de 70, correspondendo a um risco moderado?®2,
Analisando os extremos, verificou-se que a cidade mais poluida segundo a
escala de AQI € a cidade de Mueang Lamphun, com valor de AQI de 174,
correspondendo a uma concentracao de PM2,s de 101 pug/ms3. A cidade menos
poluida segundo a escala de AQI é a cidade de Satun, com valor de AQI de 33,

correspondendo a uma concentracdo de PMz2;5 de 8 pg/ms.
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2. Métodos Laboratoriais

2.1. PCR-RFLP

De modo a caracterizar a frequéncia de polimorfismos nos genes ARNT e
CYP1A2 na populacao estudada, foram desenhados e otimizados métodos de
genotipagem para cada um dos single nucleotide polymorphism (SNPSs)
relevantes para o estudo em causa. Foi usada a técnica de PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), que
consiste na juncdo de varias técnicas: PCR, andlise de restricdo e

eletroforesel83,

PCR, Polymerase Chain Reaction, € uma técnica sobejamente utilizada em
biologia molecular com a finalidade de amplificar varias copias de uma regiao
especifica do DNA, in vitro'®*. O DNA amplificado por PCR pode ter diversas
finalidades, entre elas a sua sequenciacao, visualizacao por eletroforese em gel,

ou clonagem num plasmideo.

Na Figura 32 encontram-se representadas as trés etapas basicas no processo
do PCR:

Desnaturacdo: com a finalidade de separar as cadeias complementares
do DNA, aquecemos a solu¢éo até uma temperatura de 94-96 °C, obtendo assim
duas cadeias de ssDNA (single strand DNA) que servirdo de molde para as
etapas seguintes'®, Esta separacdo da-se através da quebra das ligacdes por
ponte de hidrogénio entre as bases complementares do DNA. A desnaturacéo
inicial tende a ser mais morosa do as deshatura¢cdes que ocorrem nos ciclos

seguintes.

Hibridac&o: etapa que especifica qual a regido do DNA que se pretende
amplificar. Esta especificidade é proporcionada pelos fragmentos iniciadores
(primers) utilizados na reagéo, que sédo complementares a zonas especificas da
regido do DNA que se pretende amplificar'®’. Ao diminuir a temperatura da
reacao, é favorecida a formacéo de pontes de hidrogénio entre os primers e as
zonas complementares presentes no DNA molde. Normalmente séo adicionados

primers em grande concentracdo, de forma a aumentar a probabilidade de
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ligacdo a zona complementar pretendida para a amplificacdo, ao invés das
sequéncias ssDNA voltarem a hibridar uma com a outral®, A temperatura de

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

Extensdo: nesta etapa, a temperatura da reacdo € novamente elevada,
de forma a estender ou copiar as regides de dsDNA formadas pelo ssDNA da
amostra juntamente com os primers'®, Para isso é utilizada uma DNA
polimerase que, quando se liga na regido 3’ dos primers, move-se pelo DNA no
sentido 5 — 3’ adicionando os nucleétidos complementares a cadeia de DNA da
amostral®, Esta etapa pode variar quanto a 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 padrao de 72 °C, que corresponde a

temperatura 6tima de atividade da Taq polimerase®®.

\L Desnaturacéo (94-96°C)

L Hibridacéo
Este ciclo
repete-se
entre 25 e
l Extensé&o (72°C) 35 vezes
'_I_llllE_"_'_J_j_,I_)
CTTTTTTTITITITTTTT

l

TTOT T ITT ORI T T

Apos 1 ciclo, o numero
de copias do fragmento
de DNA duplicou
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Figura 32: Representacéo das etapas de um ciclo de PCR. Adaptado de Wang et al 184,

Apbs n ciclos (entre 25 e 35), obtém-se 2" cdpias do DNA da amostra que
se pretende estudar'®2, O padrdo de crescimento exponencial segue a seguinte

sequéncia, como mostra a Figura 33.

/ ™, <
\ e < —
Sy _-~7 T
~
Ciclo: 1 2 3

Figura 33: Padrao de amplificac@o exponencial das copias de DNA obtidas em cada ciclo de PCR. Adaptado
de Wang et al 184,

Para que esta reagéo ocorra, necessitamos de alguns componentes que
vao constituir a mistura reacional. A Taq polimerase e 0s primers anteriormente
mencionados sdo apenas alguns desses componentes, cujas caracteristicas sdo
essenciais para que o resultado final da reacao seja o pretendido. Vejamos entdo

que componentes sao estes:

Tal como na replicacdo 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 amostra’®3, Nos primérdios do desenvolvimento da técnica
de PCR, o facto da reacéo ter varias flutuacdes 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 impossivel, uma vez
que iria desnaturar, inativando-se'®l. Por este motivo, usa-se tipicamente uma
DNA polimerase - Tag polimerase - resistente ao calor isolada a partir de
bactérias termofilicas, Thermus aquaticus (Figura 34), que habitam nas fontes
termais do Parque Nacional de Yellowstone (Estados Unidos da América) 193,
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Figura 34: Thermus aquaticus. Adaptado de Jackson et al 1%,

Anteriormente, na fase de hibridacdo, foi mencionado que a
especificidade da zona que se pretende amplificar deriva dos primers
utilizados!8. Os primers nada mais séo do que sequéncias curtas de sSDNA com
cerca de 20 nucleétidos de comprimento, podendo variar. Sdo usados 2 primers
— forward e reverse - em cada PCR, especificamente desenhados para
flanquearem a regido de interesse que se pretende amplificar'®. Uma vez
emparelhados com a sequéncia da amostra, permitem a ligacdo da Taq

polimerase, que ira exercer a sua funcao.

Para formar novas sequéncias de dsDNA a partir de uma sequéncia de
ssDNA da amostra, a Taq polimerase necessita de um meio rico em
desoxirribonucleétidos fosfatados (dNTPs)!84, cuja estrutura molecular se
encontra representada na Figura 35. Estes nucleétidos irdo servir como 0s
blocos de construcédo das novas cadeias de dsDNA e sédo formados por uma
base azotada (Adenina, Citosina, Guanina e Timina), uma ribose (desoxirribose)

e trés grupos fosfato!,
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Figura 35: Representacao da estrutura molecular dos dNTPs. dATP - desoxiAdenosina Trifosfato; dCTP -
desoxiCitidina Trifosfato; dTTP - desoxiTimidina Trifosfato; dGTP - desoxiGuanosina Trifosfato. Adaptado
de Ménoma et al 1,

E necessario criar um ambiente propicio ao funcionamento e otimizag&o
da atividade da Taq polimerase, para tal o PCR decorre numa solucéo contendo
um tampéo e sais*®. A grande maioria dos tampdes para PCR incluem na sua
constituicdo tris(hidroximetillaminometano.HCI (Tris-HCI) e Cloreto de Potassio
(KCI), cuja funcéo é manter o pH da solucdo estavel durante a reacdo, uma vez

que flutuacGes podem interferir na atividade da Taq polimerase!.

Também € adicionado cloreto de magnésio (MgClz) a mistura reacional,
uma vez que é um co-fator necessario a atividade da Taq polimerase!®’. No
entanto, para grandes concentracbes de MgClz, ocorre um decréscimo na
especificidade, correndo o risco de amplificar locais que n&o séo os desejados
para o trabalho laboratorial em causa. Este sal também tem a funcdo de auxiliar
os primers na fase de hibridac&o, uma vez que ao ligar-se aos grupos fosfato do
DNA, com carga negativa, diminui a repulsdo eletrostatica entre as cadeias de
DNA molde e os primers'®, Para além de garantir a estabilidade, o tampéo

também deve conferir densidade a mistura reacional, de modo a facilitar o

carregamento das amostras num gel de agarose para eletroforese!®,

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 cientificos significa o
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movimento de moléculas como DNA, RNA ou proteinas por acdo de um campo
elétrico através de um suporte, neste caso um gel de agarose?®. Através deste
procedimento é possivel separar fragmentos de DNA em funcdo da sua
dimensdo. Numa tina de eletroforese existem dois polos, negativo e positivo, que
criam um diferencial de cargas nas extremidades da tina?%!. Esta diferenca de
cargas cria uma corrente elétrica, responsavel pela separacdo das moléculas
através das suas caracteristicas: tamanho e carga?®?. Moléculas com carga sdo
atraidas para o polo com carga oposta, isto €, moléculas carregadas
positivamente irdo deslocar-se para o polo negativo e vice-versa. Em moléculas

com carga neutra nao se observa movimento.

Nos estudos com DNA, uma vez que este possui carga negativa pela
presenca do grupo fosfato, as moléculas vdo deslocar-se no sentido do polo
positivo?®3, Numa situacdo em que ndo existissem obstaculos, os fragmentos de
DNA mover-se-iam sensivelmente a mesma velocidade em direcdo ao polo
positivo. Este resultado ndo é favoravel, uma vez que se pretende a seriagdo dos
fragmentos por tamanho, para tal € usado um gel de agarose com caracteristicas
porosas?®*. Quando os fragmentos de DNA atravessam 0s poros e canais do gel,
fragmentos com tamanho reduzido irdo ter menor dificuldade em deslocar-se,
sendo que fragmentos com maiores dimensodes irdo 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 po¢os onde serdo
colocadas as amostras para a eletroforese. Neste processo, o tampéao utilizado
continha uma substancia que aumentava a densidade da mistura reacional, de
forma que as amostras, uma vez colocadas no gel ndo se diluissem no tampao
de eletroforese?®6. A visualizacdo dos fragmentos de DNA no gel depende da
presenca de um corante fluorescente, de forma que o resultado possa ser
observado a luz ultravioleta (UV): 100-400 nm. Este composto pode ser
incorporado no gel quando da sua preparacdo, adicionado as amostras ou

utilizado para corar o gel apos a eletroforese.
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Figura 36: Representacdo 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 2%7,

Observando um gel, fragmentos de DNA com 0 mesmo comprimento
formam uma "banda" no gel?%’. Em cada banda alojam-se milhdes de fragmentos
de DNA, gue se deslocaram a mesma velocidade através do gel devido ao seu
tamanho similar. Bandas mais proximas do polo positivo representam
fragmentos de DNA de menor tamanho do que bandas mais proximas do polo
negativo®®®. De forma a obter-se uma melhor estimativa para o tamanho dos
fragmentos observados, aplicam-se no gel, em simultdneo com as amostras, um
marcador de massa molecular, uma mistura de fragmentos de DNA cujo

tamanho foi previamente determinado, como esta representado na Figura 36.

2.3. Andlise de Restricdo dos Fragmentos Amplificados

Os métodos laboratoriais utilizados no ambito deste trabalho incluiram um
passo adicional ao PCR: a digestado dos fragmentos de DNA obtidos com uma
enzima de restricdo. Enzimas de restricdo sao proteinas sintetizadas por
bactérias e isoladas em laboratério, cuja funcéo é clivar fragmentos de DNA com
sequéncias especificas?®. Cada enzima de restricdo reconhece uma pequena
sequéncia de nucledtidos, clivando-as em dois fragmentos de dsDNA. Uma vez
que a presenca de um polimorfismo pode afetar o reconhecimento dessa
sequéncia pelo enzima de restricdo, esta analise permite a distingdo entre

fragmentos de DNA com ou sem a variacdo que se pretende analisar, sendo
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possivel a determinacdo do gendtipo do individuo dador para esse local

polimorfico.

Esta metodologia, designada por PCR-RFLP tem diversas vantagens: é
de facil execucdo, relativamente barata, ndo tem limitacdo quanto ao tamanho
dos fragmentos a utilizar e é altamente especifica para o polimorfismo a analisar.
E ainda capaz de distinguir entre individuos homozigéticos ou heterozigéticos

numa populagéo?*0.

2.4. Participantes

Este estudo contou com a participacdo de individuos de uma amostra da
populacao Tailandesa (n=72). Amostras de sangue periférico foram obtidas por
puncéo digital, apds declaracéo escrita de consentimento informado por parte de
todos os participantes, cujo anonimato foi garantido. Cada amostra foi
depositada em papel de filtro e, ap6s secagem, armazenada sob vacuo. Na fase
de otimizacao dos protocolos de genotipagem, utilizou-se DNA preparado a partir
de amostras de sangue recém obtidas. Analisaram-se neste estudo amostras
disponiveis no &mbito de projetos em curso no Laboratério de Farmacogendmica
e Toxicologia Molecular (CCMAR/CBMR).

2.5. Procedimento Experimental

2.5.1. Extracdo de DNA

No caso das amostras em papel de filtro, uma pequena porcao do papel de
filtro impregnado com a amostra foi colocada num eppendorf, adicionando-se
200 pL de agua milliQ autoclavada para que se desse a ressolubilizacdo do DNA.
Uma aliquota desta solucdo de DNA foi utilizada para o procedimento de

genotipagem.
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No caso das amostras recém-obtidas, a 5ul de sangue foram adicionados
1000 pl de agua milliQ autoclavada, tendo-se centrifugado durante 1 minuto, a
cerca de 10,000qg, de forma a eliminar a hemoglobina, uma vez que esta interfere
no PCR2?, Apés eliminar o sobrenadante, ao sedimento celular foram
adicionados 20 uL de hidréxido de sodio a 0,2 M (NaOH). Realizou-se assim uma
lise alcalina, que rompe a parede celular, permitindo que o DNA fiqgue em
solucdo?'?. Apds repousar a temperatura ambiente, adicionou-se 180 L de Tris-

HCI (pH 7,5) de modo a neutralizar o meio.

2.5.2. Teste de genotipagem PCR-RFLP para o SNP ARNT C567G

A reacgdo para a identificacdo do SNP ARNT C567G decorreu num volume

total de 25 L, tendo a mistura reacional a composicéo presente na Tabela 2.

Tampéoé(jfc;;'gq Green 5,00 L 5x 1%
dNTP 2,50 yL 10,0 mM 1,0 mM
Primer FW 0,375 uL 50,0 uM 0,75 uM
Primer RV 0,375 puL 50,0 uM 0,75 uM
DNA genomico 10,0 pL 10 ng — 500 ng -
Taqg DNA polimerase 0,20 pL 5,0 U/5pL 0,04 U/uL
H20 4,05 uL = =
MgClz 2,50 yL 25,0 mM 2,50 mM

Tabela 2: Constituintes da mistura reacional para a caracterizagéo do polimorfismo ARNT C567G.

Os primers utilizados para amplificar o fragmento de DNA possuiam as

seguintes sequéncias:

e ARNT C567G Primer forward (pFW):

5-CTTACGGAGAGATGCATGTGGCCTG-3' (%ce = 56,0%)

e ARNT C567G Primer reverse (pRV):

5-TGCACCTGATCATAGAGTGTGC-3’ (%cc = 50,0%)
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O PCR foi realizado sob as condi¢des apresentadas na Tabela 3.

Desnaturacao inicial

Tabela 3: Condi¢des experimentais do termociclador (Tpersonal (Biometra™)) no processo de PCR para a
caracterizagdo do polimorfismo ARNT C567G.

Ap6s amplificacdo, para cada amostra, o produto de PCR foi digerido com
uma enzima de restricdo, BsmAl (10 U/uL, ThermoFisher Scientific™) através do
seguinte procedimento: para um tubo eppendorf foram transferidos 10,0 uL de
produto de amplificacdo, aos quais se adicionou 10 yL de mistura reacional,
perfazendo um volume final de 20 pL. A mistura reacional foi preparada de

acordo com a Tabela 4.

BsmAl 10 U/uL

Tabela 4: Mistura reacional para digestao enzimatica 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 °C durante cerca
de 16 horas e posteriormente foi incubada a 80 °C durante 20 minutos de forma

a desnaturar a enzima de restricao.

A preparacao das misturas reacionais descritas na Tabela 2 e na Tabela
4, foi realizada sob a forma de uma master mix, contendo 0s reagentes
necessarios ao total das amostras em analise, de forma a reduzir os erros de

pipetagem e a variabilidade inter-amostra na sua composigao.

2.5.3. Teste de genotipagem PCR-RFLP para o SNP CYP1A2 C-163A

A reacdo para a identificacdo do SNP CYP1A2 C-163A decorreu num
volume total de 25 L, a composicdo da mistura reacional encontra-se na Tabela
5.

Tampéoé(j;;’gq Green 5,00 plL 5y 1x
dNTP 2,50 pL 10,0 mM 1,0 mM
Primer FW 0,25 L 50,0 pM 0,50 pM
Primer RV 0,25 pL 50,0 uM 0,50 uyM
DNA genémico 10,0 pL 10 ng — 500 ng -
Tag DNA polimerase 0,20 uL 5,0 U/5uL 0,04 U/uL
H20 4,80 pL - -
MgClz 2,00 pL 25,0 mM 2,0 mM

Tabela 5: Constituintes da mistura reacional para a caracterizagédo do polimorfismo CYP1A2 C-163A

Os primers utilizados para amplificar o fragmento de DNA possuiam as

seguintes sequéncias:
e CYP1A2 C-163A Primer forward (pFW):
5-ATACCCAGCATGCATGCTGTGC-3' (%ce = 54,55%)

e CYP1A2 C-163A Primer reverse (pRV):
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5-CTGGGACAATGCCATCTGTACC-3' (%ce = 54,55%)

O PCR foi realizado sob as condi¢des apresentadas na Tabela 6.

Desnaturacio inicial 94 120
Desnaturacao 92,5 20 a 30 (a)
Hibridacao 68 a 64 (n) 30
Extensao 72 30 a45 (g

(35 ciclos)
Extensao final 72 120
Hold 4-10 -

Tabela 6: Condi¢Bes experimentais do termociclador (Tpersonal (Biometra™)) no processo de PCR para a
caracterizacdo do polimorfismo CYP1A2 C-163A. (a): 5 ciclos iniciais com 20 s de desnaturacdo, os
restantes ciclos com 30 s; (b): touchdown - decréscimo de 1 °C a cada 5 ciclos nos primeiros 15 ciclos,
depois decréscimo de 1 °C a cada 10 ciclos nos seguintes 20 ciclos; (c): 15 ciclos iniciais com 30 s de
extenséo, depois 10 ciclos com 40 s de extensdo e depois 10 ciclos com 45 s de extensao.

Apb6s amplificacao, para cada amostra, o produto de PCR foi digerido com
uma enzima de restricdo, Mval (10 U/uL, ThermoFisher Scientific™) através do
seguinte procedimento: para um tubo eppendorf foram transferidos 10,0 uL de
produto de amplificacéo, aos quais se adicionou 10 pyL de mistura reacional, para
um volume final de 20 yL. A mistura reacional foi preparada de acordo com a
Tabela 7.

1x

H20 7,5
Tampao Tango 10x 2,0
Mval 10 U/uL 0,5

Tabela 7: Mistura reacional para digestdo enzimatica 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 °C durante cerca
de 16 horas e posteriormente foi incubada a 80 °C durante 20 minutos de forma

a desnaturar a enzima de restricao.

A preparacao das misturas reacionais descritas na Tabela 5 e na Tabela
7, foi realizada sob a forma de uma master mix, contendo 0s reagentes
necessarios ao total das amostras em analise, de forma a reduzir os erros de

pipetagem e a variabilidade inter-amostra na sua composigao.

O restante procedimento foi semelhante para os dois polimorfismos
analisados. Foram pipetados 10,0 yL de cada amostra digerida para um pocgo
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.
Concluido o processo da eletroforese, deu-se o inicio do procedimento de
coloracdo do gel por GreenSafe (NZYTech). A coloragdo do gel foi realizada
numa tina contendo tampao TAE e GreenSafe em propor¢céo de acordo com o
manual de boas praticas do corante?'3, Este corante liga-se aos acidos nucleicos,
emitindo fluorescéncia na ordem dos 530nm quando ligado ao DNA, permitindo
observar a localizagdo das bandas sob luz UV. O gel é corado sob agitacéo
durante 30 min, sendo posteriormente observado no transiluminador de UV
(Alphalmager, Innotech).
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3. Resultados e Discusséao

3.1. ARNT C567G

Através da observacao dos géis de agarose sob a luz UV podemos aferir
trés gendtipos nos individuos que constituem a nossa amostra: homozigotas
para a referéncia (C/C), heterozigotas (C/G) e homozigotas para a variante
(G/G). Nos individuos cujo gendtipo é (C/C) é de esperar duas bandas no gel
com aproximadamente 187 e 74 pares de bases (pb), respetivamente. Nos
individuos com o gendtipo (C/G) esperam observar-se trés bandas no gel com
261pb, 187pb e 74pb. Nos individuos heterozigotas, a banda com 261pb
representa o alelo com G, enquanto as bandas com 187pb e 74pb representam
o alelo com C. Para os individuos cujo genétipo € (G/G) espera observar-se

apenas uma banda com 261pb.

A enzima de restricdo utilizada na digestdo dos fragmentos de DNA para
o polimorfismo ARNT C567G, a BsmAl cliva fragmentos que contenham a
sequéncia 5-GTCTCNY-3’, como é o caso da sequéncia de referéncia neste
polimorfismo: 5’-GTCTG-3’ — ao reconhecer esta sequéncia, cliva o fragmento
de DNA em dois. No caso da sequéncia com o polimorfismo (5’-CTCTG-3’), uma
vez que o G é substituido por um C, a enzima nao vai reconhecer a sequéncia e
nao vai exercer a sua funcdo, permanecendo com fragmentos intactos de
dsDNA.

A nossa amostra era constituida por 72 individuos (ntotai= 72). NO processo
de amplificacdo constatou-se que 10 amostras ndo amplificaram sendo que, para
efeitos estatisticos, a populacdo em estudo € constituida por 62 individuos
(namplificados= 62). Como se pode observar na Tabela 8, identificaram-se 20
individuos como homozigotas para a referéncia (C/C), 16 como heterozigotas

(C/G) e 26 individuos como homozigotas para a variante (G/G).
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C/C C/G G/G
20 16 26

Tabela 8: Caracterizagdo genotipica dos individuos incluidos no estudo do polimorfismo ARNT C567G.

Podemos definir alelos como as variantes de genes localizados numa
mesma posi¢cdo ou locus num cromossoma, sendo herdados dois alelos para
cada gene, 1 de cada progenitor. Cada par de alelos representa um genotipo
especifico de um gene, podendo refletir-se em determinados fendtipos nos
organismos. Uma forma de perceber a incidéncia de uma variante genética numa
populacédo é através do calculo da frequéncia alélica dessa mesma variante?!4.
O calculo da frequéncia alélica (FA) para o alelo variante (G) foi realizado com

recurso a Equacéo 4215;

A= n° de individuos (G/G)%2 + n° de individuos (C/G) Equacdo 4

Namplificados % 2

Na Tabela 9 encontram-se representados os resultados dos calculos da
frequéncia alélica para a variante (FAc) de 54,8% e o valor da frequéncia alélica
para a referéncia (FAc) de 45,2%. Observou-se que, para a nossa populacao

(n=62), mais de metade dos individuos apresentava o alelo variante.

C G
0,452 0,548
45,2% 54,8%

Tabela 9: Frequéncias alélicas determinadas para o polimorfismo ARNT C567G na populagdo em estudo.

De forma a perceber a distribuicdo genotipica nesta populacao, foi
também avaliada a incidéncia de cada um dos trés gendtipos possiveis para o
SNP ARNT C567G, através do célculo da frequéncias genotipicas. Os resultados

estéo representados na Tabela 10.
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C/C C/IG G/IG

0,323 0,258 0,419

32,3% | 25,8% 41,9%

Tabela 10: Frequéncias genotipicas determinadas para o polimorfismo ARNT C567G na popula¢do em
estudo.

Na amostra populacional utilizada no trabalho experimental, verificou-se
gue a maioria das amostras era homozigota para a variante (G/G), constituindo
41,9% da amostra. O segundo gendtipo mais prevalente na amostra
corresponde ao gendtipo homozigota para a referéncia (C/C), constituindo 32,3%
da amostra. Estes dados corroboram a frequéncia alélica da variante, uma vez

que 67,7% dos individuos eram portadores de alelos variantes.

Para o SNP estudado, existem apenas dois alelos possiveis: a referéncia
(C) e a variante (G). Sabendo isto, a soma das frequéncias alélicas tem
obrigatoriamente de constituir 100% da populacdo?®, como é evidenciado na
Equacéao 5.

FAc+ FAc =1,0 Equacdo 5

Uma vez que as amostras pertencem a organismos diploides, teremos de
elevar toda a equacéo ao quadrado?'’, como podemos observar na Equacéo 6,
€ no seu respetivo desenvolvimento.

(FAc + FAg)? = 1,02
Equacéo 6

& CC*+ 2CG +GG*=1,0

Estas equacdes sdo as premissas da teoria genética populacional de
Hardy-Weinberg, amplamente utilizadas com o propdsito de estudar a variacao

genética numa populacdo em equilibrio, isto é, a variacdo genética numa
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populacdo devera manter-se constante de geracdo em geracao na auséncia de
fatores disruptivos?'®. Entendam-se como fatores disruptivos todas as variaveis
que tenham a capacidade de influenciar mudancas ou viés no equilibrio:
mutacgdes, selecdo natural, acasalamento ndo aleat6rio, deriva genética ou
migracdo de novos alelos no pool genético?!®. Selecdo natural / acasalamento
nao aleatorio perturbam o equilibrio ao introduzirem um viés preferencial que
afeta as frequéncia genotipicas na populacdo, uma vez que certas

caracteristicas se demonstram mais vantajosas nos organismos que as detém.

A lei também tem como premissa uma populacdo numerosa, uma vez que
em populacdes mais diminutas podem ocorrer, ao acaso, sobreposi¢cées nas
frequéncias alélicas para um determinado gene, ocorrendo deriva genética®?°.
Quando o acasalamento é aleat6rio numa populacdo grande sem fatores
disruptivos, a lei de Hardy-Weinberg prevé que tanto as frequéncias genotipicas
como as frequéncias alélicas se mantenham constantes??l. De notar que,
mesmo ndo se conseguindo aplicar na totalidade a uma situagéo real, a lei de
Hardy-Weinberg constitui uma aproximacgao muito fidedigna, marcando-se como

uma ferramenta muito Util nos estudos populacionais até aos dias de hoje?!’.

Na Equacdo 6 vemos representadas as trés possibilidades genotipicas
para este SNP, sendo que CC? (ou p?) representa a probabilidade de um
individuo ser homozigota para a referéncia, 2CG (ou 2pq) representa a
probabilidade de um individuo ser heterozigota e GG? (ou g?) representa a
probabilidade de um individuo ser homozigota para a variante?6221, Na Tabela
11 entdo calculadas as frequéncias genotipicas esperadas/previstas pela lei de

Hardy-Weinberg.
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ph2 2pq qr2
020 | 0,50 0,30
20% | 50% 30%

Tabela 11: Frequéncias gendtipicas esperadas para o polimorfismo ARNT C567G na populacdo em estudo.
p — Frequéncia alélica da referéncia; q — frequéncia alélica da variante.

De forma a perceber o significado estatistico dos resultados, foi realizado o
teste do x?, verificando se ocorreram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg.
Na Tabela 12 encontra-se o valor obtido de ¥? foi calculado com recurso a

Equacdo 7, com 2 graus de confianca, uma vez que existem 3 genétipos
possiveis.

2
2=z (Freq. Obs — Freq.Esp)
Freq Esp

Equacéo 7
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Freq. Esp | Freq. Obs

4,278 7,046 2,901

R

14,225

Tabela 12: Teste do x? aplicado ao polimorfismo ARNT C567G. Freq. Obs — Frequéncias genotipicas
observadas em propor¢cdo com a amostra (n=62); Freq. Esp — Frequéncias genotipicas observadas em
proporcéo com a amostra (n=62)

Para um grau de confianca de 2, o valor de x? que apresenta significado
estatistico, isto é P 0,05, é x?=5,99. O valor de x? obtido, é vastamente superior
(x? = 14,225), rejeitando a hipétese nula do teste: a distribuicdo de gendtipos
encontra-se de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados
indicam-nos, com 99% de certeza, que a amostra ndo se encontra em equilibrio
com a equacdo de Hardy-Weinberg, tendo ocorrido um desvio genético nesta
populacao.

3.2. CYP1A2 C-163A

Através da observacdo dos géis de agarose sob a luz UV podemos aferir
trés gendtipos nos individuos que constituem a nossa amostra: homozigotas
para a referéncia (C/C), heterozigotas (C/A) e homozigotas para a variante (A/A).
Nos individuos cujo genétipo € (C/C) é de esperar duas bandas no gel com
aproximadamente 207 e 177 pares de bases (pb). Nos individuos com o genétipo
(C/A) esperam observar-se trés bandas no gel com 384pb, 207pb e 177pb. Nos
individuos 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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individuos cujo gendtipo € (A/A) espera observar-se apenas uma banda com
384pb.

A enzima de restricdo utilizada na digestado dos fragmentos de DNA para o
polimorfismo CYP1A2 C-163A, a Mval cliva fragmentos que contenham a
sequéncia 3'-CCYWGG-5, como é o caso da sequéncia na cadeia de DNA
complementar a sequéncia de referéncia neste polimorfismo: 5-GGGCC-3’ — ao
reconhecer esta sequéncia, cliva o fragmento de DNA em dois. No caso da
sequéncia com o polimorfismo (5’-GGGCA-3’), uma vez que o C é substituido
por um A, a enzima nao vai reconhecer a sequéncia e ndo vai exercer a sua

funcado, permanecendo com fragmentos intactos de dsDNA.

A amostra inicial era constituida por 72 individuos (nwta= 72), tendo-se
verificado que 5 amostras ndo amplificaram. Assim, para efeitos estatisticos, a
populacdo em estudo é constituida por 67 individuos (Nampiificados= 67). Como se
pode observar na Tabela 13, identificaram-se 20 individuos como homozigotas
para a referéncia (C/C), 20 individuos como heterozigotas (C/A) e 27 individuos

como homozigotas para a variante (A/A).

Ci/C C/A A/A
20 20 27

Tabela 13: Caracterizagdo genotipica dos individuos incluidos no estudo do polimorfismo CYP1A2 C-163A

Na Tabela 14 encontram-se representados os resultados dos calculos da
frequéncia alélica para a variante (FAa) de 55,2% e o valor da frequéncia alélica
para a referéncia (FAc) de 44,8%. Observou-se que, para a nossa populacao

(n=67), mais de metade dos individuos apresentava 1 ou mais alelos variantes.

C A
0,448 0,552
44.8% 55,2%
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Tabela 14: Frequéncias alélicas determinadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na populacdo em
estudo.

De forma a perceber a distribuicdo dos varios gendtipos na nossa populacéo,
foi também avaliada a incidéncia de cada uma das trés variantes possiveis no
estudo do CYP1A2 C-163A, através do calculo da frequéncias genotipicas. Os

resultados estéo representados na Tabela 15.

C/C C/A A/A

0,2985 0,2985 0,403

29,85% | 29,85% 40,3%

Tabela 15: Frequéncias genotipicas determinadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na populacdo 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. S&o igualmente prevalentes na amostra o genétipo homozigota para
a referéncia (C/C), e o gendtipo heterozigota, constituindo 29,85% da amostra.
Estes dados corroboram a frequéncia alélica da variante, uma vez que 70,15%

da amostra continha alelos com a variante.

De modo a aferir se, para este SNP, a distribuicdo dos varios gendtipos
estava de acordo com a lei de Hardy-Weinberg, foram calculadas as frequéncias

genotipicas esperadas, na Tabela 16 representados.
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p"2 2pq q"2

0,200 0,495 0,305

20,0% 49,5% 30,5%

Tabela 16: Frequéncias genotipicas esperadas para o polimorfismo CYP1A2 C-163A na populagcdo em
estudo.

De forma a entender o significado estatistico dos resultados, foi realizado o
teste do x?, verificando se ocorreram desvios no equilibrio de Hardy-Weinberg.
Na Tabela 17 encontra-se o valor obtido de x? foi calculado com recurso a

Equacdo 7, com 2 graus de confianca, uma vez que existem 3 genétipos
possiveis.

Freq. Esp | Freq. Obs

R

3,211 5,206 2,1107

10,528

Tabela 17 - Teste do x? aplicado ao polimorfismo do CYP1A2 C-163A. Freg. Obs — Frequéncias genotipicas
observadas em proporgdo com a amostra (n=67); Freq. Esp — Frequéncias genotipicas observadas em
propor¢do com a amostra (n=67)

Para um grau de confianca de 2, o valor de x? que apresenta significado
estatistico, isto é P < 0,05, € x>=5,99. O valor de X obtido, é vastamente superior

(x?> = 10,528), rejeitando a hipétese nula do teste: a distribuicdo de gendétipos
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encontra-se de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes resultados
indicam-nos, com 99% de certeza, que a amostra ndo se encontra em equilibrio
com a equacao de Hardy-Weinberg, tendo ocorrido um desvio genético nesta

populacao.
3.3. Cruzamento de dados

Uma vez que foram testados ambos os polimorfismos numa mesma
populacdo de amostras, € interessante verificar como se distribuem os SNPs. De
notar que para esta analise se considerou uma populacao total de 57 amostras,
uma vez que em 15 amostras ndo se verificou amplificacdo no total dos dois
procedimentos experimentais (Nampiicado= 57). Como é possivel observar na
Tabela 18, verificou-se que 92,98% da populagcéao apresenta pelo menos um dos
polimorfismos, ARNT C567G ou CYP1A2 C-163A.

C/IC | CIA | AA

C/C (7,(;42%) (8,757%) (14,34%)
C/G (8,7’57'%) (7,(;42%) (10,?2%)
G/G (17:15(31%) (10,?2%) (1520%)

Tabela 18: Cruzamento de resultados genotipicos obtidos de ambos os polimorfismos em estudo, ARNT
C567G e CYP1A2 C-163A.

De entre todas as possibilidades, a combinacdo de genoétipos mais
comum aparenta ser individuos homozigotas para a variante do ARNT C567G
(G/G) e homozigotas para a referéncia do CYP1A2 C-163A (C/C), representando
17,54% da amostra com um total de 10 individuos. As combinagdes de gendtipos

mais incomuns sdo de individuos heterozigotas para ambos os SNPs ou
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individuos sem polimorfismos em qualquer dos dois SNPs estudados, cada um

representando apenas 7,02% da populacéo.

O objetivo deste trabalho foi estudar a incidéncia destes SNPs nos genes
CYP1A2 e ARNT na populacéo tailandesa, e discutir o seu potencial papel no
risco acrescido para o desenvolvimento de HTA, bem como a influéncia dos

estilos de vida, nomeadamente os habitos tabagicos, e do ambiente.

Os resultados obtidos evidenciam um claro desequilibrio do que era
espectavel 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
frequéncia genotipica observada dos individuos homozigotas para a referéncia
(C/IC) em 12,3%, face ao esperado. A mesma tendéncia manteve-se nos
individuos homozigotas para a variante (G/G), onde se verificou um aumento da
frequéncia genotipica observada em 11,9%, face ao espectavel pela equacéo de
Hardy-Weinberg. Nas amostras representativas dos individuos heterozigotas
(C/G) quebrou-se a tendéncia, uma vez que, face ao que esperaria pela equacao
de Hardy-Weinberg, se verificou uma reducdo em 24,2% da frequéncia
genotipica. A distribuicdo de gendtipos do ARNT C567G observada nesta
amostra esta de acordo com a hipétese inicial, uma vez que se previa que a
populacdo tailandesa tivesse uma grande percentagem de individuos
homozigotas para a variante (G/G). No entanto é de notar que a percentagem
observada de individuos com pelo menos um alelo variante (67,7%) foi inferior
ao esperado (80,0%), uma vez que se verificou um percentagem significativa de

individuos homozigotas para a referéncia (C/C).

Para o polimorfismo CYP1A2 C-163A, verificou-se um aumento da
frequéncia genotipica observada dos individuos homozigotas para a referéncia
(C/IC) em 9,85%, face ao esperado. A mesma tendéncia foi observada para os
individuos homozigotas para a variante (A/A), onde se verificou um aumento da
frequéncia genotipica observada em 9,80%, face ao espectavel pela equacgéo de
Hardy-Weinberg. Nas amostras representativas dos individuos heterozigotas
(C/A) quebrou-se a tendéncia, uma vez que, face ao que esperaria pela equacao

de Hardy-Weinberg, se verificou uma reducdo em 24,2% da frequéncia
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genotipica. A distribuicAo de gendtipos do CYP1A2 C-163A observada nesta
amostra esta de acordo com a hipétese inicial, uma vez que se antecipava uma
grande percentagem de individuos homozigotas para a variante (A/A) na
populacdo tailandesa. Todavia, a percentagem observada de individuos com
pelo menos um alelo variante (70,2%) foi inferior ao esperado (80,0%),
verificando-se uma percentagem de significativa de individuos homozigotas para

a referéncia (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 frequéncias alélicas entre as populacdes alvo
desses estudos. O resultado da comparacdo é mensuravel através da andlise do
valor de P obtido, que nos indica se as frequéncias alélicas das duas populacdes
sdo significativamente diferentes. Esta analise foi realizada para ambos os
polimorfismos estudados no presente trabalho e encontram-se descritos na
Tabela 19 e na Tabela 20.

Populacao Frequéncia Absoluta Valor de P | Referéncias
C G
Republica Checa 963 481 < 0,0001 222
Russia 1620 962 0,0001 110
China 181 129 0,0167 223
Estados Unidos da América 1065 1465 0,5607 224
Japéo 472 744 0,2002 225

Tabela 19: Comparagdo das frequéncias alélicas de estudos descritos na literatura com os resultados
obtidos no presente estudo do ARNT C567G através do teste do x> com correcdo de Yates.

Através dos resultados presentes na Tabela 19 podemos constatar que,
guanto ao SNP no ARNT C567G, a nossa amostra se considera estatisticamente
diferente das amostras da populacdo dos estudos da Republica Checa???, da
Russia'l® e da China??® — uma vez que o valor de P obtido foi < 0,05. Do mesmo
modo, verificou-se que as amostras dos estudos realizados na populacao norte-

americana®®* e japonesa®?® ndo apresentam diferencas significativas quando
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comparadas as 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 populacdo de ambos os estudos
realizados na Grécia??62?’, Canada??®, China??°, Australia®°, Russialt023!
Suécia?®?, Chile?33, Jordania?3* e Suica?®®. Por outro lado, a nossa amostra ndo
mostrou ser estatisticamente diferente das amostras da populacéo japonesa®3®

e da populacéo brasileira?®’, uma vez que o valor de P obtido foi > 0,05.

Populagao Frequéncia Absoluta Valor de P Referéncias
c A
Grecia 213 401 0,0359 226
Grecia 281 523 0,0364 227
Canada 60 142 0,0068 228
China 548 276 < 0,0001 229
Australia 11 33 0,0318 229
Japéo 95 165 0.1397 236
Russia 234 584 0.0003 231
Suécia 132 316 0.0014 232
Brasil 51 89 0.1992 237
Russia 1369 2937 0.0021 110
Chile 140 418 < 0,0001 233
Jordania 305 569 0.0341 234
Suica 3344 7560 0.0008 235

Tabela 20: Comparacéo das frequéncias alélicas de estudos descritos na literatura com os resultados
obtidos no presente estudo do CYP1A2 C-163A através do teste do x> com correcdo de Yates.

Embora exploratérios, os resultados obtidos no presente estudo e a sua
comparagao com outros trabalhos descritos na literatura podem servir de base
para a clarificacdo da etiologia e prevaléncia da HTA na populacéo tailandesa.
Esta prevaléncia pode dever-se a diversos fatores que, no seu conjunto,
aumentam a propenséao para o desenvolvimento da HTA. Os varios fatores tém
sido listados ao longo deste trabalho: elevadas frequéncias de SNPs relevantes
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na populagcdo tailandesa, os habitos tabagicos preocupantes e a poluicdo

ambiental sentida no territério tailandés.

Se nos individuos 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 enzimatica do CYP1A2 em cerca de 60,0%, existira uma maior
biodisponibilidade das formas ativas no organismo. Exposicdo a PAHSs
provenientes do fumo do tabaco ou de PM2s da atmosfera por parte destes
individuos ira surtir consequéncias maiores do que em individuos que se
classificam como metabolizadores lentos, uma vez que PAHs sdo substratos do
CYP1A2 e a sua ativacdo ira despoletar todos os efeitos anteriormente
mencionados. Podemos, portanto, assumir que em individuos classificados
como metabolizadores lentos do CYP1A2, existirA uma menor quantidade de
formas ativas de PAHs no organismo, enquanto que, em individuos classificados
como metabolizadores rapidos do CYP1AZ2, existirhA uma maior quantidade de

formas ativas de PAHS no organismao.

E de notar que individuos 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 expresséo da enzima, culminando com um aumento da atividade enziméatica
do CYP1A2, considerando-se uma associacao de risco para o desenvolvimento
de HTA (OR= 1,38, P= 0,0003)*°,
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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 nao temos
acesso aos dados pessoais dos voluntérios do estudo nao € possivel organizar
as amostras quanto ao sexo, idade, indice de massa corporal e outros
parametros relevantes. Seccionar as amostras por grupo iria permitir que se
estabelecessem mais relacdes entre variaveis pessoais das amostras e 0s SNPs
estudados. No caso de fatores como a idade e sexo dos voluntarios, seria
particularmente interessante confirmar se a frequéncia dos SNPs correspondia
com os dados estatisticos presentes na Figura 14, isto é, se individuos do sexo
masculino apresentam uma maior frequéncia alélica de alelos variantes do que

individuos do sexo feminino.

E desconhecida qualquer condicdo clinica dos participantes — doencas
cronicas, historial familiar, comorbilidades e habitos de estilo de vida. Para este
estudo seria particularmente interessante aferir quais dos participantes ja se
encontravam diagnosticados com HTA e a existéncia de histérico familiar de
HTA, de modo a tracar uma relacdo mais clara entre os SNPs e a HTA. Outra
forma de eliminar este problema seria desenvolver um estudo com um grupo de
individuos ja diagnosticados com HTA e um grupo de controlo, da qual fariam
parte individuos que nao estivessem diagnosticados com HTA.

Uma vez que os habitos tabagicos demonstram ser um fator importante
na tematica das doencas do foro CV, deveriam aferir-se também os habitos
tabagicos dos individuos do estudo. Informagbes como a data de inicio dos
habitos tabagicos, nimero médio de cigarros consumidos diariamente e
tentativas de cessacéo tabagica trariam profundidade ao estudo. No caso de ndo
serem fumadores, os individuos sob estudo deveriam reportar se convivem
regularmente com outros individuos fumadores, por exemplo familiares
préximos. O fator ambiental também parece contribuir fortemente para o
problema de propenséao para o desenvolvimento de HTA. No estudo deveria ser
anotado a area de residéncia e a area do local de trabalho dos individuos em
estudo, de forma a tracarem-se relacdes entre a exposi¢cao prolongada a PM2;s

e 0 aumento da PA.
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O tamanho da amostra podera ser apontado como um fator negativo, pelo
seu tamanho reduzido face a populacdo da qual se pretendem retirar elacdes.
Uma vez que a populacao tailandesa € bastante numerosa, num futuro estudo
dever-se-ia aumentar o numero de amostras estudadas de forma que a amostra

seja uma percentagem mais representativa da populagao original.

Uma metodologia de estudo epidemiolégico passivel de serimplementada
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
0 momento da exposi¢cao a um ou mais fatores relevantes até ao resultado dessa
exposicdo, comparando os seus efeitos em cada um dos grupos?38. Se um grupo,
com determinadas caracteristicas comuns obteve uma frequéncia mais elevada
de um resultado do que outros grupos com outras caracteristicas, podem ser
criadas associacdes entre a exposicao e as caracteristicas de cada grupo?3°. Um
estudo de coorte retrospetivo parece ser adequando as necessidade do tipo de
estudo em causa. Em estudos de coorte retrospetivos existe primeiramente a
recolha de dados clinicos dos individuos em estudo, para todos os grupos. No
caso do presente estudo, deveria procurar-se formar dois grupos de individuos,
os individuos cuja HTA ja esteja diagnosticada e individuos com PA considerada

normal, estes ultimos fariam parte do grupo de controlo.

Apos a formacéo dos grupos do estudo, dever-se-ia fazer uma recolha de
dados clinicos relevantes junto dos profissionais de medicina familiar que
acompanham os individuos do estudo — idade, género, IMC, habitos tabagicos,
histérico de monitorizacdes da PA e histérico familiar de doencgas crénicas. Para
além destes dados, deveriam aferir-se os locais de residéncia e de trabalho dos
individuos. Posteriormente, proceder-se-ia a analise das variagcbes na PA ao
longo do tempo, comecando no momento da exposicdo até a atualidade, de

acordo com a metodologia retrospetiva dos estudos de coorte.

O passo seguinte seria a genotipagem dos individuos, de acordo com o0s
meétodos laboratoriais utilizados no presente estudo, de forma a agruparmos 0s
individuos em varios grupos, consoante a presenca de SNPs relevantes para a
HTA. Uma vez recolhidos todos os dados, poderiam criar-se relagbes causais
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entre a presenca de alelos variantes e héabitos tabagicos/exposicdo a PAHs

ambientais com o aumento da propenséao para o desenvolvimento de HTA.

A presenca de um desequilibrio no pool genético que se traduz no
aumento da propenséao para o desenvolvimento de HTA na populacéo tailandesa

acarreta a implementacao de algumas medidas por parte dos sistemas de saude.

A implementacdo de métodos de genotipagem de genes alvos relevantes
para a HTA na populacao iria permitir identificar quais os individuos que se
encontram em maior risco de desenvolver a patologia, possibilitando aos
profissionais de saude uma forma mais clara de monitorizar potenciais fatores
de risco. Individuos com alelos variantes de SNPs no ARNT C567G e/ou no
CYP1A2 C-163A necessitam ter cuidados acrescidos com os seus habitos de
vida, comparativamente a individuos com alelos de referéncia. A sensibilizacéo
para os riscos do tabaco e a promoc¢do de planos de cessacédo tabagica devem
ser especialmente direcionados para estes individuos, através de campanhas de

saude publica ou até mesmo por parte de profissionais de saude.

Como foi discutido anteriormente, o sistema nacional de saude tailandés
tem enfrentado algumas dificuldades no controlo e gestdo da HTAC. Problemas
como taxas de diagnéstico aquém do patamar 6timo ou a dificuldade de acesso
a cuidados de saude justificam a elevada percentagem de individuos néo

diagnosticados ou a falta de adeséao a terapéutica.

Uma forma de melhorar a qualidade do diagndstico da HTA é através da
aposta na correta formacéo dos profissionais de saude, com o objetivo de obter
diagndsticos mais precisos e garantir que os protocolos estabelecidos séo
cumpridos de acordo com as boas praticas. Aumentar o numero de
equipamentos e a qualidade dos mesmos é crucial de forma a evitar grandes
filas de espera nos centros de salde, uma vez que o tempo de espera revelou
ser um dos principais fatores para os baixos numeros de diagnéstico, para além
de introduzir viés nos resultados das medi¢cdes na forma de valores acima do

normal.

O aumento dos locais de monitorizagdo € também um passo crucial no
processo de melhoraria ao acesso a servicos de saude. Implementacdo de

servicos de monitorizacdo da PA na rede de farmacias comunitarias, no restante
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setor privado e até mesmo nos locais de trabalho iria permitir uma maior
variedade nos locais de monitorizacao por todo o territério tailandés, aliviando a
pressao no setor publico e reduzindo os tempos de espera nos centros de saude
e hospitais. De forma a padronizar o procedimento de monitorizagéo e evitar a
ocorréncia de erros sistematicos (operacionais ou de método), deveriam ser
criados protocolos universais com a descricdo da correta técnica de medicéo,

gue seriam aplicados por todos os locais de monitorizacdo da PA.

Algumas farméacias comunitérias tailandesas encontram-se desde 2001
em diversos projetos-piloto que visam estudar os beneficios da monitorizacéo da
PA e de outros parametros na populagdo??°. Os resultados mostram que este
tipo de servicos tem um impacto grande na gestdo da HTA, uma vez que 0s
farmacéuticos comunitarios podem intervir de diversas formas: monitorizagéo de
valores, educacdo sobre habitos de vida saudaveis, medidas n&o-
farmacoldgicas e informacdo acerca da correta utilizacdo da terapéutica
farmacoldgica. A rede de farméacias comunitarias deve, portanto, ser incluida nos
planos de servicos de saude do SNS tailandés, uma vez que a longo prazo

parecem ser uma mais-valia para a saude publica da populacéo.
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5. Conclusao

A incerteza na etiologia da HTA aliada a elevada incidéncia desta doenga
cronica na populacéo tailandesa fez do presente estudo uma pesquisa relevante
para a elucidacdo epidemiolégica sobre este assunto. Verificou-se que a
frequéncia alélica de alguns SNPs relevantes para a o desenvolvimento de HTA,
ARNT C567G e CYP1A2 C-163A, se apresenta bastante elevada na populacao
estudada, estando de acordo com a hipétese inicial.

A técnica laboratorial utilizada, PCR-RFLP, foi ao encontro das
necessidades do estudo, uma vez que era necessario distinguir os varios
genaotipos das amostras, para ambos os SNPs de forma a entender a gravidade
da exposicdo a PAHs. A facil interpretacdo, a possibilidade de trabalhar com
varias amostras ao mesmo tempo e a simplicidade do protocolo parece ser
bastante adequada a estudos populacionais, cuja dimensdo da amostra tem

tendéncia a ser elevada.

Uma vez que na literatura existem poucos estudos direcionados a estes
SNPs na populagéo tailandesa, ndo foi possivel fazer uma estimativa sobre o
resultado que seria possivel obter através de dados empiricos, no entanto
especulavam-se grandes percentagem de alelos variantes para ambos 0s SNPs.
Em concordancia com o especulado, verificou-se que tanto para o ARNT C567G
como para o CYP1A2 C-163A, a prevaléncia de alelos variantes era maioritaria

na populacao, estando de acordo com o que era esperado.

A presenca de uma grande percentagem de alelos variantes em pelo
menos um dos SNPs analisados no presente estudo, aliada a elevada
percentagem de individuos fumadores e a delicada situacdo ambiental que se
sente no territério tailandés, formam um cenario muito especifico que aumenta a

propenséo desta populacdo para um risco aumentado de HTA.

A populacao tailandesa encontra-se mais exposta a PAHs - seja pelo
tabagismo, fumo passivo ou pela presenca de PAHs na atmosfera derivados de
diversas atividades antropogénicas. Para além da exposicdo a PAHs, grande
parte da populacdo podera ser considerada um metabolizador rapido destes

compostos, aumentando a biodisponibilidade das suas formas ativas no
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organismo. Os efeitos dos PAHs a nivel CV estdo amplamente estudados na
literatura, interferindo com diversos mecanismos fisioldgicos que vao afetar a
homeostasia da normal PA a curto e longo prazo, podendo mesmo ser

irreversivel, culminando com o desenvolvimento de HTA.

Os resultados obtidos, para ambos os SNPs refletem um desvio no pool
genético face ao esperado pela equacao de Hardy-Weinberg, isto indica-nos que
a populacao tem vindo a evoluir de forma que, neste caso, existam uma maior
quantidade de alelos variantes. Ao comparar estes resultados com outras
populacdes, verificamos que a proporcdo de alelos variantes € também
estatisticamente diferente das demais populagdes, indicando também que o

impacto da exposicdo a PAHs pode estar aumentado na populacao tailandesa.

Embora exploratérios, esperamos que o0s resultados presentes neste
estudo possam servir como um ponto de partida para a compreensao da etiologia
da HTA na populacdo tailandesa, através da relacdo 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 dimensdo da amostra, estudos realizados com individuos
hipertensos ou até mesmo estudos de coorte regressivos podem ser conduzidos
de forma a fortalecer a relagéo entre os SNPs (ANRT C567G e CYP1A2 C-163A)

e o desenvolvimento de HTA.

A gestdo da HTA por parte do SNS tailandés apresenta algumas falhas.
Acreditamos que os resultados presentes neste estudo possam servir de forca
motriz para aumentar o numero de politicas de saude relacionadas com o
diagnostico, acesso ao medicamento e a monitorizagdo da HTA. A inclusdo da
rede de farmacias comunitarias e de unidades de salde pertencentes ao sistema
de saude privado como locais de monitorizagdo da PA iria facilitar o acesso deste
servico de saude por parte da populacdo, com a vantagem de aliviar a pressao
nos hospitais publicos e centros de saude, como demonstram os estudos piloto

implementados desde 2001.

A genotipagem da populacao tailandesa quanto ao ARNT e ao CYP1A2
podera vir a tornar-se uma pratica comum, uma vez que ao determinar os

genotipos quanto a estes SNPs, individuos com alelos variantes poderéao estar
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mais consciencializados para habitos de risco, podendo refletir-se na escolha de
habitos de vida mais saudaveis. Para além da realizacdo de campanhas de
saude publica que alertem para os riscos do tabaco ao nivel CV, a promocéao da
cessacdo tabagica juntos dos individuos fumadores € uma estratégia que requer
alguma urgéncia, uma vez que a percentagem de individuos fumadores é

bastante elevada.

O presente trabalho apresenta dados preliminares bastante promissores
guanto ao estudo da prevaléncia de alelos variantes em SNPs no ARNT C567G
e no CYP1A2 C-163A na populacao tailandesa, evidenciando a importancia de
fatores étnicos no estudo da prevaléncia e da etiologia da HTA nas populacdes.
Demonstrou também a importancia que o impacto ambiental apresenta como um
fator de risco para a saude publica, pelo que devem ser tomadas medidas de
forma a reduzir a emissao 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
poderdo proporcionar novos conhecimentos ao nivel da epidemiologia, etiologia
e gestao da HTA, possibilitando uma reducao do nimero de ébitos relacionados
com doencas do foro CV a longo prazo.
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