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Prefacio

E com grande entusiasmo que apresento esta tese dedicada ao estudo da
farmacogenomica aplicada no tratamento da hipertensao arterial. A pesquisa sobre
abordagens terapéuticas eficazes e personalizadas para esta condicdo médica que
apresenta um impacto global tem sido um desafio constante na drea da medicina.

Ao longo desta pesquisa, explorou-se a relacao entre os genes e a resposta aos farmacos
anti-hipertensivos, o que revelou o potencial revolucionario da farmacogenomica na
medicina. A compreensao desses mecanismos ambiciona impulsionar avancgos
significativos no tratamento da hipertensao, beneficiando a vida dos pacientes com
hipertensdo arterial e oferecendo aos profissionais de satide uma abordagem mais

precisa e direcionada.
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Resumo

A Hipertensao Arterial (HTA) é caracterizada por um aumento consistente e anormal
da pressdo sanguinea nas artérias. Destaca-se como um fator de risco chave para
doencas cardiovasculares, acidentes vasculares cerebrais e outros danos em 6rgaos
vitais. O diagnostico precoce e tratamento adequado desempenham um papel crucial
na prevencao de complicagoes graves. No acompanhamento do hipertenso, a
implementacdo de alteracoes no estilo de vida é essencial, no entanto, a terapéutica
farmacologica continua a ser o mais importante para o controlo da pressao arterial (PA)
e para a prevencao de eventos cardiovasculares adversos. Atualmente a selecao da
estratégia de tratamento de pacientes com HTA é empirica e usa como base evidéncias

e consensos de que determinado tratamento ou intervencao é benéfico, ttil e eficaz.

A farmacogenomica investiga como é que a genética de um individuo influencia a sua
resposta ao tratamento da HTA. Este tipo de abordagem tem como principal finalidade
a instituicdo de terapias personalizadas para cada paciente, otimizando os resultados
do tratamento e reduzindo possiveis efeitos colaterais de forma a melhorar o controlo
global da HTA. Os Bloqueadores dos Canais de Calcio (BCC) sao farmacos amplamente
usados no tratamento da HTA. Numerosos estudos indicaram que polimorfismos como
os de nucleotideo tnico (Single Nucleotide Polymorphisms- SNPs) podem modificar as

respostas anti-hipertensivas aos BCC e o risco de eventos cardiovasculares adversos.

O facto de a resposta aos farmacos nao ser universal é uma das principais motivagoes
para a aplicacio da medicina personalizada. Esta dissertacao procura realizar um
estudo clinico e pesquisa laboratorial que analise a resposta de pacientes portugueses
com HTA a um farmaco BCC, a Amlodipina. Pretende-se também avaliar uma possivel
correlacdo entre essa resposta e a variabilidade genética interindividual dos pacientes,

facto que podera sustentar a relevancia da farmacogenomica na préatica clinica da HTA.

Palavras-chave

HipertensaoArterial;BloqueadoresdeCanaisdeCalcio;Farmacogenomica;Polimorfismos
Nucleétidotinico
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Abstract

Arterial Hypertension is a medical condition characterized by a consistent and
abnormal increase in blood pressure in the arteries. It stands out as a key risk factor for
cardiovascular disease, stroke and other damage to vital organs. Early diagnosis and
appropriate treatment play a crucial role in preventing serious complications. When
monitoring hypertensive patients, implementing lifestyle changes is essential, however,
pharmacological therapy continues to be the essential step towards controlling blood
pressure and preventing adverse cardiovascular events. Currently, the selection of a
treatment strategy for patients with hypertension is largely empirical and is based on
evidence and consensus that a given treatment or intervention is beneficial, useful and

effective.

Pharmacogenomics investigates how an individual's genetic makeup influences their
response to hypertension treatment. This type of approach's main purpose is to provide
personalized therapies for each patient, optimizing treatment results and reducing
possible side effects to improve overall control of hypertension. Calcium Channel
Blockers are widely used in the treatment of hypertension. Numerous studies have
indicated that polymorphisms such as single nucleotide polymorphisms (SNPs) can
modify antihypertensive responses to calcium channel blockers and the risk of adverse

cardiovascular events.

The fact that the response to medications is not universal is one of the main
motivations for the application of personalized medicine. This dissertation seeks to
carry out a clinical study and laboratory research that analyzes the response of
Portuguese patients with HTN to a CCB drug, Amlodipine. It is also intended to
evaluate a possible correlation between this response and the interindividual genetic
variability of patients, a fact that could support the relevance of pharmacogenomics in

the clinical practice of hypertension.

Keywords

ArterialHypertension;CalciumChannelBlockers;Pharmacogenomics;SingleNucleotideP

olymorphism

xi



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

xii



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

Indice

1. Introducao

1.1. Definicao e Epidemiologia
1.1.1. Prevaléncia Global da HTA
1.1.2. Prevaléncia da HTA em Portugal

1.2.  Diagnostico e Patofisiologia da HTA
1.2.1. Causas e tipos de HTA
1.3.  Fatores de risco para HTA
1.4.  HTA como fator de risco
1.5. Tratamento da HTA
1.5.1. Abordagem nao farmacologica
1.5.2. Abordagem farmacologica
1.5.3. Amlodipina
1.6.  HTA resistente
1.7.  Variedade interindividual genética na resposta a terapéutica da HTA
2.  Objetivos
3. Metodologia
3.1.  Identificacao, avaliacdo e analise dos genes que influenciam a resposta aos
farmacos anti-hipertensivos
3.1.1. Estudos sobre a farmacogenomica da HTA

3.2.  Projeto para anélise da variabilidade interindividual na resposta a um

farmaco anti-hipertensor
3.2.1. Escolha do farmaco especifico para ser investigado
3.2.2. Escolha do farmaco especifico para ser investigado
3.2.3. Identificacdo do polimorfismo genético a estudar
3.2.4. Caracteristicas da populacao em estudo
3.2.5. Informacao relevante para os participantes estudar
3.2.6. Determinacao do gendtipo da populacao estudar

4. Resultados e Discussao

4.1.  Andlise de resultados

4.1.  Anaélise da resposta a amlodipina
5. Conclusoes e Perspetivas Futuras
6. Bibliografia

Anexo 1 — Consentimento Informado
Anexo 2 — Protocolo de Extracao com o kit Promega
Anexo 3 — Protocolo de Purificacao e Envio para a STABVIDA

xiii

[T S

-

0 03 O &g MNN

10

16
17

22
22
22
23
23
24
24
26
26
31
34
35

40
42
44



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

xiv



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

Lista de Figuras

Figura 1 — SNO no rs1051375, adaptado de (58)
Figura 2 — Ex0 42 que contém o polimorfismo rs1051375 — G vermelho
Figura 3 — Caracteristicas do polimorfismo rs1051375

Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5%

25
26
26

27



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

Lista de Tabelas

Tabela 1 — Intervalos alvo do tratamento da HTA no consultério — adaptado de (4)
Tabela 2 — Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos BCC

Tabela 3 — Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos IECAs/ARA II

Tabela 4 — Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos Diuréticos

Tabela 5 — Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos B-bloqueantes

Tabela 6 — Representacoes graficas da sequenciacdo de ADN (59)

Tabela 7 — Resultados da Sequenciacao

Tabela 8 — Caracteristicas dos 8 participantes no estudo

Tabela 9 — Participantes que apresentaram PA de dificil controlo

xvii

18
19
20
21
30
31
32
33



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

xviii



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

Lista de Acronimos

ADN
ARATI
AVC
BCC
CICS-UBI
DALY
ECA
GWAS
HTA
IECA
IMC
INSA
MAPA
NO
OMS
PA
PAD
PAM
PAS
PCR
PD
PED
PNA
PNB
SNP
SNS
SRAA
ULS

Acido Desoxirribonucleico

Antagonistas dos Recetores de Angiotensina I1
Acidente Vascular Cerebral

Bloqueador dos Canais de Calcio

Centro de Investigacdo em Ciéncias da Satide Universidade da Beira Interior
Disability-Adjusted Life Years

Enzima Conversora de Angiotensina
Genome-wide association studies

Hipertensao Arterial

Inibidor da Enzima Conversora de Angiotensina
indice de Massa Corporal

Instituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge
Monitoriza¢do Ambulatéria da Pressao Arterial
Oxido Nitrico

Organizacao Mundial de Saude

Pressao Arterial

Pressao Arterial Diastolica

Pressao Arterial Média

Pressao Arterial Sistolica

Polymerase Chain Reaction

Paises Desenvolvidos

Paises em Desenvolvimento

Péptido Natriurético Atrial

Péptido Natriurético Cerebral

Single Nucleotide Polymorphisms

Sistema Nervoso Simpatico

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
Unidade Local de Saade

Xix



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

1. Introducao

As doencas cardiovasculares e cerebrovasculares sdo a principal causa de morte e incapacidade a
nivel mundial. A Hipertensdo Arterial (HTA), além de uma doenga, é um dos principais fatores
de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. (1) Segundo a
Organizacao Mundial de Satide (OMS) cerca de 54% dos acidentes vasculares cerebrais (AVC) e
47% dos casos de doenca cardiaca isquémica sdo consequéncia direta da hipertensao arterial,

que fica assim entre os principais fatores de risco para morbimortalidade cardiovascular. (2)

Atualmente encontra-se entdo estabelecido que o tratamento da hipertensdo arterial pode
reduzir o risco de eventos cardiovasculares, incluindo acidente vascular cerebral, doenca

coronariana e insuficiéncia cardiaca e renal. (3)

1.1. Definicao e Epidemiologia

A hipertensio arterial é definida como o nivel de pressdo arterial a partir do qual os beneficios
do tratamento superam os riscos que este possa trazer. Os valores definidos para se considerar a
existéncia de hipertensdo sdo de uma pressao arterial sistblica (PAS) em consultério de pelo
menos 140 mmHg e/ou valores de pressdo arterial diastélica (PAD) de pelo menos 90 mmHg.
Considera-se que o tratamento de pacientes com estes valores de pressdo arterial é benéfico, seja

através de intervencoes no estilo de vida ou recorrendo ao uso de farmacos. (4)

A identificacdo e o estudo de indicadores de satide com avaliacdo da carga da doenca fornecem
informagoes importantes e tteis para a priorizacao de intervencoes e quantificagdo de potenciais
ganhos em sadde. (1) Este facto confirma a importancia das pesquisas da prevaléncia da
hipertensao arterial, quer seja globalmente, quer seja mais em especifico no nosso pais e até

mesmo em determinadas regides e grupos populacionais/comunidades.

O facto de varios individuos dentro de uma familia apresentarem hipertensao arterial implica a
existéncia de uma predisposicao genética, que em conjunto com fatores ambientais acaba por

determinar a gravidade da elevacdo da pressao arterial. (2)

1.1.1. Prevaléncia Global da HTA

Com base na medicao de valores de pressdo arterial em consultorio, estimou-se uma prevaléncia
global de hipertensao de 1,13 mil milhGes de pessoas em 2015, e cerca de 150 milhoes de casos
sdo correspondentes a populacio da Europa Central e Oriental. A prevaléncia global de
hipertensao em adultos é de cerca de 30 a 45%, com uma prevaléncia global padronizada por

idade de 24% e 20% em homens e mulheres, respetivamente, no ano de 2015. (4)

A alta prevaléncia de hipertensdo é consistente em todo o mundo, ou seja, esti presente tanto

nos paises desenvolvidos (PD) como nos paises em desenvolvimento (PED). A hipertensao
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torna-se progressivamente mais comum com o avanco da idade, chegando a representar mais de

60% de pacientes afetados com mais de 60 anos. (4)

A medida que as populacdes envelhecem, habitualmente adotam estilos de vida mais
sedentarios e aumentam de peso corporal, facto que contribui para o aumento da prevaléncia da
HTA. Estima-se que o nimero global de pessoas com hipertensao arterial aumentara entre 15%

a 20% até 2025 chegando a cerca de 1,5 mil milhoes. (4)

1.1.2. Prevaléncia da HTA em Portugal
Os valores de prevaléncia de hipertensdo arterial em Portugal, foram alvo de estudo pelo
Instituto Nacional de Saide Doutor Ricardo Jorge (INSA, IP) no ano de 2015 através do
chamado 1° Inquérito Nacional de Satide com Exame Fisico (INSEF 2015): Estado de Sadde. As
estimativas obtidas baseiam-se, para além do autorreporte da doenca e da toma de medicacao
para a mesma, na medicdo de parametros objetivos que definem a doenca (no caso da HTA,
medicOes da PA).

Deste estudo, obteve-se como principais resultados, uma prevaléncia de hipertensao arterial de
36,0% na populacdo residente em Portugal, com idades entre os 25 e os 74 anos. Deste valor,
32,7% correspondente a elementos do sexo feminino e 39,6% a elementos do sexo masculino.
No geral verificou-se que a prevaléncia da hipertensao arterial aumentou com a idade, e o valor
mais elevado encontra-se no grupo etario dos 65 aos 74 anos, num total de 71,3% da populacgao
afetada. O valor mais baixo em contraste diz respeito ao grupo etario dos 25 aos 34 anos, com

um total de 5,7% da prevaléncia de hipertensao arterial. (1)

Relativamente as diferentes regioes do pais, e ap6s padronizacdo para o sexo e grupo etario, o
valor mais elevado da prevaléncia de hipertensdo arterial corresponde a regido Norte com
37,8%. O valor mais reduzido corresponde a regidao do Algarve, com uma prevaléncia

padronizada de 32,8%. (1)

Além das diferencas regionais, a prevaléncia da hipertensdo arterial também varia de acordo
com o nivel de escolaridade e situacdo profissional. Verificou-se que a prevaléncia é mais
elevada em individuos sem escolaridade ou com o ensino basico bem como nos individuos sem
atividade profissional. Nos individuos com ensino superior e individuos com atividade

profissional remunerada, a prevaléncia de hipertensao arterial encontra-se mais baixa. (1)

1.2, Diagnostico e Patofisiologia da HTA

Valores altos da pressdo arterial podem ser consequéncia de um débito cardiaco elevado,
resisténcia vascular periférica também elevada ou mesmo uma combinagdo de ambos. Estes
mecanismos sdo regulados por processos hemodinamicos, neurais, humorais e renais e

apresentam variac6es interindividuais. (2)
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Com o envelhecimento, o aumento da rigidez dos vasos sanguineos combinado com a existéncia
de resisténcia vascular periférica elevada, tendem a ser a causa predominante de pressao arterial

alta, condicionando o surgimento de hipertensao sistdlica isolada. (2)

A regulacdo da pressdo arterial é entdo um processo complexo e interativo, que envolve varios
componentes de um sistema neuro-humoral integrado. Esse sistema abrange a regulacio da
homeostasia do soédio, o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), os péptidos
natriureticos, o endotélio, o sistema nervoso simpéatico (SNS) e a inflamacido e sistema
imunitario. Juntos, estes sistemas desempenham um papel crucial na manutencao dos niveis

normais da PA, controlando o volume sanguineo, o débito cardiaco e o tonus arterial. (5)

O sbddio desempenha um papel importante na regulacao do volume sanguineo, uma vez que altas
concentracoes levam a retencgio de liquidos, resultando num aumento no volume sanguineo e,
consequentemente, de PA. Quando a ingestao dietética de s6dio aumenta em individuos
normotensos, o corpo responde com ajustes hemodinamicos compensatorios de forma a manter
a PA em niveis estaveis. Estas adaptacoes incluem a reducao da resisténcia vascular periférica e
no rim, juntamente com o aumento da producdo de 6xido nitrico (NO) pelo endotélio vascular,

que atua como vasodilatador. (5)

O SRAA esti envolvido na regulacdo da PA e no equilibrio de fluidos e eletrélitos no corpo. A
cascata hormonal comeca com a libertacao de renina pelas células justa glomerulares nos rins,
que promovem a conversao do angiotensinogénio hepatico em angiotensina I. A angiotensina I é
entdo transformada na sua forma ativa, a angiotensina II, pela enzima conversora de
angiotensina (ECA) nos pulmoes. A angiotensina II induz vasoconstri¢do, elevando a PA e
estimulando a libertacdo de aldosterona pelas suprarrenais. A aldosterona nos rins promove a
reabsorcao de sédio e agua, o que vai levar a um aumento do volume sanguineo. A angiotensina
IT também tem influéncia no coracado, causa hipertrofia e fibrose. O SRAA é regulado com a
finalidade de manter a homeostasia e desempenha um papel fundamental na gestdo da PA,

destacando-se como um alvo terapéutico vital no tratamento de doengas cardiovasculares. (5,6)

Os péptidos natriuréticos, como o péptido natriurético atrial (PNA) e o péptido natriurético
cerebral (PNB), desempenham um papel crucial na sensibilidade ao s6dio e na regulagdo da PA.
Esses péptidos desempenham um papel essencial na regulacao do sédio e da PA, principalmente
quando a quantidade de sb6dio aumenta, em que promovem a excrecdo de sodio e a
vasodilatagdo. Apds a ingestdo de sodio, o estiramento das auriculas e dos ventriculos cardiacos,
desencadeiam a libertacdo de PNA e PNB. Dessa dilatacdo, resulta uma vasodilatacdo sistémica
e uma reducdo do volume plasmatico, pela redistribuicdo de liquidos do compartimento
intravascular para o intersticio, contribuindo para a reducdo da PA. Os péptidos natriuréticos
também afetam a taxa de filtracao glomerular quando h4 expansdo do volume sanguineo. Além

disso, inibem a reabsorcao de s6dio nos rins. (5)
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As células endoteliais sdo responsaveis pela producgao de diversas substancias vasoativas, como
0 NO. O NO relaxa os musculos lisos dos vasos sanguineos, o que leva a uma reducgido na PA.
Quando a producdo de NO é prejudicada, a pressao arterial pode aumentar, levando a HTA.
Além do NO, o endotélio secreta outras substancias que afetam o ténus vascular, como

vasodilatadores e vasoconstritores. (5)

O SNS também desempenha um papel fundamental na regulacdo da funcio cardiovascular,
tornando-se um elemento-chave no desenvolvimento da HTA e de outras doencas
cardiovasculares. Este sistema é ativado por uma série de estimulos que resultam numa maior
libertagdo de norepinefrina a partir tanto dos terminais nervosos simpaticos como da medula
suprarrenal. A norepinefrina liga-se aos recetores a- e [-adrenérgicos presentes nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos causando vasoconstrigio e um aumento do débito
cardiaco. Esta atividade aumentada do SNS em individuos com HTA contribui para a
persisténcia da PA elevada. A abordagem do SNS emerge como uma estratégia terapéutica
fundamental ndo apenas no tratamento da hipertensao, mas também para uma ampla variedade

de doencas cardiovasculares. (5)

A hipertensao nao resulta apenas de alteracbes na dinamica circulatéria, a inflamacao e o
sistema imunologico também influenciam na patogénese da HTA. Os mecanismos imunologicos
tanto os inatos como os adaptativos sdo fundamentais para o desenvolvimento da hipertensao,
contribuindo para o stress oxidativo e mudancas inflamatérias em 6rgaos vitais como os rins,
vasos sanguineos e o cérebro. No global, a hipertensao surge de uma rede de interacbes

complexas envolvendo também a inflamacao, o sistema imunitario e respostas fisiologicas. (5)

Compreender estes mecanismos associados com a existéncia de HTA é fundamental para
desenvolver estratégias eficazes no controlo e tratamento da hipertensdo e de complicag¢Ges

associadas.

A pressao arterial é organizada de acordo com varios graus. Recomenda-se que seja classificada
como 6tima, normal, normal-alta ou hipertensao grau 1, grau 2 e grau 3, de acordo com a
pressao arterial medida em consultério. Considera-se que a pressdo arterial é 6tima quando a
pressao sistolica € inferior a 120 mmHg e a pressdo diastdlica é inferior a 80 mmHg. A pressdo
arterial normal atinge os valores sistdlicos de 120 a 129 mmHg e/ou diastélicos de 80 a 84
mmHg, enquanto ji se considera pressao arterial normal alta a existéncia de valores de 130 a

139 mmHg e/ou diastdlicos de 85 a 89 mmHg. (4)

De acordo com as guidelines da Sociedade Europeia de Cardiologia, o grau 1 é caracterizado pela
existéncia de uma PAS de 140 a 159 mmHg e/ou uma PAD entre 9o e 99 mmHg. No grau 2, a
PAS encontra-se nos valores entre 160 e 179 mmHg, e/ou a PAD atinge 100 a 109 mmHg. O
grau 3, é identificado por niveis de PAS de 180 mmHg ou superior e/ou PAD igual ou superior a
110 mmHg. Por fim, a hipertensao sistélica isolada ocorre quando apenas a pressdo arterial

sistolica esté elevada, acima de 140 mmHg, enquanto a pressdo diastolica permanece abaixo de
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90 mmHg. De notar que esta classificacdo é usada em jovens, pessoas de meia-idade e idosos.
Nas criancas e adolescentes sdo usados percentis de pressdo arterial. (4) Essa classificacio é
fundamental para orientar a terapéutica de cada paciente, visando o controlo eficaz da HTA e a

prevencao de complicac¢Ges associadas.

A medicdo da pressdo arterial ndo deve ser feita de forma aleatéria. No consultério médico,
devem ser realizadas 3 medices contando mais de 5 minutos ap6s o paciente se sentar e cada
uma das medigbes deve ser intervalada em 1 a 2 minutos. Numa primeira avaliacdo, a pressao
arterial deve ser medida nos 2 bragos e nas medigdes subsequentes devem ser sempre realizadas
no braco que apresentou valores mais elevados. De salientar que se inicialmente for notada uma
diferenca entre os dois bracos superior a 20 mmHg na pressao arterial sistélica ou 10 mmHg na
pressdo arterial diastélica, devemos descartar determinadas potenciais causas desta diferenca.

(2

O diagnostico de HTA deve ser confirmado através do exame de monitorizacdo ambulatéria da
pressao arterial 24 horas (MAPA) ou através de medigcOes automatizadas da pressdo arterial
realizadas em casa. Nestes casos, os valores de diagnoéstico sdo ajustados inferiormente ja que no
geral os valores de pressdo arterial sio mais baixos nestas condigoes. O MAPA ¢ ttil para
determinar se estamos perante um caso de sindrome da bata branca ou de hipertensao

mascarada. (2)

1.2.1. Causas e tipos de HTA
Existem essencialmente dois tipos de hipertensdo arterial. Hipertensdo arterial primaria ou
essencial, em que nao é conhecida a causa, e que representa a situacdo mais frequente
(aproximadamente 90 a 95% dos casos). Apesar de nao ser possivel detetar uma causa especifica
para este tipo de hipertensdo, sabem-se os fatores que podem contribuir para o aumento da
pressao arterial, como por exemplo, o consumo excessivo de sal, a obesidade, o envelhecimento
e o stress emocional. O segundo tipo mais frequente de hipertensao arterial é a hipertensao
arterial secundaria, e encontra-se em pacientes com uma causa identificavel e causadora desse
aumento de pressdo arterial, que poderd inclusivamente ser tratada com uma intervencao
especifica e dirigida. (7) As causas de hipertensao secundéria, como por exemplo a estenose da
artéria renal, o hiperaldosteronismo ou feocromocitoma, devem ser consideradas no diagnoéstico
diferencial, principalmente quando encontrados pacientes com pressdo arterial dificil de
controlar ou em pacientes mais jovens. (2) A hipertensdo secundaria a uma causa
potencialmente tratavel representa cerca de 10% de casos de pacientes com pressdo arterial

elevada. (7)

Antes de iniciar qualquer tratamento para a hipertensao arterial, deve-se avaliar as potenciais
causas de hipertensdo arterial por forma a excluir causas secundarias ja que a hipertensao

arterial secundaria exige uma abordagem diagnoéstica e terapéutica especifica. (7)
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1.3. Fatores de risco para HTA

Globalmente, a idade e o Indice de Massa Corporal (IMC) sdo preditores independentes para o
aumento da PA. (8) A prevaléncia da HTA na populagdo com idade mais avancada encontra-se
interligada com uma série de transformacoes fisiologicas, como a aterosclerose e as proprias
alteracOes vasculares relacionadas com a idade. Neste sentido, constata-se que a idade avangada
esta intimamente relacionada com uma maior ocorréncia de HTA. (9) Os fatores ambientais e
comportamentais, em particular o consumo de sal, exercem uma influéncia substancial na

expressao do fené6tipo da HTA primaéria. (10)

Os fatores de risco para o desenvolvimento de HTA estdo a aumentar tanto nos PD como nos
PED e estes englobam comportamentos como o tabagismo, o consumo de alcool e os héabitos
sedentérios. (8) A obesidade (IMC = 25) e o consumo frequente de sal e carnes vermelhas,
consumo reduzido de frutas e o abuso do alcool estdo associados a um maior risco de
desenvolver HTA. Os ndo consumidores de alcool chegam a apresentar uma probabilidade 70%
inferior de desenvolver HTA quando comparado a consumidores frequentes. (9)
Adicionalmente, em contextos mais rurais, nos PED, existem estudos que tém demonstrado que
os sistemas de satide mais fracos sdo a principal, embora nao dnica, causa do aumento da

incidéncia de hipertensao na populacio mais jovem. (8)

Os antecedentes familiares de hipertensao também estdo associados a um maior risco de
desenvolver HTA. (9) E amplamente reconhecido que a HTA tem uma base hereditiria
significativa, com estimativas a variar entre os 25% e 60% de hereditariedade geral na
populacdo. Evidéncias provenientes de estudos pré-clinicos e clinicos tém consistentemente
demonstrado que a PA elevada e os riscos cardiovasculares associados resultam nao s6 dos
fatores ambientais e comportamentais mencionados anteriormente, mas também de uma

complexa interac¢ao entre fatores genéticos e influéncias ambientais. (10)

1.4. HTA como fator de risco

A PA elevada foi considerada como o principal contribuinte global para a morte prematura em
2015, sendo responsavel por quase 10 milhGes de mortes e mais de 200 milhdes de anos de vida
ajustados por incapacidade. (4) Apesar do avanco tecnoldgico e avango no tratamento, verificou-
se em pesquisas internacionais que a prevaléncia de pressao arterial sistélica elevada aumentou,
condicionando um aumento de cerca de 40% nos anos de vida saudavel perdidos por

incapacidade (Disability-adjusted life years - DALY) nos tltimos 30 anos. (11)

A PAS de pelo menos 140 mmHg é responséavel pela maior parte da carga de mortalidade e
incapacidade (70%). A maioria das mortes relacionadas com a hipertensdo arterial deve-se a

doenca cardiaca isquémica, AVC hemorragico e AVC isquémico. (4)

A hipertensao traz também risco acrescido de desenvolvimento de fibrilha¢io auricular, risco

aumentado de surgimento de deméncia e de surgimento de declinios cognitivos. (4)
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A hipertensdo arterial raramente ocorre isolada e é frequentemente associada a outros fatores
de risco cardiovascular, como dislipidemia e intolerancia a glicose. Esse agrupamento de fatores
de risco metabolico tem um efeito multiplicador no risco cardiovascular. Desta forma, a
quantificacdo do risco cardiovascular total é uma parte importante do processo de estratificacao

de risco para pacientes com hipertensao arterial. (4)

1.5. Tratamento da HTA

Com o passar dos anos e potenciado pela anélise de dados epidemiolégicos, tem-se verificado
uma progressao global nas estratégias de tratamento, modalidades de diagnoéstico, e na propria
definicdo de hipertensdo arterial. Devido a tais avancos, os objetivos do tratamento foram

ajustados de forma a obter o melhor beneficio do paciente. (12)

Na maioria dos pacientes com hipertensdo arterial essencial, a pressdo arterial pode ser
controlada e o risco cardiovascular reduzido através de uma combinac¢io de intervengdes no
estilo de vida e farmacos anti-hipertensivos de primeira linha. (2) Diversos estudos
demonstraram que iniciativas estruturadas e orientadas para o tratamento da pressao arterial
com acompanhamento regular por parte de profissionais de satide e com o fornecimento de

medicacdo comparticipada resultam numa melhoria substancial no controle da PA. (13)

De acordo com as diretrizes europeias atuais, a pressdo arterial alvo para todos os pacientes
refere-se a valores de PAS inferiores a 140 mmHg e valores de PAD menores que 90 mmHg,
independentemente da existéncia de outras patologias, como por exemplo a diabetes e a doenca
renal crdnica. (2) Se o tratamento for bem tolerado pelo paciente, pode e deve ser definido um
limite inferior. Se o paciente tiver idade compreendida entre os 18 e os 65 anos, e apresentar
apenas hipertensao arterial ou hipertensio arterial e diabetes, o alvo de PAS a atingir é de 130
mmHg ou menos se tolerado, sem nunca baixar dos 120 mmHg. (4) Os valores alvo em

especifico podem ser encontrados na tabela 1:

Idade HTA + Diabetes + DRC + DAC +AVC/AIT
18-65 anos 130 ou menos se tolerado <140 a 130 130 ou menos se tolerado
Néo < 120 se tolerado Nio < 120
65-79 130 a 139 se tolerado 70-79
anos
2> 80 anos 130 a 139 se tolerado
Intervalo alvo -
de PAD no 7079

consultério

Tabela 1 — Intervalos alvo do tratamento da HTA no consultério — adaptado de (4)
DRC - Doenca Renal Cronica; DAC — Doenca Arterial Coronéria; AVC/AIT — Acidente Vascular Cerebral/Acidente Isquémico Transitério
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1.5.1. Abordagem nao farmacolégica
A terapia nao farmacologica é especialmente 1til na prevencao da hipertensao, tanto em adultos
com pressao arterial elevada como no tratamento da pressdo arterial elevada em adultos com
formas mais leves de hipertensdo. A prevencao da hipertensao e o tratamento da hipertensao ja
estabelecida sdo abordagens complementares usadas de forma a reduzir o risco das doencas
cardiovasculares na populacdo, no entanto, salienta-se que a prevencao da hipertensao fornece o

meio ideal de reduzir este risco e de evitar as consequéncias nocivas da hipertensao arterial. (13)

Corrigir habitos alimentares, combater a inatividade fisica e eliminar o consumo excessivo de
alcool, sdo abordagens fundamentais para a prevencao e tratamento da pressido arterial elevada,
tendo em conta que estes fatores promovem o aumento da pressdo arterial. (13) A principal
medida alimentar usada no controlo da pressdo arterial é a reducdo do sal na dieta, que
preferencialmente deve ser acompanhada de uma alimenta¢io equilibrada. (2) No caso dos
fumadores, é importante deixar de fumar, os pacientes obesos devem perder peso e todos sem

excecao devem praticar exercicio fisico. (2)

As abordagens nao farmacoldgicas podem ser usadas isoladamente ou em combinagdo com

terapia farmacologica. (13)

1.5.2. Abordagem farmacolégica
Segundo as guidelines da Sociedade Europeia de Cardiologia para o tratamento da hipertensao
arterial, consideram-se como fairmacos de primeira linha os bloqueadores dos canais de calcio
(BCC), os inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECAs), os antagonistas dos
recetores de angiotensina II (ARA II) e os fairmacos diuréticos.(2,4) Os B-bloqueantes e os
bloqueadores dos recetores de mineralocorticoides (inibidores de aldosterona) sdo eficazes e,
portanto, usados em pacientes cuja pressio arterial ndo consegue ser mantida numa faixa
aceitivel com os farmacos de primeira linha. (2) Os tratamentos com IECAs, ARA II e
antagonistas dos receptores mineralocorticoides sao usados para modular o SRAA. (6) Estes
farmacos apresentam flexibilidade de administracdo, permitindo diversas abordagens no
tratamento. Podem ser usados como terapia tinica, em combinacdo de dose fixa de dois
farmacos ou como parte de um comprimido combinado com trés firmacos. O objetivo é

aumentar a adesao do paciente ao regime de tratamento. (14)

Os BCC controlam a PA principalmente através da redugio do influxo de calcio no leito vascular
periférico. Sao medicamentos que se ligam e bloqueiam principalmente os canais de calcio tipo
L presentes nas células cardiacas e vasculares do musculo liso. (15,16) Os BCC, ao impedir que
os ibes de calcio entrem na musculatura lisa vascular, reduzem a pressao arterial pelo facto de
causarem relaxamento muscular e vasodilatacio e consequentemente levarem a uma
diminuicao da resisténcia vascular. (17) Cada subclasse de BCC liga-se a um local especifico. Por
exemplo, as dihidropiridinas exercem seletividade vascular, o verapamil tem seletividade

cardiaca e o diltiazem pode atuar tanto no coracao quanto nos vasos sanguineos. (18)
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Os IECAs desempenham um papel fundamental na reducdo da PA. Eles atuam bloqueando a
conversao da angiotensina I em angiotensina II, o que resulta em vasodilatacdo, diminuicao da
resisténcia vascular e, consequentemente, reducdo da pressao arterial. Além disso, oferecem
beneficios adicionais, como a protecao de 6rgaos-alvo. Esses beneficios podem ser traduzidos na
reducdo da hipertrofia do ventriculo esquerdo cardiaco, na melhora da funcao endotelial e na
remodelacdo arterial. Uma caracteristica notavel dos IECAs é a capacidade de influenciar a

rigidez das artérias, o que é muito benéfico para a sadde cardiovascular. (18)

Os ARA II atuam antagonizando os efeitos da angiotensina II, especificamente no recetor AT1,
com alta afinidade e uma ligagdo eficaz que se mantém ao longo do tempo, proporcionando
efeitos de longa duragao na reducao da pressao arterial. Além de ter eficicia na reducio da PA,
os ARA II também ajudam a proteger 6rgaos-alvo dos pacientes com HTA, incluindo o coracao e
os rins. Desta forma, também se considera que os ARA II se destacam como uma op¢do muito

valiosa e bastante abrangente para o tratamento da HTA. (6,18,19)

Os diuréticos tiazidicos e os diuréticos de ansa aumentam a natriurese e a diurese. Ambos
podem ser considerados uma importante classe terapéutica de medicamentos anti-
hipertensivos. Os diuréticos sdo frequentemente recomendados como tratamento de primeira
linha para a HTA devido aos beneficios comprovados na reducdo da PA e na diminuicido da
morbilidade e mortalidade global associada. Estes farmacos apresentam resultados comparaveis
aos de outras classes de medicamentos, como por exemplo os IECAs e os BCC. Além disso,
acabam por se destacar em grupos especificos de pacientes, apresentando vantagens por
exemplo nos diabéticos, nos idosos, em pacientes com insuficiéncia cardiaca, hipertensao

sistélica isolada ou hipertensdo arterial resistente. (18,20)

Apesar de nao representarem farmacoterapia anti-hipertensiva de primeira linha, os -
bloqueantes sdo farmacos amplamente usados na pratica clinica. (16) Estes atuam como
antagonistas dos recetores adrenérgicos e distinguem-se pela seletividade para os recetores -1 e
-2, pelas suas propriedades intrinsecas, pela solubilidade lipidica e também pela capacidade de
induzir vasodilatacdo. Existem trés geracoes de [-bloqueantes. A primeira nfo é seletiva para
subtipos, a segunda é seletiva para B-1 e a terceira inclui -1 seletivos e ndo seletivos, com
propriedades adicionais, como antagonismo no recetor a-1 ou inducio de 6xido nitrico. Essas

caracteristicas permitem apresentar variedade e seletividade para o uso clinico. (21)

Os antagonistas mineralocorticoides podem ser utilizados no tratamento da HTA atuando
através de uma inibicdo dos efeitos da aldosterona nos rins. Essa ac¢do resulta na redugio da
retencao de sédio e agua, o que, por sua vez, leva a diminuicdo do volume sanguineo e,
consequentemente, a reducdo da PA. Esses firmacos podem ser incluidos em terapias
combinadas com outros anti-hipertensivos, e sdo especialmente uteis em situacoes de HTA
resistente. Um exemplo desses farmacos, que é inclusive dos mais prescritos, é a

Espironolactona. (18,22—24)
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O controlo e manutencdo da pressdo arterial recorrendo aos farmacos anti-hipertensivos
demonstrou ser eficaz na prevencdo de eventos cardiovasculares em todas as formas de
hipertensao arterial, tal como a hipertensao arterial diastélica isolada, a hipertensdo arterial
sistolica-diastélica combinada e a hipertensdo sistélica isolada que é a mais comum entre os

pacientes idosos. (25)

Considerando os farmacos disponiveis e uteis no tratamento da hipertensdo arterial a
terapéutica inicial deve ser composta por uma combinacgio dupla, que pode ser uma associa¢ao
de IECA ou ARA II com um diurético ou com um BCC. Deve iniciar-se sempre o tratamento com
dois farmacos simultaneamente em que um deles tem de ser um modelador do SRAA. De notar
que a selegdo da combinacio é realizada pelo clinico de forma amplamente empirica. O segundo
passo do tratamento do paciente hipertenso, passa por uma combinac¢do tripla, com a
conjugacdo de um IECA ou um ARA com um BCC e com um diurético. Este passo € utilizado
caso a terapia inicial em combinacdo dupla nao seja suficiente para alcancar os valores de

pressao arterial alvos. (4)

A taxa global do controlo da pressao arterial em pacientes hipertensos, apesar da combinacdo de
farmacos disponivel, continua baixa. Este facto remete para uma necessidade urgente de fazer
face aos fatores que contribuem para tal. Pode dever-se a casos de inércia no tratamento, em que
o clinico ndo aplica a escala terapéutica, ou a uma ma adesao do doente a medicacao. (4) Seria
de extrema importancia encontrar também a combinacdo mais adequada a cada paciente
individualmente, ja que a eficicia das diferentes combinagdes pode eventualmente ser

influenciada por fatores genéticos.

1.5.3. Amlodipina
A amlodipina é um BCC da subclasse das dihidropiridinas que inibe o influxo transmembranar
de célcio nos canais de tipo L das células musculares cardiacas e nas células do masculo liso
vascular. O efeito anti-hipertensivo da amlodipina é uma consequéncia da vasodilatagio
periférica e subsequente redugao da resisténcia vascular sistémica. O fArmaco tem uma semivida
de cerca de 30 a 45 horas, o que permite que seja administrado diariamente e que mantenha o

efeito anti-hipertensivo mais de 24 horas apds uma tnica dose. (26,27)

A dose inicial habitual é de 5mg de amlodipina diaria, mas pode ser aumentada até ao maximo
de 10mg consoante necessidade do paciente. (28) Nos doentes com HTA este farmaco tem sido
utilizado em combinacdo com outros farmacos anti-hipertensivos, como foi indicado

anteriormente.

Nos pacientes que apresentem insuficiéncia hepatica grave, o fairmaco deve ser titulado
lentamente, comecando sempre na dose mais baixa. Quanto aos pacientes com compromisso
renal, como as alteracOes na concentracao plasmatica da amlodipina nio estdo relacionadas com
o grau de compromisso renal, esta pode ser usada em doses normais. Nos doentes que

apresentem insuficiéncia cardiaca o tratamento deve ser realizado com especial atengdo ja que

10
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podem aumentar o risco de eventos cardiovasculares e mesmo aumentar o risco de mortalidade.
(28)

Como principais contraindicagbes a toma de amlodipina, temos a existéncia de
hipersensibilidade aos derivados das dihidropiridinas e amlodipina, casos de hipotensio grave
(porque é um BCC), casos de choque incluindo o cardiogénico, casos em que haja obstrugio do
infundibulo do ventriculo esquerdo como a obstrucdo causada por um grau de estenose adrtica
elevada e também em casos de insuficiéncia cardiaca hemodinamicamente instavel ap6s um

enfarte agudo de miocardio. (28)

Apos a ingestdo de doses terapéuticas, a amlodipina é bem absorvida e atinge os picos séricos
entre as 6 e as 12horas ap6s a toma. A biodisponibilidade absoluta varia entre os 64% e os 80% e
nao é afetada pela alimentacdo. O tempo necessario para atingir o pico sérico é idéntico nos
idosos e nos individuos mais jovens com a diferenca de que, nos doentes idosos, a depuracio da
amlodipina tende a ser mais reduzida, facto pelo qual os aumentos de dose devem ser efetuados
com precaucdo. Quanto ao volume de distribuicdo este é de aproximadamente 21 L/kg.
Aproximadamente 97,5% da amlodipina presente na corrente sanguinea esta ligada a proteinas

plasmaticas. (28)

A amlodipina é extensivamente metabolizada pelo figado em metabolitos inativos sendo de 10%

a eliminacao urinaria da amlodipina e de 60% a eliminacao dos metabolitos. (28)

As reacOes adversas reportadas com maior frequéncia durante a toma de amlodipina foram
sonoléncia, tonturas, cefaleias, palpitacoes, rubor, dor abdominal, niusea, inchaco dos

tornozelos, edema e fadiga. (28)

1.6. HTA resistente

A HTA resistente é uma condicdo médica caracterizada pela incapacidade de controlar
adequadamente a pressao arterial, mesmo com o uso de trés ou mais classes diferentes de

farmacos anti-hipertensivos, tomados de forma regular. (2,22)

A existéncia de uma incapacidade de controlar a PA é bastante desafiante e apresenta risco
significativo para complicacbes cardiovasculares. Esta resisténcia pode ser causada por uma
variedade de fatores, incluindo genéticos, comportamentais e médicos. Os fatores genéticos
desempenham um papel crucial na predisposicdo a HTA resistente, afetando a resposta do
corpo aos medicamentos anti-hipertensivos. O estilo de vida, incluindo a dieta inadequada, o
sedentarismo, o consumo de alcool e o tabagismo, também podem contribuir para a existéncia
de HTA resistente. E fundamental realizar investigacio continua, de forma a aprofundar o
conhecimento dos mecanismos subjacentes a HTA resistente e, dessa forma, desenvolver

estratégias terapéuticas inovadoras e mais eficazes. (23,24,29)
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O tratamento da HTA resistente geralmente exige uma abordagem terapéutica multifacetada e
inclui a administracdo de medicamentos anti-hipertensivos de diferentes classes. Conforme foi
abordado anteriormente, é crucial considerar alteracoes do estilo de vida como parte integrante
do tratamento. (24) Ja no contexto da abordagem farmacologica da HTA resistente, quando os
pacientes nao respondem a terapéutica tripla mencionada anteriormente, uma opc¢do a
equacionar é a inclusiao de espironolactona, que é um farmaco inibidor de aldosterona. De
salientar que sensivelmente 5% dos pacientes hipertensos tém de recorrer a esta combinacao
por apresentarem hipertensao resistente. (4) Uma abordagem holistica é crucial para obter

sucesso no controlo da PA. (29)

A HTA resistente é um bom exemplo de uma situagdo em que a escolha inadequada de
medicamentos pode contribuir para problemas continuos, riscos de satide e até desmotivagio do
proprio paciente. Estes pacientes tém um risco aumentado de resultados adversos em
comparacdo com pacientes com hipertensio nao resistente. A decisdo de baixar a pressdo
arterial em pacientes com HTA resistente pode traduzir uma oportunidade de personalizar o

tratamento. (19)

1.7. Variedade interindividual genética na resposta a

terapéutica da HTA

Segundo vérios estudos, sabe-se que existe uma forte componente genética para a HTA, com
estimativas de hereditariedade que vao desde os 25% até aos 60% na populacio em geral,
conforme foi mencionado anteriormente. Dados pré-clinicos e clinicos sugerem que o aumento
da PA e os riscos cardiovasculares associados sdo, em grande parte, secundarios a interagao
entre caracteristicas genéticas e o meio ambiente. Os fatores genéticos nao afetam apenas a
elevacdo da PA, mas também contribuem para a variabilidade interindividual na resposta ao

tratamento anti-hipertensivo. (10,16)

Os Estudos de Associacdo de Genoma Completo (Genome-wide association studies - GWAS) e
as técnicas de sequenciamento genético, revelaram varias vias relacionadas com a PA. Estes
estudos, baseiam-se essencialmente no facto de a determinado genotipo estar associada uma
caracteristica (fen6tipo). Ambas as técnicas podem ser utilizadas em estudos genéticos de larga

escala, e ndo requerem que existam relacoes de parentesco. (10)

Os polimorfismos genéticos tém o potencial de afetar as respostas a fairmacos através de varios
fatores genéticos. Esses fatores englobam genes relacionados ao desenvolvimento da HTA
capazes de alterar os efeitos dos medicamentos, modificacoes nas intera¢gbes mecanicas entre
farmacos e genes, variacoes nas enzimas de metabolizacdo de farmacos, genes associados a
transportadores de firmacos e genes que estdo envolvidos em cascadas complexas e reagoes

metabdlicas. (16)
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A farmacogenomica dos fArmacos anti-hipertensivos requer esforcos que possibilitem desvendar
genes e variantes adicionais e determinar as vias epigenéticas e regulatérias envolvidas na

resposta aos medicamentos anti-hipertensivos. (30)

Uma estratégia farmacogenomica baseada na escolha de um plano de tratamento altamente
eficaz e bem tolerado pode ser de enorme utilidade. Esta envolve o uso de menos fairmacos por
paciente, resultando numa melhor relacido entre custo e eficacia, e num controlo mais eficaz da
PA. Por sua vez, este resultado pode ajudar a prevenir incidentes cardiovasculares e renais,

melhorando a qualidade de vida e a longevidade dos pacientes com HTA. (16)

Os GWAS também melhoraram a compreensio da genética da HTA e forneceram evidéncias que
sugerem que grande parte da influéncia genética na hipertensdo reside em elementos nao

codificantes e opera através de interacoes gene-gene. (30)

Uma abordagem que utilize terapia geneticamente direcionada para tratar a HTA, pode reduzir
os custos totais inerentes ao tratamento ao longo de trés anos em até 47%. Surpreendentemente,
89% dessa reducao esta relacionada com a prevencdo de eventos adversos especificos. (16) Os
resultados de estudos e pratica clinica validam a eficicia da terapéutica anti-hipertensivas
baseadas no genoma, ji que esta contribui para evitar eventos adversos significativos e, ao

mesmo tempo, reduz os custos do tratamento.

Os SNPs representam pares de bases especificos em posigoes fixas do genoma que exibem
variacdo interindividual. Os GWAS envolvem a genotipagem de milhares de SNPs do genoma
humano. Esta variabilidade pode estar associada a uma maior suscetibilidade a doencas
especificas. Ao comparar os SNPs de individuos com HTA em relacao aos de individuos nao
hipertensos, torna-se possivel identificar quais dessas variantes genéticas estao interligadas ao
feno6tipo em estudo. (31) A importancia dos estudos reside no objetivo de descobrir SNPs

relevantes para a HTA através da realizacdo de GWAS.

Uma abordagem genética mais classica envolve a investigacao de genes candidatos. Nesse tipo
de estudo, a analise de variantes genéticas de interesse, relacionadas a funcdo biolégica e ao
potencial impacto numa doenga especifica, é predominantemente conduzida recorrendo a
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). O processo
inicia-se com a funcdo conhecida do gene em questao, e a partir desse conhecimento, presume-
se uma possivel relacdo com a doenca em andlise. A partir desta possivel relacio devem ser

realizados estudos que possam testar a validade das hipéteses. (32)

Embora se tenha vindo a mostrar vantajosa, a eficicia da terapia anti-hipertensiva é afetada por
fatores como a racga, sexo, idade e variacoes interindividuais. Este facto pode explicar pacientes
com hipertensdo que apresentam valores de pressdo arterial fora dos parametros ideais e
descontrolados mesmo tendo uma adesdo rigorosa ao tratamento proposto. (14) A natureza

poligénica da hipertensao torna entao dificil a procura pelos SNPs associados mais apropriados,
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bem como as relagdes entre genes individuais e as respostas a farmacos em diferentes grupos
étnicos. (16) Este facto revela a importancia do estudo de genes que afetem o metabolismo e o
transporte de farmacos que possam contribuir para a etiologia das diferencas interindividuais
na resposta ao tratamento da pressao arterial. As variacoes do genoma humano, potenciadas
pelos SNPs, estao na génese da variabilidade da resposta individual a determinado farmaco
numa populacgao. (14) A suscetibilidade a reac6es adversas a farmacos também pode apresentar

variagdes interindividuais.

Através da implementacdo de GWAS tém sido descobertos varios SNPs relevantes para a HTA

dos quais se enunciam por exemplo os seguintes (16):

e Polimorfismo CYP3A4*1B (-392A/G, rs2740574) do gene CYP3A4 -> Mulheres
portadoras do alelo A tratadas com Amlodipina (BCC) parecem atingir pressao arterial
média (PAM) alvo de 107 mmHg mais facilmente que homens com genétipos idénticos;

e Polimorfismo rs2357928 do gene CACNB2 - Portadores do genétipo GG aparentam ter
um risco aumentado de desfechos primarios ao ser tratados com Verapamil (BCC) em
comparacdo com os pacientes que tomavam Atenolol (-bloqueante);

e Polimorfismo -58C/T rs1799722 do gene BDKRB2 - O gen6tipo TT parece surgir mais
frequentemente em individuos que respondem melhor ao Enalapril (IECA) quando
comparado a individuos que respondem mal;

e Polimorfismo I/D rs1799752 do gene ACE - Portadores do gendtipo I/I podem ter
melhores respostas anti-hipertensivas a Hidroclorotiazida (diurético) em comparacao

com os portadores do gen6tipo D/D. (16)
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2.0bjetivos

A hereditariedade genética relacionada com a resposta a fairmacos permanece enigmética, com
caracteristicas complexas, e influenciada por multiplos genes e fatores. Assim, é imperativo
realizar estudos adicionais de forma a explorar todas as opg¢oes e desenvolver recomendacoes

definitivas para tratamentos que tenham como base caracteristicas genéticas. (16)

3

O principal objetivo deste estudo é o de desenvolver um projeto que permita avaliar a
variabilidade genética interindividual na resposta ao farmaco BCC, a Amlodipina. Através deste
estudo exploratoério, devera ser possivel identificar os polimorfismos genéticos associados a esta

variacao em pacientes portugueses previamente diagnosticados com hipertensao arterial.

De forma a alcancar o objetivo principal, foram estabelecidos objetivos secundarios a serem

realizados por etapas.

Inicialmente foi realizada uma extensa pesquisa bibliografica que culmina numa revisdo

sistematica sobre o tema. Posteriormente, numa fase inicial, é necesséario realizar:

e Identificacio geral dos genes que influenciam a resposta aos firmacos anti-
hipertensivos;
e Avaliar o impacto dos genes identificados nos fenétipos de resposta farmacologica;

e Analisar os genes e 0 seu impacto no tratamento farmacolégico da HTA;

Depois de analisados os genes e o seu impacto no tratamento farmacolégico da HTA, para

chegar ao objetivo principal, foram perseguidos os seguintes objetivos secundarios:

e Escolher um farmaco especifico para ser investigado;
e Determinacao do gene candidato a estudar;

e Identificacdo do polimorfismo genético a estudar;

e Determinar a sequéncia do gene;

e Analisar as caracteristicas dos participantes;

e Concluir com a analise dos resultados.

Este estudo deve aplicar-se a doentes que estejam inscritos na consulta de HTA da Unidade
Local de Saude Cova da Beira (ULS Cova da Beira).
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3.Metodologia

Para a extensa pesquisa bibliografica, foi utilizada a plataforma PubMed desde o periodo de
maio de 2023 a novembro de 2023. O objetivo foi atualizar o conhecimento sobre o tema e
explorar outros projetos relacionados com o mesmo. Nesta plataforma a pesquisa foi realizada
dltimos 5 anos, de forma a selecionar os artigos mais recentes acerca do tema, no entanto fez-se
também uma pesquisa mais abrangente, englobando cerca de 10 anos no total. Foram também
consultadas guidelines utilizadas no tratamento da HTA, bem como consultadas caracteristicas

farmacolégicas do farmaco selecionado no INFARMED.

Para a identificacao geral dos genes que influenciam a resposta aos farmacos anti-hipertensivos
foram analisados artigos de revisao sobre o tema. Para avaliar o impacto dos genes nos fenotipos
de resposta farmacologica, e o impacto no tratamento farmacolégico também foram analisados

artigos, e com base nestes, foram selecionados um fairmaco e um gene candidato a estudar.

Depois de selecionado o farmaco especifico, foi necessario selecionar pacientes da consulta de
HTA da ULS Cova da Beira cuja terapéutica anti-hipertensiva incluia o farmaco escolhido, a
Amlodipina. O laboratério hospitalar da ULS Cova da Beira colhe uma amostra de sangue em
tubo de colheita EDTA que é de seguida transportado para o laboratério do Centro de

Investigacdo em Ciéncia da Satde da Universidade da Beira Interior (CICS-UBI).

No CICS-UBI é realizado o estudo genético que envolve a extracdo do material genético, a
quantificacdo e a amplificagdo por PCR. (33) Posteriormente é realizada uma purificacdo de
forma a remover as impurezas da PCR e garantir a qualidade da préxima etapa, que é e
sequenciacdo. Apds obtidos os resultados da sequenciacdo pode-se entdo identificar

polimorfismos no gene candidato escolhido.

3.1. Identificacao, avaliacao e analise dos genes que
influenciam a resposta aos farmacos anti-

hipertensivos

Os polimorfismos genéticos podem influenciar a resposta aos medicamentos anti-hipertensivos,
influenciando genes associados a patogénese da hipertensao, modificando as interagdes entre
medicamentos e genes e afetando polimorfismos em enzimas metabolizadoras de
medicamentos, genes transportadores de medicamentos e genes envolvidos em reagdes
metabdlicas complexas. (16) Desta variabilidade genética pode decorrer uma alteracdo na
atividade do fArmaco, seja a sua diminuicao, aumento, auséncia e, em certos casos, manutencao.
(34) Além disso, sugere-se que a resposta aos fairmacos esta ligada a caracteristicas complexas,
poligénicas e multifatoriais, representando desta forma um verdadeiro desafio na identificacdo

de genes especificos. (16) Resumindo, a variabilidade interindividual pode ser a causa de uma
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resposta heterogénea quando é realizado um mesmo tratamento farmacolégico. Estudos
realizados tém revelado que uma parte significativa da variabilidade interindividual na resposta
a terapéutica anti-hipertensiva estd relacionada com fatores genéticos, nomeadamente SNPs
encontrados em pacientes hipertensos, conforme explorado no subcapitulo 1.7. Variabilidade

interindividual genética na resposta a terapéutica da HTA.

Os genes identificados podem exercer um impacto significativo nos fenétipos da resposta
farmacolodgica. Contudo, é crucial observar que a reacdo aos medicamentos é complexa e
multifactorial, e a influéncia de um unico gene podendo ser limitada. (16) Para melhor
compreensdo da interacdo entre os polimorfismos genéticos e a resposta farmacoldgica
enunciam-se alguns dos SNPs identificados em estudos realizados, o firmaco com que

interagem e em que consiste a alteracao na resposta farmacologica.

3.1.1. Estudos sobre a farmacogenomica da HTA
Dado que as respostas da PA aos BCC sdo amplamente variaveis, estudos tém investigado
potenciais polimorfismos genéticos que possam contribuir para esta variabilidade. De acordo
com o mecanismo de acdo do BCC, na tabela 2 podem ver-se alguns resultados obtidos em
pesquisas relacionadas com polimorfismos genéticos que possam ter impacto nas respostas

anti-hipertensivas aos BCC ou no risco de resultados cardiovasculares adversos.

Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos BCC

i Populacio em
Farmaco Gene SNP Resultados Ref.
Estudo

Pacientes com o
geno6tipo GG tratados
. ) com verapamil tém (35)
Verapamil CACNB2 rs2357928 Caucasianos o
maior risco de eventos | (36)

cardiovasculares

adversos

Portadores do genétipo
. GG tém melhor

CACNA1C | r1s2239050 Caucasianos . (37)
resposta da PA a

Amlodipina amlodipina

T16090C .
CYP3A4 Afroamericanos Portadores do alelo C (38)
152246709

tém melhor resposta da

17



Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

PA a amlodipina

Mulheres portadoras

de um alelo A tém 3

CYP3A4*1B, .
A/G vezes mais (38)
-3924/G, e
probabilidade de
rs2740
740574 atingir uma PAM alvo
de 107 mmHG
Portadores do genoétipo
. ) TT tém melhor
Diltiazem PLCD3 112946454 Caucasianos (39)

resposta ao tratamento

com diltiazem

Tabela 2 — Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos BCC

Os farmacos que visam o sistema renina-angiotensina sdo amplamente prescritos para tratar a
HTA. Sao os IECAs e os ARA II que modulam o SRAA antagonizando o efeito da angiotensina II.
Nao surpreendentemente, os genes que codificam os componentes do SRAA sao os candidatos
mais provaveis para uma abordagem farmacogenomica relacionada com estes farmacos. Pode

encontrar-se na tabela 3 um pequeno resumo de estudos sobre farmacogenomica dos IECAS e

ARAs.

Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos IECAs/ARA 11
i Populacio
Farmaco Gene SNP Resultados Ref.
em Estudo
Nao houve associacao
significativa dos
Atenolol polimorfismos com a
(B-bloqueante)
Lisonipril ACE Insercdo/Delecdo | Caucasianos resposta da PA aos (40)
Nifedipina farmacos atenolol (-
bloqueante), 1isinopri1 e
nifedipina
. -786T/C Pacientes
Enalapril NOS3 o Portadores do alelo C (41)
rs2070744 brasileiros
respondem melhor ao
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enalapril

Portadores hipertensos do
CAMKi1D rs10752271 gendtipo GG tém melhor | (42)

resposta da PA ao losartan

Losartan Caucasianos O polimorfismo
rs3814995 (Glui17Lys)
349G/A esta associado a melhores
NPHS 1 / (43)
rs3814995 respostas da PA ao

losartan, com diminuicao
da PAS

Tabela 3 - Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos IECAs/ARA 11

O diurético mais amplamente utilizado no tratamento da HTA é o diurético tiazidico
hidroclorotiazida, que atua inibindo o co transportador de NaCl expresso no tibulo contorcido
distal do nefrénio. (44) Dada a substancial variacido interindividual nas respostas anti-
hipertensivas a hidroclorotiazida, um grande ntmero de estudos avaliou polimorfismos

genéticos como preditores das respostas da pressao arterial a este firmaco (tabela 4).

Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos Diuréticos

Populacio em
Farmaco Gene SNP Resultados Ref.
Estudo

Portadores do
alelo Trp tém
niveis mais

reduzidos de

: (45)
renina e uma
. Gly460Trp ) melhor resposta
Hidroclorotiazida ADD1 Caucasianos
rs4961 ao tratamento com
hidroclorotiazida
Mudangas no
(46)

transporte i6nico

através da
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membrana celular
com consequente
diminuicao da PA
nos portadores de

alelo Trp

Portadores do
alelo 460Trp tém
.| @7
melhor resposta a

hidroclorotiazida

Portadores do
GNB C825T Afroamericanos | alelo T tém melhor 48)
3 rs5443 e Caucasianos resposta a 4

hidroclorotiazida

Portadores do
G/A ) alelo G tém

Caucasianos (49)
rs4149601 melhor resposta a

hidroclorotiazida

NEED4L

Portadores do

rs4149601 . haplotipo G-C tém
Caucasianos (50)
€ 15292449 melhor resposta a

hidroclorotiazida

Tabela 4 - Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos Diuréticos

Apesar de nio se considerar os f-bloqueantes como a terapia farmacologica anti-hipertensiva de
primeira linha, conforme descrito no capitulo introdutério, estes farmacos continuam a ser
amplamente prescritos e mantém um lugar importante no tratamento da HTA nalguns
subgrupos de pacientes. O alvo principal dos (-bloqueadores é o recetor Pi-adrenérgico,
codificado por ADRB1. Este gene contém dois polimorfismos genéticos comuns e amplamente
estudados: rs1801252, que leva a uma mudanca de serina para glicina na posicao 49 da proteina
(Ser49Gly), e rs1801253, que resulta numa mudancga de arginina para glicina na posicao 389 da
proteina (Arg389Gly). Estes dois polimorfismos mostram evidéncias importantes de impacto

funcional, uma vez que afetam a sinalizagdo intracelular mediada pelo recetor f1-adrenérgico.
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Na tabela 5 pode observar-se um resumo de estudos sobre a farmacogenomica dos [-

bloqueantes.
Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos 3-bloqueantes
i Populacio em
Farmaco Gene SNP Resultados Ref.
Estudo
Homozigotos
Ser49Gly mostraram
) ) tendéncia nao (51)
Bisoprolol ADRB1 rs1801252 Caucasianos L
significativa de ter (52)
uma resposta mais
forte ao bisoprolol
) Portadores do
Area80Gl Caucasianos, btipo Arg/Arg té
rg389 ) enotipo Arg/Arg tém
ADRB1 & Y Afroamericanos 8 P 8418 (53)
rs1801253 o melhor resposta da
e Hispanicos
PA ao metoprolol
Metoprolol
Portadores do alelo A
FGDs5 rs294610 Caucasianos tém melhor resposta | (54)
da PA ao metoprolol
Pacientes
heterozig6ticos tém
SLC25A31 | rs201279313 | Afroamericanos melhor resposta (55)
antihipertensiva aos
B-bloqueantes
B-bloqueante
Portadores do alelo A
. tém melhor resposta
BST1 rs28404156 Caucasianos (56)
da PA aos
B-bloqueantes
Tabela 5 - Resumo de estudos sobre farmacogenomica dos f-bloqueantes
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Traduzir as descobertas da pesquisa para a pratica clinica, com a finalidade de melhorar a
terapéutica da HTA continua a ser um desafio. Uma estratégia baseada em farmacogenomica
que seja eficiente para orientar os pacientes com HTA para um regime de tratamento mais eficaz

e bem tolerado seria extremamente valiosa.

3.2. Projeto para analise da variabilidade
interindividual na resposta a um farmaco anti-

hipertensor

Com o proposito de compreender a variabilidade genética na resposta ao tratamento anti-
hipertensivo, este projeto foca-se na avaliacao da influéncia de polimorfismo genéticos sobre a
eficacia de um determinado farmaco a escolher, em pacientes da consulta de HTA da ULS Cova
da Beira. Para atingir este objetivo, delinearam-se passos especificos que abrangem a selegido do
farmaco, a identificacdo do gene candidato e escolha do polimorfismo relevante. Estas etapas
fundamentais visam fornecer critérios importantes para a relacio entre a genética individual e a
resposta ao tratamento, contribuindo assim para uma abordagem mais personalizada no

tratamento da HTA. Detalham-se seguidamente os passos do projeto.

3.2.1. Escolha do farmaco especifico para ser investigado

O farmaco escolhido para a realizagdo deste projeto foi a amlodipina. Esta escolha é motivada
pela sua ampla utilizacdo na terapéutica anti-hipertensiva atualmente em Portugal. A
amlodipina pertence a classe dos BCC e é frequentemente prescrita pela sua eficicia
comprovada e pelo perfil de seguranca que apresenta. O facto de ser usada em Portugal também

permite que o projeto tenha um nimero significativo de candidatos para estudos genéticos.

Mais informagdes acerca deste fArmaco em especifico podem ser consultadas no subcapitulo

correspondente: 1.5.3. Amlodipina.

3.2.2.Escolha do farmaco especifico para ser investigado
Depois de selecionado o farmaco para investigar, selecionou-se o gene candidato. Para este
estudo escolheu-se o gene CACNA1C, localizado no cromossoma 12p13.2. O gene ocupa uma
posicao de aproximadamente 500 kb no genoma humano e é composto por 47 exoes. Este gene
codifica a subunidade a1C do canal de calcio do tipo L. (36,57) Desta forma, o gene CACNA1C
desempenha um papel crucial na regulacio da entrada de calcio nas células cardiacas e

vasculares.

Ao escolher o gene CACNA1C como alvo de investigacao, deve focar-se na interagao especifica da
amlodipina com este canal de célcio. Esta escolha estratégica visa aprofundar a compreensao de
como é que as variagOes genéticas podem influenciar a resposta a terapéutica. Ao explorar mais
detalhadamente a fungdo do gene CACNA1C na resposta a amlodipina, espera extrair-se

informacdo interessante que tenha o potencial de aprimorar as estratégias de tratamento
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individualizado, quem sabe, culminando numa gestao mais eficiente da HTA. Essa abordagem
visa ampliar conhecimento para a otimizacdo de abordagens terapéuticas direcionadas e

personalizadas.

3.2.3.Identificacao do polimorfismo genético a estudar
O polimorfismo genético selecionado para anélise neste estudo foi o rs1051375 do gene
candidato CACNA1C. A finalidade é verificar se existem indicios de que a existéncia de variacoes
neste polimorfismo podem influenciar a eficicia dos farmacos BCC, nomeadamente da
Amlodipina, na reducdo da PA. Para a variacdo rs1051375 do gene CACNA1C analisaremos a

possibilidade da existéncia de geno6tipos com melhor resposta ao firmaco amlodipina. (44,58)

Ao aprofundar a investigacdo deste polimorfismo, tem-se como objetivo obter uma melhor
compreensao das interacOes genéticas que interferem com a resposta terapéutica ao farmaco
selecionado. Este conhecimento podera contribuir para o desenvolvimento de estratégias de

tratamento personalizadas e eficazes, enriquecendo a gestao dos pacientes com HTA.

3.2.4.Caracteristicas da populacao do estudo exploratério
e Numero da populacao: 8
e Selecdo de pacientes: Selecionam-se pacientes que estejam inscritos na consulta de
Medicina Interna - HTA da ULS Cova da Beira.
e Critérios de inclusao:
o Individuos diagnosticados com hipertensao arterial essencial ligeira a moderada
(PAS 2140 e <180 mmHg e PAD =90 e <110 mmHg)
o Individuos com idade > 18 anos
o Individuos seguidos em consulta de Medicina Interna na ULS Cova da Beira
o Individuos que estejam a tomar Amlodipina em Monoterapia ou associada a
outros farmacos anti-hipertensores
e Critérios de exclusao:
o Individuos diagnosticados com hipertensao arterial secundaria
o Individuos com idade < 18 anos
e Procedimentos necessarios: Utilizacdo de amostras de sangue recolhidas aquando das
analises de rotina. Para a recolha das amostras ndo sera necessario realizar
procedimentos extra aos ja realizados para o tratamento e acompanhamento da doenca.
Os materiais biol6gicos (sangue) utilizados como amostras para este estudo serdo
descartados no final.
e Caracteristicas a avaliar - Avaliar e descrever em consulta caracteristicas que possam
constituir fatores confundidores:
o IMC, sexo, idade, fumadores, dieta, EAM prévio, uso de nitratos, uso de

estatinas.
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3.2.5.Informacao relevante para os participantes estudar
Direitos dos participantes: desistir da participacao no presente estudo a qualquer momento; ter
acesso a informacéao obtida através das varias analises (sanguineas e genéticas) e a solicitacdo da

sua remocao; obtencao de uma copia do Consentimento Informado.

Potenciais riscos: nenhum, visto que as analises genéticas serao feitas utilizando as amostras

obtidas das anélises de rotina e/ou do tratamento.

Potenciais beneficios: permitir a otimizacdo da terapéutica individual.

Informacgdo a ser recolhida: IMC, sexo, idade, dieta para HTA, antecedentes pessoais (enfarte
agudo do miocardio prévio), medicacdo habitual, ratio entre colesterol total/HDL, sequenciagio

genética do gene CACNA1C.

Quem tem acesso a informacao: investigador principal (Dr. Miguel Castelo Branco) e estudante

do Mestrado Integrado em Medicina.
Armazenamento da informacao: base de dados da ULS Cova da Beira.

Armazenamento da amostra sobrante: apenas o tempo suficiente para se repetir o doseamento,

caso necessario. Sera destruida assim que o trabalho ficar completo.
Informac6es dos investigadores e supervisores: ver Anexo 1.

3.2.6.Determinacao do genétipo da populacao estudar
A analise genética sera realizada numa amostra de sangue que é colhida no inicio do estudo. E
realizada nessa amostra sanguinea a extracao de acido desoxirribonucleico (ADN), amplificacao
e sequenciagao do gene candidato escolhido, CACNA1C, para analise do polimorfismo rs1051375

e verificar a sua possivel influéncia no controlo da PA.

O website https://www.ensembl.org/ é um navegador de genomas que fornece uma plataforma
de procura e anélise de informag6es gendmicas abrangentes, bastante 1til para diversos fins em
estudos genéticos. Este recurso permite visualizar a estrutura e organizacao dos cromossomas,
incluindo genes, regioes reguladoras e outras caracteristicas genéticas. Para este estudo em
especifico, o ensembl € utilizado para localizar o gene CACNA1C no genoma humano. Verifica-se
através do website a localizacdo do gene no cromossoma e analisa-se a sua estrutura.
Pesquisando o polimorfismo rs1051375 obtém-se informagoes sobre a sua localizac¢ao e possiveis

efeitos funcionais.
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rs1051375= A

ACCCCAGCACIgGTCAGCACTG
TGGGGTCGTGdCAGTCGTGAC]

T

Figura 1 — SNO no rs1051375, adaptado de (58)

Numa fase inicial, no CICS-UBI é entao realizada a extracdo de ADN. Conforme mencionado
anteriormente, o sangue foi colhido por punc¢ido venosa para tubos de EDTA na ULS Cova da
Beira e, depois de transportado para o laboratério do CICS-UBI, o ADN gen6mico é isolado
utilizando o kit Wizard Genomic DNA purification (Promega) de acordo com as instrucoes do

fabricante, tendo sido posteriormente armazenado a 4°C. (ver anexo 2)

Apobs a extracdo pode entdo dar-se inicio a genotipagem. A genotipagem do polimorfismo
CACNA1C rs1051375 € realizada por PCR convencional. A amplificacio dos fragmentos
contendo o polimorfismo em estudo é realizada num volume total de 50 pL usando um
termociclador MyCycler (Bio-Rad). Esse volume total contém 10 pmol de cada primer (forward
5'-ACCCCTCCTTCTTGCCTACA-3' e reverse 5-CTGCCAGGTCTGATCAAGGG-3"), 1,5 mM de
MgCl2, 100 nM de cada desoxinucleotideo trifosfato (ANTPs NZYSet da Nzytech), 1 unidade de
ADN polimerase NZYTaq II (Nzytech) e 100 ng de ADN genémico. (33,58)

O protocolo da amplificacdo é o seguinte: desnaturacao inicial a 93°C por 3 minutos, seguida de
35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 20 segundos, annealing a 55°C por 30 segundos e

alongamento a 72°C por 30 segundos. A extensdo final é a 72°C por 5 minutos.

Os fragmentos amplificados por PCR do gene CACNAi1C sdo sequenciados através de
sequenciamento Sanger (realizado pela empresa STABVIDA). Os dados sequenciados sao
posteriormente analisados no programa ChromasPro que é um software de analise de
sequéncias de ADN que permite visualizar, editar e analisar sequéncias de ADN. O grafico que o

ChromasPro gera é um cromatograma, uma representacao grafica da sequéncia de ADN. (59)
Os materiais utilizados sao:

e Materiais para o gel de agarose: Agarose (GRS Agarose LE da GRISP), GreenSafe
(GreenSafe Premium da Nzytech), marcador de pesos moleculares (100bp GeneRuler
100 bp DNA Ladder - ThermoFisher Scientific).

e Enzimas utilizadas para purificar: Exol (Exonuclease I da ThermoFisher Scientific)
FastAP (FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase da ThermoFisher Scientific)

(ver anexo 3).
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4.Resultados e Discussao

Neste capitulo, serao apresentados os resultados da anélise do polimorfismo rs1051375 do gene
CACNA1C em relagdo a resposta a amlodipina na populagao estudada. A analise sera realizada
através da comparacdo dos diferentes genotipos (AA, AG e GG) e da sua associacdo com a

reducio da PA apds o tratamento com a amlodipina.

4.1. Analise de resultados

Inicialmente, acedeu-se ao website ensembl.org e localizou-se o gene CACNA1C no genoma
humano. Através dos primers (sublinhados a amarelo na figura 2) fomos procurar a sequéncia
genética. Localizou-se a regido de inicio de transcricio, e conclui-se que precede o exdo 42

(letras azuis na figura 2). Antes do primer temos a regido intrbnica, a cinzento na figura 2.

Gene: CACNA1C
Polimorfismo: rsi051375

Exdoqo

AGGGCCGGTGGCCTGTTCGGCAACCAC
GTCAGCTACTACCAAAGCGACGGCCGGAGCGCCTTCCCCCAGACCTTCACCACTCAGCGCCCGCTGCACATCAACAAG
GCGGGCAGCAGCCAGGGCGACACTGAGTCGCCATCCCACGAGAAGCTGGTGGACTCCACCTTCACCCCGAGCAGCTAC
TCGTCCACCGGCTCCAACGCCAACATCAACAACGCCAACAACACCGCCCTGGGTCGCCTCCCTCGLCCCCGCCGGCTACC
CCAGCACGGTCAGCACTGTGGAGGGCCACGGGCCCCCCTTGTCCCCTGCCATCCGGGTGCAGGAGGTGGCGTGGAAG
CTCAGCTCCAACAG

Figura 2 — Exa0 42 que contém o polimorfismo rs1051375 — G vermelho

Pesquisou-se ainda o polimorfismo rs1051375 (identificado pela letra G vermelha na figura 2) e
obteve-se informacdes sobre a sua localizagdo e possiveis efeitos funcionais. Desta forma, na
figura 3 verifica-se a localizacdo e verifica-se que se encontra na forward strand, ou seja, no

sentido 5° 2 3’. Podem ainda ver-se as mutacgoes possiveis (alelos G/A/C).

Class Indel Class I SNP

Source dbSNP Source dbSNP

Location 12:2679699-2679738  Location 12:2679713

Alleles GGCTACCCCA... Alleles G/A/C (Forward
(Forward strand) strand)

CcDNA position 5923 CDNA position 5937

Protein 1783 Protein 1787

position position

Amino acids GYPSTVSTVE..P/G.. Aminoacids TITIT

Codons GGCTACCCCA..c/G... C quences | synony variant

Conseauences | frameshift variant -

Figura 3 — Caracteristicas do polimorfismo rs1051375

Para a extracdo do ADN colocou-se 300uL do tubo no endorf e seguiu-se os passos do protocolo

de extracdo. Depois quantificou-se a amostra no nanodrop. Apos a extracao e amplificacdo do
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ADN genoémico, verificou-se que o fragmento de ADN amplificado tinha 567 pares de bases,
calculado do primer forward até o primer reverse. Os produtos da PCR foram confirmados por

eletroforese em gel de agarose a 1,5% (figura 4) com um marcador de pares de base de 0 a 1000.

(33)

Controlo negativo

e
L
——
e

E

e
e s

PCR 26/02/2024
Figura 4 — Eletroforese em gel de agarose a 1,5% a confirmar as cerca de 567 pares de bases do ADN

amplificado
A eletroforese apresenta o controlo negativo limpo conforme se verifica na figura 4. Na amostra
1 existem mais bandas presentes, além da mais intensa que confirma as cerca de 567 pares de
base, mas tal deve-se a contaminacdo com proteinas. A purificagdo do ADN foi realizada de
modo a eliminar o maximo de contaminacdo possivel e os tubos foram preparados de acordo

com as indicagoes da empresa STABVIDA. (33)

Os fragmentos amplificados por PCR do gene CACNA1C foram sequenciados através de
sequenciamento Sanger (realizado pela empresa STABVIDA). Para a empresa enviaram-se 2

tubos por amostra, um que incluia o primer forward e outro com o primer reverse.

Os dados sequenciados que foram analisados no programa ChromasPro sdo apresentados de

seguida.
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Amostra l 290
GA (Heterozigoético)

Amostra 2 © T v ¢ ¢ o T I EMMc ¢t o © ¢ © ¢©
GG (Wild-type)
Amostra 3: £ ¢ & & ¢ 1 ¢ 1 & T © & © ¢

AA (Homozigético Mutante)
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Amostra 4:
GA (Heterozigético)

Nota:
Banda reverse porque a forward
esta com muita contaminagao.

Amostra 5:
AA (Homozigdtico Mutante)

/ M\ {f\l | |‘ ‘Iw'.l"‘l | Il
Nota: i[\ |‘| ’l l/ "\ ‘|‘ lwl ' m \l‘ ‘|‘
Banda reverse porque a forward I; \ ‘I | | \. [ ’\ |‘| : ".‘ HI ﬂl /' \ /\ [ '%.‘
estd com muita contaminacgéo. )‘ \J U ‘ﬂ\ } \ j_ [ '/ \ N '_\. /;f \/ ',

Amostra 6:
GA (Heterozigético)
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Amostra 7: 230
GA (Heterozigoético)

Amostra 8
GG (Wild-type)

JAVA\ /\ M /\/\ /\

Tabela 6 - Representacoes graficas da sequenciacdo de ADN — Obtido em ChromasPro (59)

O cromatograma criado pelo ChromasPro é composto por uma série de picos, cada um dos
quais representa um nucleétido (A — adenina, G — guanina, C — citosina, T — tiamina). O eixo x
representa a posicao do nucleétido na sequéncia de ADN e o eixo y representa a intensidade do
sinal. Relativamente aos nuclebtidos, podemos verificar que os picos verdes correspondem a
adenina, os pretos a guanina, os vermelhos a tiamina e os azuis a citosina. A linha de base indica

representa o nivel de “ruido de fundo” no cromatograma. (59)

O wild type é a forma mais comum de um gene numa populagio natural. Ou seja, é a versdo do
gene que a maioria dos individuos da mesma espécie possui, e que neste caso é o homozigoto

GG.

Simplificando a tabela 6 obtém-se o seguinte resultado:
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Amostra Resultado da Sequenciagéo

1 GA - Heterozigoético

GG - Wild-Type

AA - Homozigético Mutante

GA - Heterozigoético

GA - Heterozigoético

GA - Heterozigoético

2
3
4
5 AA - Homozigético Mutante
6
7
8

GG - Wild-Type

Tabela 7 — Resultados da Sequenciag@o

Concluindo, nas 8 amostras, temos 2 wild-type, 2 homozigdticos mutantes AA e 4

heterozig6ticos GA.

4.1. Analise da resposta a amlodipina

Este estudo tem como objetivo analisar a variabilidade interindividual na resposta a amlodipina,
um anti-hipertensivo de uso frequente, em 8 pacientes da consulta de HTA da ULS Cova da
Beira. O objetivo é o de avaliar a influéncia do polimorfismo rs1051375 do gene CACNA1C na

eficacia do farmaco.

As conclusbes do estudo baseiam-se na anilise de caracteristicas dos participantes, incluindo
idade, sexo, comorbilidades, histéorico de HTA, tratamento anti-hipertensivo e genétipo do

polimorfismo rs1051375. Apresentam-se as principais caracteristicas dos 8 participantes:

Amostra Caracteristicas

Feminino, 71 anos — PA controlada

Seguida por HTA desde 1998

Comorbilidades — Diabetes Mellitus 2, Dislipidemia, Hipotiroidismo

Amlodipina 5 mg — desde 2009

Masculino, 76 anos — PA controlada

Seguido por HTA desde 2017

2
Comorbilidades — Doenga Renal Crénica e Dislipidemia
Perindopril4mg + Indapamida 1,25mg + Amlodipina 5mg
Feminino, 74 anos — atualmente PA controlada
3

HTA de dificil controlo em 2017
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Comorbilidades — Dislipidemia

Perindopril 10mg + Indapamida 2,5mg + Amlodipina 5mg

Feminino, 74 anos — atualmente PA controlada

Seguida por HTA desde 1998
4 Apresentou crises hipertensivas em 2015 e PA descontrolada

Comorbilidades — Dislipidemia e Diabetes Mellitus 2

Perindopril 10mg + Indapamida 2,5mg + Amlodipina 5mg

Masculino, 27 anos — PA controlada

HTA desde 2002

HTA 22 — Causa em investigagdo — Aguarda TC das suprarrenais

Perindopril 10mg + Amlodipina 5mg

Masculino, 63 anos — PA controlada

Seguimento por HTA desde 2004

Sem comorbilidades conhecidas

Perindopril 8mg + Indapamida 2,5mg + Amlodipina 5mg

Masculino, 72 anos — PA controlada desde 2019

Seguido por HTA desde 1998
TA em 2015 mal controlada - MGF ajustou medicagéao

Comorbilidades — Diabetes Mellitus 2 mal controlada

Amlodipina 5mg e Ramipril 5mg

Masculino, 68 anos — PA controlada

Seguimento por HTA desde 2018 (processo anteriormente seguido na

8 Franga)

Comorbilidades — Dislipidemia e Diabetes Mellitus 2

Perindopril 8mg + Indapamida 2,5mg + Amlodipina 5mg

Tabela 8 — Caracteristicas dos 8 participantes no estudo

A idade dos participantes varia entre 27 e 76 anos, com média de aproximadamente 66 anos e a
maioria dos participantes é do sexo masculino (5 do total de 8 participantes - 62,5%). Pode
observar-se que a faixa etiria dos participantes é essencialmente contida entre os 63 e os 76
anos, exceto do participante com a amostra 5 que tem 27 anos. Este participante, contudo,

representa uma possivel amostra a excluir, caso se confirme que apresenta um dos critérios de
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exclusdo, que é o facto de poder ser diagnosticado com HTA secundaria. Atualmente, ainda se

encontra em estudo e aguarda a realizacdo de uma tomografia das glandulas suprarrenais.

A maioria dos participantes apresenta comorbilidades, incluindo diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemia, doenca renal crénica e hipotiroidismo. A HTA esta presente h4 mais de 5 anos na
maioria dos casos, sendo que 3 dos participantes apresentam HTA de dificil controlo. Conforme
as diretrizes do estudo, todos os participantes tomam amlodipina (coincidentemente todos na
dose minima de 5mg), podendo ser em monoterapia ou associado a outros anti hipertensores, o

que é mais frequente.

Uma breve analise preliminar sugere que os genotipos podem influenciar na resposta a
amlodipina. Ao verificar os resultados, e apesar de ndo ter significancia estatistica, pode realcar-
se que os participantes 3, 4 e 77, sdo portadores do alelo mutante e apresentaram PA de dificil
controlo. No entanto, seriam necessarios mais estudos com um nimero maior de participantes

para confirmar esta associagao.

Amostra Alelos Caracteristicas Controlo da HTA
AA -Homozigbtico Feminino, 74 anos HTA de dificil controlo em 2017
3
Mutante atualmente PA controlada
Feminino, 74 anos Apresentou crises hipertensivas
4 GA - Heterozigético
atualmente PA controlada em 2015 e PA descontrolada
Masculino, 72 anos - PA TA em 2015 mal controlada
7 GA - Heterozigético
controlada desde 2019 MGF ajustou medicacéao

Tabela 9 — Participantes que apresentaram PA de dificil controlo

O estudo apresenta resultados preliminares interessantes sobre a variabilidade interindividual
na resposta a amlodipina. A anéalise do polimorfismo rs1051375 do gene CACNA1C pode ser ttil
para a personalizacdo do tratamento da HTA. No entanto, conforme mencionado, serdo
necessarios mais estudos e informacbes para confirmar os resultados e aprofundar o
conhecimento sobre a relacio entre genética e a resposta a toma de amlodipina. Obter registos
de medicao da pressao arterial dos tltimos 5 anos dos pacientes em estudo seria interessante
para avaliar o perfil tensional e verificar se outros firmacos foram tomados antes da amlodipina

e se estes nao tiveram sucesso no controlo da pressdo arterial.

Ao longo do desenvolvimento do projeto, foi possivel otimizar o circuito de trabalho em todas as
suas etapas. Desde a selecado dos participantes e organizacdo da recolha de sangue no
laboratério, passando pela conservacao das amostras, transporte até ao centro de investigacao e
subsequente sequenciacao. Cada etapa foi cuidadosamente analisada e aprimorada. Através de
um processo rigoroso de otimizagdo, conseguiram-se aperfeicoar as técnicas e procedimentos,
garantindo a qualidade e eficiéncia do projeto. Como resultado, o projeto encontra-se agora
pronto para ser aplicado em larga escala, com a certeza de que os resultados obtidos poderao ter

um impacto positivo.

33




Variedade interindividual na resposta a um anti-hipertensor, a Amlodipina

5.Conclusoes e Perspetivas Futuras

A farmacogenomica na HTA surge como uma ferramenta promissora para o futuro da medicina.
A necessidade de combinagoes de medicamentos para controlar a PA em muitos pacientes torna
crucial a realizacdo de estudos focados nessas combinagdes, aproximando a farmacogenomica

da prética clinica.

Embora a auséncia de efeitos colaterais graves com os anti-hipertensivos possa explicar a falta
de impeto pela personalizacao da medicina na area, essa postura leva a administracao empirica
de medicamentos, nem sempre a mais eficaz. A otimizacio terapéutica proporcionada pela
farmacogenomica poderia resultar numa reducdo do ntimero de consultas para ajuste do
tratamento e numa menor quantidade de medicamentos por paciente, tornando a abordagem
mais rentavel do que o método de tentativa e erro, alcancando um controlo mais eficaz da PA. A
longo prazo, pode resultar em prevencdo de eventos adversos cardiovasculares e renais

culminando numa melhoria da qualidade de vida e longevidade dos pacientes com HTA.

O presente estudo investigou a influéncia do polimorfismo rs1051375 do gene CACNA1C na
resposta a amlodipina em 8 pacientes com HTA da ULS Cova da Beira. Os resultados
preliminares sugerem que o genétipo do polimorfismo pode estar associado a resposta ao
tratamento. No entanto, o nimero de participantes é pequeno e sdo necessarias mais pesquisas
para confirmar estes resultados. Recomenda-se entdo que em futuros estudos ampliem o
numero de participantes, de forma a ser possivel colher mais dados e mais detalhados e ainda

analisar outros polimorfismos que possam influenciar na resposta a amlodipina.

Este estudo contribui para a compreensdo da variabilidade interindividual na resposta a
amlodipina e abre caminho para pesquisas futuras que podem levar ao desenvolvimento de
estratégias terapéuticas mais personalizadas para o tratamento da hipertensdo arterial. A
farmacogenomica emerge como um paradigma transformador da medicina do futuro,
permitindo que os médicos personalizem tratamentos com base no perfil genético individual de
cada paciente. Esta abordagem inovadora abre portas a uma série de beneficios, entre os quais,
o aumento do sucesso terapéutico, a reducdo de efeitos secundarios e até mesmo

desenvolvimento de novos medicamentos, através da identificacdo de novos alvos terapéuticos.

Ao otimizar o tratamento da HTA, a farmacogenomica tem o potencial de transformar a vida dos
pacientes, proporcionando um futuro mais saudavel e com melhor qualidade de vida. Conclui-se
entdo que a farmacogenomica tem o potencial de melhorar significativamente a qualidade dos
cuidados de satude, tornando os tratamentos mais eficazes, seguros e personalizados para cada

paciente.
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Anexo 1 — Consentimento Informado

IMPRESSO
Centro
N I Hospitalar e consentimento livre e informado
Cova da Beira, E.PE. X
e e Crdige: CHUCH IMB CINVEST 18 oo 3 —

Miguel Castelo Branca Craveira de Sousa,

A realizar um trabalho de investigacdo subardinado ao tema “Variedade Interindividual na Resposta a um
anti-hipertensor, a Amlodipina”, vem solicitar a sua colaboragdo neste estudo. Informo gue a sua participacdo
& voluntéria, podendo desistir a qualquer momento sem que por isso venha a ser prejudicado nos cuidados
de salde prestados pela CHUCB-EPE, e informo ainda que a sua privacidade serd respeitada, todos os dados
recolhidos serdo confidenciais e ndo serdo fornecidas quaisquer compensaches.

Objetivo do trabalho de investigaco: Estudar a variedade Interindividual na resposta ao tratamento da
Hipertensdo Arterial a pacientes gue usem o anti-hipertensor Amlodipina.

Critérios de inclusdo:

+ Individuos diagnosticados com hipertensdo arterial essencial ligeira a moderada
o (PAS 2140 e 180 mmHg e PAD 90 & €110 mmHg)
¢ Individuos com idade = 18 anos
+ Individuos seguidos em consulta de Medicina Interna no CHUCE
s Individuos que estejam a tomar Amlodipina em Monoterapia ou associada a outros farmacos anti-
hipertensores

Critérios de exclusdo:

+ Individuos diagnosticados com hipertens3o arterial secunddria

¢ Individuos com idade < 18 anos
Procedimentos necessarios: Utilizacio de amostras de sangue recolhidas aquando das andlises de rotina.
Para a recolha das amostras ndo serd necessdrio realizar procedimentos extra aos jd realizados para o
tratamento. Os materiais bioldgicos (sangue) que irdo ser utilizados como amostras para este estudo seriam
descartados.
Risco/Beneficio da sua participa¢do: Menhum, visto gue as andlises genéticas serdo feitas utilizando as
amastras obtidas das andlises de rotina efou do tratamento.
Duragdo da participacdo no estudo: Nio aplicivel.
N2 Aproximado de Participantes: 10

Contacto para escdarecimento de dividas: a41000@fcsaude.ubi.pt

Consentimento Informado - Investigador

Ao assinar esta pdgina, o investigador estd a confirmar o seguinte:

Pdging: 1 de 2
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* Entregou esta informacio;

* Explicou o propdsito deste trabalha;
* Explicou e respondeu a todas as questdes e dividas apresentadas pelo participante ou representante legal.

Miguel Castelo Branco Craveiro de Sousa

Mome do Investigador [Legivel)

-

Assinatura do Investigador Data

Consentimento Informado — Participante
Ao assinar esta pdgina estd a confirmar o seguinte:
* 0 5r. (a) leu e compreendeu todas as informagdes desta informacdo, e teve tempo para as panderar;
* Todas as suas questdes foram respondidas satisfatoriamente;
* Se ndo percebeu qualguer das palavras, solicitou ao aluna/investigador uma explicacio, tendo este
esclarecido todas as davidas;
* Infarma-se ainda:
* O 5r. (a) recebeu uma cdpia desta infermacdo, para a manter consigo.

Nome do Participante (Legivel com nidmero do cartdo do cidaddo ou bilhete de ideatidade)

{Mome da Participante)

—

[Assinatura do Participante)

Prgina: 2 de 2
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Anexo 2 —Protocolo de extracao com o kit Promega

o
Promega

3. Protocols for Genomic DNA Isolation

We tested the purification of genomic DNA from fresh whole blood collected in EDTA, heparin and citrate anti-
coagulant tubes and detected no adverse effects upon subsequent manipulations of the DNA, including PCR (2).
Anticoagulant blood samples may be stored at 2-8°C for up to two months, but DNA yield will be reduced with
increasing length of storage.

The protocol in Section 3.A has been designed and tested for blood samples up to 3ml in volume. The protocol in
Section 3.B has been designed and tested for blood samples up to 10ml in volume, The yield of genomic DNA will vary
depending on the quantity of white blood cells present. Frozen blood may be used in the following protocols, but yield
may be lower than that obtained using fresh blood, and additional Cell Lysis Solution may be required.

Caution: When handling blood samples (Sections 3.A, B and C), follow recommended procedures at your institution
for biohazardous materials or see reference 3.

3.A. Isolating Genomic DNA from Whole Blood (300pl or 3ml Sample Volume)

Materials to Be Supplied by the User

. sterile 1.5ml microcentrifuge tubes (for 300yl blood samples)
. sterile 15ml centrifuge tubes (for 3ml blood samples)

. water bath, 37°C

. isopropanol, room temperature

. 70% ethanol, room temperature

. water bath, 65°C (optional; for rapid DNA rehydration)

1. ‘or 300ul Sample Volume: Add 900yl of Cell Lysis Solution to a sterile 1.5ml microcentrifuge tube.
For 3ml Sample Volume: Add 9.0ml of Cell Lysis Solution to a sterile 15ml centrifuge tube.

Important: Blood must be collected in EDTA, heparin or citrate anticoagulant tubes to prevent clotting.

"

Gently rock the tube of blood until thoroughly mixed; then transfer blood to the tube containing the Cell Lysis
Solution. Invert the tube 5-6 times to mix.

3. Incubate the mixture for 10 minutes at room temperature (invert 2-3 times once during the incubation) to lyse
the red blood cells. Centrifuge at 13,000-16,000 x g for 20 seconds at room temperature for 300ul sample.
Centrifuge at 2,000 x g for 10 minutes at room temperature for 3ml sample.

4. Remove and discard as much supernatant as possible without disturbing the visible white pellet. Approximately
10-20ul of residual liquid will remain in the 1.5ml tube (300u] sample). Approximately 50100yl of residual
liquid will remain in the 15ml tube (3ml sample).

If blood sample has been frozen, repeat Steps 1-4 until pellet is white. There may be some loss of DNA from
frozen samples.

Note: Some red blood cells or cell debris may be visible along with the white blood eells. If the pellet appears
to contain only red blood cells, add an additional aliquot of Cell Lysis Solution after removing the supernatant
above the cell pellet, and then repeat Steps 3-4.

4 Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W1 53711-5399 USA - Toll Free in USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608.277-2516
T™MO50 - Revised 3/19 WWW.promega.com
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oew

10.

15.

o
Promega

Vortex the tube vigorously until the white blood cells are resuspended (1015 seconds),
Completely resuspend the white blood cells to obtain efficient cell lysis.

Add Nuclei Lysis Solution (300ul for 300! sample volume; 3.0ml for 3ml sample volume) to the tube containing
the resuspended cells. Pipet the solution 5-6 times to lyse the white blood cells. The solution should become very
viscous. If clumps of cells are visible after mixing, incubate the solution at 37°C until the clumps are disrupted.
If the clumps are still visible after 1 hour, add additional Nuclei Lysis Solution (100p! for 300ul sample volume;
1.0ml for 3ml sample volume) and repeat the incubation,

Optional: Add RNase Solution (1.5p! for 300ul sample volume; 15p1 for 3ml sample volume) to the nuclear
lysate, and mix the sample by inverting the tube 2-5 times. Incubate the mixture at 37°C for 15 minutes, and
then cool to room temperature,

Add Protein Precipitation Solution (100! for 300pl sample volume; 1.0ml for 3ml sample volume) to the
nuclear lysate, and vortex vigorously for 1020 seconds, Small protein clumps may be visible after vortexing.
Note: If additional Nuclei Lysis Solution was added in Step 6, add a total of 130pl Protein Precipitation
Solution for 300p) sample volume and 1.3ml Protein Precipitation Solution for 3ml sample volume.

Centrifuge at 13,000-16,000 x g for 3 minutes at room temperature for 300p! sample volume, Centrifuge at
2,000 x g for 10 minutes at room temperature for 3ml sample volume.

A dark brown protein pellet should be visible. If no pellet is observed, refer to Section 4.

For 300ul sample volume, transfer the supernatant to a elean 1.5ml microcentrifuge tube containing 300ul of
room-temperature isopropanol. For 3ml sample volume, transfer the supernatant to a 15ml centrifuge tube
containing 3ml room-temperature isopropanol,

Note: Some supernatant may remain in the original tube containing the protein pellet. Leave this residual liquid
in the tube to avoid contaminating the DNA solution with the precipitated protein.

Gently mix the solution by inversion until the white thread-like strands of DNA form a visible mass.

Centrifuge at 13,000-16,000 x g for 1 minute at room temperature for 300ul sample. Centrifuge at 2,000 x g
for 1 minute at room temperature for 3ml sample, The DNA will be visible as a small white pellet.

Decant the supernatant, and add one sample volume of room temperature 70% ethanol to the DNA. Gently invert
the tube several times to wash the DNA pellet and the sides of the microcentrifuge tube. Centrifuge as in Step 12,

Carefully aspirate the ethanol using either a drawn Pasteur pipette or a sequencing pipette tip, The DNA pellet
is very loose at this point and care must be used to avoid aspirating the pellet into the pipette. Invert the tube on
clean absorbent paper and air-dry the pellet for 10-15 minutes.

Add DNA Rehydration Solution (100p! for 300ul sample volume; 250ul for 3ml sample volume) to the tube and
rehydrate the DNA by incubating at 65°C for 1 hour. Periodically mix the solution by gently tapping the tube.
Alternatively, rehydrate the DNA by incubating the solution overnight at room temperature or at 4°C,

Store the DNA at 2-8°C.

Promega Corporation - 2800 Woods Hollow Road - Madison, W1 53711-5399 USA - Toll Free in USA 800-356-9526 - 608-274-4330 - Fax 608.277-2516 5
WWW.Promega.com TMOS0 - Rewised 3/19
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Anexo 3 — Protocolo de Purificacao e Envio para a
STABVIDA

Grupo Professora Luiza Sequenciagio Protocolo desenvolvido por
Granadeiro STABVIDA Micaela Almeida
Purificagdo de produto de PCR

Apds confirmagdo da amplificagdo do gene alvo em estudo, por PCR seguido de eletroforese com 5uL de amostra,

procedemaos & purificacdo da amostra.

1. Fazer Mix com Fastap + EXOI

Alicota de trabalho
0,5pL Fastap 100pL Fastap
M
0,25ulL EXQI 50uL EXOI

2. 10yl de produto de PCR + 0,75 pl da mix (Fastap+EXOI)
3. Colocar no termociclador nas seguintes condigGes:
2002372
20" a 80°
1'a12¢

4, 0O produto estd purificado, podemos congelar ou preparar para sequenciagdo.

Preparar amostras para sequenciagdo

1. Na placa ou no eppendorf de 1,5ul colocar como segue:

5 pL de H,0

+
3pL de Primer (Forward ou Reverse) [1:10]= concentra¢do da alicota de trabalho
+
S5ulL de produto de PCR purificado

Fazer pedido online no site da STABVIDA

Mo site da STABVIDA é necessario preencher a tabela com o nome gue pretendemos dar a cada amostra

Ativar o codigo das etiguetas segundo a informagdo da tabela

Ao preencher o pedido & muito importante colocar nas notas: “Utilizar protocolo de detegdo de

heterozigotos”.

Colar as etiquetas na placa ou em cada eppendorf (conforme se aplicar)

7. Agendar a recolha. Mota: Ligar para a STABVIDA com antecedéncia para saber quem faz a recolha e como
deve a empresa ser contactada.

8. Colocar as amostras dentro de um envelope e colocar no frio até recolha:

9, Mo envelope colocar:

wmoewN

L

Remetente: Destinatadrio:
STABVIDA

Protocolo elaborado a 09/09/2022 Pdginalde 1
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