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A hipertenséo arterial primaria resulta de altera-
¢oes nos sistemas de controle da pressao arterial. Va-
rias substancias end6genas participam de maneira
integrada nesse complexo sistema, que tem por objeti-
vo manter a homeostasia cardiovascular. No indivi-
duo hipertenso, a interacéo de fatores genéticos e fa-
tores ambientais leva ao desequilibrio desses sistemas,
gue resulta no aumento da presséo arterial associado
amaior incidéncia de eventos de morbidade e morta-
lidade. Esse quadro desfavoravel pode ser modificado
rapidamente com a utilizacdo de estratégias que tém
por objetivo, de forma integrada, identificar os
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determinantes genéticos em populac8es de pacientes
e/ou modelos experimentais. Por meio de técnicas de
biologia molecular, o papel de cada um desses genes
candidatos em processos celulares pode ser investiga-
do. Esses avancos permitirdo o reconhecimento pre-
coce de individuos com risco de desenvolver a doenca
até mesmo antes que ela se manifeste. Isso deve propi-
ciar estratégias de intervencao pré-clinica e desen-
volvimento de terapias mais especificas e eficazes.

Descritores: hipertensdo arterial, genética
molecular, mapeamento génico, epidemiologia
molecular.

(Rev Soc Cardiol Estado de S&o Paulo 1999;1:1-7)

EQUIL[BRIO DOS FATORES PRESSORES E
DEPRESSORES

Como é bem sabido, os determinantes da presséo
arterial séo o débito cardiaco e a resisténcia periférica
e qualquer alteragcdo em um ou outro, ou em ambos,
interfere na manutencao dos niveis pressoricos nor-
mais. Diferentes mecanismos de controle estao envol-
vidos ndo sé namanutencgéo (componente tdnico) como
na variagdo momento-a-momento (componente fasico)
da pressao arterial, regulando o calibre e a reatividade
vascular, a distribui¢éo de fluido dentro e fora dos va-
s0s e 0 débito cardiaco. Os complexos mecanismos
pressores e depressores interagem e se equilibram;
guando o equilibrio se rompe com predominancia dos
fatores pressores, ocorre a hipertensao primaria® . Essa
ruptura pode ser provocada e/ou acelerada pelos fato-
res ambientais, como excesso de sal na dieta e estimu-
los psicoemocionais, entre outros. Na hipertensao
estabelecida, a maioria dos controladores esta altera-

da, sendo dificil estabelecer quais os que tiveram pa-
pel preponderante no desencadeamento e mesmo na
manutencao das cifras elevadas de pressao arterial. O
aumento da resisténcia periférica é o fator mais im-
portante na hipertensao e, portanto, 0s mecanismos que
promovem a reducéo do calibre das arteriolas mere-
cem especial atencdo. Eles atuam basicamente na con-
tragcdo da musculatura que regula a luz do vaso ou na
espessura da musculatura, ocupando maior ou menor
parte do limen, ou em ambos. Admite-se, também, que
a reducao da luz ocorra ndo so pela hipertrofia da pa-
rede como também por um remodelamento. Na Figura
1 observam-se as diferentes formas de aumentar a re-
sisténcia periférica na hipertensao. No remodelamento,
hé& reducao dos didametros interno e externo, sem mo-
dificacéo da massa.

Fatores funcionais, como a atividade simpatica
modulada pelas aferéncias de diferentes reflexos e por
substancias vasopressoras ou vasodepressoras
circulantes ou produzidas pelas préprias células da
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HIPERTROF A REMODELAMENTO

Figural. O aumento da resisténcia periférica pode ocorrer por vasoconstricdo (funcional) ou por hipertrofia da
camada média muscular (estrutural). A alteracéo estrutural pode ocorrer por remodelamento (reducéo de todos

os didmetros, sem alteracéio as massa).®

musculatura lisa, ou endoteliais, s&o os determinantes
davariacéo do ténus vascular. Além disso, ha evidén-
cias de que diferentes hormdnios pressores
(angiotensina Il, norepinefrina, vasopressina, insuli-
na) contribuem para o estimulo ao crescimento da pa-
rede vascular, enguanto as substancias vasodilatadoras
tém efeito oposto, inibindo a proliferacao celular. Por-
tanto, a hipertensao primaria resultaria da ruptura do
equilibrio entre os fatores vasoconstritores, que tam-
bém promovem o crescimento da musculatura vascular,

e os fatores vasodilatadores, que também inibem o cres-
cimento da musculatura vascular (Fig. 2).

Na fase inicial, poderia predominar o fator funcio-
nal (vasoconstricao ativa), enquanto na fase de manu-
tencao ocorreriam as alteragdes estruturais. O encade-
amento temporal dos dois mecanismos possivelmente
varia de individuo para individuo e é dificil saber, em
determinada fase da hipertensao, qual a importancia

relativa de cada um deles.

Como a hipertenséo resulta do desequilibrio na
atuacéo dos diferentes reguladores, € considerada
uma doenca multifatorial. Também pode ser consi-
derada uma verdadeira sindrome naqueles casos em
gque vem acompanhada de obesidade, alteracdo no
metabolismo lipidico e glicidico e resisténcia a in-
sulina (Fig. 3), quando geralmente existe hipertonia
simpética produzindo elevacdes da freqiiéncia e do

débito cardiaco.

BI10LOGIA MOLECULAR E HIPERTENSAO

A hipertenséo é uma doenga que afeta milhSes de
pessoas em todo o0 mundo e contribui de maneira ex-
pressiva para grande niimero de mortes devidas a infarto
do miocérdio, acidente vascular cerebral e doenga re-
nal crbnica. Apesar de todos os avangos na area da fi-
siologia cardiovascular, ainda ndo se conhecem os
determinantes primarios da hipertenséo arterial. Exis-
tem varias raz0es para explicar esse fato, mas funda-
mentalmente reconhece-se, hoje, que a hipertenséo nao
€ uma doenga simples com causa Unica em todos os
individuos afetados. O estudo dos mecanismos de con-
trole da pressao arterial nas Ultimas décadas eviden-
ciou grande nimero de substancias e de sistemas fisi-
olégicos que interagem de maneira complexa e com
redundancia para manter a pressao arterial em niveis
adequados, nas mais diversas situagdes fisiologicas.
Admite-se, portanto, que a hipertensao arterial resulta
da disfuncédo dos sistemas de controle de presséo arte-
rial. Entretanto, a complexa interacéo desses sistemas
fisioldgicos, assim como as modificacdes que eles so-
frem de fatores ambientais, como, por exemplo, con-
teudo de sal na dieta, tém dificultado determinar se as
alteraces fisioldgicas encontradas em pacientes com
hipertenséo arterial sdo causadoras primarias da hiper-
tensao ou simplesmente conseqiiéncia de disfungbes
primérias ainda desconhecidas.
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Hipertensdo Primaria
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Figura 2. A hipertensao primaria provavelmente se inicia por alteragdes funcionais (vasoconstricéo) e se estabi-
liza por alteracGes estruturais, combinadas em grau variado com as funcionais.®
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Figura 3. Diagrama demonstrando a associa¢ao entre a elevagao da presséao arterial e as alteraces de outros
fatores, observada em 452 homens, no estudo Tecumseh, Michigan. ®
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O advento das técnicas de biologia molecular e a
incorporacéo de abordagens de genética molecular vém
permitindo buscar-se a identificacdo de mutacdes
génicas especificas que contribuem para o desenvolvi-
mento da hipertensao arterial. Isso permitira determi-
nar como defeitos genéticos especificos perturbariam
a fisiologia normal, dando origem a hipertensao arte-
rial. Dessa forma, o mecanismo fisiopatoldgico das
varias formas de hipertenséo arterial podera ser escla-
recido e, com isso, a identifica¢&o precoce de indivi-
duos de alto risco, o desenvolvimento de formas mais
especificas de tratamento das causas primarias do pro-
cesso e, ainda, a possibilidade de evitar o desenvolvi-
mento da doenca por meio de intervencéo pré-clinica.
Existem varias evidéncias indicando que a hiperten-
sdo arterial é multigénica e que as influéncias
ambientais tém importancia na determinacdo do
fenotipo. Estima-se que 30% a 40% da variagao da
presséo arterial em uma populagdo sejam devidos a
fatores genéticos ® . Portanto, a identificagéo dos fato-
res genéticos determinantes da hipertenséo arterial sera
fundamental para esclarecer o processo fisiopatologico
da doenca. A caracteristica multifatorial e a
heterogeneidade etiolégica representam os maiores
obstaculos para a identificacio das altera¢6es genéti-
cas especificas. Apesar dessas dificuldades, estdo sen-
do feitos progressos importantes na area com a utili-
zacdo de estratégias de genética molecular e o uso de
populacdes de pacientes hipertensos e animais experi-
mentais.

FORMAS MENDELIANAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL

As formas mais simples de hipertenséo que podem
ser analisadas geneticamente sdo as chamadas formas
mendelianas, ou seja, aquelas nas quais a mutacéo em
um Gnico gene é suficiente para produzir aumento da
presséo arterial. Os defeitos associados a essas
sindromes tém sido identificados porque a segregacéo
familiar de um alelo simples pode ser feita mais facil-
mente e, também, porque a morbidade da hipertensao
€ proporcional a severidade da doenca. Essas formas
de hipertensdo em geral séo severas e ndo respondem
aterapéutica convencional. Apesar de essas sindromes
serem raras, elas fornecem informag6es importantes
n&o somente para o desenvolvimento de novas formas
diagndsticas e de tratamento, mas, também, paraa com-
preenséao de interacdes entre genes e destes com fato-
res ambientais que podem participar da génese da hi-
pertensdo. Recentemente, foi identificado o defeito
molecular presente em trés dessas sindromes e, em

todos os casos, a pressao arterial estd sendo modifica-

da por meio de uma via comum, que resulta em altera-

¢éo dos mecanismos de reabsor¢éo de sal e agua pelo

rim:

— aldosteronismo remediado por glicocorticoide
(GRA);

— sindrome de Liddle;

— sindrome do aparente excesso de mineralocorticide
(AME).

Aldosteronismo remediado por glicocorticdide
(GRA)

E uma doenca autossdmica dominante, caracteri-
zada pela producéo ectépica de aldosterona pela ca-
mada fasciculada da adrenal. E reconhecida pela se-
crecdo aumentada do esterdide 18-OX cortisol e seus
metabolitos, ou pela completa supresséo da secrecéo
de aldosterona por glucocorticoides. A hipertenséo tem
inicio precoce e se acompanha de baixos niveis de ati-
vidade de renina plasmatica.

Na glandula adrenal normal, a atividade da
aldosterona sintase é expressa somente na camada
glomerular. A aldosterona é secretada na camada
glomerular pela agéo da angiotensina Il, enquanto o
ACTH controla a producéo de cortisol pela camada
fasciculada da adrenal. Estudos moleculares demons-
traram que existe uma duplicag¢&o génica nos indivi-
duos portadores dessa sindrome. O gene responsavel
pelo GRA esta localizado no cromossomo 8, onde se
localizam também o gene que codifica a aldosterona
sintase, responsavel pela biossintese da aldosterona, e
0 gene da 11-beta-hidroxilase, envolvido na biossintese
do cortisol. O gene duplicado que aparece nesses indi-
viduos é resultante da recombinacdo aberrante chama-
da “crossing-over” incompleto. Essa anormalidade re-
sulta na formacgao de um gene quimérico, que contém
0 promotor (regido que possui as sequéncias
sinalizadoras que ligam e desligam o gene controlan-
do sua expressao) da 11-beta-hidroxilase, e a regido
codificadora (que vai dar origem & sequéncia de
aminoécidos da proteina) da aldosterona sintase. Em
consequiéncia disso, a proteina aldosterona sintase, que
participa da sintese de mineralocorticdides, é agora
regulada positivamente pelo ACTH. O aumento na se-
crecao de aldosterona esta associado a retengéo de dgua
e sal, expanséo do volume plasmético e desenvolvi-
mento de hipertensao. Feito o diagndstico, o tratamento
pode ser feito por modificag&o farmacolégica da ex-
presséo do gene pela administracdo de glicocorticéides,
inibindo a secre¢éo do ACTH, portanto desligando a
expressao do gene quimérico e/ou inibidores da agéo
de mineralocorticéides 7.
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Sindrome de Liddle

Representa outra forma de hipertenséo arterial hu-
mana de heranga autossémica dominante, caracteriza-
da por supressao da atividade de renina plasmética e
baixos niveis de aldosterona, ao contrario do GRA. A
hipertensao desses pacientes é mediada por reabsorcdo
excessiva de sal e 4gua no néfron distal.

Estudos genéticos indicaram que 0 gene responsa-
vel por essa sindrome esté ligada a uma regido do
cromossomo 16. Nessa regido cromossdmica estao
localizados dois genes que codificam as subunidades
beta e gama dos canais de sddio epiteliais sensiveis &
amilorida. O canal de sédio é formado por trés
subunidades (alfa, beta e gama), essenciais para a ati-
vidade normal do canal. A reabsor¢éo de sddio pelo
canal é normalmente regulada pela aldosterona. Estu-
dos moleculares em pacientes com sindrome de Liddle
identificaram mutacgdes nos genes beta e gama. Essas
mutacdes resultam em dele¢fes ou introducéo de um
segmento peptideo curto, rico em prolina, ha porgéo
carboxiterminal intracelular das subunidades beta e
gama. O resultado dessas alteracdes génicas € o au-
mento de atividade do canal, levando a excessiva
reabsorcdo de sal e &gua, independentemente da acdo
de mineralocorticéides, com desenvolvimento de ex-
pans&o de volume e hipertens&o©?.

Sindrome do aparente excesso de
mineralocorticéide (AME)

E uma doenca autossOmica recessiva caracterizada
por hipertenséo de moderada a severa, que também se
manifesta precocemente e esta associada a razao au-
mentada dos metabdlitos cortisol:cortisona urinérios.
Essa sindrome é decorrente da estimulagao excessiva
dos receptores de mineralocorticéides, mas, ao con-
trario do GRA, os pacientes apresentam baixos niveis
circulantes de aldosterona.

Estudos moleculares identificaram uma mutacéo
na enzima 11-beta-hidroxiesteréide desidrogenase re-
nal, que resulta em perda da atividade; portanto, o
cortisol ndo é convertido em cortisona. Em condi¢fes
normais, o cortisol apresenta atividade
mineralocorticéide muito pequena porque é rapidamen-
te convertido em cortisona (n&o apresenta atividade
mineralocorticéide), pela acao dessa enzima. Na AME,
a enzima é deficiente e o cortisol em abundéancia ativa
receptores mineralocorticéides renais. A clonagem do
gene que codifica a enzima 11-beta-hidroxiesterdide
desidrogenase permitiu identificar as mutacdes respon-
saveis pela perda da atividade enzimatica®?.

Os estudos dessas diferentes sindromes ilustra
como a identificagdo molecular do defeito leva a com-

preensdo dos mecanismos celulares associados a
disfuncdes complexas, como a hipertenséo arterial.
Nesses trés exemplos, a via final comum para o desen-
volvimento da hipertenséo € a retencdo de sal e agua,
apesar de diferentes genes estarem envolvidos. E im-
portante ressaltar que, mesmo nessas sindromes, onde
um Unico defeito é capaz de elevar a pressao arterial
por uma via comum, existem particularidades impor-
tantes que determinam a terapéutica especifica.

HIPERTENSAO ARTERIAL ESSENCIAL

A causa do aumento de pressao arterial na maioria
dos pacientes permanece desconhecida e, por isso, é
denominada hipertensao arterial essencial. Acredita-
se que a sindrome na realidade seja poligénica e que
as influéncias ambientais desempenhem papel impor-
tante na manifestacao do fenétipo. Devido a esse alto
grau de complexidade, vérias abordagens estao cor-
rentemente sendo utilizadas para identificar os genes
gue participam da génese da hipertensao arterial. As
abordagens presumem que a varia¢ao interindividual
da pressao arterial é determinada, pelo menos em par-
te, geneticamente.

Estudos de associagdo ou de casos controles

Esses estudos comparam se a frequiéncia de deter-
minado alelo polimérfico esta alterada em populacfes
de individuos normotensos “versus” hipertensos. Nes-
se modelo, imagina-se que o marcador molecular sen-
do testado estd em desequilibrio de ligagdo com o alelo
responsavel pelo trago genético. Ou seja, 0 marcador
molecular estéa sobre ou téo proximo ao alelo procura-
do que eles séo segregados conjuntamente com fre-
guiéncia maior que aquela esperada ao acaso.

Investigag&o de variantes moleculares em genes
candidatos

E outra abordagem que vem sendo utilizada, onde
as variantes funcionais de vérios genes sdo identificadas
por métodos que permitem a analise de muitos indivi-
duos, como, por exemplo, 0 método de andlise do
polimorfismo conformacional de uma fita simples de
DNA (SSCP) ou de sequienciamento de DNA de for-
ma automatizada. A alteracéo de DNA corresponden-
te a variantes funcionais pode ser identificada facil-
mente e sua significancia funcional, avaliada de varias
maneiras. Por exemplo, podem-se empregar estudos
de associacdo semelhantes aos mencionados acima para
testar se as variantes funcionais estio associadas & hi-
pertenséo mais frequientemente que na populagio nor-
mal. Alternativamente, empregam-se estudos de liga-
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¢ao, onde o impacto das variantes funcionais é anali-
sado pela segregacéo das variantes em heredogramas

familiares contendo individuos hipertensos. E impor-
tante salientar que, devido & complexidade caracteris-
tica da hipertens&o arterial, como a heterogeneidade
etioldgica, a possibilidade de penetragdo incompleta e
de modelos de heranga desconhecidos, outros méto-
dos alternativos aos estudos de ligagdo tradicionais vém
sendo utilizados. Um desses métodos é a andlise de
pares de irméos afetados. Finalmente, essas diferentes

analises sao complementadas por estudos de expres-
séo funcional, que séo utilizados para testar o efeito
fisiolégico direto das variantes funcionais em células
em cultura ou até mesmo no contexto do animal intei-
ro pelo desenvolvimento de modelos animais geneti-
camente manipulados (transgénicos, “knockout”,

“knockin” e congénicos). J& foram citados anterior-
mente trés exemplos de sucesso empregando essa abor-
dagem para identificagdo dos genes responsaveis por
formas mendelianas de hipertens&o. Mais recentemen-
te, essa abordagem forneceu evidéncia de existir uma
ligac&o de variante do gene do angiotensinogénio com
a hipertenséo arterial essencial, em individuos de ori-
gem caucasiana. A variante T235, onde a treonina subs-
titui metionina no cédon 235, est4 associada a niveis
circulantes mais elevados de angiotensinogénid® . Além
disso, a hipdtese de que niveis circulantes elevados de
angiotensinogénio podem influenciar a presséo arteri-
al foi elegantemente testada® . Nesse estudo, foram
produzidos camundongos contendo 0, 1, 2, 3 e 4 cOpi-
as do gene do angiotensinogénio por meio de técnicas
de recombinacdo homodloga. Nesses animais, 0s niveis
de angiotensinogénio circulante e os niveis de pressao
arterial séo proporcionais ao nimero de copias do gene,

demonstrando assim a relagéo causal entre a elevacéo
da pressao arterial e os niveis de angiotensinogénio
em camundongos.

Outra abordagem complementar as discutidas aci-
ma baseia-se na utilizag&o de animais de experimenta-
¢ao com substrato genético uniforme, onde cruzamen-
tos genéticos controlados podem ser feitos para
maximizar os resultados de estudos de ligag&o genéti-
ca. Esses estudos de “total genome scan” baseiam-se
na utilizagdo de marcadores moleculares distribuidos
pelos 21 cromossomos do rato, e que permitem a iden-
tificagdo da origem parental das diversas regioes
cromossdmicas. Dessa forma, pode-se criar uma gera-
¢ao de ratos que contém distribuicao aleatéria do con-
tetido genético proveniente de uma cepa de animal
normotenso e de uma cepa de animal geneticamente
hipertenso. A caracterizacao fenotipica desses animais,
como, por exemplo, a presséao arterial sob diversas si-

tuacOes, pode ser correlacionada com a heranca de re-
giBes cromossdmicas especificas da cepa de ratos ge-
neticamente hipertenso e/ou a falta de regides

cromossdmicas da cepa normotensa. Em nosso labo-
ratorio, foram investigados cerca de 220 animais pro-
venientes do intercruzamento da cepa normotensa
Brown Norway com a cepa geneticamente hipertensa
SHR®9. Com a utilizagéo da analise de 24 fenétipos
relacionados a variaveis cardiovasculares e 336
marcadores moleculares, foram identificadas cinco
regides cromossdmicas (duas no cromossomo 2 e uma
nos cromossomos 4, 8 e 16), associadas a elevacgéo da
pressdo arterial desses animais apds sobrecarga salina.

Essas cinco regifes devem conter genes associados ao
desenvolvimento de hipertensdo nesses animais. Com
0 objetivo de testar essa hipétese, estamos desenvol-
vendo linhagens de animais congénicos, que contém o
“background” genético do animal SHR, exceto pela
regido mapeada que esta sendo transferida do animal
normotenso. Esse processo € feito por meio de
retrocruzamentos e sele¢&o dos animais, que contém a
regiéo a ser transferida do animal normotenso e o res-
tante do genoma do animal hipertenso. Atualmente,

estamos desenvolvendo a sétima geracdo dessas dife-
rentes linhagens, esperando-se que o processo esteja
completo em uma ou duas geracfes. A analise desses

animais permitira testar diretamente se aquelas regi-
Oes contém os genes que determinam o desenvolvi-
mento da hipertensdo no SHR; permitira, também, que
estudos de interacdo gene-gene e gene-fatores

ambientais possam ser realizados “in vivo”.

Portanto, a utilizagdo das técnicas de biologia
molecular e as abordagens da genética molecular es-
to permitindo, pela primeira vez, que se explore de
forma sistematica os fatores primarios determinantes
da hipertens&o arterial. E importante enfatizar que esse
conjunto de técnicas ndo sé ampliou nossa capacidade
analitica para identificar genes candidatos, como tam-
bém criou a oportunidade de modificar o genoma de
uma célula ou de um organismo para testar as hipote-
ses no contexto complexo do animal inteiro. Essas
abordagens fazem uso conjuntamente de experimen-
tacéo animal e de estudos humanos, por meio de técni-
cas fisioldgicas e bioquimicas para cruzamento de in-
formacdes que levem a identificacao de defeitos pri-
marios, ao reconhecimento de vias celulares, e as con-
seqliéncias fisioldgicas que advém dessas alteragdes.
O desenvolvimento desse conhecimento permitird que
sejam desenvolvidos meios para identificar precoce-
mente os individuos hipertensos, formas terapéuticas
gue atuem de forma eficaz na causa primaria, e a opor-
tunidade para intervencdes pré-clinicas que reduzam a
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morbidade e a mortalidade associadas a hipertensédo
arterial essencial. Além disso, a utilizacéo dessas téc-
nicas esta tendo grande impacto no conhecimento dos
varios sistemas de controle da presséo arterial, como o

intimidade de a¢do da angiotensina, levando a respos-
ta contratil da célula muscular (funcional) e a cadeia
de reagdes que modifica o0 painel controlador dos genes
gue comandam a sintese de proteinas responséaveis pelo

do sistema renina-angiotensina, onde ja se conhecea  crescimento da musculatura (estrutural).

HYPERTENSION: PHYSIOPATHOLOGY AND PERSPECTIVES
Epbuarpo MoacYr KRIEGER, Maria CLAUDIA [RIGOYEN, JoSE EpuarDO KRIEGER

Hypertension results from abnormalities of the control systems that regulate blood pressure. A number of
endogenous hiologically active substances interact in a complex but integrated manner to maintain cardiovascular
homeostasis. In the hypertensive patient, the interplay of genetic and environmental factors leads to disequilibrium
of these systems and hypertension ensues. This picture is about to be changed with the use of well defined
strategies aimed at identifying the genetic determinants of hypertension in experimental animals and affected
populations. The specific role of candidate genes in cell pathways can then be explored by molecular biology
techniques to clarify the underlying mechanisms responsible for development and maintenance of hypertension.
These advances shall enable early identification of individuals at risk. In addition, it raises opportunities for
pre-clinical intervention and rational development of new forms of therapy.

Key words: primary hypertension, molecular genetics, genetic mapping, molecular epidemiology.
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