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Envelhecimento

Programacao intrinseca da vida biologica:

fase de desenvolvimento - fase reproductiva - senescéncia - morte




Mecanismos fisioldgicas do envelhecimento

Substituicao limitada de células somaticas

(teldbmeros!);

Acumulacéo de danos moleculares (ROS):
- diminuicdo de mecanismos de reparacao/regeneracao

- desgaste fisiologico do corpo naidade adulta

= impacto dos factores ambientais

(genes de longevidade operam em vias metabadlicas)

- Reducdao da eficiénciados 6rgaos e doencas do envelhecimento:

« a hipertenséo arterial e doencas cardiovasculares
* 0 cancro

« a diabetes mellitus

* a osteoporose

- doencas neurodegenerativas



Geneética do Envelhecimento =
programacéao biologica

+ factores de risco ambientais modificaveis

- estilo de vida (tabagismo, consumo de alcool, sedentarismo,
habitos alimentares, actividade fisica),

- exposicaéo ambiental ou ocupacional

+ factores geneticos predisponentes

Genes Ambiente



Sequénciacao do genoma humano

= sequéncia padrao de 10 individuos

» Listagem dos genes codificantes

* Somos 99.9% iguais

* diferencas = polimorfismos
gVariacéo genética individual:

* Identificacéo das variantes - projecto SNP/HapMap

* 90% sao SNPs (+ cnv, del, ins)

* Previsédo de 30 milndes SNPs na populacdo humana
s ~1% estimado de afectar fenotipos

Genome-wide association studies (GWAS)

® Estudos caso-controle (grupo doentes vs saudaveis; n>10 000)

® utiliza amostra de DNA gendmico e analise com SNP arrays

® Abordagem imparcial (‘unbiased’) sem seleccao de genes candidatos
® testar o modelo ‘doenga comum — variante comum’


http://www.sciencedaily.com/images/2007/11/071130075016-large.jpg

Genome-wide association studies (GWAYS)
‘Manhattan plot’
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Nivel de associagao —log,,(P)*

A

v

* Diferenca na frequéncia de cada variante genética comparando os grupos de doentes e de individuos normais

The Wellcome Trust Case Control Consortium (2007). Genome-wide association study of 14,000 cases of
seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature 447, 661-678.



Conclusao geral dos estudos GWAS

Genes e predisposicao

MutacOes muito raras

(< 1/100 000)
causam formas familiares e
monogénicas de doencas

Efeito fisiologica significativo \/




Doencas hereditarias raras da tensao arterial
afectam a homeostase electrolitica renal

Doenca

Gene mutado

Fendétipos da doenca

Doenca de Liddle

Canal epitelial de Na* ENaC

Hipertenséo
Absorpcao excessiva de Na* no nefronio
distal

Pseudohipoaldosteronism
do tipo | (PHA-1)

Canal epitelial de Na* ENaC

Hipotenséo
desperdicio renal de sais e auséncia de
resposta a aldosterona

Sindroma de Gitelman

co-transportador Na/Cl NCC

Sindroma de Bartter tipo |

Pseudohipoaldosteronism
do tipo Il (PHA-2)

co-transportador NKCC2

WNK4, WNK1
(regulam ROMK, NCC, fluxo
para-celular de CI)

Hipotenséo
hipocalciuria, hipomagnesaemia,
alcalose hipokalémica

Hipertensao, (Hipercalciuria)
hiperkaliémia, acidose hiperchloremica

Doenca de Dent

Canal de CI- CLC-5

Formacéao de pedras renais, proteinuria

Sindroma de Bartter tipo il

Canal de CI- CIC-Kb,

Hipercalciuria, Desperdicio renal de
sais, alcalose hipokalémica

Sindroma de Bartter tipo Il

Canal de Kt ROMK1

Hipercalciuria, Desperdicio renal de
sais, alcalose hipokalémica

adaptado de Bonstein-Sitton N (2005) Modulator 19




Conclusao geral dos estudos GWAS

Genes e predisposicao

MutacOes muito raras MutacoOes raras
(< 1/100 000) (1/1000 — 1/100)
causam formas familiares e conferem predisposicao
monogénicas de doencas a doencas
\ /

Efeito fisiologica significativg

Escapam aos GWAS

ito fisiologica mensuravel

Escapam aos GWAS

Variantes génicas comuns

(1/100 — 1/20)
conferem predisposicao
a doencas

Efeito fisioldgica fraco




Polimorfismos em WNK1 e tensao arterial

WNK1

Intron 1 deletions in PHA2

gene

WNK1
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Conclusao do estudo sobre WNK1
(Newhouse et al (2009). PLoS ONE 4: e5003.)

“In the combined meta-analysis, we confirmed association between SNP
rs765250 and Systolic Blood Pressure (SBP) and carriers of rs765250
allele [A] were associated with an overall increase in SBP equivalent to
~2.0 mm Hq.”

Um novo modelo para a predisposicao genetica:
é o efeito cumulativo de multiplas variantes genéticas comuns, cada uma com
reduzido efeito fenotipico, que tem de ser identificada

(exige rastreios genéticos complexos)

Efeito das variantes comuns esta na ordem do impacto da adocéo de um
estilo de vida mais saudavel (gene versus ambiente; medidas de promocéao

da saude publica)



Hipotese

Na populacao geral existem
variantes polimorficas
dos genes WNK1 e WNK4
gue conferem
uma predisposicao genética para
a hipertensao essencial e/ou osteoporose



Modelo da patofisiologia renal
em doentes PHA?Z2
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O exemplo das mutacoes de WNK4 em doentes PHA?2

—PPEPEEPFAPIQH' —II{QRRLSK—
)
1 174432 \( Y 1243
WNK4 I

— PCR + sequenciacao

WNK4ex7el7



Resultados

Dez variantes geneticas encontradas em 4,3 % das amostras

Exao/Intrao | Nucleotido Proteina SNP Frequéncia
IVS6 i;;‘A?:é n. a. rs61754357 | 6/601 | 1.0%
7 c.1523G>A | R508H | rs5599715 | 1/601 | 0.2%
7 c.1524T>C | RS508R | rs55879206 | 2/601 | 0.3%
7 c.1598T>C L533P nao 1/601 | 0.2%

designada
7 c.1641C>T | AB47A | rs9916754 | 15/601 | 2.5%
7 C.1653C>T P551P | rs55751736 | 8/601 | 1.3%
7 c.1664C>G | P555R | rs57737815 | 4/601 | 0.7%
7 c.1719C>T | H573H | rs56243382 | 2/601 | 0.3%
IVS16 Cz'g’#fé' n. a. rs61755630 | 4/960 | 0.4%
17 .3610C>T | R1204C | rs56116165 | 9/960 | 0.9%




Amostra Grupo de doentes Exdo/intrdo | Nucledtido Proteina Frequéncia
201 Controlo normal
261 Controlo normal
D4 Controlo normal
D45 Controlo normal
D109 Controlo normal
1MF Hipertensao essencial
TMF Hipertensdo essencial
4TMF Hipertensao essencial Ex7 c.1641C>T ABATA 15/601
66MF Hipertensdo essencial
273 Hipertensao essencial
67G Hipertenséo na gravidez
92G Hipertensdo na gravidez
172 Hipertensdo + baixa DMO
182 Hipertenséo + baixa DMO
25 Osteoporose
420 Controlo nromal
150 Osteoporose + Hipertenséo
317 Osteoporose + Hipertensao
699 Osteoporose + Hipertenséo
70 Osteoporose + Hipertenséo Ex17 c.3610C>T | R1204C 9/960
104 baixa DMO
606 Osteoporose
2 Osteoporose
514 Osteoporose




Grupos comparados

Fisher’s exact test

L ogistic regression model

logOR IC P-value
: (-0.70;
Hipertensos versus Controlos 0.38 2.10)
DMO baixo versus DMO 092 | (0.04: 2.60)

normal

Resultados significativos estdo assinalados em letra gorda.
Abreviaturas: DMO, densidade mineral ¢ssea; IC, intervalo de confidéncia; logOR, logaritmo odds ratio.

logOR IC P-value
(-1.30;
0.89 3,08)
(0.04;
2.1.2 4.20)




Resumo dos resultados

1) Variantes geneticas do gene WNK4 sdo raras na populacao
Portuguesa estudada

2) Nao se verificou nenhuma associacdo entre variantes do

gene WNK4 e o fenoétipo de hipertensao essencial na
populacao estudada

3) Foi identificada uma variante rara na populacéo

portuguesa que esta associada a osteoporose

—p |ndica predisposicao genetica a osteoporose



Genes e predisposicao

WNK4 R1204C

MutacOes muito raras

(< 1/100 000)
causam formas familiares e
monogénicas de hipertenséao

MutacoOes raras

(1/1000 — 1/100)
conferem predisposicéao
a hipertensao

Efeito fisiologica significativo

Escapam aos GWAS Escapam aos GWAS

Variantes génicas com

(1/100 — 1/20)
conferem predisposicao
a hipertensao

Efeito fisiologica mensuravel

Efeito fisioldgica fraco



Contribuicdes da Investigacao em Genética

Humana para Ganhos em Saude Publica

= |ldentificar variantes genéticas na populacéo que predispbe a doencas
comuns do envelhecimento (hipertenséo essencial, osteoporose,
diabetes ou cancro) e desenvolver testes moleculares.

=p Determinar o factor de risco genético do individuo

= Fornecer o fundamento cientifico para uma intervencao preventiva do
médico face aos varios factores de risco de cada individuo.

1= Determinar a prevaléncia de variantes de risco na populacdo Portuguesa
em geral
(dimensao do problema e necessidade de medidas preventivas)

= Colaborar no esclarecimento do papel fisiologico das variantes de risco
para viabilizar futuras abordagens terapéuticas.
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