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RESUMO

A hipertensiao essencial, um problema de satde publica mundial, ¢ uma doencga
multifatorial, cujo componente genético varia entre 25 a 60%. A despeito da alta
prevaléncia e incidéncia da hipertensao essencial em populacdes de ancestralidade africana,
os estudos sobre o componente genético da hipertensao essencial tém sido primariamente
realizados em populacbes de ancestralidade européia ou asiatica.

Dessa maneira, o objetivo geral deste trabalho foi investigar e quantificar potenciais
fatores de risco genéticos associados a hipertensio essencial em populagdes dos
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira — SP, individuos afro-descendentes,
oriundos de populagdes parcialmente isoladas, previamente bem caracterizadas do ponto
de vista clinico, genealégico e genético-populacional.

A amostra foi constituida de 759 individuos adultos com estudo clinico e
antropométrico oriundos das seguintes popula¢des quilombolas: Abobral, Galvao, Sao
Pedro, Pedro Cubas, André Lopes, Nhunguara, Sapatu, Piloes, Ivaporunduva, Maria Rosa,
Poga e Reginaldo, localizadas no Vale do Ribeira, no estado de Sao Paulo.

Estimativas de ancestralidade (baseadas em 48 marcadores INDEIL autossémicos)
sugerem que a contribuicao africana, européia e amerindia na amostra estudada ¢ de
aproximadamente 39,7%, 39,0% e 21,3%, respectivamente (IN=307), sendo igualmente
distribuidas em normotensos e hipertensos (37,6%, 39,0% e 19,9% e 41,1%, 37,8% e
20,4%, P = 0,845).

O estudo dos fatores de risco genéticos associados a hipertensao foi realizado por
duas abordagens: () um estudo transversal com individuos nao aparentados (IN = 383) e (7)
um estudo de associacio baseado em familias (IN total = 759, 79 familias). Foram
selecionados para estes estudos sete polimorfismos (I/D, Glu298Asp, C825T, G-350A,
M235T, A/C, A486V) em seis genes candidatos com forte base funcional: ACE, NOS3,
GNB3, AGT, ADD2 ¢ GRK4.

As andlises do estudo transversal revelaram uma associagdao significativa entre o
polimorfismo C825T do GINB3 e a hipertensao essencial (P=0,036), quando consideramos
o fenétipo mais extremo (PAS = 160mmHg e¢/ou PAD = 95mmHg, ou uso de
medicamentos anti-hipertensivos). Analises haplotipicas do GNB3 (variantes G-350A e
C825T) revelaram que cada copia do haplétipo C825/G-350 aumenta em 1,73 a chance de
hipertensio em relacio ao haplétipo basal T825/G-350 (OR = 1,73; IC 95% = 1,05 — 2,84,

P = 0,029). O haplétipo C825/G-350 estaria relacionado com um aumento na média



esperada da PAS e da PAD (A = 6,07 mmHg; IC de 95%: 1,64 — 10,50 mmHg; P = 0,007 e
A = 3.75 mmHg; IC de 95%: 1,16 — 6,35 mmHg; P = 0,005, respectivamente). Estudos de
interagdo gene-gene também foram conduzidos pela técnica de reducao de
dimensionalidade de multiplos fatores generalizada (GMDR). Os modelos de predi¢ao por
GMDR revelaram interacdes de alta ordem entre as variantes avaliadas e o risco de
hipertensio essencial. Os melhores modelos de interacdo foram: NOS3/GRK4,
ACE/GNB3/AGT e ACE/GNB3/AGT/ADD2/GRK4, com uma acuricia média
balanceada de teste de 60% (P=0,006), 59% (P =0,019), e 59% P = 0,025),
respectivamente.

As andlises de segregacao em familias indicaram uma associagao significativa entre o
polimorfismo G-350A do gene GINB3 e a hipertensao essencial, quando consideramos o
fenotipo classificado de acordo com o critério da OMS (PAS = 140mmHg e/ou PAD >
90mmHg, ou uso de medicamentos anti-hipertensivos, P = 0,018), e também quando
consideramos o fenétipo mais extremo (PAS 2 160mmHg e/ou PAD = 95mmHg, ou uso
de medicamentos anti-hipertensivos, P = 0,001).

Finalmente, as estimativas da herdabilidade corroboram a nogdo de que o
componente genético da pressio arterial ¢ elevado nessas populagoes: herdabilidades
(ajustadas para idade, género e IMC) de 36,1 e 42.9% para PAS e PAD, respectivamente.

Apresentamos nesse trabalho uma investigagdo extensiva e original sobre o
componente genético da hipertensio essencial em uma populagdo brasileira de afro-
descendentes (com caracteristicas historicas, genéticas e ambientais peculiares), refor¢ando
a hipotese de um mecanismo poligénico de regulacao da pressao arterial nas populagdes

remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira - SP.



ABSTRACT

Essential hypertension is a worldwide public health problem. Although this
pathology has a multi-factorial etiology, the heritability of blood pressure is high, ranging
from 25 to 60%. Despite the high prevalence and incidence of essential hypertension
among subjects of African ancestry, most genetic association studies has been carried out
either in subjects with European descent or in Asian-derived individuals.

Thus, the aim of this study was to investigate genetic risk factors putatively
associated with essential hypertension in the guilombo populations, which are partially
isolated African-derived populations, well characterized in terms of clinical, genealogical
and population data, living in the Ribeira River Valley — Sao Paulo, Brazil.

A total of 759 adults with clinical and anthropometric data sampled from the 12
populations (Abobral, Galvao, Sio Pedro, Pedro Cubas, André Lopes, Nhunguara, Sapatu,
PilGes, Ivaporunduva, Maria Rosa, Poga and Reginaldo) were studied.

Ancestry estimates (based on 48 ancestry informative INDEL markers) suggested
that the African, European and Amerindian contributions were 39.7%, 39.0% and 21.3%
respectively (IN = 307) to the studied sample. These proportions did not differ significantly
between hypertensive and normotensive subjects(41.1%, 37.8% , 20.4% and 37.6%, 39.0%
e 19.9%, respectively; P = 0.845).

Two approaches were employed to investigate potential genetic risk factors for
essential hypertension: (7) a cross-sectional study with unrelated individuals (N = 383) and
(é) a family-based association study (N = 759, 79 families). Seven polymorphisms (I/D,
Glu298Asp, C825T, G-350A, M235T, A/C, A486V) in six candidate genes with strong
functional basis (ACE, NOS3, GNB3, AGT, ADDZ2 and GRK4) were selected.

The cross-sectional study revealed a significant association between the C825T
GNB3 polymorphism and essential hypertension (P = 0.036) defined as a SBP = 160
mmHg and/or DBP295 mmHg, or use antihypertensive drugs). Haplotypic analyses of
both G-350A and C825T GNB3J variants indicated that each copy of the haplotype
C825/G-350 increases in 1.73 the odds of hypertension compated to the reference
T825/G-350 haplotype (OR = 1.73, CI 95% = 1.05 - 2.84, P = 0.029). The haplotype
C825/G-350 was also associated with augmented levels of both SBP and DBP (expected
mean difference, A = 6.7, 95% CI: 1.64 — 10.50, P = 0.007 and A = 3.75, CI 95%: 1.16 —
6.35, P = 0.005, respectively) compared to the reference haplotype. Gene-gene interactions
were also investigated by the use of the generalized multifactor dimensionality reduction
(GMDR). GMDR prediction models revealed high-order interactions for hypertension
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between and among the studied variants. The best interaction models were NOS3/GRK4,
ACE/GNB3/AGT, and ACE/GNB3/AGT/ADD2/GRK4, with an average testing
balanced accuracy of 60% (P = 0.006) 59% (P = 0.019), and 59% (P = 0.025), respectively.

The family-based association study showed a significant association of the GNB3
G-350 allele with essential hypertension (P = 0.018) when the diagnosis of essential
hypertension was based on the WHO criteria (SBP = 140mmHg and / or DBP = 90
mmHg, or use of antihypertensive drugs, P = 0.018). Qualitatively analogous results were
observed when a more extreme phenotype was considered (i.e. hypertension defined as a
SBP 2 160mmHg and / or DBP = 95 mmHg, or use of antihypertensive drugs, P = 0.001)

Finally, heritability estimates corroborated the notion that the genetic component
of blood pressure is high in these populations. Heritability (adjusted for age, gender and
BMI) estimates of 36.1 and 42.9% for SBP and DBP, respectively, were obtained.

We presented in this work an extensive and original investigation about the genetic
component of essential hypertension in an African-Brazilian population (with peculiar
historical, genetical and environmental characteristics). This study strengthens the
hypothesis of a polygenic mechanism of regulation of blood pressure in the guilombos tfrom

Ribeira River Valley — Sao Paulo.



CAPITULO 1




1. Revisdo bibliografica

1.1. Epidemiologia da hipertensio

Hipertensao ¢ o termo utilizado para designar a pressao arterial elevada cronica, de
cariter patolégico. Essa condigao associa-se frequentemente a alteracoes funcionais e/ou
estruturais de 6rgaos como o coragdo, encéfalo, rins e vasos sanguineos, e também a
alteragdes metabolicas, com consequente aumento no risco do surgimento de doengas
cardiovasculares (DCVs). Quanto a sua etiologia, classifica-se a hipertensio como primaria
ou essencial aquela cuja manifestacio nao pode ser atribuida a existéncia de outra doenga
precedente, e como secundaria, a hipertensio que se manifesta associada a outros
distarbios (Thibonnier & Schork, 1995).

A classificagdo da pressao arterial é baseada na média de duas ou mais medidas
apropriadas, obtidas de duas ou mais leituras em pelo menos duas visitas ao consultorio
(Tabela I.1), para individuos com 18 anos ou mais. Quando as pressoes arteriais sistolica e
diastolica apresentam valores que se encontram em categorias diferentes, utiliza-se o maior
valor para classificar a pressao arterial (VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensio Arterial,

2010).

Tabela I.1: Classificagdo da pressio arterial segundo as medidas obtidas em consultorio.

Classificacao PAS PAD
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130 -139 85 -89
Hipertensao estagio 1 140 — 159 90 -99
Hipertensao estagio 2 160 -179 100 - 109
Hipertensao estagio 3 2180 >110
Hipertensao sistdlica isolada > 140 <90

Mudangas na pressao arterial ocorrem com o avan¢o da idade. O aumento da
pressao sistolica se da ao longo de toda a vida, ao contrario da pressao diastélica, que se
eleva até mais ou menos os 50 anos, tendendo a se estabilizar ou até mesmo a sofrer
declinio apds essa idade. A hipertensao diastolica é predominante antes dos 50 anos de
idade, ocorrendo isoladamente ou combinada com a elevagao da pressio sistolica. A
prevaléncia da hipertensio sistolica aumenta com a idade, e por volta dos 50 anos, torna-se
a forma mais comum de hipertensao. A pressao diastélica elevada é um fator de risco para

doengas cardiovasculares mais importante do que a pressao sistolica até os 50 anos de
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idade; depois dessa faixa etaria, a pressdo sistolica passa a ser o fator de risco mais
importante (Chobanian e col., 2003).

A cada ano morrem 7,6 milhdes de pessoas no mundo devido a hipertensio,
segundo dados do Boletim Global de Doencas Relacionadas a Hipertensao (Lawes e col.,
2008). A hipertensao arterial é responsavel, segundo o documento, por 54% de todos os
casos de acidente vascular cerebral (AVC) e 47% dos casos de infarto, fatais e nao fatais,
em todo o mundo. Na ultima década, a hipertensio fez mais de 70 milhdes de vitimas
fatais. A maioria das mortes ocorre em paises em desenvolvimento econémico e mais da
metade ocorre em individuos entre 45 e 69 anos.

Nos paises mais desenvolvidos (bigh-income countries), somente 7% das mortes
ocorridas antes dos 60 anos podem ser atribuidas a hipertensio, enquanto na Africa essa
porcentagem sobe para 25% (Global Health Risks, OMS, 2009).

As doengas cardiovasculares emergiram como um significativo problema de saide
em varios pafses da Africa subsaariana. Estes, assim como diversos pafses de outras regides
do planeta, estao sob processo de transi¢io epidemioldgica, no qual as doengas cronicas
ndo transmissiveis, como a hipertensio, vém ganhando expressividade em detrimento das
doengas transmissiveis. A transicao epidemioldgica é intimamente relacionada com as
mudangas demograficas, sociais e economicas dessas populagoes (Oladapo e col., 2010).
Em 1992, Ekpo e col. encontraram a frequéncia de 8,1% de hipertensos numa populagio
urbana da Nigéria. Estudos recentes mostram um quadro epidemiolégico completamente
distinto, com prevaléncia da hipertensao de cerca de 20% ou até mais em populagdes
urbanas ou rurais da Africa subsaariana (Thorogood e col., 2007; Kengne e col., 2007;
Oladapo e col., 2010).

A Africa é considerada o local de origem e dispersio do homem moderno. Num
dos maiores eventos migratorios na historia recente da humanidade, milhdes de africanos
foram trazidos como escravos para a América durante mais de trés séculos. Esses
individuos, que sio oriundos de diversas populacées da Africa (predominantemente do
Oeste), miscigenaram-se uns com o0s outros e também com europeus, resultando em
populacbes geneticamente heterogéneas.

Estudos com populagdes afro-descendentes em paises desenvolvidos revelaram que
a hipertensdo é um problema de saide muito frequente. Na populacio norte-americana
geral, cerca de 25% dos adultos sdao hipertensos; entre os afro-descendentes a frequéncia da
hipertensiao pode chegar a 35% (Cooper e col., 1999). Cui e col. (2003) estimaram em 24%
a frequéncia de adultos norte-americanos com hipertensao. Estudos feitos a partir de 1970
mostraram que a hipertensio responde por cerca de 20% da mortalidade em afro-

descendentes e por apenas 10% da mortalidade em populagdes caucasianas norte-
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americanas (Cooper & Rotimi, 1997). Considerando como hipertensas as pessoas que
apresentam pressao arterial com valores acima de 140/90 mmHg, Cooper e Rotimi (1997)
concluiram que a hipertensao ¢é cerca de 50% mais freqiiente em negros do que em brancos
ou hispanicos nos Estados Unidos. Nesse trabalho considerou-se a hipétese que o quadro
da ocorréncia da hipertensdo devia-se basicamente as condi¢des socio-economicas
inferiores compartilhadas por hispanicos e negros norte-americanos. Como a incidéncia de
hipertensao entre os hispanicos se assemelhava a ocorréncia do distarbio em brancos e nao
as frequéncias encontradas em negros, refor¢ou-se o indicio de que fatores genéticos
devem ser importantes no fenétipo da hipertensao entre afro-descendentes. Um estudo
realizado por Umscheid e col. (2010) em populagdes norte-americanas demonstrou que os
pacientes negros mantém a pressao arterial menos controlada do que os pacientes brancos.

Cooper e col. (2005) questionaram se de fato ha maior prevaléncia de hipertensao
em populagdes negras. Comparando negros africanos, caribenhos e norte-americanos com
brancos norte-americanos, canadenses e europeus (85.000 participantes no total),
encontraram frequéncias de 14-44% de hipertensos entre os negros e 27-55% entre os
brancos. Analisando o modo de vida, situacées de estresse e as condi¢hes socio-
economicas dessas populacOes, os autores sugeriram que os fatores ambientais podem
representar um impacto muito significativo no fenétipo da hipertensio. Esses resultados,
no entanto, podem ter sido influenciados pelo delineamento experimental escolhido, no
qual os paises selecionados para o estudo nao apresentavam de fato uma alta prevaléncia de
hipertensio em negros. Também poderiam resultar de um viés sécio—econémico, segundo
o qual as populagdes brancas teriam mais acesso aos tratamentos € por isso o nimero de
brancos diagnosticados como hipertensos e em tratamento parece ser maior do que o de
negros.

Crawford e col. (2010), investigando os efeitos do indice de massa corporal e da da
obesidade na prevaléncia de diabetes do tipo 2, hiperlipidemia e hipertensio em populagdes
norte-americanas, encontraram as maiores proporcoes de diabéticos (12,1%) e hipertensos

(28,9%) entre os afro-descendentes (Figura 1.1).
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Figura 1.1: Prevaléncias do diabetes tipo 2, hiperlipidemia e hipertensdo de acordo com a ancestralidade em
populagbes norte-americanas (adaptado de Crawford e col., 2010).

No Brasil, 29,4 % das causas de morte sdao atribuidas as doencas cardiovasculares,
sendo 12,8% destas causadas por hipertensio arterial sistémica (Figura 2.1). Estudos da
década de 1980 até o ano de 2001, realizados em diversos estados brasileiros, observaram
prevaléncias de hipertensdo entre 10% e 42%, dependendo da regido, subgrupo e critério
diagnéstico utilizado (Lessa, 2001). Na realidade, a hipertensao arterial, doenga mais

frequente no Brasil, ndo tem sua prevaléncia conhecida no pais como um todo (Rosario e

col., 2009).

31,4% 30.0%

1 Doencas cardiovasculares (DCV)
M Outras causas AVE DIC HAS Qutras
CAUSES

Figura 2.1: Taxas de mortalidade por doengas cardiovasculares e suas diferentes causas no Brasil. AVE =
acidente vascular encefalico; DIC = doenca isquémica do coracio; HAS = hipertensdo arterial sistémica.
(Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao, 2010).

Jardim e col. (1992) realizaram um estudo epidemioldgico e encontraram uma baixa
frequéncia de hipertensio arterial (6,28%) em uma populagdo quilombola Kalunga (em
Goias), isolada. Sichieri e col. (2001) relataram diferengas quanto a ocorréncia da
hipertensao: as mulheres negras de uma populacio miscigenada do Rio de Janeiro
apresentavam maior probabilidade de desenvolverem hipertensao em relagdao as brancas e
mulatas. Devido ao fato de haver estudos pouco conclusivos relatando a ocorréncia da
hipertensao em afro-brasileiros, sdo necessarias novas investigacoes para que se esclarega se

hd ou nido uma alta prevaléncia de hipertensos, como tem sido relatado em diversos
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trabalhos com afro-descendentes de outros paises, analisando-se qual é a real contribui¢ao
dos fatores ambientais (dieta, habitos e modo de vida) e dos fatores genéticos no

desenvolvimento e na ocorréncia da hipertensao.

1.2. Fisiologia da regulagio da pressdo arterial

Diversos sistemas fisiologicos estio relacionados a homeostase da pressao arterial:
o sistema renina-angiotensina-aldosterona, o sistema dopaminérgico, o equilibrio de sédio e
eletrolitos, o sistema endotelial e a transducdo de sinais intracelulares.

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) ¢ um dos mais importantes
mecanismos fisiologicos de controle da pressao arterial (Figura 3.1). A renina é sintetizada
pelas células justaglomerulares dos rins. Quando ha queda da pressiao arterial, a renina ¢é
liberada no sangue. A renina tem funcdo enzimatica e cataliza a hidrélise do
angiotensinogénio, que ¢ produzido no figado e liberado na circulagdio. Quando o
angiotensinogénio ¢ clivado, ocorre liberacao de angiotensina I; outra enzima, a enzima
conversora de angiotensina (ECA), presente nos pulmoes e tecidos vasculares, converte a
angiotensina I em angiotensina II, um potente vasoconstritor. A angiotensina II age por
meio de dois receptores: AT1 e AT2, expressos em diversos tecidos, inclusive em tecidos
cardiovasculares. Tanto o AT1 como o AT2 pertencem a classe de receptores acoplados a
proteina G. A angiotensina II, mediada pelo receptor AT1, age no controle da pressao
arterial provocando vasoconstricgao, liberagao de aldosterona pela glandula adrenal e
estimulando a retencdo de sal nos tdbulos renais (revisdes em Connell & Davies, 2005;
Bader & Ganten, 2008; Siragy & Carey, 2010). A aldosterona, sintetizada na zona
glomerulosa do cortex da glandula adrenal, é o principal hormonio mineralocorticéide. A
acao da aldosterona regula o volume de fluido corporal e mantém a homeostase de fons,
pois atua nos rins, via receptores de mineralocorticéides, induzindo a reabsor¢ao de fons
sédio e de agua e aumentando a excre¢ao de fons potassio. A aldosterona também modula
o tonus vascular, possivelmente aumentando a resposta vasopressora a catecolamina e
diminuindo a resposta vasodilatadora a acetilcolina, ou pela estimulagao dos receptores de
angiotensina II (revisdes em Connell & Davies, 2005; Funder, 2010; Carey, 2010). A
aldosterona aumenta a reabsor¢ao de fons sédio atuando sobre a regulagdo dos canais de
sédio epiteliais ou canais amilorida-sensiveis (ENaC), que estio presentes no duto coletor
do rim (revisio em Snyder, 2005). O papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
basicamente, ¢ regular o fluido extracelular e o equlibrio de {ons, regulando,

consequentemente, a pressao arterial.
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Figura 3.1: Sistema renina-angiotensina-aldosterona. A renina sintetizada nos rins metaboliza seu substrato
angiotensinogénio (produzido no figado) no plasma, liberando a angiotensina I. A enzima conversora de
angiotensina (ECA), produzida na superficie do tecido pulmonar e nas células endoteliais renais, cataliza a
conversdo de angiotensina I em angiotensina II. A angiotensina II interage com receptores, principalmente os
AT1, em diversos 6rgios-alvo, levando a efeitos como a retencdo de sédio, vasoconstriccio e secrecio de

aldosterona (Adaptado de Bader, 2010).

Outro mecanismo importante na regulacio da pressio arterial é o sistema
dopaminérgico. A dopamina, sintetizada nos tibulos renais proximais, reduz a reabsor¢io
de sédio pelos tubulos renais proximais inibindo o transporte de fons sédio. O sistema
dopaminérgico exerce sua funcdo por meio da ativacio de receptores de superficie celular
acoplados a proteinas G. A estimula¢do destes receptores é capaz de regular a excrecdo de
agua e eletrdlitos atuando indiretamente sobre a hemodinamica renal e a liberacio de
hormonios e peptideos vasoativos. As proteinas G acopladas a receptores do tipo quinase
(GRKSs) desempenham papel importante na fosforilagao, dessensibilizagao e internalizacao
dos receptores de dopamina (revisdes em Zeng e col., 2004; Staessen e col., 2008; Jose e
col.,, 2010).

Um dos produtos mais importantes das células endoteliais é o 6xido nitrico. O
o6xido nitrico endotelial (ON) é produzido constitutivamente nas células endoteliais a partir
da conversao do aminodacido L-arginina por uma enzima do tipo sintase (eNOS). O ON
participa de trés mecanismos regulatorios que sio fundamentais para a regula¢io do fluxo

sanguineo e, consequentemente, da pressio arterial: 1 — controle do tonus vascular, 2 —
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adaptacao do fluxo sanguineo conforme a demanda de determinado tecido e 3 — adaptagao
do calibre dos vasos conforme o volume do influxo sanguineo (Pereira e col., 2000).

As proteinas G desempenham um papel fundamental nos processos de sinalizagao
intracelular. O aumento da atividade de canais de ifons sédio e hidrogénio poderia
representar potencialmente o aumento da reabsor¢ao de fons sédio pelos tibulos renais, o
que levaria ao incremento do volume sanguineo devido a captagao de dgua por osmose,
acarretando na elevag¢do da pressio arterial. A atividade dos canais de fons sédio e
hidrogénio (entre outros) é controlada por sinais intracelulares. O grupo de pesquisa de
Siffert (2005) caracterizou as vias de estimulo e resposta em culturas de linfocitos de
pacientes hipertensos, verificando um aumento da sinalizagao por fons calcio e a formagao
de mensageiros intracelulares secundarios. Esta alteracao poderia representar uma resposta
a um incremento da ativagao de proteinas G nas células em cultura oriundas dos pacientes

hipertensos.

1.3. Genética da hipertensio

A compreensiao da genética da pressdo arterial nunca foi simples. Com o advento
de novas tecnologias que facilitaram a detecgao de variantes genéticas, a pressio arterial
passou a ser alvo de estudos genéticos por volta da década de 1980, com os estudos de
genes candidatos classicamente relacionados a regulacao da pressao arterial (Harrap, 2009).
Quaisquer pequenas variaches na pressao sanguinea podem representar um impacto
substancialmente consideravel no aumento do risco de doengas cardiovasculares. A pressao
arterial é uma caracteristica hereditaria e estimativas de herdabilidade sugerem que 15-60%
da variagdo da pressao sistolica e diastélica podem ser atribuidas a fatores genéticos
(Norton e col,, 2010). Porém, a “arquitetura genética” precisa da regulacio da pressio
arterial — definida pelo nimero de variantes genéticas, suas frequéncias e seus efeitos nos
fenétipos — que permeia essa elevada herdabilidade permanece desconhecida (Arora &

Newton-Cheh, 2010).
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1.3.1. Hipertensao hereditaria monogénica

As formas de heranca mendeliana de hipertensio sdo raras, correspondendo a
menos de 1% de todos os casos de hipertensio (Rafiq e col., 2010).

Estudos diversos revelaram que os sistemas de reabsor¢dao de fons pelos rins e de
controle do volume sanguineo sio os principais responsaveis pela origem da hipertensao
monogénica. As mutagoes genéticas afetam  principalmente a sintese de
mineralocorticéides, as fungdes dos receptores de mineralocorticéides, canais de sédio
epiteliais e regulacao destes canais (Rosskopf e col., 2007; revisao em Citterio e col., 2010).

A Tabela II.1 apresenta uma relagdo de sindromes genéticas humanas descritas até
o momento, cujo principal sinal clinico ¢ a hipertensao.

Tabela II.1: Relagio de sindromes genéticas humanas descritas até o momento em que a hipertensio é o

principal sinal clinico (*genes candidatos sugeridos no trabalho de Lafferty e col., 2000; adaptado de Rosskopf
e col,, 2007, Tobin e col., 2008 e Vehaskari 2009).

i Padrao de Localizacao .
Sindrome R Genes candidatos
heranca Cromossémica
Sindrome de Liddle AD 16p13 SCNN1B/ SCNN1G
Sindrome de Gordon AD 12p13 e 17921 WNK1 e WNK4
Excesso aparente de mineralocorticéide AR 1622 HSD11B2
(AME)
AD 4931.1 NR3C2
Pseudohipoaldosteronismo tipo | autossémico
dominante (PHA I) e doenga hipertensiva da
Pseudohipoaldosteronismo tipo | autossémico AR 12p13 e 16p13 SCNN1A e SCNN1B/
recessivo (PHA 1) SCNN1G
Aldosteronismo tratavel com glicocorticéide AD 8921 CYP11B1/ CYP11B2
(GRA)
Hiperaldosteronismo familiar Il (FH 11) AD 7p22 GPR30/ PMS2/
PRKAR1B/ADAP1*
Hiperplasia congénita da suprarenal com AR 8921 CYP11B1
deficiéncia de 11 ou 17-hidroxilase (CAH)
AR/AD 5031.3 NR3C1
Resisténcia familiar a glicocorticéide (FGR)
Hipertensdo com braquidactilia de heranga AD 12p12.2-p11.2 PDEA3/ KCNJ8/ ABCC9

autossdmica dominante

AD = autossOmico dominante. AR = autossOmico recessivo.
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1.3.2. Hipertensao essencial

A hipertensiao essencial ¢ um distarbio de mecanismo multifatorial, pois resulta da
interagdo entre diversos fatores genéticos (ou seja, tem heranca poligénica) e ambientais.
Sio conhecidos diversos fatores ambientais que contribuem para elevar a pressao arterial
(consumo excessivo de sal, consumo de alcool, tabagismo, excesso de peso, estresse,
sedentarismo), e os fatores genéticos responsaveis pela predisposicao a hipertensio tém
sido exaustivamente investigados.

Enquanto as formas monogénicas de hipertensao sao raras, a hipertensao essencial
como doenga multifatorial afeta mais de 20% da populagio adulta em paises
industrializados (Rosskopf e col., 2007; Rafiq e col., 2010).

No caso da hipertensao essencial, muitos genes candidatos tém sido analisados,
incluindo os que codificam componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA), aducinas, 3-adrenoceptores, subunidades de proteinas G, proteinas regulatérias de
sinalizacdo das proteinas G, quinases Rho e receptores do tipo quinase acoplados a
proteinas G (Rosskopf e col., 2007).

Mesmo apds 20 anos de pesquisa sobre genes candidatos, nio se tem ainda um

consenso sobre o papel exato de cada um na génese da hipertensao essencial.

1.4. Estratégias de estudo genético da hipertensio

O mapeamento de genes de doencas multifatoriais ou complexas tem sido
impulsionado pelo avango tecnolégico na identificagdo e genotipagem de marcadores
polimoérficos de DNA de diversos tipos. Atualmente, os SNPs (single nucleotide polymorphisms),
o tipo mais frequente de polimorfismo genético, dado que existem mais de 3 milhdes de
SNPs espalhados pelo genoma humano (International HapMap Consortium, 2007), sao os
marcadores mais utilizados.

O estudo genético de doengas complexas (multifatoriais) pode ser feito basicamente

por meio de duas estratégias, os estudos de associagao e de ligacao.

1.4.1. Estudos de ligagdo

Os estudos de ligacao baseiam-se no conceito de ligacao genética, que se descreve
com a tendéncia de alelos em dois locos distintos, mas localizados muito préoximos numa
mesma fregido cromossOmica, nao sofrerem recombinagdo entre si e, portanto, serem
transmitidos em conjunto na meiose. Esses locos podem ser tanto os genes responsaveis
por determinadas caracteristicas fenotipicas quanto marcadores genéticos polimoérficos sem
efeito no fendtipo. Em geral, sao utilizados para se estudar a transmissao de um segmento

cromossomico de uma gerac¢ao para a outra em uma genealogia e compara-la com o padrao
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de transmissao de uma doenga. Desse modo, pode-se definir uma regido cromossémica
candidata a conter o gene responsavel pela doenga. Um marcador genético ideal deve se
apresentar em alta frequéncia de heterozigose na populagdao. Os microssatélites sio um dos
tipos de marcadores mais utilizados nos estudos de ligagao devido a sua natureza
multialélica e, em geral, apresentarem-se na populagao em alta taxa de heterozigose. Essa
abordagem ¢ feita sem pré-conhecimento sobre a funcao dos genes e facilita a
identificagdo, nas regides cromossomicas ligadas a condigao estudada, de genes de
predisposic¢do, tanto os ja descritos como aqueles ainda nao conhecidos.

A analise estatistica utilizada para definir se os resultados de um estudo de ligagao
sao significativos, excluindo ou comprovando ligagao entre o marcador e a entidade clinica
em estudo ¢ o calculo do /&d score ou logaritmo das chances.

Os estudos de ligagio em doengas complexas utilizam métodos diferenciados
daqueles utilizados para fenétipos mendelianos. A analise pelo /od score dito paramétrico,
utilizado em estudos de doencas mendelianas, nio pode ser utilizado por requerer
premissas que na maioria das vezes nao sio possiveis de se estabelecer em estudos de
doengas complexas: modo de heranca e informacdes de penetrincia. Uma abordagem
possivel para se realizar um estudo de ligagdo em doengas complexas ¢ utilizar familias nas
quais a segregacao da doencga se da de maneira quase mendeliana. A analise de segregacao,
uma ferramenta estatistica que avalia a herdabilidade de uma determinada caracteristica,
define os parametros para um modelo genético nessas familias, que desta forma poderao
ser utilizados nas analises do /od score paramétrico (Stracham & Read, 2010).

Métodos nao paramétricos de andlises nio requerem um modelo genético
estabelecido, portanto, sio apropriados para os estudos de ligacio com doengas complexas.
Porém, os estudos de ligagdo para doengas complexas nio tém sido muito bem sucedidos
em se mapear locos de susceptibilidade. O baixo sucesso em se mapear regides
cromossomicas que conferem susceptibilidade a doengas complexas sugerem que a maioria
dos fatores genéticos tem efeito modesto no fendtipo e sdo extremamente heterogéneos,
havendo necessidade de grande poder estatistico para serem detectados. Uma forma de se
obter o poder estatistico almejado ¢é trabalhar com um nimero amostral muito grande. No
entanto, Risch & Merikangas (1996) demonstraram que o poder estatistico para se detectar
efeitos modestos de variantes comuns pode ser alcangado mais facilmente através de
estudos de associacao ao invés de estudos de ligacao.

Os estudos de ligagdo com formas mendelianas de hipertensdo e hipotensao tém
identificado com sucesso variantes raras que tém grande efeito nos fendtipos em questio.

Apesar dessas variantes raras apresentarem um papel crucial na variagao da pressao arterial
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dentro das familias estudadas, o papel que as mesmas exercem na variagdo da pressiao
arterial na populagdo geral permanece desconhecido (Arora & Newton-Cheh, 2010).
Recentemente, a estratégia que vem sendo muito utilizada na busca por genes de
regulagao da pressao arterial e da susceptibilidade a hipertensao essencial sao os estudos de
ligagao genomica em larga escala — os genomewide linkage studies. Alguns estudos encontraram
ligagao ou sugestao de ligacao entre a hipertensao essencial (ou a pressao arterial) e locos de
susceptibilidade em cromossomos diversos. Mas nenhum resultado de ligacdo significativa
das QTLs (Quantitative Trait 1oci) identificadas foi replicado em mais de uma populagiao

(revisio em Binder, 2007).

1.4.2. Estudos de associacao

Associagdo é um termo estatistico que descreve a co-ocorréncia entre alelos e
fenétipos. Em contraste com os estudos de ligacao, que sio apropriados para se detectar
grandes efeitos de variantes raras, os estudos de associacdo sdo adequados para se
detectarem efeitos genéticos moderados ou pequenos das variantes frequentes (Arora &
Newton-Cheh, 2010; Ehret, 2010).

Nos estudos de associagdo sio comparadas as frequéncias alélicas de um marcador
polimoérfico, ou conjunto de marcadores, entre individuos nao aparentados com o fenétipo
(afetados) e sem o fendtipo (ndo afetados). Os marcadores mais utilizados sao os SNPs,
por serem muito numerosos. O polimorfismo em estudo pode ter agdo biolégica direta no
fenétipo da doenga ou entio o marcador polimoérfico pode estar em desequilibrio de
ligagao com os genes candidatos que determinam susceptibilidade a essa doenga.

A histéria dos estudos de associagdo iniciou-se com a investigagao de
polimorfismos em genes candidatos, analisados individualmente e de maneira
independente.

Os avangos tecnolégicos na area da genética e da genomica permitiram analises
simultaneas de centenas de milhares de marcadores por um custo razoavelmente baixo,
promovendo a expansao dos estudos de associacao genomica em larga escala (Genomewide
Associations Studies - GWAS). Nesse tipo de estudo buscam-se novos locos contendo genes
de susceptibilidade a diversas doen¢as complexas, por meio de varreduras do genoma,
utilizando-se plataformas que analisam milhares de SNPs simultaneamente (Johnson &
O’Donnell, 2009). Estudos de associagdo gendmica em larga escala, conduzidos em
populagbes européias, ndo revelaram nenhuma variante genética significativamente
associada a hipertensiao. No entanto, em um estudo conduzido em uma populagao de afro-

americanos, foram evidenciadas associagdes entre diversos genes e a pressao arterial
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sistolica; dentre esses genes, dois potencialmente desempenham um papel importante na
regulagdo da pressao arterial (Adeyemo e col., 2009).

Dado que muitas vezes os efeitos dos polimorfismos genéticos sio muito pequenos
sobre o fenétipo e sua detec¢ao nem sempre é facil do ponto de vista estatistico, uma
abordagem complementar para testar a associa¢do entre marcadores genéticos e um
fenotipo € a avaliagdo das interagdes gene-gene ou epistasia, uma vez que ¢ cada vez mais
evidente que este mecanismo desempenha papel fundamental na susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencas complexas (Moore, 2003). Uma metodologia que pode ser
empregada para avaliar possiveis efeitos da interagao gene-gene no risco de desenvolver o
fenétipo estudado é a Reducao de Dimensionalidade de Multiplos Fatores (MDR, do inglés
multifactor dimensionality reduction) [Namkung e col., 2009].

Haplétipos compostos por SNPs adjacentes podem contribuir com maior
informa¢ao do que SNPs avaliados individualmente, possibilitando maior poder de
exploracdo da associacdo entre genes candidatos e doencgas complexas. Informagdes
contidas nas regides flanqueadoras do marcador sdo ignoradas quando analisamos um
marcador individualmente. Akey e col. (2001) demonstraram através de uma férmula
analitica explicita que a analise de haplotipos aumenta o poder de detecgao de associacio,
aumentando a robustez dos testes. Zolner e Von Haeseler (2000) utilizaram uma
abordagem para estudar desequilibrio de ligagdo entre SNPs e sugeriram que haplétipos
construidos com dois SNPs sao muito eficientes em se detectar associacio.

Um problema frequentemente encontrado em estudos de associagao, e talvez a
maior razdo para a inconsisténcia de seus resultados, ¢ a estratificagio populacional.
Verifica-se estratificacio populacional quando os casos e controles apresentam frequéncias
de alelos e gendtipos distintas atribuidas a diversidade do background das amostras,
independente do status da condi¢ao que esta sendo analisada (Cardon & Palmer, 2003).
Uma solugao para se tentar contornar a estratificagdo ¢ a utilizagdo de casos e controles
provenientes de uma amostra com o mesmo background genético. Pritchard & Rosenberg
(1999) preconizam a utilizagdo de marcadores genéticos nao ligados espalhados pelo
genoma para averiguar a diversidade do background genético nos estudos de associagio,
principalmente devido a ancestralidade. Dessa maneira, as diferencas de background
genéticos das amostras podem ser testadas e quantificadas e, na auséncia de diferenga
significativa, o estudo pode ser validado.

Ja os estudos de associagdo que empregam metodologias baseadas na transmissao
dos polimorfismos nas familias tém a vantagem de que, se a transmissao ¢ avaliada dentro
de uma mesma familia, os individuos em geral tém a mesma ancestralidade e efeitos de

estratificagao seriam evitados. Os métodos com abordagens baseadas em familias procuram
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avaliar se determinados alelos sao transmitidos aos afetados em frequéncias diferentes as
esperadas pela segregacao mendeliana, o que poderia sugerir associagao real entre alelos ou
gendtipos com a susceptibilidade ao distarbio.

O Teste de Desequilibrio de Transmissao (TDT - Transmission Disequilibrium Tesi),
proposto por Spielman e col. em 1993, avalia com que frequéncia um alelo associado a uma
determinada doenca ¢ transmitido de pais heterozigotos em relacdo a esse alelo para o filho
afetado. Comparado aos estudos convencionais de ligacao, o TDT nio requer familias em
que existam muitos afetados, nem necessita de informacdes dos irmaos normais do
afetado. No entanto, o TDT s6 considera informagdes de trios (pai-mae-filho) e s6 pode
detectar ligacao entre o marcador estudado e o loco que contem genes de susceptibilidade a
doenca se a associagdo estiver presente. Martin e col. (1997) e Lazzeroni & Lange (1998)
estenderam o TDT, permitindo o estudo de familias que apresentavam mais de um afetado,
ao contrario do TDT proposto inicialmente por Spielman e col. (1993).

Laird e col. (2000) e Rabinowitz & Laird (2000) propuseram uma abordagem
unificada de teste de associacao baseado em familias (FBAT - Fawily-Based Association Tes?),
baseada no TDT proposto por Spielman e col. (1993). O FBAT contempla diferentes
modelos genéticos, diferentes amostragens, diferentes fenétipos da doenca, além de
permitir a auséncia de informagdes parentais. Semelhantemente ao TDT, o FBAT compara
as frequéncias genotipicas observadas e esperadas (pela segregacio mendeliana) nos
afetados, sob as hipoteses nulas de “nao ligagdo e ndo associagdo” ou “nio associagao na
presenca de ligacio”. Laird & Lange (2000) estenderam o FBAT, permitindo a
incorporacao de dados longitudinais e o estudo de fenétipos binarios ou quantitativos.

A literatura sobre estudos de associagio de genes candidatos e fendtipos
complexos, como ¢ o caso da hipertensao, ¢ extremamente vasta. Associagoes significativas
sao encontradas entre polimorfismos variados em diversas populagdes, mas seus resultados
sao controvertidos. A falta de reprodutibilidade dos resultados de associagio pode ser
gerada por diversos fatores de “confusao” que podem permear os diferentes estudos, como
a presenca de estratificacio populacional, a interagdo entre efeitos ambientais com os
fatores genéticos, o efeito diferenciado de um determinado polimorfismo nas diversas
populagoes, efeito modesto das variantes génicas no fendtipo, presenca de interagoes
génicas (epistasia), entre outros. Mesmo quando se busca alcangar um poder estatistico
adequado para se detectar associagoes entre genes e hipertensdo, os fatores de confusio

dificultam a interpretacdo dos estudos de associacao (Citterio e col., 2010).
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1.5. Genes candidatos selecionados para esse estudo

Foram selecionados para esse estudo alguns polimorfismos presentes em genes
candidatos que participam de vias regulatorias da pressao arterial.

Devido ao papel principal do sistema renina-angiotensina-aldosterona na regulagao
em longo prazo da pressao arterial, é 6bvio considerar em primeiro lugar os genes que
codificam os componentes desse sistema como candidatos a explicar a génese da
hipertensao, e os mais estudados sio o ACE e¢ o AGT. Genes cujos produtos estao
envolvidos direta ou indiretamente na homeostase do volume sanguineo e¢/ou com o
equilibrio de Na" sdo candidatos promissores para os estudos de associa¢io, como os genes
que codificam as subunidades da aducina (ADDZ, por exemplo). As proteinas G mediam
efeitos intracelulares que estimulam a atividade dos vasos sanguineos, portanto, estudos do
gene GNB3, que codifica uma das subunidades da proteina G, justificam-se. O sistema
endotelial, que consiste de uma série de peptideos e receptores, é potencialmente
importante para o controle da pressao arterial; diversos estudos com polimorfismos no
gene NOS3 tém sido descritos. O sistema dopaminérgico renal estd relacionado com o
equilibrio de fons, pois é importante por promover a excre¢io de sédio. Os receptores
dopaminérgicos, especialmente os D;, tem sua funciao relacionada a atividade dos
receptores do tipo quinase acoplados a proteinas G do tipo 4, codificados pelo gene
GRK4. Nas secOes seguintes apresentamos uma breve revisio bibliografica descrevendo
alguns estudos de associagdo entre os genes candidatos selecionados e fendtipos da

hipertensao essencial.
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1.5.1. O gene ACE

A enzima conversora de angiotensina em angiotensina II (ACE) é um componente-
chave no sistema renina-angiotensina e tem sido considerada como um fator relacionado a
génese da hipertensio e de doengas cardiovasculares. O gene que codifica a enzima
conversora de angiotensina (ACE) esta localizado no cromossomo 17 (em 17q23). O
polimotfismo ACE 1/D (rs1799752) foi identificado em 1990 por Rigat e col., e foi o mais
estudado. Este polimorfismo é caracterizado pela presenga (I) ou auséncia (D) de um
elemento 4/« de 287pb no intron 16 do gene ACE.

Foram encontradas diferencas significativas nos niveis de enzima conversora de
angiotensina (ECA) sérica de individuos saudaveis, relacionados aos trés possiveis
genotipos (I/1, I/D, D/D). Como as variantes desse polimorfismo se refletem nos
diferentes nfveis de ECA sérica, sugeriu-se que o gene ACE desempenha um papel
significativo na patogénese da hipertensao essencial. A Tabela III.1 resume alguns estudos
com achados positivos de associagao entre polimorfismos do gene ACE e a ocorréncia de
hipertensao ou ao aumento do risco de doengas cardiovasculares. No entanto, os estudos
sobre a associacio do polimotfismo I/D do gene ACE tém apresentado resultados
conflitantes, e nem sempre foi confirmada essa associagao (Zhu e col., 2001; Pereira e col.,
2003; Mondry e col., 2005).

A meta-analise realizada por Staessen e col. (1997), incluindo estudos de populagdes
caucasianas, negras e asiaticas de diversos pafses, revelou uma associagdo significativa do
polimorfismo I/D no gene ACE apenas com os asiaticos. Possiveis explicacdes para esses
resultados controvertidos seriam: tamanho amostral inadequado de muitos estudos, o que
resulta em um poder estatistico reduzido; diferencgas nos critérios de selecao dos casos e
controles de cada trabalho; diferencas ambientais; estratificacio populacional; diferencas
das faixas etarias estudadas por cada grupo; e possivelmente um viés de publicagdes apenas
de achados positivos (Pereira e col., 2003). Em uma meta-analise mais recente de estudos
de associacdo realizada com a populagio chinesa Han, o genétipo DD esta

significativamente associado ao risco da hipertensao essencial (Ji e col., 2010).
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Tabela IIL.1: Estudos de associagio com polimorfismos do gene ACE.

Pais (populacao) N Desenho do estudo Polimorfismo Particularidades da Referéncias
associacao encontrada
Diversos paises 49.959 Meta-analise I/D Associacdo somente em Staessen e col., 1997
(diversos grupos populagdes asiaticas
populacionais).
EUA 3.095 Estudo de coorte I/D Associacao com a O’Donnell e col., 1998
(participantes do hipertensdo e aumento da
Framingham Heart Study, pressao diastélica em
maioria caucasianos) homens
EUA 3.653 Estudo de coorte (AAAG),(AG)m Associagcdo com a variagao Fornage e col., 1998
(membros de 583 familias da presséo diastoélica e média
do Rochester Family da pressao arterial,
Heart Study) principalmente em homens
Nigéria 1.343  Estudo de coorte A-262T Explicam a variagdo da Zhu e col., 2001
(332 familias do A11860G concentragdo da enzima e
International Collaborative associagdo com 0 aumento
Study on Hypertension in da pressao arterial
Blacks)
Bangladesh 103 Caso-controle I/D Associacéo com a Morshed e col., 2002
(populagéo urbana) hipertensdo em homens
Brasil 184 Caso-controle I/D Associacao com a Sakuma e col., 2004
(afro-brasileiros da zona hipertensdo em homens
rural do Mato Grosso do
Sul)
Paquistao 108 Caso-controle I/D Associacao com a Ismail e col., 2004
hipertensdo em homens e
mulheres jovens
Italia 684 Estudo de coorte I/D Associacao com a Di Pasquale e col., 2004
(caucasianos) hipertensdo em individuos
mais velhos
Coréia 13.914 Estudo de coorte I/D Associagao com a Yoo, 2005
hipertensdo em homens
Coréia 60 Caso-controle I/'D Alelo D associado com o Park e col., 2009
(adolescentes) aumento dos niveis de ACE
sérico
india 910 Caso-controle I/D Interagdo génica entre alelo Kumar e col., 2009
D e alelos de risco dos genes
NOS3e AGT
China 19.764 Meta-analise I/D Genotipo DD associado com Jiecol., 2010

(populagéo Han)

a hipertensao essencial
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1.5.2. O gene AGT

Em estudos clinicos e experimentais, a administracdo de inibidores do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) tem se mostrado efetiva em baixar os niveis de
pressao arterial. Assim, genes codificadores de componentes do SRAA siao potenciais
candidatos a desempenhar um papel na regulagao da pressio arterial. Aumento dos niveis
de angiotensinogénio plasmatico pode levar a um incremento da formacao de angiotensina
I1, resultando em hipertensao (Kumar e col., 2005).

Jeunemaitre e col. (1992) foram os primeiros a relatar evidéncias de ligaciao e
associacao de variantes no gene AGT (localizado no cromossomo 1, em 1q42-q43 e que
codifica o angiotensinogénio) com a hipertensio, especialmente um polimorfismo
denominado M235T (rs669). Desde entio a associagdo deste polimorfismo com a
hipertensao essencial tem sido replicada com sucesso em muitos estudos, em diversas
populacdes independentes. Pereira e col. (2003) encontraram associagao dose-dependente
entre o alelo T do polimorfismo M235T e a variacdao da pressao arterial em uma populagao
urbana miscigenada de Vitéria — ES.

Outro polimorfismo, localizado na regiao promotora do gene AGT (A/G), foi
associado com o fenétipo da hipertensio: o alelo —217A do polimotfismo A/G estatia
relacionado com o aumento da atividade transcricional do .AGT humano (Jain e col., 2002).

Associagdo entre a hipertensao e haplotipos do gene do angiotensinogénio também
ja fol relatada (Tsai e col., 2003). Apesar dos resultados negativos (Brand e col., 1998; Niu e
col.,, 1999; Rodriguez-Perez e col., 2000; Matsubara e col., 2003), estudos de meta-analise
demonstraram que resultados positivos de associagao tém sido replicados em diferentes
populacdes (Staessen e col., 1999; Ji e col., 2010).

A Tabela IV.1 mostra o resumo de diversos estudos de associacao, com resultado

significativo, com o gene AGT.
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Tabela IV.1: Estudos de associagdo com polimorfismos do gene AGT.

Pais (populagao) N Desenho do Polimorfismo Particularidades da Referéncias
estudo associagao encontrada
Franga 841 Caso-controle M235T Associagao com a Jeunemaitre e col., 1997
(caucasianos) hipertensdo em franceses
Japao 214 € japoneses
Diversos paises 27.906 Meta-analise M235T Genodtipo TT associado Staessen e col., 1999
(diversos grupos com aumento do risco de
populacionais) hipertensao em
caucasianos
Japao 1.232 Meta-andlise M235T Alelo T associado a um Kato e col., 1999
incremento de 60% no
risco de hipertensao
EUA Caso-controle A-217G Associagao com o Jain e col., 2002
(afro-americanos) 342 aumento da atividade
(caucasianos) 262 transcricional do gene
AGT
Roménia 59 Caso-controle M235T Alelo T aumenta a Procopciuc e col., 2002
predisposi¢ao a
desenvolver hipertensao
EUA 1.041 Caso-controle M235T Associagdo  com um Bis e col., 2003
menor risco de infarto com
0 uso de inibidores de
ECA para aqueles com o
genotipo ThrThr
Brasil 1.421 Caso-controle M235T Associagdo com o risco de Pereira e col., 2003
(populagéo hipertensdo em homens e
miscigenada  do mulheres quando em
Espirito Santo) homozigose
EUA Caso-controle A-217G Associagdo em  afro- Kumar e col., 2005
(afro-americanos) 342 americanos
(caucasianos) 263
Alemanha 1.358 Meta-analise M235T Associagdo com um risco Mondry e col., 2005
menor de hipertensdo em
mulheres
Nigéria 595 Estudo C-532T Altos niveis de AGT Fejerman e col., 2006
(da zona rural) e baseado em M235T plasmatico em nigerianos
EUA 901 familias A-6G e baixos niveis de AGT
(afro-americanos plasmatico em  afro-
da zona americanos
metropolitana de
Chicago)
China 19.764 Meta-andlise M235T Genodtipo TT associado Jiecol., 2010

(populagao Han)

com a
essencial

hipertensao
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1.5.3. O gene GNB3

Outro gene relacionado a hipertensio ¢ o GINBJ, localizado no cromossomo 12
(em 12p13) e que codifica a subunidade 33 das proteinas G heterotriméricas. Siffert e col.
(1998) descreveram o polimorfismo C825T (rs5443) no exon 10 do gene; o alelo 825T
estaria associado ao splicing alternativo deste gene, originando uma proteina GB3 funcional
com 41 aminoacidos a menos do que a proteina normal; essa proteina mutada pode estar
relacionada com um aumento da atividade das proteinas G. Siffert e col. (1999a,b)
sugeriram que possivelmente a presenca do alelo 825T tornaria o individuo mais
susceptivel a obesidade e, consequentemente, este individuo possuiria maior propensao em
desenvolver a hipertensiao. Dong e col. (1999) sugeriram que o mecanismo no qual o alelo
825T estaria associado a génese da hipertensao esta relacionado aos canais de fons sédio e
hidrogénio. O aumento da atividade destes canais poderia representar o aumento da
reabsor¢ao de fons sodio pelos tubulos renais, o que levaria ao incremento do volume
sanguineo devido a captacao de agua por osmose, acarretando na elevacao da pressio
arterial. A presenca de apenas um alelo 825T ¢ suficiente para a expressao da variante
mutada da proteina GB3 (Sartori e col., 2003). Nesse estudo, verificou-se que ocorreu
vasoconstricgdo em individuos saudaveis portadores do alelo 825T quando estes recebiam
substancias vasoconstritoras como a angiotensina II.

O calibre dos vasos sanguineos da retina ¢ uma caracteristica determinada
geneticamente e parece estar relacionada a susceptibilidade de um individuo desenvolver a
hipertensao. Sun e col. (2009) estudaram 1.842 individuos brancos e afro-descendentes
americanos em relacio a SNPs em trés genes candidatos a estarem associados a
hipertensao, entre eles o GINB3, para verificar se havia associagao entre esses genes € O
calibre dos vasos sanguineos da retina. Nao observaram nenhuma associa¢io significativa
entre os polimorfismos e o fenédtipo estudado. Outros estudos também nao verificaram
associa¢ao de polimorfismos no gene GINB3 e a hipertensao (Brand e col., 1999; Huang e
col., 2003; Wang e col., 2004a).

A Tabela V.1 resume alguns estudos de associagao entre o gene GNBJ e a

ocorréncia da hipertensao e fenotipos relacionados.
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Tabela V.1: Estudos de associa¢ao com polimorfismos do gene GNB3.

Pais (populacao) N Desenho do estudo Polimorfismo Particularidades da Referéncias
associagao encontrada
Alemanha 853 Caso-controle C825T Associagao do alelo T Siffert e col., 1998
Alemanha 608 Caso-controle C825T Associagdo do alelo T e Schunkert e col., 1998
(participantes variagdo da PAD e dos niveis
WHO-MONICA) de renina plasmatica
Inglaterra 495 Caso-controle C825T Associagao com a Dong e col., 1999
(afro-descendentes) hipertensdo em homens e
mulheres
Espanha 86 Caso-controle C825T Associacéo do alelo T e a Poch e col., 2000
hipertrofia  do  ventriculo
esquerdo
Alemanha 2.052 Caso-controle C825T Alelo T associado com a Hengstenberg e col., 2001
hipertensao em homens
Italia 461 Estudo de coorte C825T Alelo T associado com o Sartori e col., 2003
(caucasianos) aumento precoce da pressao
arterial
Japao 806 Caso-controle C825T Associagdo com a pressao Yamamoto e col., 2004
de pulso e PAS
China 1.004 Caso-controle G-350A Alelo A do polimorfismo G- Li e col., 2005
C825T 350A e haplétipo A-C-C
C1429T associados a hipertenséo
Espanha 144 Caso-controle C825T Associagao do polimorfismo Martin e col., 2005
(caucasianos) e a concentragdo plasmatica
de sddio e potéassio
Pol6nia 44 Caso-controle C825T Alelo T e aumento da Kedzierska e col., 2006
(homens) atividade do trocador
sédio/hidrogénio aumentam
o risco de hipertensao
Coréia 1.612 Caso-controle C825T Interagdo entre alelo D do Bae e col., 2007
gene ACE e alelo 825T do
GNB3
EUA 14.716  Caso-controle C825T Interagé@o entre polimorfismo, Grove e col., 2007
(afro-descendentes obesidade e atividade fisica
e brancos) como preditivos de
hipertensao
Diversos paises 31.854  Meta-andlise C825T Baixa frequéncia do alelo T Bagos e col., 2007

(populagoes
asiaticas e
caucasianas)

em populagdes caucasianas
que habitam em baixas
latitudes
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1.5.4. O gene NOS3

Um gene muito investigado na hipertensio essencial é o NOS3, localizado no
cromossomo 7 (em 7q306). Este gene se expressa constitutivamente nas células endoteliais
vasculares e codifica uma enzima, a NO sintase endotelial (eNOS), que sintetiza o 6xido
nitrico. Miyamoto e col. (1998) identificaram um polimorfismo no exon 7, que consiste de
uma substituicio de um nucleotideo G por um T na posi¢io 824 no cDNA do gene, e que
resulta em uma troca de um aminodcido glutamato por um aspartato na posicao 298 da
proteina (Glu298Asp - rs1799983). Alguns estudos sugeriram que o polimorfismo
Glu298Asp esta associado a doengas coronarianas e com a hipertensao essencial
(Miyamoto e col., 1998; Shoji e col, 2000; Kajiyama e col,, 2000). Li e col. (2004)
constataram que um alelo raro no intron 4 deste gene, o qual é frequentemente encontrado
em afro-descendentes, associado ao alelo G do polimorfismo encontrado no exon 7,
poderia constituir um marcador das variagoes de pressao arterial em afro-americanos.
Outros estudos, no entanto, nao encontraram associa¢ao significativa do polimorfismo
Glu298Asp com a ocorréncia de hipertensio (Kato e col., 1999; Kishimoto e col., 2004,
Zhao e col.,, 2006; Khawaja e col., 2007).

Zintzara e col, (2000) realizando uma meta-analise com diversos trabalhos
publicados em relagio ao gene NOS3, encontraram associagdo significativa entre um
polimorfismo no intron 4 (a/b) em caucasianos, mas nio em populagdes asidticas e negras.
Pereira e col. (2007), também em meta-analise, encontraram associa¢ao positiva entre o
polimorfismo Glu298Asp e a hipertensio apenas em asiaticos, mas resultados negativos
foram encontrados em relagio ao polimorfismo no intron 4 (a/b), sugerindo-se que os
resultados controvertidos entre os diversos estudos de associagao entre polimorfismos no
gene NOS3 se devem ao fato de nio serem considerados efeitos ambientais. Ambos os
estudos sugerem que analisar haplotipos no gene INOS3 podem trazer resultados mais
elucidativos a respeito da genética da hipertensao do que avaliar cada polimorfismo
individualmente.

A Tabela VI.1 resume alguns estudos de associagao significativa entre o gene NOS3

e a hipertensao em diversas populagoes.
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Tabela VI.1: Estudos de associagdo com polimorfismos no gene NOS3.

Pais (populacao) N Desenho do estudo Polimorfismo Particularidades da Referéncias
associacao encontrada
Japao 458 Caso-controle Glu298Asp Alelo Asp associado ao risco Miyamoto e col., 1998
G10T aumentado de hipertensao
introndb/a
A27C
EUA 439 Estudo transversal Glu298Asp Alelo Glu associado ao risco Lacolley e col., 1998
(euro- G23T aumentado de hipertensao
descendentes)
Japao 376 Caso-controle Glu298Asp associagao com a Shoji e col., 2000
hipertensdo em homens e
mulheres
Republica Checa 204 Caso-controle Glu298Asp Maior frequéncia do alelo T Jachymova e col., 2001
(caucasianos) (Asp) no  grupo de
hipertensos resistentes a
terapia anti-hipertensiva
EUA 1148 Estudo de coorte A-922G Alelo Asp e 10T e haplétipo Chen e col., 2004
T-786C Glu/10T  associados  a
Glu298Asp pressao arterial em
G10T mulheres negras e brancas
Brasil Caso-controle T-786C associagdo com hipertensao Sandrim e col., 2006
(brancos) 225 Glu298Asp em brancos e negros
(negros) 178 introndb/a
Brasil 1577 Estudo transversal Glu298Asp Genotipo AspAsp aumenta o Pereira e col., 2006
(populagéo urbana risco de hipertensdo em
miscigenada) individuos com colesterol
elevado
Diversos paises e 31.539 Meta-analise T-786C Alelo 4b associado a Zintzaras e col., 2006
populagdes Glu298Asp diminuigdo dos risco de
introndb/a hipertensédo em caucasianos
G23T
india 910 Caso-controle T-786C Haplétipos -786T/298Glu/4a Kumar e col., 2009
Glu298Asp e -786C/298Glu/4a
introndb/a considerados de risco
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1.5.5. O gene ADD?2

Aducinas sdo proteinas heterodiméricas e atuam no citoesqueleto. Consistem de
uma subunidade « e outra B ou y. As trés subunidades sdao codificadas por genes diferentes
(ADD1, ADD2 e ADD3, ou Addl, Add2 e Add3, em humanos e ratos, respectivamente)
mapeados em cromossomos distintos (Bianchi e col.,, 2005). As aducinas o« e 8 estdo
abundantemente expressas nos eritrocitos, enquanto nos outros tecidos ha maior expressao
do heterodimero de aducinas « e y (Richart e col., 2007).

Uma série de estudos conduzidos em ratos hipertensos (Milan hypertensive strain) e
humanos indicou que a fun¢io alterada da aducina pode causar hipertensao por meio do
aumento da reabsor¢ao constitutiva de sédio pelos tubulos renais (Bianchi e col., 1994;
Zagato e col.,, 2000; Tripodi e col, 2004). Num estudo 7 vitro em células de ratos
normotensos ¢ com a linhagem de ratos hipertensos Milan, Tripodi e col. (1996)
descreveram a fung¢do das isoformas « e @ da aducina na polimerizagio da actina do
citoesqueleto e no transporte de fons pela membrana celular. Mutagoes no gene na
subunidade B (Add?2), isoladamente, ndo sio capazes de gerar o fendtipo de hipertensiao nos
animais. Quando mutac¢ées da subunidade § sio combinadas com mutacdes no gene da
subunidade o (Add7), os niveis de pressio arterial sio mais elevados do que aqueles
observados em portadores de mutagdes somente na o - aducina. Nas células epiteliais renais
transfectadas com a aducina mutada houve um aumento da atividade da bomba de
Na"/K", dando apoio a hipdtese de relagio entre mutagdes nas aducinas, aumento da
reabsor¢ao de sodio nas células renais e a consequente hipertensao. Camundongos knockout
deficientes de B — aducina apresentam maiores niveis de pressao arterial e de pulso (Marro
e col.; 2000).

Diversos achados bioquimicos, fisiolégicos e moleculares apontam o gene ADD?2
(localizado no cromossomo 2, em 2p13 e que codifica 3 - aducina) como um candidato
promissor para a susceptibilidade a hipertensao.

Nos estudos de associagio em humanos, o polimorfismo C1797T (rs4984) no gene
ADD?2 é o mais comumente investigado (Wang e col., 2002; Tikhonoff e col., 2003 a,b;
Marcun Varda e col., 20006; Seidlerova e col., 2009).

Kato e col. (2008) realizaram um estudo de associacio com alta densidade de
marcadores do tipo SNP, em uma populagio japonesa, e encontraram associa¢ao altamente
significativa entre outro polimorfismo no gene ADD2 (A/C - ts3755351) e a hipertensao.

Poucos sao os estudos de associacao ja publicados entre o gene ADD2 e a

hipertensao em humanos. A Tabela VIL.1 resume alguns desses estudos.
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Tabela VIIL.1: Estudos de associagao com polimorfismos do gene .ADD2.

Pais (populagao) N Desenho do estudo Polimorfismo  Particularidades da associacao Referéncias
encontrada
Bélgica 1.848 Estudo transversal C1797T Alelo 1797T associado com risco Wang e col., 2002

Polbnia
Russia
Italia
Polbnia
Russia
Italia

EUA

Japao

aumentado de hipertensdo em
mulheres na pds-menopausa e
usuarias de contraceptivos orais

844 Estudo transversal e C1797T Alelo 1797T associado apenas com Tikhnoff e col., 2003
baseado em familias a PAS

844 Estudo transversal e C1797T Frequéncia do alelo T difere entre Tikhnoff e col., 2003b
baseado em familias as trés populagdes

1583 Estudo transversal 15 SNPs Polimorfismos influenciam a Kardia e col., 2007

resposta a certos medicamentos

1.692 Caso-controle A/C Estudo caso-controle em larga Kato e col., 2008

escala, utilizando 80.795 SNPs
distribuidos ao longo dos 22
autossomos

1.5.6. O gene GRK4

Os receptores do tipo quinase acoplados a proteinas G (GRKSs) sio da familia de
quinases setina/treonina, que tém papel na dessensibilizacio de outros receptores, como os
receptores de dopamina do tipo I (D1). As GRKSs estiao envolvidas no desenvolvimento da
hipertensao devido ao seu papel na ativagio dos receptores D1, cuja agdo reduz a
reabsor¢ao de sodio pelos tabulos renais.

O gene GRK4(da familia dos GRKSs), é expresso, entre outros tecidos, nos tubulos
renais proximais. Polimorfismos no gene GRK4, localizado no cromossomo 4 (em 4p16),
levam a alteracbes da funcio do GRK4, aumentando sua atividade e causando o
desacoplamento dos receptores D1 do complexo enzimatico ligado a proteina G que ativa
esses receptores, nao permitindo mais a excre¢ao adequada de sédio pelos rins (Felder e
col., 2002).

Bathnagar e col. (2009) estudaram a relagao entre genotipos e haplétipos do gene
GRK4 e a relagdo com a variagdo da pressao arterial em afro-americanos que estavam sob
tratamento medicamentoso com um bloqueador de B-adrenoreceptores. O polimorfismo
Al142V (1rs1024323) estava associado a resposta da pressdo arterial ao medicamento e os
homens com o alelo A142 eram menos responsivos ao tratamento.

A expressao tecido- especifica (Premont e col., 1996; Sallese e col., 1997) e o fato
de estar ligado a um loco de susceptibilidade a hipertensao (Casari e col., 1995), torna o
gene GRK4 um atraente candidato a estar envolvido no mecanismo de patogénese da

hipertensao essencial.
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hipertensao.

A Tabela VIIL.1 resume alguns estudos de associacao entre o gene GRK4 e a

Tabela VIIL.1: Estudos de associagao com polimorfismos do gene GRK4.

Pais (populacao) N Desenho do estudo Polimorfismo Particularidades da Referéncias
associacao encontrada
Italia 120 Caso-controle R65L Associagcdo com a hipertensao Bengra e col., 2002
A142V sensivel a sal
A486V
Gana 177 Caso-controle R65L Andlise por MDR sugerem Williams e col., 2004
A142V interagdo entre polimorfismos
A486V R65L do GRK4 e I/D do ACE na
predisposicao a hipertensao
Austrélia 480 Caso-controle R65L Alelo V associado a hipertensao Speirs e col., 2004
(caucasianos) A142V e elevacdo da PAS. Alelos L65
A486V e V142 com elevacdo da PAD
em homens.
EUA 934 Andlise de pares de R65L Alelo L65 e idade com interagao Zhu e col., 2006
(gémeos brancos irmaos A142V significativa na variagdo da
€ negros) A486V PAS, «com efeito dose
dependente
China 993 Caso-controle R65L Polimorfismo A486V e Wang e col., 2006
A142V haplétipos L-V-A e R-A-A
A486V associados a hipertenséao
Japao 184 Caso-controle R65L Andlise por MDR sugerem que Sanada e col., 2006
A142v polimorfismos do GRK4 sao
A486V preditivos de hipertensao
sensivel a sal
EUA 839 Estudo de coorte R65L Alelo V142 associado com Bathnagar e col., 2009
(afro- A142V resposta mais rapida ao
descendentes) A486V metoprolol
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1.6. Os remanescentes de quilombos como modelo para estudo das bases genéticas
da hipertensdo essencial

A grande prevaléncia de hipertensao em populacdes afro-descendentes tem gerado
especulagoes a respeito da possibilidade de existirem diferencas genéticas significativas que
determinam susceptibilidade a hipertensao.

A alta diversidade genética das populagoes africanas e sua histéria demografica as
tornam particularmente informativas para se fazer mapeamentos genéticos de genes de
doencas complexas como a hipertensio (Tishkoff & Williams, 2002).

Sabendo que houve uma grande contribuicdo africana na formagdo das populagoes
brasileiras, consideramos de grande importancia o estudo das bases genéticas relacionadas a
hipertensao essencial nessas popula¢oes, especialmente nas populagées remanescentes de
quilombos.

Os remanescentes de quilombos sio um modelo muito interessante para o estudo
das doencas de heranca multifatorial quando comparados aos estudos que sio realizados
com populagoes de hospitais dos grandes centros, heterogéneas do ponto de vista genético
e socio-ambiental. Os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sio populagbes
miscigenadas. Porém, os dados que obtivemos sobre diversos conjuntos de marcadores
indicam que os componentes genéticos dessa mistura e suas propor¢oes nao diferem entre
essas populagdes geograficamente muito préximas. Estudos de marcadores de
cromossomo Y (Macedo-Souza, 2003; Kimura e col., 2010 — Anexo I), DNA mitocondrial
(Rincon, 2009) e locos variaveis em diversos autossomos (alguns locos de PSA, population
specific alleles) [Cotrim e col., 2004] foram alvos de pesquisas conduzidas pelo grupo. De
acordo com o estudo de Tang e col. (2005), de um modo geral, populagdes geneticamente
miscigenadas podem ser objeto de estudos caso-controle, sem artefatos significativos,
desde que os individuos tenham a mesma origem geografica, o que ¢ o caso dos quilombos.

Os remanescentes de quilombos caracterizam-se como populagoes de
ancestralidade majoritariamente africana e que vivem atualmente em areas outrora
ocupadas por escravos negros fugidos e/ou alforriados. Historicamente, quilombos eram
“comunidades formada pelos negros escravos, que fugiram do trabalho forcado e
resistiram a recaptura por parte das forgas escravocratas” (Carvalho e col, 1995). O
conceito de remanescente de quilombo mais aceito atualmente refere-se a “toda
comunidade negra rural que agrupe descendentes de escravos vivendo da cultura de
subsisténcia e onde as manifestagoes culturais tém forte vinculo com o passado” (Oliveira
Jr e col, 2000), incluindo nido somente negros fugidos, mas também os libertos ou

abandonados por seus senhores.
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Remanescentes de quilombos no Vale do Ribeira

A ocupagio do Vale do Ribeira remonta ao periodo pré-colombiano. A presenga de
inameros sitios arqueologicos comprova que a ocupa¢ao humana no Vale do Ribeira ¢é
anterior a chegada dos portugueses. O Vale era utilizado como rota de passagem dos
amerindios vindos do planalto para o litoral. No século XVI, as bandeiras de mineragao
iniciaram suas expedi¢oes partindo do litoral sul de Sao Paulo para o interior do Vale do
Ribeira, estabelecendo os primeiros povoados na regido. A mineragao do ouro representou
o primeiro ciclo econémico do Vale. Durante o século XVII, muitos africanos foram
trazidos para a regido como mao de obra ligada a minera¢ao. Com o fim do ciclo da
mineragao, os escravos negros eram abandonados pelos senhores, e juntamente com
aqueles que fugiam, formaram os quilombos (Oliveira Jr e col., 2000).

Em 1576 foi fundada uma das primeiras cidades, Iporanga. No século XVII, em
fun¢io do ouro encontrado as margens do rio Ribeira do Iguape, teve origem a cidade de
Xiririca, hoje Eldorado (Agenda socioambiental — ISA, 2008).

O Vale do Ribeira esta localizado em dois dos estados mais desenvolvidos do pafs,
abrangendo o sudeste de Siao Paulo e leste do Parana (Figura 4.1). A area da Bacia
Hidrografica do Rio Ribeira do Iguape e Complexo Estuarino Lagunar de Iguape-
Cananéia-Parangua, genericamente chamada de Vale do Ribeira, abrange 31 municipios — 9
no Parana e 22 em Sio Paulo. Mais dez municipios paranaenses e 14 paulistas estao ainda
parcialmente inseridos. O Vale do Ribeira caracteriza-se por ter sido uma das primeiras
regides brasileiras mais intensamente exploradas. Mesmo assim, ainda abriga o maior
remanescente de Mata Atlantica do pais. Dos 7% que restaram desse bioma no Brasil, 21%
estio no Vale do Ribeira (Agenda Socioambiental - ISA, 2008). O relevo ¢
predominantemente montanhoso, o clima é quente e umido. O Vale do Ribeira ocupa 10%
do territério do Estado de Sdo Paulo. Cerca de 60% de sua area é protegida por leis
ambientais que estabelecem restricdes ao uso e 20% do territério do Vale abriga parques,
estacdes ecologicas e outras areas de prote¢ao ambiental (Oliveira Jr e col., 2000).

Em 1999 foi considerado pela Unesco (Organiza¢ao das Nagoes Unidas para a
Educacio, Ciéncia e a Cultura) como Patrimonio Natural da Humanidade.

O Vale do Ribeira ¢ a regido do estado de Sao Paulo onde se encontra a maior parte
dos remanescentes de quilombos do estado (Figura 4.1). De acordo com dados oficiais do
ITESP (Fundagao Instituto de Terras do Estado de Sao Paulo), juntamente com os dados
do EAACONE (Equipe de Articulages e Assessoria as Comunidades Negras do Vale do
Ribeira), existem 59 comunidades quilombolas na por¢ao paulista do Vale do Ribeira.

Foram reconhecidas pelo ITESP, até o momento, 26 comunidades nessa regiao:

Ivaporunduva, Maria Rosa, Pedro Cubas, Pildes, Sdo Pedro, Cafundé, Cagandoca, Jao,
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Sapatu, Nhunguara, André Lopes, Galvao, Mandira, Praia Grande, Porto Velho, Pedro
Cubas de Cima, Capivari, Brotas, Cangume, Camburi, Morro Seco, Poga, Cedro, Ribeirio
Grande/Terra Seca, Reginaldo ¢ Pedra Preta/Paraiso. Apenas seis tém as tetras tituladas:
Ivaporunduva, Maria Rosa, Pedro Cubas, Pilées, Sao Pedro e Galvao. Cinco estao em fase
de reconhecimento: Biguazinho, Bombas, Fazenda da Caixa, Fazendinha Pilar e Cazanga.
Outras quinze comunidades foram apontadas pelo ITESP para reconhecimento: Os
Camargo, Fazendinha dos Pretos, Carmo, Abobral, Castelhanos, Bananal Pequeno,
Chacara dos Pretos, Jat, Tamandaré, Bairro Peropava, Poco Grande, Anta Magra, Tocos,
Piraporinha/Jucurupava/Itinga e Piririca.

As Figuras 5.1 a 8.1 ilustram alguns cenarios tipicos do Vale do Ribeira e algumas
comunidades que foram estudadas no presente trabalho.

Atualmente, essas populagdes sobrevivem as margens dos ultimos remanescentes
de Mata Atlantica da Regido Sudeste do Brasil. Seu modo de vida, tradicionalmente rural,
encontra-se em transformagdo, pois as leis ambientais dificultam sua agricultura de
subsisténcia, a caca e a manuten¢do de certos animais. Podemos afirmar que os
remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sio populacdes que vivem a transicao
epidemioldgica, sendo afetados simultaneamente por doencas resultantes da sua falta de
acesso a servicos basicos de saneamento e saude (como por exemplo, as doengas

parasitarias) e por doengas frequentes do mundo ocidental e moderno, como a hipertensao

e a obesidade.
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Figura 4.1: Mapas dos estados de Sdo Paulo e Parana. Em verde, localizag¢do geografica do Vale do Ribeira.
O quadrado azul corresponde a area onde se concentram as comunidades remanescentes de quilombos por
nés estudadas. Fonte: ISA — Instituto Socioambiental.
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Figura 5.1: Vista panoramica do Vale do Ribeira na comunidade de Abobral. Fonte: arquivo do Laboratério
de Genética Humana.

Figura 6.1: Travessia por meio de balsa que da acesso as comunidades de Pilées e Maria Rosa. Fonte: arquivo
do Laboratério de Genética Humana.
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Figura 7.1: Detalhe da balsa que d4 acesso a comunidade de Pedro Cubas — cabo de aco que traciona a balsa,
que se movimenta apenas pela forca da correnteza do rio Ribeira. A direita, detalhe do caminho de acesso a
comunidade de Sao Pedro, sem qualquer pavimentacio. Fonte: arquivo pessoal de Israel Rubio.

Figura 8.1: Casas caracteristicas das comunidades remanescentes de quilombos — comunidade de Reginaldo.
Fonte: arquivo pessoal.
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CAPITULO 2




2. Objetivos

2.1. Objetivo geral
Nossa pesquisa teve como objetivo geral estudar fatores de risco genético

associados a hipertensiao essencial em populagoes afro-descendentes, de remanescentes de

quilombos do Vale do Ribeira — SP.

2.2. Objetivos especificos

Para atender o objetivo principal, os seguintes objetivos especificos foram

cumpridos:

1. Determina¢ao dos genotipos em polimorfismos em genes candidatos a explicar
o fenétipo da hipertensao: ACE, AGT, GNB3, NOS3, ADD2 e GRK4;

2. Determinacio dos gendtipos em polimorfismos do tipo INDEL
(inser¢ao/delecio), selecionados por serem eficazes na realizacao de estimativas
de ancestralidade gendmica;

3. Analise de aspectos do processo de miscigenagdo que ocorreu nessas
populagdes;

4. Estudos de controle de ancestralidade nos grupos hipertensos e normotensos,
com o objetivo de verificar a ocorréncia de estratificagio populacional em
nossas amostras;

5. Analises de associagdo dos gendtipos determinados em genes candidatos com o
fenétipo da hipertensao, por meio de estudo transversal;

6. Estudos de transmissao dos gendtipos nos genes candidatos nas familias,

utilizando estratégias que analisam genealogias com estrutura heterogénea.
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