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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).



1 H Caucasianos

OAfro-americanos

0 Hispinicos
Orientais/Asiaticos
g Mativo-americanos

Diabetes tipo 2 Hiperlipidemia Hipertensio

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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CAPITULO 3




3. Amostras e métodos

3.1. Amostras e localizagdo das doze populagdes estudadas

Esse estudo iniciou-se como parte de um projeto intitulado ‘Variabilidade
molecular em populagdes brasileiras: um estudo do gene da sindrome do cromossomo X
Fragil”, conduzido entre 2000 e 2003 (processo FAPESP 1999/11698-0), com o objetivo
de estudar sob diversos aspectos genéticos os remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira - SP. Coletaram-se durante as viagens amostras de sangue periférico de individuos
adultos que consentiram participar do estudo. A partir do ano de 2003, iniciou-se a segunda
etapa do projeto voltada para o estudo da obesidade e da hipertensao sob o financiamento
do CEPID (Centro de Pesquisa, Inovagao e Difusio) — Centro de Estudos do Genoma
Humano (processo FAPESP 1998/14254-2). Nessa etapa foram realizadas novas viagens
ao Vale do Ribeira com a finalidade de reexaminar os individuos adultos dos quais ja
possufamos amostras de DNA, para coletar medidas de pressio arterial e medidas
antropométricas complementares, relevantes também para os estudos de obesidade
conduzidos pela Dra. Claudia Blanes Angeli (projeto de doutorado, processo FAPESP
2003/14087-9, concluido em abril de 2008). Entre os anos de 2003 e 2009
(correspondentes a segunda etapa do projeto), foram realizadas 21 viagens com duragio de
trés a quatro dias cada uma, com o objetivo de avaliar a pressao arterial e coletar medidas
antropométricas em condigoes padronizadas, dos individuos maiores de 17 anos. Também
foram coletadas amostras de sangue periférico de novos individuos que aderiram a
pesquisa.

A pesquisa sobre genética da obesidade e da hipertensio foi conduzida em
colaboragao com o Laboratério de Genética e Cardiologia Molecular — InCor, coordenado
pelo Prof. Dr. José Eduardo Krieger, contando principalmente com o apoio do Dr.
Alexandre da Costa Pereira.

As populacées estudadas foram: Abobral, Galvao, Sio Pedro, Pedro Cubas, PilGes,
André Lopes, Nhunguara, Sapatu, Ivaporunduva, Maria Rosa, Poga e Reginaldo (Figura
1.3).

36



Jacupirangall

M Barra do Turvo

PR SP

RE@®
N

| T

Figura 1.3: Localiza¢do das doze comunidades de remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira estudadas,
localizadas nos municipios de Eldorado (AB, parte da PA, PC, SP, parte de GGA, IV, AN, TU e parte de
NH), Jacupiranga (parte da PA), Iporanga (parte de NH, parte de GA, MR e PS) e Barra do Turvo (RE).
Adaptado da Agenda Socioambiental de Comunidades Quilombolas do Vale do Ribeira - Instituto
Socioambiental, 2008; por Deborah Azzi Nogueira. AB: Abobral; PA: Poga; PC: Pedro Cubas; PCC: Pedro
Cubas de Cima; SP: Sdao Pedro; IV: Ivaporunduva; TU: Sapatu; GA: Galvao; PS: Pildes; MR: Matia Rosa; AN:
André Lopes; NH: Nhunguara; RE: Reginaldo.

O namero estimado de habitantes ¢ o numero dos individuos examinados estao
apresentados na Tabela 1.3. A porcentagem de cobertura refere-se aos individuos com 17
anos ou mais. Os dados sobre o numero total de habitantes, bem como do numero de
habitantes com mais de 17 anos das populagoes de Abobral, Galvao, Sio Pedro, Pildes,
Maria Rosa, Pedro Cubas, André Lopes, Nhunguara, Sapatu e Ivaporunduva foram obtidos
pelo grupo do Prof. Dr. Rui Murrieta do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva
do IBUSP, que conduziu um projeto de pesquisa no Vale do Ribeira intitulado:
“Antropologia ecolégica da agricultura de corte-e-queima de populages quilombolas do
Vale do Ribeira” (Processo FAPESP n° 05/0117-9) [Pedroso Jt. e col., 2008]. Os dados
sobre Poca e Reginaldo foram obtidos nos relatérios técnico-cientificos do ITESP

(www.itesp.sp.gov.br) e por comunicag¢ao pessoal.
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Tabela 1.3: Numero estimado do total de habitantes de cada comunidade, nimero estimado de habitantes
com idade igual ou superior a 17 anos, numero de individuos estudados e porcentagem de cobertura do
estudo.

Populacao N2 estimado de N2 de habitantes com N2 de individuos Porcentagem de
habitantes 17 anos ou mais incluidos nesse estudo cobertura

Abobral ~400 240 96 39,5%
Galvao ~110 62 44 80,6%
Sao Pedro ~130 69 55 94,2%
Pildes ~130 65 39 72,3%
Maria Rosa ~55 28 16 64,3%
Pedro Cubas ~260 135 82 68,9%
André Lopes ~290 158 89 68,4%
Nhunguara ~440 222 91 49,1%
Sapatu ~290 183 73 43,7%
Ivaporunduva ~290 178 77 71,9%
Poca ~220 170 50 30,0%
Reginaldo ~250 ~160 47 45,6%
Total ~2.865 ~1.670 759 -

Incluimos nas analises estatisticas somente aqueles individuos com avaliagdo clinica
e antropométrica completa e que nasceram nos remanescentes de quilombos, ou cujos pais
ou avos nasceram nessas comunidades; incluimos também aqueles que se casaram com um
individuo quilombola e deixaram descendentes que vivem nos quilombos. Excluimos

dessas analises os individuos diabéticos e as gravidas.

3.2. Aspectos éticos

Esse estudo foi realizado sob a aprovacio do Comité de Ftica do Instituto de
Ciéncias Biomédicas (Parecer 111/CEP; Anexo II) e do Comité de Etica do Instituto de
Biociéncias (CEP — IBUSP — 034/2005; Anexo I1I), ambos da Universidade de Sio Paulo.
O termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelos Comités de Etica foi

assinado por todos os participantes dessa pesquisa (Anexo IV) ou por seus responsaveis.
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3.3. Histérico clinico

Um questionario sobre o histérico de doencgas e habitos de saude foi aplicado a
todos os individuos participantes da pesquisa. Esse questionario foi elaborado em
colaboracio com o médico Dr. Alexandre da Costa Pereira, do Laboratério de Genética e
Cardiologia Molecular — InCor, da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo
(Anexo V).

Cada individuo respondeu a um questionario, que precisou ser adaptado ao modo
de vida nos quilombos, no qual era atribuido um valor que nomeamos de GAF (Grau de
Atividade Fisica). O GAF ¢ um valor que varia de 1 a 4 (Tabela 11.3) e foi obtido a partir
dos relatos dos entrevistados. Para minimizar problemas de subjetividade de avaliacdo,

tentamos manter sempre 0 mesmo entrevistador.

Tabela I1.3: Valor de GAF atribuido ao individuo de acordo com as atividades fisicas exercidas diariamente.

Atividade fisica diaria do individuo

Individuos que permanecem em casa sentados durante o dia, sem muitas

GAF 1 atividades devido a alguma limitagéo fisica ou pela idade avangada

Individuos que nao trabalham na lavoura mas fazem servicos domésticos o dia
GAF 2 . ) .

todo, ficando a maior parte do tempo em pé
GAF 3 Individuos que trabalham apenas meio periodo na lavoura, mas que realizam

servigos domésticos o resto do dia

GAF 4 Individuos que relatam trabalhar na lavoura em periodo integral e carregando peso

3.4. Medidas de pressio arterial

A pressao arterial foi medida em todos os individuos pelos médicos Dr. Joao Pedro
Vicente, Roberto Maluf ou Franklin Albert Kono, de maneira padronizada, com o aparelho
portatil da marca Omron, ou com o uso de esfigmomanometro.

A primeira medida das pressoes sistolica e diastOlica era obtida assim que o
individuo chegava a sala do atendimento, apos ter ficado em repouso por pelo menos
15min. Cerca de 5min apds a primeira, nova medida das pressoes era obtida.

Os valores de pressao arterial adotados para o estudo foram a média aritmética das
duas medidas da pressio sistolica e a média aritmética das duas medidas da pressao

diastolica.
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3.5. Medidas antropométricas

Foram coletadas medidas padronizadas de peso e altura. Os individuos foram
medidos e pesados sem sapatos e com roupas leves. Realizamos também medidas
antropométricas para avaliar o padrio de distribuicdo de gordura corporal: perimetro
braquial, pregas cutaneas tricipital e subescapular, e circunferéncias da cintura e do quadril.
Essas medidas foram coletadas seguindo as instru¢des contidas em Frisancho (1990).
Foram tomadas trés medidas da prega cutanea tricipital, da prega cutanea subescapular, da
circunferéncia da cintura e da circunferéncia do quadril. Adotamos a média aritmética dos
trés valores tomados de cada uma das medidas para as analises estatisticas.

Os parametros idade, peso, altura e pressao arterial foram obtidos tanto na primeira
como na segunda visita a cada populagio do Vale do Ribeira. No caso dos individuos

examinados nas duas etapas, optamos por utilizar as medidas obtidas na etapa mais recente.

3.6. Extragdo de DNA genémico

As amostras de sangue (aproximadamente 5 mL) foram processadas e o DNA foi
extraido, inicialmente, segundo o protocolo de rotina do Laboratério de Genética Humana,
com fenol e cloroférmio. Das amostras mais recentemente coletadas, o DNA foi extraido
utilizando-se o aparelho Awutopure IS da Gentra Systems.

Cada amostra de DNA foi quantificada com o auxilio de um espectrofotometro
(Nanodrop ND-1000, da Thermo Scientific) e uma aliquota foi diluida em agua mwilli-Q
autoclavada com a finalidade de obterem-se amostras de DNA com concentracio entre

100 e 200 ng/ pL.

3.7. Estudos moleculares

3.7.1. Estudo dos marcadores de ancestralidade do tipo INDEL

Esse estudo foi realizado no Laboratorio de Genética Humana e Médica, da UFPA,
sob a supervisio do Prof. Dr. Sidney Emanuel Batista dos Santos.

Foram genotipados 307 individuos, nido aparentados em primeiro grau, de dez
populagoes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira (ver capitulo 4, item 4.3).

Cada amostra foi genotipada em relagio a 48 marcadores do tipo INDEL
(insercao/delecdo) que foram selecionados pata estudo no laboratério do Dr. Sidney por
serem bons indicadores de ancestralidade africana, indigena ou européia. Os marcadores
foram selecionados seguindo trés critérios principais: (1) grandes diferencas de frequéncias
alélicas entre Africanos, Europeus e/ou Nativos Americanos (8 = 40%); (2) estarem em

diferentes cromossomos ou em regides fisicas distantes quando no mesmo cromossomo;
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(3) terem tamanhos que variassem entre 3pb a 40pb, permitindo a genotipagem simultanea
de multiplos marcadores (Santos e col., 2010).

Os  primers (Tabela II1.3) foram desenhados utilizando-se o soffware Primer3
(www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3) e foram testados no software AutoDimer
(Vallone e Butler, 2004) para averiguar possiveis estruturas secundarias como a formagao

de dimeros ou hairpin entre os primers.

Condig¢6es de amplificagido

Foram realizadas amplificacdes por PCR dos fragmentos contendo os alelos
inserciao/delecdo em trés sistemas multiplex, cada um contendo um mix de 16 pares de
primers marcados com fluorescéncia. Cada sistema multiplex foi feito sob as seguintes
condi¢oes: volume final de 12,5 pL, 10 a 20 ng de DNA, primers (de acordo com a Tabela
II1.3), tampao de PCR (1X) contendo 3mM de MgCl,, 125 mM de cada ANTP, 2U de
Amplilag Platinum DNA  Polymerase (Invitrogen). Para a amplificagdo foi utilizada uma
sequeéncia de ciclos na qual foi feita uma desnaturacao inicial a 95°C por 11min, seguida por
10 ciclos de desnaturagao a 94°C por 1min, hibrida¢do a 60°C por 1min, e extensao a 70°C
por 2min. Depois se seguiram mais 17 ciclos de desnaturacao a 90°C por 1min, hibrida¢ao
a 60°C por 1min e extensao a 70°C por 2min, e uma extensao final a 60°C por 60min.

Ap6s a reagao de PCR, 1uL. do produto amplificado foi misturado a 8,5uL. de uma
solugio de formamida deionizada Hi-Di"™ e 0,5pL. de GeneScan 500 1ix™  Size Standard
(ambos da _Applied Biosysterrs) e essa mistura foi desnaturada a 95°C por 3min. Os
fragmentos de DNA amplificados foram separados no analisador automatico de DNA _4BI
PRISM 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e analisados com o GeneMapper ID v3.2

software (Applied Biosystems). Um exemplo de resultado esta apresentado na Figura 2.3.
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Tabela II1.3: Sequéncias dos primers utilizados na genotipagem do painel de 48 indels, tamanho dos
fragmentos amplificados, tamanho dos alelos, concentra¢io utilizada no protocolo de amplificagio,
fluorocromo dos primer marcados (DYE), localizagao e posi¢do cromossomica. Este conjunto de marcadores
¢ adequado para distinguir ancestralidade européia.

Tamanho Alelos Posicao
N . da . PRIMER P
Marcadores Sequéncia do primer . = INDEL*1/ DYE Cromossomo cromossomica
insercao |\ o [1(pM) (Mbp)
(pb)
MID 473F 5" GCA ACA ACC AAG ACA AGG ATT & 3.0
, , 8 83-91 6FAM 6 95.3
MID 473R 5" AAAATG TTA AGC CTC CCC TGT 3 3.0
MID 1923F 5" CAC TAC TGA GAT GCT TTC ACC AA 3’ 5.0
i i 4 134-138 6FAM 6 121
MID 1923R 5" CCT TTCCTG TACGTGCTTCTT T 3 5.0
MID 1448F 5 GATCTC CTCTGATCC TGATTTTG 3’ 5.0
i , 3 162-165 6FAM 3 192.6
MID 1448R 5" CAT GGA TAACTC TGT GGATGG A 3 5.0
MID 619F 5" GACTCT TTTCCTTGACCCTTCA3’ 5.0
, i 3 198-201 6FAM 7 27.9
MID 619R 5" GAG AGG TAG AGG GAG TTT GGG 3 5.0
MID 856F 5 TTAATT CTT GAG GGC AGAGGA G 3’ 6.5
i i 26 256-282 6FAM 5 65.3
MID 856R 5" TAT TGT GCT CAT TTT CTGGGT C 3 6.5
MID 1780F 5" AGG AAACGG CACTTATGACTTC3’ 25
, i 3 104-107 NED 11 35.1
MID 1780R 5" CGC AGA TAT TAG CCT GACCTTC3 25
MID 1470F 5 AGT CTG ACC CTT CAT AAG CAAGA 3’ 3.5
6 133-139 NED 11 64.5
MID 1470R 5" ATC CCA AAC AAC CACATAGGAG % 3.5
MID 132F 5" AAT GAG ATT GCCAGC TTTCCTA 3’ 8.0
, B 4 190-194 NED 15 22.9
MID 132R 5" CCA CCC ACA AAATTG GACATAS3 8.0
MID 1098F 5" TCC TTT CAG GTA TCA GTC CCC 3’ 1.0
9 340-349 NED 10 78.8
MID 1098R 5 TGG AGA GAA GTG GGT AGATTT GA 3’ 1.0
MID 1558F 5 GTT GGT TTG GCT TTG AGT GTT 3’ 3.5
i i 4 145-149 PET 3 132.1
MID 1558R 5" ATA TTC ACC TGT AGC TGC CTG AT 3 3.5
MID 217F 5" AAA GGC AGA TTT AGG GAC CAC 3’ 3.5
, , 3 171-174 PET 7 145.5
MID 217R 5" GGA TGA AGG GGA AAAAGT ATGAS3 35
MID 568F 5 TTT AGT GTG CCT CCT TCAAACA 3’ 3.5
, i 3 201-204 PET 13 92.7
MID 568R 5 GGG TGAGTT GTT GAG TGTGAG T3 3.5
MID 99F 5" CAA GGT GCA GGT GAA GTT GAG 37 2.0
i , 6 132-138 VIC 22 241
MID 99R 5" AAT GGC AAA GAT ACAGGTCTG G 3 2.0
MID 93F 5" TGA CCC CAG TTA CTA ATG AAAACC 3 3.5
i , 3 146-149 VIC 22 40.3
MID 93R 5 CACAGC TTTTTCTCCAGTGTTG3 3.5
MID 682F "CTC CAT TCT TTC AGC CAACTC T 3 3.5
i i 3 173-176 VIC 9 94.6
MID 682R 5" CAA AGC ACT TCATGG AAT TAAGG 3 3.5
MID 1716F 5 TTT GTG TGT GTG TGT GTG TGT G 3° 3.0
4 182-186 VIC 6 83.9
MID 1716R 5 ACCTCAGCATCACCAGAAGAGT 3 3.0
MID 1039F 5 GCG TTT CATCTCTTT GGG TTAG 3’ 6.5
i i 40 211-251 VIC 5 34
MID 1039R 5" CTG TTC TTAGCAGTGGGCTTTC 3 6.5
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Tabela II1.3: Continuagao. Este conjunto de marcadores é adequado para distinguir ancestralidade Africana.

Tamanho

da Alelos PRIMER Posicao

Marcadores Sequéncia do primer . = INDEL*1/ DYE Cromossomo cromossomica
insercao |\uppp s [1(M) (Mbp)
(pb)

MID 1357F 5" TTA TAC CTG CAA AGT GGG CAT T 3’ 1.25

4 95-99 6FAM 14 79.2
MID 1357R  5’GTTCCAGCAAACAGAACACAAG 3’ 1.25
MID 273F 5" GGTGTGATCAATTCCAACTGC 3 1.25

, , 4 137-141 6FAM 17 5.3

MID 273R 5" AAA GGA AAT CAC GTC TAAGTG ACC 3 1.25
MID 1684F 5'GTGATGTTTTCACAAGCAGGAA 3’ 25

6 157-163 6FAM 14 37.9
MID 1684R  5TCA TCC ATG TCT ATG TCT TCAGC & 25
MID 818F 5" AGAGCCAGTTAGAGGGAGGATG 3° 3.0

23 222-245 6FAM 16 2.1
MID 818R 5" GAA CGA GAG TGC GAA CCA AAT & 3.0
MID 1172F 5" CTC CCA AAG TGC TGG GAT TAC 3’ 3.5

5 113-118 VIC 16 2.13
MID 1172R 5 CAGCTTGTCTTGGTCAACTGC 3 3.5
MID 1176F 5" GCT TAC CTAGCAGGG TTGTTG T 3" 1.5

3 149-152 VIC 5 55.6
MID 1176R 5 AAACTCCCAGTCCAAGGTGATA 3 1.5
MID 1358F 5" AAA AAC ACC CTT TGC TGAAGT C 3’ 4.0

17 235-252 VIC 5 35.6
MID 1358R 5 ACAGACGCCAGGAATTTTCTAT & 4.0
MID 1785F 5" CGGGTGTGCATTCTACATTCT 3’ 25

3 95-98 NED 3 12
MID 1785R 5 GGA GGA TGAATATGG TGG TCTC 3 25
MID 1271F 5" GTATTAAGG TTT CCG GCC TCAC 3’ 1.25

6 144-150 NED 5 109.8
MID 1271R 5 AAGATGAGAAAGCAGGTTTGGA 3’ 1.25
MID 789F 5" CAGAGTAGAAATTGGCTTCCTCA 3’ 25

4 161-165 NED 14 78.5
MID 789R 5 GAT GCT ATC AGT CTT GCT AAT GGA 3 25
MID 494F 5" AGACACATGGAGGAAAGACCAT 3’ 2.0

9 227-236 NED 6 6.6
MID 494R 5 TGT TAC GGA AAT CACAAGAACG & 2.0
MID 625F 5" TAC GGC TAG GCT ACAAGACCTC 3’ 3.0

3 115-118 PET 2 31.3
MID 625R 5 CACAAGGAGACAGAACTTCATCA 3 3.0
MID 1379F 5" GAGGTGATTCAAGATGGCAGAT 3’ 0.8

3 150-153 PET 19 54.4
MID 1379R 5 AAG AAG GTC AGATGC AGAGAG G 3’ 0.8
MID 2011F 5" TGAGTAGGCCAATAAGAACATCC 3° 3.5

5 192-197 PET 2 108.8
MID 2011R 5 TTACTT ACG CTTCGG GTTCATT & 3.5
MID 1726F 5" GTCCAAATGCACCACAATCTT 3’ 5.0

13 243-256 PET 1 39.6
MID 1726R 5 TTT GTA CTA CGG CAC ATT AAG AGG 3 5.0

43



Tabela II1.3: Continuagao. Este conjunto de marcadores é adequado para distinguir ancestralidade Amerindia.

Tamanho

da Alelos PRIMER Posicao
Marcadores Sequéncia do primer . = INDEL*1/ DYE Cromossomo cromossOmica
insercao |NpEpsp  [1(M) (Mbp)
(pb)
MID 1952F 5" TTT GCT CCC ACA GCATTAGTC 3’ 2.0
, , 4 96-100 6FAM 15 60.95
MID 1952R 5" AGT AAA CAA ACG GCT GCA AGA 3 2.0
MID 476F 5 CATTGATGT CTATTT GCC TTT GAG 3’ 4.0
, , 3 167-170 6FAM 9 19.70
MID 476R 5" TTC CTAGGG CTGGAG TTACTG A3 4.0
MID 275F 5" TCTTTC TGC CAATGA CTT CTAGC 3 2.0
5 210-215 6FAM 17 66.39
MID 275R 5" ACA AAC TGA CTG ACT TCC ACG A 3’ 2.0
MID 152F 5" CTCCCTGCTGATACCGTCTATAA 3 8 o55.963 6.0 6FAM 20 07
MID 152R 5" GGAGGCAGAAGTCCAGAGATAC 3 6.0
MID 196F 5" AAC CAA GTT CTA GCC ATATGG AAC 3’ 4.0
, i 3 112-115 VIC 6 99.90
MID 196R 5" AAA GCT TCA GTG AAT TCCAAG G 3 4.0
MID 778F 5" GTG ACAGGC TTT ATAGGC CAAC 3’ 3.0
3 197-200 VIC 16 82.40
MID 778R 5" TTT ACC TGC TGT GGA CTT GAT G 3’ 3.0
MID 1603F 5  AAAAGACTG GAG GTT CCTTTT GA 3’ 8.0
i ) 4 234-238 VIC 5 70.86
MID 1603R 5" GTG CAA ATA AAA CGC AACAGAA 3 8.0
MID 1386F 5" ACA AAG AGA ACA GCC TCCAGAC 3 5.0
, ; 21 327-348 VIC 1 244.10
MID 1386R 5" TAA TCA ATC CCC AGA CAACTCC3 5.0
MID 660F 5" AAA GGC CAT GCC AAT AATTTTC 3 8.0
3 109-112 NED 10 17.40
MID 660R 5" ATG GCA AGTCAT TCAATCCTTC 3’ 8.0
MID 575F 5" AAC TGG TCA AAATCT GCTCCAT 3" 3.0
i , 4 175-179 NED 1 36.06
MID 575R 5" TAC GTG GAC CTAGCATTCCTCTS3 3.0
MID 216F 5" CTG TAT TTG GTC ATT CAAGCT GTT 3’ 4.0
i i 5 226-231 NED 2 191.38
MID 216R 5" CTG TCC ACT TGG GTC TCA AAAT 3 4.0
MID 481F 5" AGA TTT GAT AGA AAT GCA GGA ACC 3’ 5.0
i i 7 283-290 NED 2 63.80
MID 481R 5" GTAGTT GGG GAA GAG TGC AGAC3 5.0
MID 913F 5" CTA GAATGT CAAGACCTG GGA TG 3 5.0
i i 13 331-344 NED 6 38.40
MID 913R 5" TGG CCT TTG ATT GGA TAT GAG 3 5.0
MID 350F 5" CTT GGA GAT GTA CCA GGA AAATG 3 2.0
, 3 102-105 PET 2 211.2
MID 350R 5 AAG TGG GTG TTT CCAATCATTC 3 2.0
MID 988F 5" CAC AAT AGC CATGTTTGCATCT & 5.0
i 4 149-153 PET 5 113.8
MID 988R 5" CCTTTC TCC TGATTC ACC AAAT3Z 5.0
MID 184F 5" CGG TTC AGT CTT GATTGTGCTA 3 7.0
10 243-253 PET 16 82.3
MID 184R 5" TCC AAT TCT CTC CTG CAAAAC T3 7.0
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Figura 2.3: Exemplo de resultado gerado pelo soffware de analise do Genetic Analyser 3130. Cada cor (azul,
verde, preto e vermelho) representa um fluorocromo. Os picos correspondem aos alelos de um individuo
(insercio e delecdo). Os 16 marcadores apresentados na figura cortespondem ao painel de matrcadores
selecionados por serem bons indicadores de ancestralidade indigena.

3.7.2. Estudos dos sete polimorfismos selecionados

Os protocolos de amplificacio sdo apresentados nesse capitulo. Os resultados e
analises estatisticas pertinentes serdo apresentados em capitulos posteriores.

Foram selecionados para esse estudo sete polimorfismos (I/D, Glu298Asp, C825T,
A-350G, M235T, A/C, A486V) em seis genes candidatos: ACE, NOS3, GNB3, AGT,
ADDZ2 e GRK4. A Tabela IV.3 mostra detalhadamente os polimorfismos estudados.
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Tabela IV.3: Polimorfismos estudados, localizacdio no gene, regidao cromossomica no qual o gene esta
localizado, alelos de cada polimorfismo e sequéncias de primers (F — foward e R — reverse) para amplificagao.

— — —— —
Gene SNP N° dbSNP Localizacao L0callz2}ga9 Alelos Primers ‘Primer Snftp~e/S1t10 de
no gene Cromossomica restrlgao
F - CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT
ACE b 151799752 Intron 17923 UD R GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT
F - AGAGCAAATGCCTTTGTACCAT*
ADD2 A/C rs3755351 Intron 2pl3 AIC ¢ CCATCATGCTATATGCCTTCCT* GGCTCCCAAGTCACTAGTCC
F - ACCTGAAGCAGCCGTTTGT*
AGT M235T 1669 Exon 1q42-g43 C/T R - CAGGGTGCTGTCCACACTGGACCCC GAAGACTGGCTGCTCCCTGA
F- CTTGCCCTGGAGCTGTCA*
GNB3 C825T 15443 Exon 12p13 CIT L CTTCCAGCTOAGGAAGEAGH ATCATCTGCGGCATCACGTC
i Regido F - CTGGACAGATGGGGAACACT*
GNB3 G-350A rs5441 promotora 12p13 A/G R - CTGACAAATCACAGGCTCCA* Taql
F - GAAGGCAGGAGACAGTGGAT*
NOS3  Glu298Asp  rs1799983 Exon 7436 G/IT  R-CAGCAGCATGTTGGACACTG* CTGCTGCAGGCCCCAGATGA
GRK4  A486V rs1801058 Exon 4p16 o1 E-ACTAAAAGCTGGCGAACCACH GGATATCGAGCAGTTCTCGG

R - TGGAAGGGCAGTACCTCATT*

* Primers desenhados com o auxilio do soffware Primer 3 (Rozen & Skalestsky, 2000).
**Q primer Snupe corresponde a uma seqiiéncia de 20 pb localizada imediatamente a 5> do SNP, adjacente a substituicao.
Informagdes sobte os SNPs (Gene, SNP, N° dbSNP e Alelos) em http://www.hypertensiongenetics.org/

a) Estudo do polimorfismo ACE1/D
Determinamos os genétipos do gene ACE em relacdo a presenga (I-inser¢ao) ou
auséncia (D-delecao) da inser¢io de A/, por meio da técnica de PCR seguida de

eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo (Figura 3.3).

Condig¢6es de amplificacdo

A reacao de PCR (polymerase chain reaction) foi realizada sob as seguintes condigoes:
volume final de 25 pL, cerca de 100 ng de DNA, 0,4 uM de cada primer, 200 pM de cada
dNTP (Invitrogen), 10 % do volume final de tampao confeccionado no Laboratério de
Genética Humana, 1U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e as amostras foram
amplificadas em 32 ciclos (desnatura¢ao a 94 °C por 1min, hibridagiao a 58 °C por 2min e
extensdao a 72 °C por 2 min).

E conhecido que existe amplificacio preferencial do alelo de menor tamanho
(desprovido da inser¢ao) em polimorfismos de inser¢coes de A/ Portanto, para todos os
individuos que apresentaram como resultado homozigose para a auséncia da insercao

(genodtipo DD) foi realizada uma segunda amplificagdo para a confirmagao do genoétipo.
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350 pb

100 pb

Figura 3.3: Resultados da eletroforese dos produtos de PCR do gene ACE. 1 = heterozigoto 1/D; 2 =

homozigoto D/D para a auséncia da inser¢do de A/ e 3 = homozigoto 1/1 para a presenca da inser¢io
de A/u.

b) Estudo dos polimorfismos NOS3 Glu298Asp, GNB3 C825T, AGT M235T,
ADD2A/C e GRK4A486V

Estes polimorfismos foram estudados por meio da técnica de genotipagem

automatizada de SNPs, com a utilizacio do MegaBace SNuPe Genotyping Kit e do analisador

genético — MegaBACE™1000 (GE Healtheare), disponivel no Centro de Estudos do

Genoma Humano, Depto de Genética e Biologia Evolutiva, IB-USP.

Condig6es de amplificagido

A reacdao de PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des: volume final de 25 pL,
cerca de 100 ng de DNA, 0,2 uM de cada primer, 200 pM de cada ANTP (Invitrogen), 10 %
do volume final de tampao confeccionado no Laboratério de Genética Humana, 1U de
Taq DNA Polimerase (Invitrogen). Para a amplificacdo foi utilizada uma sequéncia de ciclos
touch down, na qual é feita uma desnaturagio inicial a 94° C por 4min, seguida por 14 ciclos
de desnaturaciao a 94° C por 30s, hibrida¢ao por 40s que se inicia a 67° C no 1° ciclo e
termina a 60° C no 14° ciclo, e extensao a 72° C por 1min. Depois se seguem mais 24 ciclos
de desnaturagao a 94° C por 30s, hibridag¢ao a 60° C por 40s e extensao a 72° C por 1min.

O produto da PCR (4 pL)) foi purificado com 2,5U da enzima Exonuclease I e 0,5U
da enzima Shrimp Alkaline Phosphatase, incubados a 37°C por 1h e posteriormente
submetidos a uma temperatura de 80°C por 15 min para a inativa¢ao das enzimas. Para a
reagao de SNwuPe (volume final de 10pL) foram utilizados 4ul. de SNuPe premix (GE
Healtheare), 0,2 pM do primer SNuPe, 4 pL. do produto da PCR ja purificado e 1 pLL de agua
estéril. Apos a reacao de SN#Pe, os produtos foram novamente purificados com AwutoSeq96
Dye Terminator Clean-up, segundo instrugcoes do fabricante. 5ul. do produto da reacdo de
SNuPe purificado foram misturados a 0,02uL. de Multi Injection Marker e 4,98pL. de Loading
Solution, sendo entio carregados no analisador genético MegaBACE™1000 da GE
Healtheare. Exemplos de resultados da genotipagem automatica estio apresentados nas

Figuras 4.3, 5.3, 6.3, 7.3 ¢ 8.3.
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Figura 4.3: Exemplo de resultado da genotipagem automatica do SNP M235T no gene .AGT, realizada com o
MegaBace SNuPe Genotyping Kit. A figura representa os genétipos de trés individuos — um homozigoto CC, um

heterozigoto CT e um homozigoto TT.
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Figura 5.3: Exemplo de resultado da genotipagem automatica do SNP Glu298Asp no gene NOS3, realizada
com o MegaBace SNuPe Genotyping Kit. A figura representa os genétipos de trés individuos — um homozigoto

TT, um homozigoto GG e um heterozigoto GT.
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Figura 6.3: Exemplo de resultado da genotipagem automatica do SNP C825T no gene GINB3, realizada com
0 MegaBace SNuPe Genotyping Kit. A figura representa os genétipos de trés individuos — um homozigoto TT,

um heterozigoto CT e um homozigoto CC.
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Figura 7.3: Exemplo de resultado da genotipagem automatica do SNP A/C no gene .ADD2, realizada com o
MegaBace SNuPe Genotyping Kit. A figura representa os genoétipos de trés individuos — um heterozigoto AC, um

homozigoto AA e um homozigoto CC.
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Figura 8.3: Exemplo de resultado da genotipagem automatica do SNP A486V no gene GRK4, realizada com o
MegaBace SNuPe Genotyping Kit. A figura representa os genoétipos de trés individuos — um homozigoto CC, um

homozigoto TT e um heterozigoto CT.
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c) Estudo do polimorfismo GNB3 G-350A
O polimorfismo G-350A no gene GINBJ foi estudado por meio de PCR seguida de

digestao com endonuclease de restri¢io.

Condig6es de amplificacdo

A reagao de PCR foi realizada sob as seguintes condigdes: volume final de 25 plL,
cerca de 100ng de DNA, 0,2uM de cada primer, 200pM de cada ANTP (Invitrogen), 10% do
volume final de tampao confeccionado no Laboratério de Genética Humana, 1U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen). Para a amplificagao foi utilizada uma sequéncia de ciclos zouch
down, na qual é feita uma desnaturagao inicial a 94° C por 4min, seguida por 14 ciclos de
desnaturacio a 94° C por 30s, hibridacio por 40s que se inicia a 67° C no 1° ciclo e termina
a 62° C no 14° ciclo, e extensdao a 72° C por 1min. Depois se seguem mais 24 ciclos de
desnaturagao a 94° C por 30s, hibrida¢ao a 60° C por 40s e extensao a 72° C por 1min.

O produto da PCR (3uL) foi submetido a digestdo com 10U da endonuclease Taq"l
(New England Biolabs), 1,5uL. de tampao da enzima, 1,5uL. de BSA 10%, completando com
agua estéril para um volume final de reacdo de 15ul. Os produtos da digestio foram
visualizados ap6s eletroforese em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata
(Figura 9.3).
100pb GG AG _AA

Figura 9.3: Exemplo de resultado da genotipagem do SNP G-350A no gene GINB3. Estio indicados na figura
o padrio de peso molecular 100pb e exemplos do padrio de migracio de individuos homozigotos AA,
heterozigotos AG e homozigotos GG em relagao a este polimorfismo.
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CAPITULO 4




4. Estudo de ancestralidade nas populagdes remanescentes de quilombos

4.1. Introdugio

A analise da composicdo genética das populagoes por meio de marcadores
moleculares tem se mostrado importante no estudo da dispersio do homem moderno.
Fundamentalmente duas estratégias tém sido utilizadas para reconstruir a histéria da
evolugdo humana: (a) o estudo da composi¢ao genética de populagoes do passado por meio
do DNA de mumias e restos esqueletais, estratégia essa também chamada de arqueologia
molecular (Renfrew & Boyle, 2000); (b) o estudo da estrutura genética das populagdes
atuais, buscando nessa estrutura registros de eventos passados.

Os polimorfismos protéicos, hoje chamados classicos, por muito tempo
predominaram no cenario dos estudos sobre a variabilidade genética humana. Os mais
difundidos foram os estudos sobre polimorfismos de grupos sanguineos, de
imunoglobulinas e de outras proteinas plasmaticas ou eritrocitarias (Cavalli-Sforza e col.,
1996; Cavalli-Sforza, 1998; Cavalli-Sforza & Feldman, 2003); atualmente, apenas os ligados
as proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (sistema HILA) ainda sao
usados, devido ao grau extremo de variabilidade do sistema.

Os estudos com marcadores classicos, predominantes entre as décadas de 1950 e
1980, mostraram apenas uma pequena parcela da variagio genética existente, uma vez que
representam apenas a varia¢ao resultante de modificagoes de produtos génicos primarios.

Atualmente, inferéncias mais precisas sobre a historia evolutiva humana siao obtidas
com o estudo dos polimorfismos de DNA, os quais também sao utilizados em estudos
filogenéticos (por exemplo, quando se quer agrupar duas ou mais populagdes em fungao
das suas frequéncias alélicas, ou seja, de acordo com o seu grau de similaridade genética).
Qualquer loco que tenha dois ou mais alelos, que niao sejam mantidos na populagao apenas
por mutagdo, com frequéncia entre 1% e 99%, é considerado um loco polimérfico
(Kendrew, 1994). E importante ressaltar que esse limiar de frequéncia ¢ arbitrario, existindo
outros valores de corte na literatura (por exemplo, alguns autores ainda adotam o nivel
critico de 5%). Também ¢é importante ressaltar que o termo alelo, nos dias de hoje, passou
a ser comumente empregado para designar qualquer tipo de variagao na sequéncia de bases
do DNA.

A vasta maioria dos polimorfismos de DNA em humanos pode ser dividida em
dois grupos: aqueles que constituem substituicdes de um nucleotideo (os SNPs) e aqueles
que constituem inser¢oes ou dele¢oes de um ou mais nucleotideos (indels). Os indels, por
sua vez, podem ser divididos em duas classes: os com multiplos alelos e os que apresentam
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somente dois alelos (Weber e col., 2002). Quase todos os indels multialélicos sio repeti¢oes
em tandem (STRs — short tandem repeat). Indels bialélicos variam muito quanto a diferenca de
tamanho entre seus alelos. Alguns destes sio originados pela insercao de retrotransposons,
como ¢ o caso dos elementos A/ e L1 (Watkins e col., 2001). No entanto, a maior parte
dos indels bialélicos possui diferengas de tamanho de apenas alguns poucos nucleotideos.

A modernizagdo das técnicas de analise de DNA promoveu o surgimento de
grandes projetos em escala global, que tém como finalidade reunir a maior quantidade de
informagoes possiveis, numa tentativa de unificar os esforcos dos estudos sobre a
variabilidade genética do homem, para responder questoes sobre as origens do homem
moderno, seus padroes de dispersio das populagoes, o seu grau de diversidade genética
inter e intrapopulacional, com eventuais aplicagoes na area médica. Existem atualmente trés
projetos importantes que enfatizam o estudo da diversidade genética humana: (1) The
Human Genomic Diversity Project (HGDP, ou Projeto da Diversidade do Genoma Humano);
(2) The International HapMap Consortinm e (3) Genographic Project (Projeto Genografico), cada
um por meio de ferramentas distintas, visando a obtenc¢dao de conjuntos de informagdes
genético-populacionais de diversas partes do mundo.

O principal esforco do HGDP foi organizar uma colecao de linhagens celulares
linfoblastéides provenientes de populacdes de diversas partes do mundo. Em 2002,
Rosenberg e col. realizaram o primeiro estudo populacional com enfoque bioantropolégico
utilizando a colecio do HGDP. Analisando um painel de 377 locos de microssatélites
autossOmicos, encontraram resultados que indicam serem o isolamento geografico e o
efeito de deriva genética importantes fatores determinantes da diversidade genética humana
(como ja se suspeitava bem antes do inicio dos estudos moleculares). Por meio destes
marcadores, foi possivel agrupar as populacdes em cinco regides geograficas: América,
Africa Subsaariana, Leste Asiatico, Oceania e um grupo composto por Europa, Oriente
Médio e Asia Central. Bastos-Rodrigues e col. (2006) analisaram as mesmas amostras do
HGDP, utilizando um painel distinto de marcadores polimorficos, composto por 40
marcadotes bialélicos do tipo Indel (insercio/dele¢ao), cotroborando em linhas gerais os
resultados do estudo de Rosenberg e col. (2002).

O Projeto Internacional do HapMap tem como objetivo descrever os padrdes da
variacio do genoma humano pelo método de genotipagem de SNPs (single nucleotide
polymorphisms).

O Projeto Genografico, por sua vez, pretende analisar as amostras de DNA de
centenas de milhares de pessoas, por meio de marcadores autossdmicos, mitocondriais e do

cromossomo Y, com a finalidade de se rastrear a historia do povoamento da Terra.
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Os estudos genético-populacionais tornaram-se especialmente informativos com o
emprego de marcadores polimorficos de DNA, mais numerosos e, em geral, com maior
numero de variantes alélicas do que os marcadores classicos. Os diversos marcadores
polimorficos de DNA, distribuidos por todo o genoma, podem ser empregados em
aplicagoes forenses (na identificagdo individual e em testes de paternidade) e no
mapeamento de genes de interesse clinico.

Shriver e col. (1997) utilizaram pela primeira vez o termo PSAs (population-specific
alleles) para descrever os marcadores genéticos com dois ou mais alelos e com grandes
diferencas de frequéncia entre populaces geograficamente definidas (& > 50%). Os
marcadores de DNA do tipo PSAs podem ser bialélicos (inser¢des de A/ e SNPs, por
exemplo) ou multialélicos (microssatélites, por exemplo).

O termo PSA foi substituido, recentemente, pelo termo “marcadores informativos
de ancestralidade” (Ancestry Informative Markers — AlMs), que sio definidos como
marcadores genéticos que apresentam frequéncias alélicas com diferencas entre as
subpopulagoes chamadas parentais superiores a 30%, ao invés dos 50% previamente
definidos (Bonilla e col., 2004). Sao considerados excelentes ferramentas para se obter
estimativas confiaveis de miscigenag¢ao e subestruturagdo populacional (Luizon e col,
2008).

Cada vez mais os estudos genético-populacionais utilizam marcadores de
ancestralidade (AIMs) [Shriver e col., 1997; Parra e col., 1998; Probst e col., 2000; Parra e
col., 2001; Parra e col., 2003; Bamshad e col., 2003; Bastos-Rodrigues e col., 2006; Enoch e
col., 2006; Luizon e col., 2008; Kosoy e col., 2009; Santos e col., 2010].

Mais recentemente, os marcadores informativos de ancestralidade do tipo INDEL
passaram a ser foco de diversas investigacdes (Weber e col., 2002; Bastos-Rodrigues e col,,
2006; Ribeiro-Rodrigues e col., 2009; Santos e col., 2010), uma vez que (a) estao
distribuidos ao longo de todos os cromossomos; (b) sao marcadores de evolugao lenta, pois
apresentam baixa taxa de mutagdo; (c) podem ser analisados por meio de fragmentos
(amplicons) curtos, o que permite a amplificagio de DNA degradada; (d) podem ser
identificados por meio de técnicas de genotipagem relativamente simples e de baixo custo
(Ribeiro-Rodrigues e col., 2009).

A populagao brasileira é uma das populagdes geneticamente mais heterogéneas do
mundo, resultando de um intenso processo de miscigena¢ao entre trés grupos principais:
amerindios, que povoavam as Américas; europeus, principalmente portugueses, que
chegaram ao Brasil a partir de 1500; e africanos, que foram trazidos macicamente como

escravos desde meados do século XVI até o século XIX (Salzano & Bortolini, 2002).
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Acredita-se que aproximadamente 2,5 milhoes de amerindios viviam no Brasil na
época do descobrimento. Atualmente, existem menos de 300.000, a maior parte habitando
areas protegidas designadas pelo governo. Os europeus, em grande parte portugueses,
vieram ao Brasil em busca de riquezas e novas terras; aproximadamente 500.000 homens
portugueses chegaram entre 1500 e 1808, a maioria sem suas familias (Salzano & Freire-
Maia, 1970; Ribeiro, 2000). Os africanos foram trazidos como escravos em grande nimero,
a partir de 1550, a maioria vindo de regides atualmente ocupadas pelo Congo e Angola, e
uma pequena parcela de Benin, Nigéria, Senegal e Gambia. A partir de 1845 até meados do
século XIX, foram trazidos escravos de Mocambique. E estimado que de 1550 até
aproximadamente 1870 cerca de 4 milhdes de africanos foram introduzidos no Brasil
(Klein, 1999; Ribeiro, 2000). Mesmo antes da abolicio da escravatura em 1888, muitas
comunidades haviam sido fundadas em dreas isoladas por escravos foragidos ou
abandonados. Essas comunidades sio conhecidas atualmente como remanescentes de
quilombos. De acordo com a Fundagiao Palmares (http://www.palmates.gov.br), 1.289
comunidades afro-brasileiras de quilombos haviam sido registradas até 2008. Pelo fato de
permanecerem semi-isoladas, os remanescentes de quilombo podem ser considerados
como reliquias da contribuicdao genética africana para a populagao brasileira.

Os estudos com marcadores classicos, realizados predominantemente com
populagoes do nordeste e sudeste do Brasil, ja estimaram, com um nivel de precisio
invejavel, o grau de miscigenagao da populacao brasileira, cujo padrao varia de acordo com
a regiao analisada, sendo mais intensa no norte e nordeste ¢ menos acentuada no sudeste e
sul, regido macicamente colonizada por familias européias originarias do Mediterraneo
(Portugal e Espanha) e Europa Central (Italia, Alemanha, Polonia e Russia) a partir das
ultimas décadas (Salzano, 1997; Callegari-Jacques & Salzano, 1999; Dornelles e col., 1999;
Guerreiro e col., 1999; Salzano, 2002).

Parra e col. (2003) analisaram 10 marcadores PSA (inser¢des de A/ e SNPs) e
caracteristicas morfolégicas (cor da pele, forma do nariz, labios e tipo de cabelo)
comumente usadas em defini¢do de ragas, em duas populagoes: uma afro-descendente rural
e outra de brancos. O objetivo do trabalho foi verificar se existia correlagao entre a cor da
pele e alelos considerados especificos de africanos. Nenhuma correlagio estatisticamente
significativa foi encontrada. Portanto, os dados deste trabalho sugerem que a cor da pele
nio ¢ um bom preditivo de ancestralidade africana (estimada pelos marcadores
moleculares) em populagdes brasileiras. Outro estudo na mesma linha indica que no Brasil,
dado o seu alto grau de miscigenacio, a cor da pele nem sempre mostra correlagao direta

com a ancestralidade (Pimenta e col., 2000).
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Varios estudos tém sido conduzidos nos remanescentes de quilombos com a
finalidade de avaliar a contribuicdio de populacbes parentais na formacio dessas
comunidades, utilizando-se polimorfismos classicos (Bortolini e col., 1997; Arpini-Sampaio
e col. 1999; Guerreiro e col.,, 1999), polimorfismos moleculares autossomicos — VNTRs,
STRs e insercoes de Al (Bortolini e col., 1999; Da Silva e col., 1999; Cayres-Vallinoto e
col., 2003, Cotrim e col., 2004; Scliar e col., 2009); DNA mitocondrial (Bortolini e col,,
1999; Ribeiro-dos-Santos e col,, 2002; Carvalho e col, 2008; Rincon, 2009) e
polimorfismos do cromossomo Y (Bortolini e col., 1999; Abe-Sandes e col., 2004; Ribeiro
e col.,, 2009). Esses estudos demonstraram que, dependendo do tipo de marcador genético
utilizado, a contribui¢do genética africana varia de maneira significativa (de 43 a 92%).

No presente trabalho, um painel de 48 AIMs foi usado para estimar a mistura
interétnica individual e populacional em individuos nao aparentados de dez comunidades
afro-descendentes do Vale do Ribeira - SP. Todos os marcadores utilizados constituem
polimorfismos do tipo INDEL, que representam a insercio (IN) ou a delecao (DEL) de
pequenos fragmentos de DNA (entre 3 bp e 40 pb), tendo sido genotipados de acordo com
o painel de INDEL descrito por Santos e col. (2010). Os dados também foram utilizados
para identificar afinidades genéticas entre as diferentes comunidades remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira, bem como para estimar a diferenciagio genética entre eles

(Fst), com o intuito de se verificar a histéria da formagao destas comunidades.

4.2. Objetivo
Caracterizar as populacdes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira quanto
a estimativas de mistura génica, por meio de um painel de 48 marcadores bialélicos do tipo

INDEL, normalmente usados em estudos de ancestralidade.
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4.3. Amostras e Métodos

Foram genotipados 307 individuos nao aparentados em primeiro grau, selecionados
de 10 populacbes remanescentes de quilombos: Abobral (42), André Lopes (27),
Nhunguara (43), Sapatu (32), Ivaporunduva (52), Sao Pedro (24), Galvao (11), Pedro Cubas
(40), Pildes (27) e Maria Rosa (11).

As sequéncias dos primers utilizados e os respectivos protocolos de amplificagao
foram detalhados no capitulo 3.

A localizagio das 10 populagoes investigadas neste estudo esta descrita em De
Mello Auricchio e col. (2007) e mostrada na Figura 1.3 do capitulo 3 (pag. 37).

As frequéncias alélicas e genotipicas em relacio ao painel de 48 marcadores
bialélicos INDEL foram obtidas por contagem direta. Analises para se verificar se 0s
genétipos seguiam as propor¢des de Hardy-Weinberg e para se determinar o grau de
diferenciagao genética (Fst) foram realizadas com o programa Arlequin 3.0 Software Package
(Excoffier e col.,, 2005). As distancias genéticas Fst estimadas foram distribuidas em um
espago bi-dimensional utilizando-se o método de escalonamento multidimensional (MDS),
por meio do pacote estatistico SPSS ».73 (Statistical Package for the Social Science - Ins.
Chicago, IL, USA). Para a estimativa de miscigenacdo individual e global das populacées
remanescentes de quilombos, utilizamos o programa STRUCTURE ».3.2 Software
(http://pritch.bsd.uchicago.edu/software.html), cujo algoritmo basico foi descrito por

Pritchard e col. (2000), modificado e ampliado por Falush e col. (2003 e 2007).

4.4. Resultados

A representac¢do grafica ternaria da Figura 1.4 mostra a distribui¢ao dos individuos
em relacdo a porcentagem estimada de contribuicao genética de cada ancestralidade
(africana, européia e amerindia), com cada vértice do triangulo representando uma
subpopula¢ao parental. Os individuos dos remanescentes de quilombo testados (pontos
coloridos — Figura 1.4A e somente amarelos — Figura 1.4B) foram plotados no triangulo de

acordo com a classificagdao bayesiana fornecida pelo algoritmo do programa STRUCTURE.

56



1

A INDIGENA B INDIGENA

-
QUILOMBOS QUILOMBOS

AFRICANO EUROPEU AFRICANO EUROPEU

Figura 1.4: Azul = subpopulacio parental indigena; vermelho = subpopulagdo patrental africana; verde =
subpopulacdo parental européia; pontos coloridos = cada cor representa uma das 10 populacoes
remanescentes de quilombos individualizadas; amarelo = amostras das 10 populacdes remanescentes de
quilombos analisadas como uma tnica populacio. Cada ponto representa um individuo que foi classificado e
plotado de acordo com a estimativa de miscigenacdo individual baseada nos genétipos dos marcadores
INDEL.

A Figura 2.4 mostra as estimativas de ancestralidade dos individuos das trés
subpopula¢oes parentais (africana, indigena e européia) e dos individuos dos remanescentes
de quilombos. A barra horizontal é composta por finas linhas verticais, cada linha
representando um individuo. Cada individuo das trés subpopulagdes parentais (africana - 1,
européia - 2 ou amerindia - 3) foi classificado e plotado no grafico de acordo com a
estimativa de ancestralidade individual, com base no genétipo apresentado em relacao aos
48 marcadores do tipo INDEL, classificacio essa que foi possivel porque as frequéncias
alélicas desses marcadores siao distintas nas trés subpopulagdes parentais. O ultimo
conjunto de linhas (4-13) representa os individuos dos remanescentes de quilombos,

mostrando ancestralidade tri-hibrida, ou seja, apresentam componentes genéticos de

ancestralidade das trés subpopulagdes parentais, em propor¢oes distintas.

2 3 4 5 6 7 R 9

Figura 2.4: Representacdo grafica das estimativas de ancestralidade individual das trés subpopulagoes (1)
individuos da subpopulacido parental africana, (2) individuos da subpopulagio parental européia, (3)
individuos da subpopulacio parental amerindia e (4-13) os 307 individuos dos remanescentes de quilombo
genotipados. 4: Abobral; 5: André Lopes; 6: Galvio; 7: Ivaporunduva; 8: Maria Rosa; 9: Nhunguara; 10:
Pedro Cubas; 11: Pilées; 12: Sio Pedro; 13: Sapatu.
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A Tabela 1.4 mostra as porcentagens de ancestralidade estimadas em cada
populacido e no conjunto das populagoes de quilombos.
Tabela I.4: Porcentagens da contribuicdo genética média das trés subpopulacGes (africana, européia e

amerindia) na composi¢do dos remanescentes de quilombos. N = nimero de individuos analisados em cada
localidade.

Populacoes % da contribuicdo genética
quilombolas

Africana Européia Amerindia N
Abobral 0.369 0.408 0.224 43
André Lopes 0.395 0.400 0.204 27
Galvéao 0.460 0.346 0.194 11
Ivaporunduva 0.408 0.394 0.198 52
Maria Rosa 0.394 0.354 0.252 11
Nhunguara 0.424 0.359 0.217 43
Pedro Cubas 0.415 0.381 0.204 40
Pildes 0.393 0.403 0.204 27
Séo Pedro 0.398 0.396 0.207 24
Sapatu 0.316 0.462 0.222 32
Total quilombos 0.397 0.390 0.213 309

Galvio, Ivaporunduva, Nhunguara e Pedro Cubas apresentaram contribuicdo de
material genético de origem africana superior a amerindia e européia. Abobral, André
Lopes, Piloes e Sapatu apresentaram predominancia de contribuicdo genética de origem
européia em relagdo as duas outras ancestralidades. A maior contribuicio genética
amerindia foi verificada em Maria Rosa. Sdo Pedro apresenta contribuicdes praticamente
ideénticas de material genético de origem africana e européia, cada uma delas representando
cerca do dobro da contribui¢ao indigena.

A Tabela I1.4 mostra a matriz de distancias genéticas (Fst) entre todos os pares
possiveis das 10 populacbes remanescentes de quilombos, matriz essa obtida a partir da

analise das frequéncias alélicas dos 48 marcadores do tipo INDEL.
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Tabela I1.4: Matriz triangular inferior de distancias genéticas (F'st) entre todos os pares possiveis das
populagdes, em relacio ao painel de 48 marcadores INDEL.

distancias (FST) entre as populagbes

Populacoes

GA
v

NH
SP
TU
AB
MR
PC
PS

AN
0,03076
0,01362
0,00620
0,00763
0,01674
0,00829
0,03212
0,01506
0,01824

GA
0,02098
0,02438
0,00738
0,04461
0,02279
0,03409
0,02177
0,03779

\"

0,01730
0,00757
0,02113
0,00276
0,02959
0,00916
0,02590

NH

0,00811
0,02116
0,01030
0,02923
0,01006
0,01596

SP

0,02092
0,01313
0,02965
0,01546
0,01344

TU

0,01352
0,03557
0,01748
0,01886

AB

0,01437
0,00226
0,01858

MR

0,02453
0,03051

PC

0,0193

A TFigura 3.4, obtida por escalonamento multidimensional, mostra em duas

dimensoes, as distancias genéticas entre as populagoes estudadas, num grafico construido a

partir das distancias Fst entre os pares possiveis de populagoes.

A analise do indice Fst indicou que as dez populagoes estudadas, geograficamente

muito proximas, apresentam um baixo grau de diferenciagio genética, pois nenhum dos

valores de Fst encontrados mostrou-se superior a 5%.

Dimmension 2
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Dirmension 1

Figura 3.4: Distancias genéticas em duas dimensoes entre as 10 populacoes estudadas, baseadas nos valores de
Fst, obtidas por escalonamento multidimensional. GA: Galvao. IV: Ivaporunduva. SP: Sio Pedro. NH:

Nhunguara. AN: André Lopes. PS: Pilées. TU: Sapatu. AB: Abobral. PC: Pedro Cubas. MR: Maria Rosa.
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4.5. Discussao

A Figura 1.4 indica que os individuos das dez populagdes remanescentes de
quilombos apresentam uma composi¢io genética tri-hibrida (Tabela 1.4), com
contribui¢des africana e européia superiores a amerindia. A Figura 2.4 indica presenca de
uma grande heterogeneidade quanto a composi¢ao ancestral individual dos remanescentes
de quilombos. As propor¢oes de ancestralidade africana variaram entre os individuos de 7,3
% a 69,5%, a européia de 12,9% a 68,3% e a amerindia, de 7,3% a 58,5%.

Nossos resultados revelaram uma contribuicdo genética média similar européia e
africana (39,0% e 39,7%, respectivamente) na formagao das populacdes remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira (Tabela 1.4). A contribuicao amerindia média foi estimada
em apenas 21,3%. A significativa propor¢ao de material genético de origem européia
evidenciada pelos marcadores INDEL demonstra a importancia histérica da contribui¢ao
européia para a formacao dessas comunidades. Resultados previamente obtidos por meio
do estudo das inser¢oes de A/ mostraram que as contribui¢des africana e européia foram
mais expressivas (médias de aproximadamente 40% e 50%, respectivamente), ¢ em todas as
populagbes analisadas, a contribuicdo amerindia foi pequena (cerca de 12% em média)
[Cotrim e col., 2004]. Nesse estudo, a contribui¢ao européia estimada foi maior do que a
contribui¢dao estimada pelos marcadores INDEL, e a contribui¢ao amerindia foi menor do
que a estimada pelos INDEL. E provavel que os marcadores INDEL investigados, em
malor numero, sejam mais eficientes que os marcadores anteriormente usados, para se
detectar taxas confiaveis da contribui¢ao de ancestralidade, principalmente a indigena.

Outros estudos conduzidos pelo nosso grupo foram realizados com a finalidade de
se investigar a mistura étnica existente nas mesmas populagdes, utilizando-se marcadores
distintos: do cromossomo Y, que possibilitam a analise de patrilinhagens e do DNA
mitocondrial (analise de matrilinhagens). Os estudos com o cromossomo Y (Macedo-
Souza, 2003; Kimura e col., 2010 — Anexo I) revelaram uma contribuicao de cromossomos
Y de origem predominantemente européia (60%) na composi¢ao dos remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira, seguida pela africana (35%). Apenas uma pequena parcela
dos cromossomos Y mostrou-se de origem amerindia (5%). J4 o estudo do DNA
mitocondrial (Rincon, 2009) revelou um panorama distinto, onde a contribuicao genética
indigena na composi¢ao dos remanescentes de quilombo é muito expressiva, chegando a
ser predominante em algumas comunidades (78% em Galvao e 75% em Sao Pedro, por
exemplo). Os resultados globais obtidos nas comunidades remanescentes de quilombos
indicam alta frequéncia de DNA mitocondrial amerindio (50%) e africano (48%) e uma
presenca reduzida de contribui¢do européia (da ordem de 1% a 2%). Esses resultados sdao

de certa maneira semelhantes aos obtidos por Alves-Silva e col., (2000) com o estudo do

60



DNA mitocondrial, e Carvalho-Silva e col.,, (2001) com o estudo do cromossomo Y, em
populacbes brasileiras predominantemente caucaséides de centros urbanos, cujos
resultados ilustram um retrato da assimetria entre as contribui¢oes genética masculina de
origem européia, ¢ feminina de origens amerindia e africana (quadro grosseiramente
semelhante ao encontrado nos remanescentes de quilombos).

Foi possivel destacar o importante papel da mulher indigena e africana na fixacao e
estabelecimento das comunidades quilombolas, evidenciado pela grande contribuicao de
material genético mitocondrial dessas duas origens. Esses dados sdo corroborados agora
pela deteccio de uma contribuigio média de 21,3% de ancestralidade amerindia pelos
marcadores INDEL.

Duas sao as possiveis explicagdes para a expressiva contribuicado européia nos
remanescentes de quilombos: parte dos escravos que constituitam os quilombos ja era
descendente de europeus ou, na manutencao das comunidades quilombolas, a
miscigenagdo com europeus continuou ocorrendo. Essas duas hipoteses niao sio
mutuamente exclusivas. Os escravos negros homens, muitas vezes mesti¢os filhos do
senhor branco com sua escrava negra, estavam submetidos a cargas de trabalho bem mais
penosas do que as mulheres, o que poderia incitar mais a fuga de homens do que de
mulheres; se os quilombos tinham poucas mulheres africanas, provavelmente o homem
africano se uniu as nativas, aprendendo a usufruir dos recursos locais para sua
sobrevivéncia, fato esse que acabou se refletindo na composi¢ao genética atual dos
remanescentes de quilombos.

De um modo geral, as dez populagoes analisadas apresentam um grau baixo de
diferenciagdo genética, fator evidenciado pelos valores de Fst encontrados quando as
populagoes sao comparadas duas a duas.

As analises de distancia genética e escalonamento multidimensional (Figura 3.4) nao
agrupam Galvao (GA) e Sao Pedro (SP) como o esperado pelos relatos e registros, pois de
acordo com o Instituto Sécio-Ambiental (em parceria com o Instituto de Terras de Sao
Paulo), um dos fundadores de Sao Pedro seria Bernardo Furquim, um escravo fugido da
regido de Campinas, que havia se casado com duas mulheres e teve 24 filhos que se
estabeleceram na regidao, inclusive nas outras comunidades. Iniciou-se um processo de
povoamento da regido onde se localiza as comunidades de Galvao e Sio Pedro. Bernardo
Furquim teria chegado por volta de 1830 as terras de Pedro Cubas e Ivaporunduva. A
formacao de Galvao esta estreitamente relacionada a de Sdo Pedro, pois ambas se originam
do mesmo grupo de parentesco que tem como fundador Bernardo Furquim. (Agenda

Socioambiental - ISA, 2008).
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As analises agrupam Ivaporunduva (IV), Sio Pedro (SP) e Nhunguara (NH)
proximamente. A ocupagao das terras de Nhunguara esta relacionada a expansao de grupos
ao entorno, como Ivaporunduva e Sao Pedro. Infere-se que Sao Pedro e Ivaporunduva sao
importantes na consolidagio da ocupagio negra no Vale do Ribeira, uma vez que
disponibilizaram mulheres que possibilitaram a fixagao de negros foragidos (Oliveira Jr e
col., 2000). Os principais troncos familiares que deram origem a Nhunguara foram os Maia,
os Vieira (que acabaram se deslocando para Sdo Pedro) e os Dias (que tém origem nas
terras de Ivaporunduva). André Lopes (AN), que também aparece relativamente proxima a
esse agrupamento, tem sua histéria entrelacada a da comunidade de Nhunguara, pois
compartilham estreitas relagdes sociais e de parentesco. A ocupacio de André Lopes
também se deu a partir de expansbes de grupos negros estabelecidos no entorno de
Ivaporunduva, Sao Pedro e Nhunguara. Sapatu foi formada por negros que fugiram do
recrutamento for¢ado na Guerra do Paraguai e pelo estabelecimento de familias vindas de
outras comunidades, como ¢ o caso de Jilio Furquim, um dos netos de Bernardo Furquim,
que veio da comunidade de Sao Pedro (Agenda Socioambiental - ISA, 2008). Apesar disso,
Sapatu (TU) nio se agrupa com Sao Pedro e Galvao.

Maria Rosa (MR) e Piloes (PS), apesar de geograficamente proximas, também nao
se agrupam de acordo com os marcadores utilizados (Figura 2.4). Segundo um relato de
Pedro Rodrigues, umas das liderancas de Pildes, em 1678 aproximadamente, um casal
(senhor Lino e dona Quentim) ja morava na regidao. A ocupagao de Piloes passou por dois
ciclos econémicos: o do ouro e o da cultura de arroz e cana-de-agucar. Pedro menciona
ainda a existéncia de escravos na Fazenda Santana, localizada proxima a Pilées. Maria Rosa
encontra-se praticamente em frente a Piloes. Benedita Dias da Costa, moradora da
comunidade de Maria Rosa, diz que quando sua bisavo se casou, ja encontrou a localidade
ocupada por negros, tendo ela se casado com um desses moradores (Oliveira Jr e col., 2000).

Até o momento, ndo encontramos registros detalhados sobre as origens da
comunidade de Abobral. Segundo uma ficha de caracteriza¢ao da comunidade feita pelo
ITESP, a familia de Frutuoso Honorato Costa e Pedro Alexandre Castelo (este ja falecido)
ja estava estabelecida na regido ha pelo menos trés geragdes. Nao ha fato conhecido que
justifique, em principio, o agrupamento de Abobral (AB) com Pedro Cubas (PC).

Uma possivel explicacdo para o fato de ndo observarmos agrupamentos genéticos
concordantes com os registros e relatos de formacao das comunidades seria devido as
amostras analisadas ndo serem representativas dos nucleos familiares que constituem os
verdadeiros elos de parentesco entre as comunidades. Ainda é possivel que eventos
recentes de “gargalo”, decorrentes da significativa reducdo do tamanho populacional,

tenham influenciado os nossos resultados, como é o caso de Maria Rosa e Pildes. Em 1998,
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Pilées tinha 250 habitantes e Maria Rosa registrava 140 habitantes. No entanto, em 2001,
essas populagoes apresentavam apenas 128 e 56 habitantes respectivamente (Oliveira Jr. e
col., 2000). Uma vez que os valores de Fst encontrados sao de fato muito pequenos, nao
ultrapassando 5%, essa tentativa de agrupamento entre as populagdes pode ser
parcialmente artificial. Os dados indicam ainda que, de modo geral, existe um intenso fluxo

génico entre todas as populacdes estudadas.

4.6. Conclusoes

Os marcadores de ancestralidade autossomicos do tipo INDEL constituem
evidéncias genéticas que corroboram as evidéncias histéricas de tripla miscigenagao
(européia, africana e amerindia) na formacdo e manutencao das populagoes afro-
descendentes do Vale do Ribeira. Os baixos indices Fst mostram ainda que as 10
populacées estudadas sao muito semelhantes sob o ponto de vista genético, fenomeno que

deve ser consequéncia de intenso fluxo génico (migragoes) entre elas.
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CAPITULO 5




5. Associagdo entre sete polimorfismos e a suscetibilidade a hipertensdo essencial
nas populagdes remanescentes de quilombos: estudo transversal

5.1. Introdugiao

Mais de um quarto da populagdo mundial adulta tem hipertensio essencial. Na
América do Norte, aproximadamente um em cada trés adultos tem hipertensiao arterial
(Arora & Newton-Che, 2010). No entanto, as estimativas sobre a ocorréncia da hipertensao
arterial nao sao as mesmas em todas as populagoes. Nos Estados Unidos, por exemplo, a
hipertensao arterial se manifesta mais precocemente, ¢ mais frequente e mais grave entre
pessoas afro-descendentes do que entre pessoas de origem européia (Young e col., 2005).

Estudos recentes mostram que a hipertensao essencial pode apresentar prevaléncias
elevadas, tanto em populagdbes urbanas como em populagdes rurais, um quadro
epidemiolégico completamente distinto de décadas atras (Thorogood e col., 2007; Kengne
e col., 2007; Oladapo e col., 2010).

Estudos brasileiros realizados entre 1980 e 2001 observaram prevaléncias de
hipertensao arterial entre 10% e 42%, dependendo da regido, sub-grupo e critério
diagnoéstico utilizado (Lessa, 2001). Ainda ndo se tem um consenso no que diz respeito a
prevaléncia da hipertensio no Brasil, porém trabalhos das décadas de 1950 e 1960
trouxeram a tona a natureza complexa e potencialmente poligénica da hipertensao essencial
e da regulacao da pressio arterial (revisao em Ehret, 2010). O papel de um grande nimero
de genes candidatos tem sido avaliado desde entdo em estudos de associagao. Os genes
candidatos para os estudos de associacao com a hipertensao essencial sao selecionados por
estarem envolvidos em vias regulatérias da pressio arterial. Por exemplo, genes
relacionados ao sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) ou ao transporte renal de
sodio sao os mais explorados (Rafiq e col., 2010).

A hipertensao essencial tem herdabilidade média estimada em pelo menos 30%
(revisaio em Ehret, 2010), o que da suporte a busca pelo conhecimento das bases genéticas
da doenca.

Contudo, inameros fatores podem contribuir para a complexidade e manifestagao
da hipertensao essencial. Dentre esses se destacam a ancestralidade, faixa etaria, género e
fatores ambientais (tais como sedentarismo, tabagismo, entre outros). Além disso, a
hipertensao essencial ¢ uma doenga de manifestagao tardia e um fendtipo tipicamente
heterogéneo, cuja manifesta¢ao é supostamente ocasionada pela acao de mdaltiplas variantes
genéticas com efeitos pequenos. Em conjunto, essas caracterfsticas afetam fortemente o

poder estatistico dos estudos de associagao, sejam eles com base familiar ou com base em
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individuos nao aparentados, fazendo da pesquisa das bases genéticas da hipertensio
essencial um desafio na pratica (Pereira e col., 2003).

O niamero total de alelos e genes que contribuem para a elevag¢ao da pressao arterial
ainda ¢ desconhecido. Apesar de nao se saberem quantos genes influenciam a regulacio da
pressao arterial, a vasta literatura sobre genes da hipertensao essencial indica que alelos de
muitos locos contribuem para o fendtipo final, e as combinagoes desses alelos podem
variar de individuo para individuo.

Frequentemente, as associagoes relatadas em estudos iniciais nao apresentam
reprodutibilidade (revisoes em Kato e col., 1999; Zintzaras e col., 2000; Pereira e col., 2007,
Ji e col., 2010). Esses achados controvertidos podem ser explicados, em parte, devido a
heterogeneidade ambiental entre as diversas populagdes estudadas. Ademais, o fato de
resultados dos estudos de associagdio nao serem replicados ou validados em diferentes
populacbes também pode refletir arquiteturas genéticas diferentes na qual as interagdes
gene-gene sao mais regra do que excecao, e os efeitos das variantes em estudo podem estar
camuflados pelos efeitos das variantes que nao estao sendo analisadas (Gu e col., 2006). De
fato, ¢ possivel que certos genes tenham seu efeito mais pronunciado em certos grupos
populacionais. Ou ainda, a falta de reprodutibilidade dos resultados pode ser reflexo de
associagdes espurias resultantes da presenca de estratificagio populacional entre as
amostras dos grupos caso e controle (Pritchard & Rosenberg, 1999). Para os estudos caso-
controle, talvez o tipo de estudo mais difundido até o momento, ¢é essencial que os
individuos do grupo caso sejam provenientes da mesma populagao que os individuos do
grupo controle, ou seja, que ambos apresentem o mesmo background genético.  As
frequéncias alélicas dos polimorfismos investigados podem ser diferentes entre os grupos
populacionais, o que pode gerar artefatos estatisticos e levar a achados espurios de
associacao.

A grande prevaléncia de hipertensdao essencial em populagoes afro-descendentes
tem gerado especulagles a respeito da possibilidade de existirem peculiaridades genéticas
nesses grupos que determinam maior susceptibilidade a hipertensio. Diversos estudos
constataram que a hipertensio arterial tem maior incidéncia em populagdes negras do que
em outros grupos populacionais (Caufield e col., 1995; Cooper e Rotimi, 1997; Chobanian
e col., 2003; revisao em Agyemang & Bhopal., 2003; Swift e MacGregor, 2004; Young e
col., 2005).

Os remanescentes de quilombos caracterizam-se como populagoes de
ancestralidade majoritariamente africana e que vivem atualmente em dareas outrora
ocupadas por escravos negros fugidos, alforriados ou abandonados. Nos dias atuais, seu

modo de vida tradicionalmente rural vem sofrendo transformagoes devido as imposi¢des
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de leis ambientais que dificultam sua agricultura de subsisténcia, a caga e a criagao de certos
animais. Os remanescentes de quilombos passam pelo processo denominado transi¢ao
epidemioldgica, que da espago ao aumento da incidéncia de doengas do mundo
industrializado, como a hipertensdo essencial. Nossas investigagoes clinicas preliminares
indicaram que esse ¢ um dos problemas de sadde mais frequentes entre os adultos das
comunidades de remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira.

Por meio de um estudo transversal, investigamos nas populagoes afro-descendentes
do Vale do Ribeira a associa¢ao entre polimorfismos em genes candidatos previamente

conhecidos e a hipertensao essencial.

5.2. Objetivos
Sio os objetivos desse capitulo:

® Caracterizar as populagoes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeiro
em relacdo a ocorréncia da pressdo arterial elevada.

® Utilizar resultados de estimativas de ancestralidade individual para verificar
se existe estratificacdo populacional em uma sub-amostra de hipertensos e
normotensos das populacdes remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira.

® Investigar a associa¢ao entre sete polimorfismos em seis genes candidatos e

a hipertensdo essencial nas populacdes remanescentes de quilombos do

Vale do Ribeira.

5.3. Amostras e métodos

5.3.1. Amostras e determinagio dos genétipos

Nossa casuistica foi composta por 759 individuos das doze populagoes
remanescentes de quilombos, que foram selecionados segundo os critérios estabelecidos no
item 3.1 do capitulo 3, a fim de se manter as caracteristicas de ancestralidade quilombola da
amostra.

Os 759 individuos foram genotipados em relagio a sete polimotfismos (I/D,
Glu298Asp, C825T, G-350A, M235T, A/C, A486V) em seis genes candidatos: ACE,
NOS3, GNB3, AGT, ADDZ2 ¢ GRK4 (Tabela 1.5), de acordo com os protocolos descritos

no capitulo 3.
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Tabela I.5: Genes candidatos selecionados e vias de atuagiao na regulacdo da pressio arterial.

Gene e via Polimorfismo

Sistema renina-angiotensina-aldosterona

ACE (angiotensin-converting enzyme) I/D (rs1799752)
AGT (angiotensinogen) M235T (rs669)
Equilibrio de sédio e homeostase do volume sanguineo

ADD2 (B-Adducin) A/C (rs3755351)
Sistema endotelial

NOSS3 (nitric oxide synthase endothelial) Glu298Asp (rs1799983)

Transdugéo de sinais intracelulares
. ) C825T (rs5443)
GNB3 (G protein B3 subunit)
G-350A (rs5441)
Sistema dopaminérgico e equilibrio de ions

GRK4 (G protein-coupled receptor kinase 4) A486V (rs1801058)

5.3.2. Caracterizagao clinica e antropométrica

A amostra de 759 individuos foi dividida por género (homens e mulheres). As
médias e medianas dos parametros idade, peso, altura, indice de massa corporal (IMC =
peso Kg/altura® m), pressio arterial sistolica (PAS), pressio arterial diastolica (PAD),
circunferéncias da cintura (Cc) e do quadril (Cq) e razio cintura-quadril RCQ = Cc / Cq)
foram comparadas por meio do teste t de Student com o ajuste de Wekh para
heterocedasticidade de variancias. O grau de atividade fisica (GAF), por se tratar de uma
variavel com distribuicdo assimétrica, foi comparado entre os grupos pelo teste U de
Wilcoxcon-Mann-Whitney. O teste t e o teste de Mann-Whitney foram realizados por meio do

pacote estatistico SPSS v.73 (Statistical Package for the Social Science - Ins. Chicago, 1L, USA).

5.3.3. Influéncia das variaveis clinicas e antropométricas sobre a pressao arterial e a
hipertensao

Para avaliarmos quais variaveis clinicas explicam as variacdes da pressdao arterial
sistolica (PAS) e pressao arterial diastolica (PAD), realizamos analises de regressio linear
multipla pelo método backward. Excluimos dessa analise os individuos que faziam uso de
farmacos anti-hipertensivos; incluimos, portanto, 624 individuos nas analises.

Com a finalidade de averiguarmos os efeitos dos parametros clinicos e
antropométricos no status da pressao arterial (hipertenso ou normotenso), realizamos uma
analise de regressao logistica também pelo método backward. Nessa analise foram incluidos
todos os 759 individuos da casuistica.

As covariaveis IMC, circunferéncia da cintura e a razao cintura-quadril foram
incluidas em trés modelos de analise distintos, por serem intimamente relacionadas umas

com as outras. As variaveis independentes idade, género e GAF foram incluidas nos trés
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modelos de regressao linear e logistica. Foram considerados significativos resultados com P
< 0,05.
As analises de regressio linear e logistica foram realizadas por meio do pacote

estatistico SPSS v.73 (Statistical Package for the Social Science - Ins. Chicago, 1L, USA).

5.3.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg

A aderéncia das propor¢des genotipicas observadas aquelas esperadas pelo
equilibrio de Hardy-Weinberg foi testada pelo método exato (Guo & Thompson, 1992) por
meio do Stata 8.0 software (College Station, TX).

5.3.5. Analise da presenga de estratificagdo populacional

Um sub-grupo 307 individuos aleatoriamente amostrado do grupo de 759 pessoas
foi genotipado em relagdo a um painel de 48 marcadores do tipo INDEL (ver capitulo 3).
Dessa sub-amostra, nem todos os individuos tinham dados completos sobre a pressao
arterial e uso de medicamentos anti-hipertensivos, portanto, incluimos apenas 288 amostras
nas analises.

Para verificarmos se os grupos dos individuos hipertensos e normotensos nao
diferiam em relagdo as estimativas de ancestralidade, comparamos as estimativas de
ancestralidade africana, européia e amerindia entre os dois grupos por meio do teste de
Mann-Whitney, para variaveis nao paramétricas, utilizando o pacote estatistico SPSS ».73

(Statistical Package for the Social Science - Ins. Chicago, IL, USA).

5.3.6. Estudos de associagio

5.3.6.1. Defini¢dao dos grupos hipertensos e normotensos

Foram considerados hipertensos aqueles individuos que apresentaram média das
duas medidas da pressio sistdlica superior ou igual a 140mmHg e¢/ou média das duas
medidas da pressao diastolica superior ou igual 2 90mmHg. Também foram considerados
hipertensos aqueles que haviam sido diagnosticados anteriormente como hipertensos e
faziam uso de medicamentos anti-hipertensivos, mesmo que a média das medidas de
pressio apresentassem valores infetiores a 140/90mmHg (ctitério recomendado pela OMS
- Organizacao Mundial da Satde). Os demais individuos foram considerados, portanto,
normotensos.

Além do critério OMS, adotou-se um critério que define como hipertensos os
individuos com PAS = 160mmHg e¢/ou PAD 2= 95mmHg, ou fazendo uso de

medicamentos anti-hipertensivos, que inclui primariamente individuos em estagios mais
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graves da hipertensio essencial (estagios 2 e 3, ou hipertensao sistolica isolada moderada a
grave). Este fenétipo comensura com os critérios do JNC (Joint National Commitee on
detection, evaluation and treatment of high blood pressure), permitindo uma comparagao direta com

os achados de estudos prévios mais antigos (Dong e col., 1999; Larson e col., 2000).

5.3.6.2. Desenho do estudo

Selecionamos 385 individuos nao aparentados em primeiro grau da amostra de 759
individuos incluidos no estudo. Realizamos um estudo transversal com quatro abordagens
distintas: (i) avaliando o efeito individual dos polimorfismos no risco da hipertensao
essencial e (i) na variacdo da pressio sanguinea (i.e. a pressao arterial como um fenétipo
continuo); (iii) avaliando os efeitos dos haplotipos no gene GINB3 no risco da hipertensao
essencial e na variagao da pressao arterial; e (iv) avaliando os efeitos multilocos de interagao

gene-gene sobre o risco da hipertensio essencial.

i. Avaliagdo dos efeitos individuais dos polimorfismos no risco de hipertensio
essencial

A primeira etapa da analise estatistica consistiu em analisar os efeitos dos
marcadores genéticos de modo individual. Para esse fim, a estatistica MAX foi utilizada.

Segundo Gonzalez e col. (2008), a estatistica MAX nada mais é do que o maior valor do

%2 do efeito da variante quando multiplos modelos sao ajustados para diferentes modos de

heranca genética. Dada a incerteza sobre o verdadeiro modo de agdo das variantes
estudadas, a logica desse teste ¢ avaliar todos os possiveis modelos genéticos plausiveis,
onde o resultado final serd a estatistica mais significativa das estatisticas observadas. No
presente trabalho, os modelos dominante, aditivo e recessivo foram testados. O modelo

aditivo foi computado assumindo um efeito log-aditivo (i.e. um modelo multiplicativo na

. L. . , 2 2 .
escala odds ratio), A estatistica MAX, assim, é dada como o max (X rec :Xzadd X domi) (leia-

se o maximo de), onde X° =2%. 7 ¢ a estatistica normal padrao do efeito do marcador
genético oriunda de um modelo de regressao logistica ajustado para potenciais fatores de
confusao, tais como idade, género e indice de massa corporal. Como o ajuste de multiplos
modelos a partir dos mesmos dados aumenta a probabilidade do erro do tipo-I (i.e. falsos-
positivo), o erro do tipo 1 foi mantido constante em 5% pela constru¢io de uma
distribuicao nula da estatistica MAX no banco de dados para cada marcador. Foram
utilizadas 5000 permutagoes do status dos individuos (1= caso, O=controle). As

codificagdes para os genotipos homozigotos para o alelo tipo selvagens, heterozigotos e
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homozigotos para o alelo de risco foram: 0, 0 e 1 para o modelo recessivo; 0, 1 e 2 para o

modelo log-aditivo e 0, 1 e 1 para o modelo dominante.

ii. Avaliagdo dos efeitos individuais dos polimorfismos na variagdo da pressido
sanguinea

Diferentemente da secdo anterior, essa etapa levou em consideracio a pressiao
sanglinea como uma variavel continua. Nessa etapa, foram utilizadas duas abordagens:
analise de variancia de uma via (ANOVA) e regressao linear multipla. Enquanto a ANOVA
¢ uma abordagem livre de premissas do modelo genético (i.e. ndo faz qualquer suposi¢ao
sobre o modelo genético), a regressio multipla requer a suposi¢ao de um modelo genético.
A estatistica MAX foi utilizada como mencionado anteriormente, exceto pela diferenca de
que a variavel dependente (i.e. PAS ou PAD) é continua. Além disso, o modelo aditivo é
ajustado assumindo um efeito linear aditivo, enquanto a estatistica MAX ¢é dada pelo max

(trac > tadd Tdomi)» onde 7 ¢ a estatistica # de Student. O efeito do marcador genético oriunda

de um modelo de regressao linear ajustado para potenciais fatores de confusio

iii. Avaliagdo de efeitos haplotipicos no risco da hipertensiao essencial e na variagao
da pressdo sanguinea

Foram estimadas as frequéncias haplotipicas dos marcadores C825T e G-350A no
GNB3 por técnicas de maxima verossimilhanc¢a (Tregouet e col., 2004).

Uma vez estimadas, essas frequéncias foram comparadas entre hipertensos e
normotensos e seus efeitos investigados em relagdo a pressao sanguinea como fenétipo
continuo e no risco de desenvolvimento de hipertensao. Nessas analises, as inferéncias de
um melhor ajuste dos modelos alternativos (i.e. presenca de desequilibro de ligagao e
efeitos haplotipicos aditivos significativos no fenoétipo) foram realizadas por testes de razao
de verossimilhanga em um procedimento em dois estagios. No primeiro estagio, para cada
hipétese de interesse um modelo completo (f#/l) ajustado para variaveis de confusio bem
como os efeitos haplotipicos (modelo 1: alternativo) foi construido. Entio, um modelo
aninhado (modelo 0: nulo) sem efeitos foi ajustado. A hipétese de um melhor ajuste do

modelo alternativo foi testada pelo teste de razao de maxima verossimilhanca que assume a

seguinte forma: A=2(L _lo), onde b e lb sio os logaritmos naturais das

verossimilhancas no modelo alternativo e nulo, respectivamente. A tem aproximadamente

uma distribuicao do % com n graus de liberdade (gl), onde » ¢é o nimero de gl do
modelo alternativo menos o numero de gl do modelo nulo. Os efeitos de cada haplétipo

nos fenétipos (sejam eles binarios ou continuos) foram estimados por modelos de
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regressdo com parametrizagoes apropriadas para haplétipos como discutido previamente
(Tregouet e col., 2004) sempre ajustados para fatores de confusio. O haplétipo T825/G-
350 serviu como haplétipo de referéncia (basal).

As analises estatisticas foram realizadas por meio do THESIAS 3.1 soffware

(http://genecanvas.ecgene.net/).
iv. Avaliagdo dos efeitos multilocos
Para avaliar possiveis efeitos de interagdo gene-gene no risco de desenvolver a

hipertensao essencial, foi aplicado o método de redu¢ao de dimensionalidade generalizada.

Reducio de dimensionalidade de miiltiplos fatores generalizada (GMDR)

Principios da GMDR: MDR

O entendimento da légica da GMDR ¢ facilitado pela discussao dos principios da
MDR, um caso particular de reducao de dimensionalidade de multiplos fatores.

A MDR (do inglés, multifactor dimensionality reduction) é uma técnica de mineragio de
dados, e objetiva prospectar possiveis interacoes aditivas ou multiplicativas entre os 7 loci
estudados. Introduzida em 2001 por Ricthie e col,, a MDR ¢ um método nao-paramétrico
que reduz o espago 7 dimensional em uma dimensao com dois niveis: alfo e baixo risco,
respectivamente. Em resumo, a 16gica da técnica é prospectar qual(is) combinagao(¢oes) de
variaveis categoricas (por exemplo, genétipos, fatores ambientais) discriminam com maior
acuracia individuos afetados (a/t0 risco) dos individuos nao afetados (baixo risco). O processo
da MDR geralmente inicia-se com a divisdo aleatéria de um conjunto de dados em duas
partes; uma de treinamento (geralmente 90% dos dados) e uma de teste (geralmente 10%
dos dados). Na parte que contém 90% dos dados, o algoritmo de classificagao é treinado,
enquanto a eficiéncia desse classificador sera avaliada na por¢ao independente de teste (os
10% restantes dos dados).

De acordo com Ritchie e a/. (2001), as principais etapas da MDR sio as seguintes:

casos

(1) A razdo entre casos e controles é computada, isto é, 7=~
controles

(2) Divisao dos dados em teste e treino.

(3) Enumeracio de todas as 2°-1 possiveis combinagdes dos locos avaliados.

(4) Com a porgao de treinamento, dentro de cada combinagao de locos, todos os
possiveis compositos genotipicos sio formados, e o nimero de individuos casos e

controles ¢ computado dentro de cada combinacio. Se a T para o i-ésimo compésito
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genotipico for maior ou igual a0 @ observado para todo o banco de dados, a combinacio é
classificada como de alto risco, ou baixo risco caso contratio.

(5) Todos os compésitos genotipicos de alto risco sao combinados, e recebem o
atributo 1 (isto ¢, o algoritmo prediz individuos portadores desses gendtipos como afetados),
ao passo que todos os individuos com compésitos genotipicos de baixo risco sio
classificados como #ndo afetados. (6) Com base no verdadeiro status dos individuos e em seu
status predito pelo modelo, uma matriz de confusio ou tabela 2x2 de diagndstico é
formada. Estatisticas de tabelas de contingéncia (por exemplo, acuracia de classificagao, isto
¢, a porcentagem total de individuos corretamente classificados) sao usadas para testar a
eficiéncia do modelo. (7) Dentre todas as possiveis 2°-1 combinag¢bes de loci, sao
selecionadas as / melhores combinag¢oes de loci para 7 igual a 1, 2, 3, 4, e assim por diante.
A melhor combinagdo dentro de cada categoria é aquela de melhor desempenho na
predicao do status verdadeiro dos individuos analisados. (8) Para cada uma das j melhores
combinagoes de loci, 0 modelo aprendido na fase de treino ¢é aplicado na porg¢ao de teste, e
uma nova estatistica de acuracia ¢ calculada. (9) Todo esse processo ¢ repetido 10 vezes
com divisoes aleatérias, mas diferentes, para reduzir a probabilidade de resultados espurios.
(10) Uma média é computada a partir das 10 estatisticas de acuracia de treinamento e das
10 estatisticas de acuracia de teste. (11) Em cada uma das 10 repeti¢des, o melhor modelo
dentro de cada categoria de # loci (7 = 1,2,...,n-1) é anotado, e o nimero de vezes que cada
combinagdo de loci é considerada como a que melhor define a consisténcia da validagao
cruzada. A inferéncia estatistica é efetuada com base na estatistica de acuracia de teste por
meio da constru¢ao de uma distribui¢ao nula por técnicas de re-amostragem (por exemplo,
permutagdao ou bootstrap). Nesse capitulo, a distribuicio nula foi construida por meio de

5000 permutagoes do verdadeiro szazus (1= hipertenso, 0 = normotenso) dos individuos.

5.4. Resultados

Caracterizagio clinica e antropométrica da amostra total
A Tabela 11.5 resume os resultados da anailise estatistica descritiva do universo de
759 individuos incluidos no estudo, divididos de acordo com o género, das doze

populagoes de remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira.
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Tabela II.5: Dados demograficos e antropométricos na amostra de 759 individuos do Vale do Ribeira de

acordo com o género.

Parametros Mulheres Homens
N Média Mediana DP N Média Mediana DP P

Idade (anos) 419 425 39,2 17,7 1337 43,2 41,6 17,3 | 0,382
Peso (Kg) 418 61,6 60,45 13,44 | 337 64,6 65,30 10,44 | < 0,001
Altura (m) 417 1,65 1,55 0,07 |338 1,67 1,67 0,08 | < 0,001
IMC (Kg/m?) 417 25,87 25,25 5,20 | 337 23,70 23,39 3,15 | < 0,001
PAS (mmHg) | 416 128,5 123,5 23,70 | 339 130,7 128,0 21,6 | 0,184
PAD (mmHg) | 416 80,2 80,0 12,7 1339 80,9 80,0 13,1 | 0,421
Cc (cm) 415 84,02 83,33 11,66 | 335 82,25 81,00 8,29 | 0,015
Cq (cm) 415 97,83 96,67 10,50 | 335 86,12 85,67 80,08 | < 0,001
RCQ 415 0,86 0,86 0,06 (335 0,96 0,96 0,06 |< 0,001
GAF 417 2,21 2 0,75 | 337 3,26 4 1,04 | < 0,001

N: namero de individuos; DP: desvio-padrio; IMC: indice de massa corporal; PAS: pressio arterial sistolica;
PAD: pressao arterial diastolica; Cc: circunferéncia da cintura; Cq: circunferéncia do quadril; RCQ: razao
cintura-quadril; GAF: grau de atividade fisica. *valores de P considerados significativos (P < 0,05) adotando-

se intervalo de confianca de 95%.

Observamos diferencas estatisticamente significativas entre homens e mulheres em

relacdao aos parametros Peso, Altura, IMC, Cc, Cq e GAF.

Os graficos abaixo ilustram as comparagdes feitas

relacdao ao Grau de Atividade Fisica (Figura 1.5).

Distribuigao do GAF em mulheres

250

Nimero de individuos

GAF

Nimero de individuos

entre mulheres e homens em

Distribuigdo do GAF em homens

250

200—

150 —

100

50—

GAF

Figura 1.5: Distribuicdo do grau de atividade fisica (GAF) em homens e mulheres.
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Ao compararmos a distribuicdo do Grau de Atividade Fisica — GAF, constatamos
que os homens em geral tém uma rotina de atividade fisica muito mais intensa do que as
mulheres.

A Figura 2.5 mostra as frequéncias da hipertensio essencial em homens e mulheres.

Frequéncia da hipertensao em mulheres

oM3 JNC

129 /30,9%

177 /42.2%

242 1 57,8% ' . 289 /69,1%
normotensas

® hipertensas

Frequéncia da hipertensdo em homens

OoMS JNC

144 /42, 4%

78/229%

196 / 57,6% normotensos 262/ 77,1%

® hipertensos

Figura 2.5: Frequéncia da hipertensio essencial em homens e mulheres dos remanescentes de quilombos,
considerando os dois fendtipos da hipertensio (OMS = PAS = 140 / PAD = 90 mm Hg / uso de
medicamentos e JNC = PAS = 160 / PAD = 95 mm Hg / uso de medicamentos).

Ao classificar os individuos como hipertensos e normotensos, separados por
género (Figura 2.5), percebemos que ha elevada frequéncia de homens e mulheres
hipertensos (42,4% e 42,2% pelo critério OMS e 22,9% e 30,9% pelo critério JNC,

respectivamente).
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A Figura 3.5 mostra a frequéncia da hipertensio em cada populacio de
remanescente de quilombo, em ambos os géneros. Em algumas populag¢oes, a frequéncia

de hipertensos é maior do que a de normotensos.

100 — P . = ~ .
Frequéncia da hipertenséo nas populagées remanescentes de quilombos
80 [ normotenso
M hipertenso
n
=]
=
z
>
2 60 _
£
L]
=
o
B
L]
E 40—
=1
=z
20
0
AB AN GA v MR NH PA PC PS RE sp TU
Populagdo

Figura 3.5: Frequéncia da hipertensdo em cada populacio, considerando todos os individuos. AB: Abobral.
AN: André Lopes. GA: Galvio. IV: Ivaporunduva. MR: Maria Rosa. NH: Nhunguara. PA: Pog¢a. PC: Pedro
Cubas. PS: Pilées. RE: Reginaldo. SP: Sdo Pedro. TU: Sapatu.

A Figura 4.5 mostra a frequéncia da hipertensao nas comunidades de quilombo nas
amostras divididas por género e faixa etaria. Observamos que ha aumento da frequéncia da

hipertensao entre pessoas com mais idade, como esperado.
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Figura 4.5: Frequéncia da hipertensio em homens e mulheres em cada faixa etdria, no total das doze
populagbes remanescentes de quilombos.

Regressao linear multipla e Pressao Arterial

A Tabela IIL.5 resume os resultados das analises de regressiao linear multipla, que
procuram explicar as variacOes da pressao arterial sistolica (PAS) e da pressao arterial
diastolica (PAD), em funcao das variaveis clinicas e antropométricas estudadas.

No modelo incluindo o IMC, a equagdo ajustada para as variaveis independentes
explica 22,5% da variancia da PAS e 11,3% da variancia da PAD. No modelo incluindo a
Cc, a equagdo ajustada para as variaveis independentes explica 23,5% da variancia da PAS e
11,5% da variancia da PAD. No modelo incluindo a RCQ, a equagao ajustada para as

variaveis independentes explica 21,0% da variancia da PAS e 8,2% da variancia da PAD.
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Tabela II1.5: Modelos de regressao linear maltipla considerando a PAS e a PAD. §: coeficiente de regressio.

EP(B): erro-padrao de §.

Covariaveis PAS PAD
B EP(B) p B EP(B) P

Intercepto 83,883 5,085 <0,001 56,194 3,209 <0,001
Género 2824 1,811 0,119 0,582 1,143 0,611
Idade 0,588 0,047 <0,001 0,218 0,030 <0,001
GAF 0,270 0,844 0,750 0,649 0533 0,224
IMC 0,697 0,179 <0,001 0,509 0,113 <0,001

R? ajustado = 0,225 R? ajustado = 0,113
Intercepto 71,865 6,528 <0,001 50,232 4,147 <0,001
Género 2,348 1,771 0,185 -0,113 1,125 0,920
Idade 0,536 0,049 <0,001 0,184 0,031 <0,001
GAF 0,262 0,849 0,757 0,801 0,540 0,138
Cc 0,383 0,078 <0,001 0,240 0,049 <0,001

R? ajustado = 0,235 R? ajustado = 0,115
Intercepto 79,994 11,622 <0,001 67,719 7,401 <0,001
Género -1,050 2,295 0,647 -0,664 1,461 0,650
Idade 0,566 0,051 <0,001 0,222 0,033 <0,001
GAF 0,339 0,863 0,694 0,841 0,550 0,126
RCQ 26,177 14,040 0,063 0,932 8,940 0,917

R? ajustado = 0,210

R? ajustado = 0,082

PAS: pressio arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; GAF: grau de atividade fisica; IMC: indice de
massa corporal; Cc: circunferéncia da cintura; RCQ: razao cintura-quadril.

Os resultados acima indicam que a idade, o IMC e a Cc sido covariaveis associadas

as variagoes da PAS e da PAD.

Regressio logistica multipla e a chance de hipertensio

A Tabela IV.5 resume os resultados das analises de regressao logistica maltipla, que

procuram relacionar quais covariaveis influenciam na chance de hipertensao.
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Tabela IV.5: Valores de p na analise de regressio logistica, considerando o stafus da pressio arterial (0 =
normotenso; 1 = hipertenso), odds ratio e intervalo de confianca (IC), em trés modelos de regressio distintos.
B = coeficiente de regressao. EP(B) = erro-padrao de B.

S Odds IC de 95,0%
Covariaveis B EP(B). P Ratio inferior supetrior
Intercepto -5,757 0,655 <0,001 0,003 - -
Género 0,003 0,207 0,990 1,003 0,668 1,504
Idade 0,070 0,006 <0,001 1,073 1,061 1,085
GAF 0,112 0,099 0,255 1,119 0,922 1,358
IMC 0,081 0,020 <0,001 1,084 1,043 1,127
Intercepto -6,817 0,829 <0,001 0,001 - -
Género -0,111 0,204 0,587 0,895 0,600 1,335
Idade 0,066 0,006 <0,001 1,068 1,056 1,080
GAF 0,125 0,100 0,214 1,133 0,931 1,378
Cc 0,040 0,009 <0,001 1,040 1,023 1,058
Intercepto -3,965 1,336 0,003 0,019 - -
Género -0,240 0,252 0,339 0,786 0,480 1,288
Idade 0,069 0,006 <0,001 1,071 1,059 1,084
GAF 0,114 0,099 0,250 1,121 0,923 1,361
RCQ 0,457 1,589 0,774 1,579 0,070 35,548

GAF: grau de atividade fisica; IMC: indice de massa corporal; Cc: circunferéncia da cintura; RCQ: razio
cintura-quadril.

Os resultados acima indicam que a idade, o IMC e a Cc sdo covariaveis associadas a

chance aumentada de desenvolver hipertensao.

Equilibrio de Hardy-Weinberg

A Tabela V.5 mostra as frequéncias alélicas, as frequéncias genotipicas e 0s
resultados dos testes de exatos realizados para verificar se os gendtipos seguem as
proporcdes p’, 2pq, q (equilibrio de Hardy-Weinberg) em relacio aos sete polimorfismos nos
seis genes candidatos estudados. A hipotese nula de equilibrio ¢é aceita quando P > 0,05.
Em Galvaio (GA) e Sio Pedro (SP) essa hipdtese nula foi rejeitada em relagio ao
polimorfismo ACE I/D, da mesma maneira que Abobral (AB) em relacao ao polimorfismo
NOS3 Glu298Asp, Pildes (PS) e o conjunto de todas as populagdes em relagao ao
polimorfismo GNB3 G-350A. Como foram realizados 91 testes, espera-se que 4 a 5 deles
fornecam resultados significativos ao acaso; os resultados significativos, portanto, devem

ser interpretados com cautela.
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Tabela V.5: Frequéncias alélicas e genotipicas e resultados dos testes de y2 (1 grau de liberdade) [teste exato
foi utilizado] para verificar se as populagoes se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg. N = numero de
individuos que foram testados em cada populacio.

Populacées ACE (N, %) Frequéncia alélica (%) Puwe

Niotal 1] ID ID | D
Abobral 96 25 (26) 38 (40) 33 (34) 46 54 0,06
Galvao 44 2 (5) 27 (61) 15 (34) 35 65 0,04
Sao Pedro 55 13 (24) 15 (27) 27 (49) 37 63 <0,01
Pedro Cubas 82 36 (44) 35 (43) 11 (13) 65 35 0,63
Pildes 39 4 (10) 21 (54) 14 (36) 37 63 0,50
André Lopes 89 22 (25) 45 (51) 22 (25) 50 50 0,99
Nhunguara 91 34 (37) 43 (47) 14 (15) 61 39 0,99
Sapatu 73 12 (16) 29 (40) 32 (44) 36 64 0,22
Ivaporunduva 77 26 (34) 35 (45) 16 (21) 56 44 0,49
Maria Rosa 16 1(6) 10 (63) 5 (31) 38 63 0,32
Poca 50 17 (34) 25 (50) 8 (16) 59 41 0,99
Reginaldo 47 8 (17) 29 (62) 10 (21) 48 52 0,15
Total 759 200 (26) 352 (46) 207 (27) 50 50 0,05
NOS3 (N, %) Frequéncia alélica (%) Pawe

Niotal GG GT 1T G T
Abobral 96 83 (86) 8(8) 5(5) 91 9 <0,01
Galvio 44 21 (48) 20 (45) 3(7) 70 30 0,72
Sao Pedro 55 43 (78) 10 (18) 2 (4) 87 13 0,19
Pedro Cubas 82 52 (63) 30 (37) 0 (0) 82 18 0,06
PilGes 39 30 (77) 8 (21) 1(3) 87 13 0,48
André Lopes 89 63 (71) 24 (27) 2(2) 84 16 0,99
Nhunguara 90 77 (86) 13 (14) 0(0) 93 7 0,99
Sapatu 73 49 (60) 26 (32) 6 (7) 81 19 0,28
lvaporunduva 77 45 (58) 26 (34) 6 (8) 75 25 0,38
Maria Rosa 16 13 (81) 3(19) 0 (0) 91 9 0,99
Poga 50 31 (62) 17 (34) 2 (4) 79 21 0,99
Reginaldo 47 40 (85) 6 (13) 1(2) 91 9 0,28
Total 758 547 (72) 185 (24) 26 (3) 84 16 0,05
AGT (N, %) Frequéncia alélica (%) Pawe

Niotal CC CT TT C T
Abobral 96 54 (56) 34 (35) 8 (8) 74 26 0,43
Galvao 44 23 (52) 20 (45) 1(2) 75 25 0,25
Sao Pedro 55 27 (49) 23 (42) 5(9) 70 30 0,99
Pedro Cubas 82 53 (65) 25 (30) 4 (5) 80 20 0,73
Pildes 39 12 (31) 21 (54) 6 (15) 58 42 0,74
André Lopes 89 56 (63) 29 (33) 4 (4) 79 21 0,99
Nhunguara 91 61 (67) 25 (27) 5(5) 81 19 0,31
Sapatu 73 40 (55) 29 (40) 4 (5) 75 25 0,99
Ivaporunduva 77 39 (51) 32 (42) 6 (8) 71 29 0,99
Maria Rosa 16 13 (81) 2 (13) 1(6) 88 13 0,19
Poca 50 33 (66) 14 (28) 3(6) 80 20 0,38
Reginaldo 47 10 (21) 28 (60) 9 (19) 51 49 0,25

Total 759 421 (55) 282 (37) 56 (7) 74 26 0,35




Tabela V.5 (continua¢io).

Populacoes GNB3 C825T (N, %) Frequéncia alélica (%) Puwe

Niotal CC CT TT C T
Abobral 96 16 (17) 45 (47) 35 (36) 40 60 0,83
Galvio 44 17 (39) 23 (52) 4(9) 65 35 0,51
Séao Pedro 55 18 (33) 25 (45) 12 (22) 55 45 0,59
Pedro Cubas 82 4 (5) 36 (44) 42 (51) 27 73 0,40
Pildes 39 10 (26) 20 (51) 9 (23) 51 49 0,99
André Lopes 89 17 (19) 50 (56) 22 (25) 47 53 0,29
Nhunguara 90 14 (16) 39 (43) 37 (41) 37 63 0,50
Sapatu 73 14 (19) 30 (41) 29 (40) 40 60 0,23
Ivaporunduva 77 17 (22) 38 (49) 22 (29) 47 53 0,99
Maria Rosa 16 3(19) 6 (38) 7 (44) 38 63 0,59
Poca 50 4(8) 17 (34) 29 (58) 25 75 0,47
Reginaldo 47 8 (17) 22 (47) 17 (36) 40 60 0,99
Total 758 142 (19) 351 (46) 265 (35) 42 58 0,18
GNB3 G-350A (N, %) Frequéncia alélica (%) Puwe

Niotal AA AG GG G A
Abobral 96 7(7) 31 (32) 58 (60) 23 77 0,39
Galvio 44 10 (23) 15 (34) 19 (43) 40 60 0,06
Sao Pedro 55 13 (24) 25 (45) 17 (31) 46 54 0,59
Pedro Cubas 82 4 (5) 31 (38) 47 (57) 24 76 0,99
Pildes 39 8 (21) 9 (23) 22 (56) 32 68 0,01
André Lopes 89 6 (7) 27 (30) 56 (63) 22 78 0,35
Nhunguara 90 7(8) 34 (38) 49 (54) 27 73 0,79
Sapatu 73 7 (10) 22 (30) 44 (60) 25 75 0,12
Ivaporunduva 77 17 (22) 34 (44) 26 (34) 44 56 0,36
Maria Rosa 16 7 (44) 5 (31) 4 (25) 59 41 0,29
Poca 50 7 (14) 16 (32) 27 (54) 30 70 0,10
Reginaldo 47 2 (4) 28 (60) 17 (36) 34 66 0,05
Total 758 95 (13) 277 (37) 386 (51) 31 69 <0,01
ADD2 (N, %) Frequéncia alélica (%) Pawe

Niotal AA AC CC A C
Abobral 96 11 (11) 36 (38) 49 (51) 30 70 0,33
Galvio 44 6 (14) 14 (32) 24 (55) 30 70 0,15
Sao Pedro 55 3(5) 23 (42) 29 (53) 26 74 0,74
Pedro Cubas 82 6 (7) 31 (38) 45 (55) 26 74 0,78
Pildes 39 4 (10) 20 (51) 15 (38) 36 64 0,73
André Lopes 89 15 (17) 44 (49) 30 (34) 42 58 0,99
Nhunguara 90 11 (12) 42 (47) 37 (41) 36 64 0,99
Sapatu 73 16 (22) 34 (47) 23 (32) 45 55 0,64
lvaporunduva 77 10 (13) 35 (45) 32 (42) 36 64 0,99
Maria Rosa 16 0(0) 4 (25) 12 (75) 13 88 0,99
Poca 50 3 (6) 25 (50) 22 (44) 31 69 0,33
Reginaldo 47 8 (17) 20 (43) 19 (40) 38 62 0,54

Total 758 93 (12)  328(43) 337 (44) 34 66 0,33




Tabela V.5 (continua¢io).

Populacoes GRK4 (N, %) Frequéncia alélica (%) Puwe
Niotal CC CT TT C T
Abobral 96 52 (54) 34 (35) 10 (10) 72 28 0,22
Galvio 44 24 (55) 18 (41) 2 (5) 75 25 0,70
Sao Pedro 55 40 (73) 12 (22) 3 (5) 84 16 0,14
Pedro Cubas 82 44 (54) 36 (44) 2(2) 76 24 0,13
Pildes 39 27 (69) 11 (28) 13) 83 17 0,99
André Lopes 89 44 (49) 37 (42) 8 (9) 70 30 0,99
Nhunguara 90 45 (50) 39 (43) 6 (7) 72 28 0,61
Sapatu 73 41 (56) 24 (33) 8 (11) 73 27 0,14
Ivaporunduva 77 45 (58) 30 (39) 2(3) 78 22 0,34
Maria Rosa 16 14 (88) 1(6) 1(6) 91 9 0,10
Poca 50 24 (48) 24 (48) 2 (4) 72 28 0,29
Reginaldo 47 21 (45) 21 (45) 5 (11) 67 33 0,99
Total 758 421 (56) 287 (38) 50 (7) 74 26 0,92

Estimativas da ancestralidade
A Figura 5.5 (graficos do tipo Boxplofs) mostra as medianas, os intervalos
interquartis e pontos atipicos da distribuicdo das varidveis analisadas (estimativas de

ancestralidade), comparando os individuos normotensos e hipertensos.

0.7 B africana
E européia
O amerindia
0,6
*
0,5—
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0,3_ —‘7
0,2— — —
0,1_ l l
0,0—
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Normotensos Hipertensos

Figura 5.5: Graficos mostrando o intervalo interquartil referente as estimativas de ancestralidade aftricana,
européia e amerindia, entre os normotensos e hipertensos genotipados em relagao ao painel de INDEL.
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A Tabela VL5 resume os resultados do teste de Mann-Whitney comparando

hipertensos e normotensos da sub-amostra genotipada em relagdo ao painel de 48

marcadores INDEL.

Tabela VI.5: Resultados do teste de Mann-Whitney comparando normotensos (169 individuos) e hipertensos
(119 individuos) dos remanescentes de quilombo em relacio a suas estimativas de ancestralidade.

Normotensos Hipertensos
Ancestralidade Porcentagem Porcentagem
N P25°  Mediana P75° N P25° Mediana  P75° P
africana 169 0,290 0,376 0,474 119 0,329 0,411 0,481 0,272
européia 169 0,303 0,390 0,492 119 0,295 0,378 0,474 0,418
amerindia 169 0,159 0,199 0,259 119 0,161 0,204 0,253 0,845

P25° refere-se ao percentil 25; P75° refere-se ao percentil 75.

Nao encontramos diferengas estatisticamente significativas entre os hipertensos e

normotensos em relagao as propor¢oes estimadas de miscigenagao (Tabela VI.5).

Estudos de associacao

Uma vez que nossas analises anteriores demonstraram que a ancestralidade das sub-
amostras de hipertensos e normotensos nao difere significativamente, o problema da
estratificagdo populacional esta minimizado. Portanto, as analises descritas nas se¢oes
seguintes nao incluiram a estimativa de ancestralidade como covariavel.

Investigamos a associagdo dos polimorfismos com a hipertensio por quatro
abordagens: (i) efeito individual dos polimorfismos no risco da hipertensao essencial; (if)
efeito individual dos polimorfismos na variagao da pressao sanguinea; (ii) efeitos dos
haplétipos no gene GNB3 no risco da hipertensio essencial e na variagio da pressio
arterial; e (iv) efeitos multilocos de interagdo gene-gene sobre o risco da hipertensao
essencial.

As analises foram ajustadas para género, idade e IMC (parametros sabidamente

associados ao risco de hipertensao).

(i). Resultados da estatistica MAX e o status da hipertensao

As Tabelas VIL5 e VIIL5 resumem os resultados da estatistica MAX quando a
hipertensao foi tratada como fenétipo dicotomico (normotenso x hipertenso), pelo critério
OMS (PAS = 140mmHg e¢/ou PAD = 90mmHg, ou uso de medicamentos anti-
hipertensivos) e pelo critério JNC (PAS = 160mmHg e¢/ou PAD = 95mmHg, ou uso de

medicamentos anti-hipertensivos.
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Tabela VIL5: Resultados da analise estatistica MAX para a hipertensio como fendtipo dicotémico.
Frequéncias dos genoétipos, alelos menos frequentes e valores de P. Analises ajustadas para género, idade e
IMC. 2 Valores de P para a Estatistica MAX - OMS. MAF, frequéncia do alelo mais raro. PEHW, equilibrio

de Hardy-Weinberg.

Status segundo o critério OMS

Gene/Status Genotipos, n(%) PEHW MAF PMAX?
ACE
(/D)
I I/D D/D
Hipertenso 40 (22,35) 90 (50,28) 49 (27,37) 0,9999 0475 0,276
Normotenso 53 (25,98) 91 (44,61) 60 (29,41) 0,1252 0,483
NOS3
(Glu298Asp)
Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp
Hipertenso 128 (71,51) 47 (26,26) 4 (2,23) 0,9999 0,154 0,918
Normotenso 149 (73,04) 50 (24,51) 5 (2,45) 0,7786 0,147
GNB3
(C825T)
C/iC () TT
Hipertenso 42 (23,46) 75 (41,90) 62 (34,64) 0,0488 0,444 0,062
Normotenso 22 (10,78) 110 (53,92) 72 (35,29) 0,0520 0,377
GNB3
(G-350A)
G/G A/G A/A
Hipertenso 91 (50,84) 62 (34,64) 26 (14,53) 0,0092 0,318 0,271
Normotenso 103 (50,49) 85 (41,67) 16 (7,84) 0,8653 0,287
AGT
(M235T)
Thr/Thr Thr/Met Met/Met
Hipertenso 93 (51,96) 72 (40,22) 14 (7,82) 0,9999 0,279 0,563
Normotenso 121 (59,31) 68 (33,33) 15 (7,35) 0,2479 0,240
ADD2
(A/C)
A/A A/IC C/iC
Hipertenso 27 (15,08) 69 (38,55) 83 (46,37) 0,0672 0,344 0,524
Normotenso 21 (10,29) 94 (46,08) 89 (43,63) 0,6402 0,333
GRK4
(A486V)
Ala/Ala Ala/Val Val/Val
Hipertenso 98 (54,75) 73 (40,78) 8 (4,47) 0,3156 0,249 0,587
Normotenso 116 (56,86) 71 (34,80) 17 (8,33) 0,2017 0,257

Os resultados tabulados acima indicam que o polimorfismo GNB3 C825T esta

marginalmente associado ao risco de hipertensao essencial (P = 0,062).
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Tabela VIIL5: Resultados da analise estatistica MAX para a hipertensio como fenétipo dicotémico.
Frequéncias dos genoétipos, alelos menos frequentes e valores de P. Analises ajustadas para género, idade e
IMC. P Valores de P para a Estatistica MAX - JNC. MAF, frequéncia do alelo mais raro. PEHW, equilibrio

de Hardy-Weinberg.

Status segundo o critério JNC

Gene/Status Genotipos, n(%) P EHW MAF P MAX®
ACE
(/D)
I I/D D/D
Hipertenso 28 (21,21) 66 (50,00) 38 (28,79) 0,9999 0,462 0,171
Normotenso 65 (25,90) 115 (45,82) 71 (28,29) 0,2064 0,488
NOS3
(Glu298Asp)
Glu/Glu Glu/Asp Asp/Asp
Hipertenso 96 (72,73) 33 (25,00) 3 (2,27) 0,9999 0,148 0,944
Normotenso 181 (72,11) 64 (25,50) 6 (2,39) 0,8092 0,151
GNB3
(C825T)
Cc/C cT TT
Hipertenso 35 (26,52) 51 (38,64) 46 (34,85) 0,0137 0,458 0,036
Normotenso 29 (11,55) 134 (53,39) 88 (35,06) 0,0456 0,382
GNB3
(G-350A)
G/G A/G A/A
Hipertenso 68 (51,52) 47 (35,61) 17 (12,88) 0,0660 0,307 0,445
Normotenso 126 (50,20) 100 (39,84) 25 (9,96) 0,4518 0,299
AGT
(M235T)
Thr/Thr Thr/Met Met/Met
Hipertenso 71 (53,79) 50 (37,88) 11 (8,33) 0,6603 0,273 0,808
Normotenso 143 (56,97) 90 (35,86) 18 (7,17) 0,5013 0,251
ADD2
(A/C)
A/A A/C c/C
Hipertenso 21 (15,91) 51 (38,64) 60 (45,45) 0,0861 0,352 0,600
Normotenso 27 (10,76) 112 (44,62) 112 (44,62) 0,9999 0,331
GRK4
(A486V)
Ala/Ala Ala/Val Val/Val
Hipertenso 73 (55,30) 54 (40,91) 5(3,79) 0,2416 0,242 0,381
Normotenso 141 (56,18) 90 (35,86) 20 (7,97) 0,3231 0,259

Os resultados tabulados acima indicam que o polimorfismo GNB3 C825T esta

significativamente associado ao risco de hipertensao essencial (P = 0,0306).
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(ii). Resultados da analise estatistica MAX e a pressao arterial sistdlica e diastodlica
A Tabela IX.5 resume os resultados da analise estatistica MAX quando a pressao

arterial fol tratada como fenétipo continuo.

Tabela IX.5: Resultados da analise estatistica MAX para a pressio arterial como fenétipo continuo.
Frequéncias dos gendtipos, alelos menos frequentes e valores P. Analises ajustadas para género, idade e IMC.
dp = desvio padrio. * Valores de P para a Estatistica MAX. MAF, frequéncia do alelo mais raro. PEHW,
equilibrio de Hardy-Weinberg. PAS = pressio arterial sistolica. PAD = pressdo arterial diastélica.

Gene/PA Gendtipos (n), média + dp PEHW MAF PMAX?
ACE
(I/D)
Il (74) ID (147) D/D (86)
PAS 12503 +20,49  130,05+2326 12552 + 23,34 0,4931 0,480 0,153
PAD 7936+ 11,24 80,53 12,47 81,09 + 12,89 0.266
NOS3
(Glu298Asp)
Glu/Glu (221) Glu/Asp (78) Asp/Asp (8)
PAS 127,58 +21,83  127,55+2545 127,62 + 20,57 06629 0,153 0,823
PAD 80,19+11,96 80,91 13,49 81.50 + 9,81 0.778
GNB3
(C825T)
C/C (39) C/T (160) T/T (108)
PAS 133,08 +20,62  127,14+24,00 126,22 + 21,30 00941 0,388 8’2?3
PAD 83,72 + 14,21 79,67 + 12,37 80,30 + 11,29 ’
GNB3
(G-350A)
G/G (157) A/G (119) A/A (31)
PAS 126,56 +22,65 127,84 +2342 131,67 20,19 02713 0295 0,706
PAD 8125+1304 7926+ 11,74 80,55 + 10,17 0.094
AGT
(M235T)
The/Thr (178)  Thr/Met (107) Met/Met (22) 02836 0,246
PAS 12670 421,62 128,62 42445 127,57 + 23,16 0,729
PAD 80,60 + 1213 80,50 + 12,42 78,36 + 13,22 0.591
ADD2
(A/C)
A/A (35) A/C (133) C/C (139) 0,7001 0,331
PAS 120,86 +22,90 1257542247 128,74 +22.90 0,641
PAD 81,71 +11,40 79,99+ 11,86 80,47 + 12,94 0.768
GRK4
(A486V)
Ala/Ala (175) Ala/Val (110) val/Val (22) 0,4470 0,251
PAS 127,96+2252  127141+21,54 126,77 29,91 0,888
PAD 80,72 +1210 80,01+ 11,74 75,41 + 15,57 0.153

Os resultados acima indicam que nenhum dos polimorfismos investigados esta

associado a variages da pressao arterial sistolica ou diastolica.
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(iii) Efeitos haplotipicos das variantes C825T e G-350A do gene GNB3

O teste da razao de verossimilhanca compara dois modelos: um completo (full) e
outro reduzido. O completo contem os efeitos das covariaveis nao genéticas somados aos
efeitos haplotipicos. O modelo reduzido contem apenas os efeitos da covariaveis. Um valor
de P menor que 0,05 sugere que o ajuste do modelo completo é estatisticamente supetrior
ao modelo nulo, sugerindo a presenca de efeitos haplotipicos significativos no fenétipo
avaliado. O modelo completo é marginalmente significativo em relagio ao modelo
reduzido para a PAS (x2 = 7,041, com 3 gl e P = 0,070) e significativo para a PAD (y2 =
11,072, com 3 gl e P = 0,011), ou seja, ha evidéncias de que os efeitos dos haplétipos no
gene GNB3J sao significativos na variagdo da pressiao arterial. Em relacio ao status da
hipertensao essencial como fenétipo, tanto para o critério OMS (y2 = 5,292, com 3 gl ¢ P
= 0,152) como para o critério JNC (2 = 3,693, com 3 gl e P = 0,297), os efeitos
haplotipicos sio inexistentes ou fracos.

As Tabelas X.5 e XL.5 resumem os resultados das analises haplotipicas do gene
GNB3, considerando os dois polimorfismos estudados nesse gene (C825T e G-350A).

Em uma primeira analise a hipertensio foi tratada como variavel dicotémica
(hipertenso x normotenso. O modelo de regressao logistica indica que o haplétipo
C825/G-350 prediz risco de hipertensdo essencial (pelo critério OMS), mesmo apos
corregdes com geénero, idade e IMC (OR = 1,733; IC 95% = 1,055 — 2,845), sugerindo que
portadores desse haplétipo tém uma chance aumentada de serem hipertensos 1,73 vezes
maior em relacio aos portadores do haplotipo T825/G-350 (Tabela X.5).

Na segunda analise (Tabela X1.5) foram avaliadas a PAS e a PAD como fenétipos
continuos da hipertensio. Os modelos de regressio linear indicam que o haplétipo
C825/G-350 estaria associado a um aumento na média esperada da PAS e da PAD
(diferenca média esperada, A = 6,07; IC de 95%: 1,64 — 10,50; P = 0,007 ¢ A = 3.75; IC de
95%: 1,16 — 6,35; P = 0,005, respectivamente) comparado ao haplétipo basal.
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Tabela X.5: Resultados das analises haplotipicas, comparando o fenétipo de acordo com a classificagdao da
Organiza¢ao Mundial da Saude (OMS) e do Joint National Commitee JNC). B: coeficiente de regressao. EP(B):
erro-padrio de B; IC: intervalo de confianca.

Status segundo o critério OMS

Frequéncia (%)

Casos Controle B EP(B) P OR (95%IC)
Haploétipos
TG 43,94 52,79 Referéncia - - 1,000
TA 11,64 9,46 0,457 0,341 0,180 1,580 (0,809 — 3,085)
CG 24,21 18,53 0,550 0,253 0,029 1,733 (1,055 — 2,845)
CA 20,20 19,21 0,052 0,222 0,816 1,053 (0,681 — 1,628)
Covariaveis
Género (0=F;1=M) 0,078 0,264 0,769 1,081 (0,644 — 1,813)
Idade (anos) 0,069 0,008 < 0,001 1,071 (1,055 — 1,088)
IMC (Kg/m?) 0,111 0,034 0,001 1,117 (1,046 — 1,1936)
Status segundo critério JNC
—
Coson—Correis— P EP®) P OR (95% I€)
Haplotipos
TG 43,92 50,90 Referéncia - - 1,000
TA 10,25 10,85 -0,008 0,374 0,982 0,992 (0,476 — 2,067)
CG 25,40 19,22 0,437 0,252 0,083 1,548 (0,945 — 2,535)
CA 20,43 19,03 0,004 0,229 0,986 1,004 (0,640 — 1,575)
Covariaveis
Género (0=F; 1=M) -0,344 0,275 0,211 0,709 (0,414 - 1,215)
Idade (anos) 0,070 0,008 < 0,001 1,072 (1,056 — 1,090)
IMC (Kg/m?) 0,114 0,034 0,001 1,120 (1,049 — 1,198)

F = feminino; M = masculino.
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Tabela XI.5: Resultados das andlises haplotipicas, nas quais a pressio arterial foi tratada como fendtipo
continuo. A: diferenca média esperada entre os efeitos dos haplétipos. PAS: pressao arterial sistolica. PAD:
pressao arterial diastélica. 8: coeficiente de regressio. EP(B): erro-padrio de B.

Haplotipos
TG 36,043 (28,214 — 43,872)  Referéncia - - 1,000
TA 42,116 (32,359 — 51,873) 6,073 3,029 0,045 6,073 (0,135 —12,010)
CG 42,110 (33,460 — 50,759) 6,067 2,260 0,007 6,067 (1,638 — 10,496)
CA 36,552 (27,920 — 45,184) 0,509 2,169 0,815 0,509 (-3,742 — 4,759)
Covariaveis
Género (0=F;1=M) 4,075 2,408 0,091 4,075 (-0,645 — 8,794)
Idade (anos) 0,622 0,068 <0,001 0,622 (0,489 — 0,756)
IMC (Kg/m?) 0,978 0,304 0,001 0,978 (0,383 — 1,574)
e R
Haplotipos
TG 27,412 (22,676 — 32,148)  Referéncia - - 1,000
TA 28,956 (23,036 — 34,876) 1,544 1,939 0,426 1,544 (-2,258 — 5,346)
CG 31,167 (26,536 — 35,798) 3,755 1,322 0,005 3,755 (1,164 — 6,346)
CA 25,993 (20,654 — 31,333) -1,419 1,286 0,269 -1,419 (-3,939 — 1,102)
Covariaveis
Género (0=F;1=M) 1,610 1,351 0,208 1,698 (-0,949 — 4,349)
Idade (anos) 0,222 0,037 <0,001 0,222 (0,149 — 0,295)
IMC (Kg/m?) 0,587 0,184 0,001 0,587 (0,227 — 0,947)

F = feminino; M = masculino.

A média esperada do fenétipo, medida em mmHg, ¢ uma média esperada do
fenétipo para cada dose do haplétipo condicionada num vetor de covariaveis assumindo

valor zero (Tregouet e col., 2004).

(iv) Resultados das analises de interagido gene-gene

A Tabela XIL5 resume os resultados dos melhores modelos preditivos obtidos
pelas analises GMDR, que sugerem interagoes de alta ordem potenciais entre as variantes
investigadas no risco da hipertensio essencial. Todas as analises foram ajustadas para
género, idade e IMC. Os melhores modelos de intera¢io entre 2, 3, e 5 locos foram:
NOS3/GRK4, ACE/A-350G/AGT e ACE/A-350G/AGT/ADD2/GRK4  (dois
modelos), com uma acuracia média balanceada de teste de 60% (P=0,006), 59% (P =0,019),
e 58% e 59% (P =0,040 e 0,025), respectivamente.
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Tabela XII.5: Melhores modelos preditivos de interagio gene-gene obtidos pelas analises GMDR. PAS:
pressao arterial sistolica. PAD: pressdo arterial diastdlica. * Baseado em 5.000 permutagdes. Resultados
ajustados para género, idade e IMC.

Acuracia Acuracia

Validacao
Modelo B‘?:i?ncaenigﬁtge Balar_;_(‘:eesetlga de Cruzada Valor P
Status segundo o critério OMS

(hipertenso x hormotenso)
A-350G 0,5633 0,5568 5 0,0618
A-350G,GRK4 0,6004 0,5419 7 0,1500
A-350G,ADD2,GRK4 0,6469 0,5475 6 0,1232
C825T, A-350G,AGT,GRK4 0,7070 0,5954 4 0,0144
ACE, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,7830 0,5779 7 0,0400
ACE, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,8610 0,5540 10 0,1280
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,9059 0,5400 10 0,2320

Status segundo o critério JNC

(hipertenso x hormotenso)
Cc825T 0,5701 0,5498 8 0,1082
A-350G,AGT 0,6117 0,6046 5 0,0030
ACE, A-350G,AGT 0,6594 0,5895 7 0,0188
ACE,NOS3, C825T,ADD2 0,7139 0,5926 4 0,0166
ACE,NOS3, A-350G,AGT,ADD2 0,7723 0,4869 2 0,5906
ACE,NOS3, C825T, A-350G,ADD2 0,7723 0,4667 2 0,7424
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2 0,8539 0,5215 9 0,3174
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,8991 0,4637 10 0,7254

Pressao arterial sistdlica
ADD2 0,5782 0,5755 10 0,0254
ADD2,GRK4 0,6015 0,5359 7 0,1922
ACE, C825T,ADD2 0,6579 0,5864 4 0,0238
ACE, C825T,AGT,ADD2 0,7214 0,5367 3 0,2038
ACE, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,8037 0,5906 9 0,0252
ACE, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,8725 0,5392 10 0,2206
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,9112 0,5224 10 0,3460

Pressao arterial diastolica
A-350G 0,5563 0,5528 7 0,1024
NOS3,GRK4 0,6109 0,5997 9 0,0056
C825T, A-350G,ADD2 0,6598 0,5646 3 0,0742
ACE,NOS3,ADD2,GRK4 0,7304 0,5766 4 0,0462
ACE,NOS3, C825T,AGT,ADD2 0,8035 0,5501 5 0,1424
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2 0,8814 0,5806 8 0,0652
ACE,NOS3, C825T, A-350G,AGT,ADD2,GRK4 0,9230 0,5652 10 0,1572
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5.5. Discussio

Aspectos clinicos

As analises de regressio linear e logistica indicaram que os parametros nao-
genéticos que parecem explicar melhor as variacdes da pressao arterial e o risco de
hipertensao sao a idade, o IMC e a Cc (Tabelas IIL.5 e IV.5).

A hipertensao frequentemente coexiste com distarbios metabodlicos adversos como
a intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, aumento do colesterol total e a obesidade
(Chuang e col., 2006). O Indice de Massa Corporal (IMC) é o mais utilizado para avaliar a
obesidade em humanos. Valores elevados de IMC estiao associados a um aumento no risco
de morte por doencas cardiovasculares. No entanto, o IMC nao leva em conta a
distribuicao da gordura corporal. A circunferéncia da cintura (Cc) e a razao cintura-quadril
(RCQ) sao outros indicadores frequentemente usados, e estes, por sua vez, representam o
acumulo de gordura abdominal (Deshmukh e col., 2000).

O acimulo de gordura abdominal tem sido relacionado ao risco aumentado de
doencas cardiovasculares em diversas populacées no mundo (Okosun e col., 1999*";
Molarius e col., 1999; Sichieri e col., 2000; Lee e col., 2000; Foucan e col., 2002; Olinto e
col; 2004; Gus e col, 2008). A RCQ pode nao ser um bom indicador do acimulo de
gordura abdominal por sofrer forte influéncia da estrutura pélvica do individuo. Portanto,
individuos obesos e nao obesos podem apresentar o mesmo valor de RCQ (Okosun e col.,
2001). Ja a Cc ¢ altamente correlacionada ao acimulo de gordura nos tecidos viscerais, o
que a tornaria um indicador melhor para prever aumento no risco de doengas
cardiovasculares (Foucan e col., 2002). Nossos resultados indicam que o IMC e a Cc, além
da idade, sdo as covariaveis nao genéticas que melhor explicam a variagdo do valor da
pressao arterial, e sdao associadas ao risco aumentado de hipertensio essencial nas
populacées de quilombos.

Apesar das mulheres das populagdes de remanescentes de quilombos apresentarem
frequéncias aumentadas de sobrepeso e obesidade (Angeli, 2008), a frequéncia de
hipertensao niao é maior do que a observada em homens, quando consideramos
hipertensos aqueles que apresentaram a PAS = 140mmHg e/ou PAD = 90mmHg, ou
faziam uso de medicamentos anti-hipertensivos (critério OMS). No entanto, quando
consideramos o fenétipo mais extremo (critério JNC), apesar da frequéncia da hipertensao
ser menor no total das populagées (27,2%), as mulheres apresentam maior frequéncia
(30,9%) do que os homens (22,7%).

Encontramos elevada frequéncia de hipertensos entre os individuos dos

remanescentes de quilombos (42,3%) classificados pelo critério OMS. Essa frequéncia é
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mais elevada que as encontradas em populacdes da Africa subsaariana, principalmente de
areas urbanas (revisdes em Bourne e col., 2002; Addo e col., 2007).

Nao podemos deixar de considerar que essas frequéncias podem estar
superestimadas, pois a cobertura da nossa pesquisa nao foi completa (a cobertura média
das doze populagdes foi de 60,71%). E possivel que aqueles individuos que apresentam
historico da doenga tenham maior probabilidade de procurar nosso atendimento, causando
um viés na frequéncia da hipertensiao nessas comunidades.

Por outro lado, a elevada frequéncia de hipertensos encontrada nas populagoes de
remanescentes de quilombos pode ser reflexo de um processo de transicao demografica e
nutricional, que abriu espago para o consumo de alimentos industrializados ricos em sédio.
Relatos obtidos durante as entrevistas, principalmente dos individuos mais idosos,
constatam que o consumo de produtos alimenticios industrializados é recente. Apesar de
grande parte desses individuos viverem em relativo isolamento, os alimentos
industrializados (tais como 6leo, actcar refinado, refrigerantes, cerveja, massas, salgadinhos,
biscoitos, entre outros) podem ser adquiridos hoje muito mais facilmente que ha 30 anos
devido a melhoria do acesso e do transporte até as cidades. As restricoes a caga e pesca na
regido do Vale do Ribeira teve grande impacto nos habitos nutricionais dessas populag¢des,
levando-as a adotar habitos alimentares mais semelhantes ao de populacbes urbanas de
baixa renda. Consequentemente essas populagoes vém sendo afetadas por doengas

frequentes do mundo ocidental e moderno, como a obesidade e a hipertensao.

Aspectos genéticos

Um problema frequentemente encontrado em estudos de associaciao é a presenga
da estratificagio populacional. No nosso estudo, verificamos se havia diferengas
significativas em relagdo as propor¢oes de miscigenagao em uma sub-amostra de individuos
remanescentes de quilombos que foi genotipada em relagao a um painel de marcadores de
ancestralidade, dividindo-a em hipertensos e normotensos. Nossos resultados indicaram
que as propor¢oes de miscigenagdao africana, européia e amerindia entre os grupos
hipertensos e normotensos nao diferem significativamente. O resultado era esperado, uma
vez que as amostras selecionadas para o estudo provém de populagdes geograficamente
proximas, relativamente isoladas ainda nos dias atuais. Apesar de miscigenadas, todas
apresentam uma histéria de miscigena¢ao semelhante, com contribui¢do similar de
africanos, europeus e amerindios em suas formac¢does (discussao detalhada no capitulo 4).

As analises estatisticas MAX, que foram utilizadas para investigar o efeito individual
dos polimorfismos nas variagdes da pressio arterial e no risco de hipertensio,

demonstraram que apenas o polimorfismo C825T no gene GINB3 estaria associado ao risco
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de hipertensao, principalmente quando consideramos o fenétipo mais extremo para
classificar um individuo como hipertenso (critério JNC). As analises haplotipicas do gene
GNB3 revelatam que cada copia do haplétipo C825/G-350 aumenta em 1,73 vezes a
chance de hipertensdo comparado ao efeito de uma c6pia do haplétipo basal T825/G-350.
Polimorfismos no gene GNB3 foram anteriormente associados a hipertensio em
populagoes diversas (Dong e col, 1999; Hengstenberg e col, 2001; Li e col., 2004,
Yamamoto e col., 2004; Grove e col., 2007), mas diversos outros trabalhos nao replicaram
os resultados de associagdo significativa (Brand e col., 1999; Huang e col., 2003; Wang e
col,, 2004; Gu e col.,, 2006). Dong e col. (1999), por exemplo, avaliaram a associacio do
polimorfismo C825T e a hipertensio em uma populagio de afro-descendentes ingleses,
considerando hipertensos os individuos que apresentassem valores de pressao arterial =
160/95 mm Hg, ou que faziam uso de medicamentos anti-hipertensivos. Encontraram uma
associagao significativa entre o alelo T e o risco de hipertensdao. No entanto, Larson e col.
(2000), utilizando o mesmo critério de diagnostico, nao encontraram nenhuma associacao
significativa entre o polimorfismo C825T e a hipertensao em uma populagio de afro-
descendentes dos EUA. Bagos e col. (2007) constataram que em populagoes africanas, a
frequéncia do alelo T ¢ maior, seguida pelas frequéncias em asidticos e caucasianos.
Vargens e col. (2008) estudaram uma populagio miscigenada do Rio de Janeiro, que se
auto-identificavam como negros, pardos ou brancos, em relagio a distribuicdo do
polimorfismo C825T no gene GNB3, e também encontraram frequéncias mais elevadas do
alelo T entre os negros. Nossos resultados mostraram que a frequéncia do alelo 825T ¢é
maior nas populacoes afro-descendentes remanescentes de quilombos. Comparativamente,
a frequéncia do alelo C825 é maior no grupo dos hipertensos (44,4%) em relagio aos
normotensos (37,7%). A presenca de heterogeneidade entre os resultados de estudos
prévios e do nosso estudo pode ser explicada, em parte, devido aos critérios nem sempre
uniformes utilizados para classificar hipertensos e normotensos, ou ainda pelo diferentes
métodos estatisticos empregados, que podem fornecer resultados diferenciados
dependendo dos ajustes e modelos considerados nas analises. Ainda, o polimorfismo em
questdo pode ndo ter efeito biolégico no fenoétipo, mas atuar como um marcador em
desequilibrio de ligagdo com possiveis variantes que verdadeiramente modulam a pressao
sanguinea.

O estudo de Young e col. (2005) demonstrou uma correlagio entre PAS,
frequéncia do alelo T e a latitude na qual a populacio estudada se encontra, ou seja,
latitudes elevadas estariam associadas a elevacao da pressio arterial sistélica, mas a
frequéncia do alelo T ¢é menor nas popula¢ées que vivem nessas latitudes. Em outras

palavras, o alelo 825T estaria associado a hipertensio apenas em elevadas latitudes. Os
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resultados da meta-analise de Bagos e col. (2007) chamam a atencao para dois estudos em
populacdes afro-descendentes (Dong e col., 1999; Larson e col., 2000), com resultados
controvertidos, encontrando associagao positiva na populacio inglesa e negativa na
populacdo norte-americana, contradi¢ao que poderia ser explicada pela diferenga de latitude
dos dois paises e o fato de haver associagao entre a presenca do alelo T e a hipertensio em
latitudes mais elevadas.

Modelos de predicio por GMDR revelaram interagdes de alta ordem entre as
variantes avaliadas em nosso estudo e o risco de hipertensio. Williams e col. (2004), em um
estudo caso-controle em uma populagio de Gana, analisaram um painel de genes
candidatos (ACE, AGT, NOS3, GRK4 e outros genes), que se sobrepde em parte ao do
nosso estudo, e encontraram evidéncia de interagao entre o gene ACE e GRK4. Kumar e
col. (2009) investigaram o papel de polimorfismos nos genes ACE, AGT e NOS3, numa
populacio indiana, e detectaram interacoes entre os genes ACE/AGT e ACE/NOS3,
associados a hipertensio. Nossos resultados indicaram interagdes significativas entre os
genes ACE, GRK4, GNB3, AGT e ADD2, corroborando em parte os resultados da
literatura.

Estes achados enfatizam a importancia de analises multilocos, pois essa abordagem
pode fornecer mais informagdes sobre os fatores de risco genéticos da hipertensio do que

as analises unilocos.

Limitagdes do estudo

O presente estudo apresenta algumas limitagoes dignas de comentario. Primeiro, o
numero amostral reduzido resulta em baixo poder estatistico na detec¢ao de efeitos
genéticos pequenos. Para esse estudo, por exemplo, o poder estatistico (para um nivel de
significancia de 5%) para as analises de locus simples computado por técnicas de simulagio
variou entre 24 e 64% dependendo da frequéncia (/) das variantes de risco (f= 10%, 20%,
30% e 40%), do efeito genético verdadeiro (capturado pela odds ratio = 1.1,1.2,13 e14)e
do modelo genético (dominante, multiplicativo e recessivo). Dessa forma, o presente
estudo niao pode excluir completametne associagoes individuais entre as variantes
estudadas e a pressao arterial na populagdo quilombola. Similarmente, a mesma inferéncia é
valida para as analises de interagdo gene-gene, onde o baixo poder nio descarta potenciais
interagoes nao observadas pelo presente estudo.

Ademais, ¢ preciso discernir epistasia biologica da intera¢do. De fato, os métodos
aplicados na presente investigacdo avaliam interacOes estatisticas entre as variantes
selecionadas. De modo importante, os resultados de interacdes estatisticas nao podem

facilmente serem traduzidos para uma interpretagao biolégica. Essa cautela na interpretacao
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de analises multilocus deve-se principalmente ao fato de as variantes estudadas terem pouca
probabilidade de serem as variantes causais, isto ¢, elas provavalmente atuam somente
como marcadores em desequilibrio de ligagao com possiveis variantes que verdadeiramente
modulam a pressao sanguinea. Outros fatores que limitam a conexdo entre interagao
estatistica e interac¢ao biologica sao a heterogeneidade genética dentro dos locos estudados,
erro de amostragem (isto é, chance) e fatores metodolégicos, tais como o erro de
genotipagem; que pode influenciar de maneira significativa nos resultados, principalmente
devido ao tamanho reduzido do presente estudo, e a presenca de fatores de confusiao
importantes para o estudo da hipertensao essencial (consumo de alcool, tabagismo, niveis
de colesterol total, etc.), que ndo foram considerados nessa investigagao. O ajuste para
essas covariaveis pode aumentar ou anular potenciais interaces estatisticas observadas,
ressaltando a importancia de uma interpretacao circunspecta das interagoes estatisticas aqui
observadas.

Embora a estratificagdo populacional seja uma das grandes limitacdes e uma fonte
de grande preocupagao para os estudos em epidemiologia genética (Pritchard & Rosenberg,
1999; Cardon & Palmer, 2003), o presente estudo demonstrou uma relativa similaridade da
porcentagem de ancestralidade entre ambos hipertensos e normotensos. Por conseguinte,

pode-se concluir que esse fator nao ¢ um problema grave as inferéncias aqui apresentadas.

5.6. Conclusées

Nossos resultados indicaram associagdo significativa entre os polimorfismos do
GNB3, bem como intera¢des de alta ordem potenciais entre as variantes nos genes ACE,
GRK4, GNB3, AGT e ADD?2 no risco de hipertensio. Esses resultados refor¢am a
hipétese de uma etiologia poligénica na regulacdio da pressio arterial e no risco de

hipertensao nas populag¢oes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira - SP.
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CAPITULO 6




6. Associagdo entre sete polimorfismos e a suscetibilidade a hipertensdo essencial
nas populagdes remanescentes de quilombos: estudo baseado em familias

6.1. Introdugiao

A hipertensao essencial ¢ uma doenga comum, emergindo nas udltimas décadas
como um dos mais importantes problemas de saide publica em muitas populacdes do
mundo todo (Cooper e col., 1999; Chobanian e col., 2003; Lawes e col., 2008; Oladapo e
col., 2010). Multiplos fatores ambientais e genéticos estao envolvidos em sua patogénese.

Apesar de nas ultimas décadas terem sido identificados muitos genes responsaveis
pelo desenvolvimento da hipertensio essencial, ainda existe grande dificuldade em se
apontar quais seriam os mais promissores a explicar a regulagdo da pressao arterial e o risco
de hipertensao essencial.

Utilizar metodologias e desenhos de estudos diversificados pode ser um caminho
para resolver e explicar contradi¢des a respeito da contribuicao dos fatores genéticos na
hipertensao arterial.

Muitos pesquisadores focalizaram a abordagem de selegdao de genes candidatos nos
estudos de associacdo em busca de locos de susceptibilidade a hipertensio. No entanto,
esta abordagem apresenta inconsisténcias dos resultados em estudos realizados nas
diferentes populagdes (revisao no capitulo 1).

Uma razdo importante para a inconsisténcia nos resultados pode ser a deteccao de
associagdes espurias devido a presenca de estratificacio populacional (Pritchard &
Rosenberg, 1999). Os estudos de associagao baseados em familias representam uma
alternativa para contornar a estratificagio populacional, uma vez que utilizam amostras de
individuos controle e afetados provenientes da mesma familia. Dessa maneira, casos e
controles podem ser adequadamente pareados, evitando resultados de associagiao falso-
positivos.

Um dos mais populares testes de associagdo baseados em familias é o TDT
(Transmition Disequilibrinm Test), proposto por Spielman e col. (1993). O método avalia a
frequéncia de transmissao de um alelo associado a uma determinada doenga, ou do alelo
alternativo, de pais heterozigotos para os filhos afetados. Extensdes do TDT surgiram
posteriormente (revisdo no capitulo 1, pag. 15). O FBAT (Family-Based Association Tesi),
proposto por Laird e col. (2000) e Rabinowitz & Laird (2000), unificou os testes de
associa¢ao baseados em familias por ser mais abrangente, permitindo analises de familias

com composi¢oes heterogéneas, incorporando informagdes genotipicas nao somente de
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trios (como no TDT). Esse método tem a vantagem de também tolerar a falta de
informagoes genotipicas parentais.

Aproximadamente 30-50% da variacio da pressdao arterial na populagdo geral ¢é
determinada por fatores genéticos (Li e col.,, 2009). Estudos familiares demonstraram alta
concordancia da pressao arterial entre pais e filhos e entre irmaos, com taxas variando de
20 a 66%. Estudos de gémeos mostraram maior correlacio das medidas de pressao arterial
entre os monozigoticos (56-62%) do que entre os dizigdticos (21-28%) [revisao em Rafiq e
col., 2010]; estudos de irmaos adotivos demonstraram que esses irmaos apresentam menor
concordancia nos valores de pressao arterial do que irmaos biologicos, reforcando a
hipétese de que o agrupamento familiar dos valores de pressio arterial nio podem
simplesmente ser atribuido apenas ao ambiente compartilhado, mas que a hereditariedade ¢
um fator relevante (Rosskopf e col., 2007).

Estudos baseados em familias investigaram a associagao entre polimorfismos em
genes diversos e a hipertensdo essencial (Ju e col., 2003; Newhouse e col., 2005; Guzman e
col., 2006; Li e col., 2009), resposta a farmacos anti-hipertensivos (Huang e col., 2003; Jiang
e col., 2005), e outros fenotipos relacionados a hipertensio essencial (Tomaszewski e col.,
2004; Wang e col., 2004b; Baker e col., 2007), com resultados controvertidos.

Os remanescentes de quilombos, populacoes afro-descendentes que ainda vivem
em areas rurais semi-isoladas, passam por processos de transicio nutricional e
epidemioldgica importantes, evidenciados, por exemplo, pela elevada frequéncia de
hipertensao essencial encontrada por meio de nossas investigagoes clinicas preliminares.

As comunidades quilombolas constituem material interessante para estudos de
doengas multifatoriais como a hipertensao, pois apresentam modo de vida semelhante e
compartilham um ambiente mais homogéneo quando comparados as populagoes de
hospitais de grandes centros urbanos. Além disso, os estudos de associagao baseados em
familias podem ser favorecidos, pois existem genealogias extensas, com diversos afetados e
com informagdes de duas ou mais geragoes, em diversos nucleos familiares.

No presente estudo, investigamos nas populagoes remanescentes de quilombos o
efeito de polimorfismos em seis genes previamente relacionados a hipertensio essencial em

outras populag¢des, por meio de um estudo de associagao baseado em familias.
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6.2. Objetivo

Realizar analises de transmissao de genétipos em genes candidatos em genealogias
dos remanescentes de quilombos, utilizando o FBAT (que leva em consideragao a estrutura
heterogénea das genealogias), com o objetivo de evidenciar o papel desses genoétipos na

origem da hipertensio essencial.

6.3. Amostras e métodos

6.3.1. Amostras e determinagdo dos genétipos

Os 759 individuos da nossa casuistica foram genotipados em relagdo a sete
polimorfismos (I/D, Glu298Asp, C825T, G-350A, M235T, A/C, A486V) em seis genes
candidatos: ACE, NOS3, GNB3, AGT, ADD2 ¢ GRK4 (Tabela 1.6), de acordo com os
protocolos descritos no capitulo 3. A Tabela 1.5 (capitulo 5, pag. 67), mostra as vias de

regulacdo nas quais esses genes atuam.

6.3.2. Construgao das genealogias

As genealogias completas das populagdes remanescentes de quilombos foram
desenhadas manualmente por varios membros da equipe de pesquisa, utilizando-se as
informagoes obtidas nas entrevistas realizadas com cada individuo, na primeira ou na
segunda etapa da pesquisa (Anexo V).

Informatizamos as genealogias completas, redesenhando-as com o auxilio do
programa GenoPro2007 ®, versao 2.0.

Os desenhos das genealogias foram utilizados na constru¢ao de planilhas no
formato ped, que expressam as relagdes de parentesco entre os individuos e que podem ser
analisadas por pacotes computacionais de analise de segregacao. Cada individuo genotipado
recebeu uma identificacio numérica, que o vinculou a uma genealogia especifica.
Individuos que nio foram genotipados, mas que representavam as conexoes entre
individuos genotipados em suas respectivas genealogias, também receberam identificagdes

numéricas. Assim, 1.626 individuos foram incluidos na planilha no formato ped.
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6.3.3. Desenho do estudo

6.3.3.1. Defini¢ao dos individuos hipertensos e normotensos

Os 759 individuos da nossa casuistica foram incluidos em 79 genealogias.
Realizamos um estudo de associa¢io baseado em familias, avaliando a segregacao dos
genotipos  investigados, considerando dois fendtipos binarios para a hipertensao
(classificados de acordo com o critério OMS e JNC), e também considerando a pressao
arterial como fenétipo continuo.

O critério recomendado pela OMS (Organizacao Mundial da Sadde) classifica como
hipertensos aqueles individuos que apresentaram média das duas medidas da pressdao
sistdlica supetior ou igual a2 140mmHg e/ou média das duas medidas da pressao diastélica
superior ou igual a 90mmHg. Também foram considerados hipertensos aqueles que haviam
sido diagnosticados anteriormente como hipertensos e faziam uso de medicamentos anti-
hipertensivos.

O fenétipo que comensura com os critérios do JNC (Joint National Commitee on
detection, evaluation and treatment of high blood pressure) é definido por PAS = 160mmHg e/ou
PAD = 95mmHg, ou fazendo uso de medicamentos anti-hipertensivos, e inclui

primariamente individuos em estagios mais graves da hipertensao essencial.

6.3.3.2. Estudo de associagdo baseado em familias

Para as analises de associagdo baseadas em familias, utilizamos o software FBAT
(http:/ /www.biostat.harvard.edu/~fbat/default.html).

Em linhas gerais, os testes de associacio baseados em familias, propostos por
Rabinowitz and Laird (2000), agrupados no FBAT, seguem duas etapas: na primeira ¢
definido o teste estatistico que reflete a associagao entre o loco do marcador polimoérfico e
o loco do gene de susceptibilidade; na segunda etapa calcula-se a distribui¢io dos genotipos
(distribuicao deS) dos marcadores sob a hipdtese nula de que os gendtipos da prole
apresentam uma distribuicao casual. Havendo informagdes sobre os individuos parentais, a
distribuicao nula ¢ obtida pelo condicionamento das informacdes genotipicas observadas
em todos os outros membros da familia aos genétipos dos individuos parentais. Na
auséncia de informagdes genotipicas completas sobre os individuos parentais, a distribui¢ao
nula é obtida, nio somente condicionando-se as informagdes genotipicas dos outros
membros da familia aos gendtipos de qualquer um dos parentais, mas também avaliando a
configuracao genotipica da prole, ou seja, qualquer informac¢ao genotipica de um dos pais
ou da prole ¢ suficiente para serem feitas inferéncias estatisticas em relacdo aos genotipos
ausentes dos individuos parentais. Quando os genétipos dos individuos parentais sdo
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conhecidos, a distribui¢do dos gendtipos da prole ¢ computada de acordo com a segregagao
mendeliana.

O programa analisa informagoes de nucleos familiares, pares de irmaos, ou a
combina¢ao de ambos, para testar a associagdao entre fendtipo e gendtipos, levando em
conta informagdes de mais de um filho na prole.

O FBAT prové uma estatistica Z e o seu nivel de significancia (P) correspondente.

O teste é definido por ZZ(S—E[S])/\/V, onde §=>.T.X

i 1;X;, sendo T; uma fungao

condicionada ao fenétipo e X uma fungao definida pelo genétipo do j-ésimo filho da

familia 7 em relagdo ao loco testado; E[S]¢é a esperanca de S . Valores positivos de Z sio

indicativos de alelos de risco e valores negativos de Z sdo indicativos de alelos protetores.
Os testes foram realizados utilizando um modelo aditivo, sob a hipdtese nula de “nio
associacao”. Diversos estudos tém demonstrado que o modelo aditivo apresenta bom
poder estatistico, mesmo quando o fenétipo seja melhor explicado por outro modelo de
heranca (Knapp, 1999; Tu e col., 2000; Horvath e col., 2001).

As analises no FBAT foram conduzidas levando-se em consideracao (i) o status da
hipertensao (variavel binaria) e (i) a pressao sanguinea como variavel continua. Nessa
segunda abordagem, as pressOes arteriais sistolica (PAS) e diastdlica (PAD) foram
analisadas em duas etapas: (a) um modelo considerando apenas a PAS e outro modelo
considerando apenas a PAD; (b) um unico modelo considerando a PAS e a PAD

conjuntamente.

6.3.3.3. Herdabilidade da pressio arterial

Estimamos os valores de herdabilidade da pressao arterial sistolica e pressao arterial
diastolica por meio do software QTDT, disponivel no endereco eletronico
http://www.sph.umich.edu/csg/abecasis/QTDT/index.html (Abecasis e col., 2000). Para
se obter a estimativa de herdabilidade, estimou-se a contribuicio do componente de
variancia poligénica (Vg) para a variagao do fendtipo quando considerado um modelo
completo (variancia poligénica + variancia ambiental) e comparou-se esta a variancia total
observada num modelo nulo que apresenta apenas variancia ambiental (Ve). Ou seja, a
herdabilidade de um fenétipo corresponde a uma estimativa da porcentagem da variagao
desse fenétipo (quantitativo) que pode ser explicada por fatores genéticos, e é calculada por

meio da razdo entre a variancia poligénica e a vatiancia total (Herdabilidade = Vg/Ve +

Vo).
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6.4. Resultados

Associagao entre os sete polimorfismos e a hipertensao essencial

A TFigura 1.6 exemplifica uma das genealogias desenhadas com o auxilio do

programa GenoPro2007 ®, versao 2.0, que foi utilizada na construcdo das planilhas ped.
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Figura 1.6: Exemplo de genealogia informatizada por meio do programa GenoPro2007 ®, versio 2.0.

(i) Segregagido dos genétipos e o status da hipertensio

Foram obtidos 528 nucleos familiares a partir das 79 genealogias construidas. As

Tabelas 1.6 e I1.6 resumem os resultados do FBAT, em relagdo ao sete polimorfismos

estudados, nas familias das doze comunidades remanescentes de quilombos, quando a

hipertensao essencial foi tratada como fendtipo binario (hipertenso x normotenso), pelos

critérios OMS e JNC.
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Tabela 1.6: Resultados do FBAT em relagdo aos sete polimorfismos para a hipertensio como fenétipo
dicotomico (critério OMS). Freq = frequéncia alélica. Familias = ndmero de familias informativas. S = teste
estatistico para o nimero observado de alelos transmitidos. E(S) = valor esperado de S sob a hipétese nula de
nao associa¢do. Var (S) = variancia de S. Z = estatistica Z.

Status segundo o critério OMS

Loco Alelo Freq Familias S-E(S) Var(S) Z P
ACE I 0,498 37 1,667 13,318 0,457 0.648
rs1799752 D 0,502 -1,667 13,318 -0,457
NOS3 G 0,844 19 3,500 4,901 1,581 0.114
rs1799983 T 0,156 -3,500 4,901 -1,581 ’
GNB3 (C825T) C 0,411 38 0,833 13,319 0,228 0.819
rs5443 T 0,589 -0,833 13,319 -0,228 ’
GNB3 (G-350A) A 0,314 59 -8,000 11,523 -2,357 0.018
rs5441 G 0,686 8,000 11,523 2,357 ’
AGT C 0,726 4,867 18,114 1,143
rs669 T 0,274 47 -4,867 18,114  -1,143 0,253
ADD2 A 0,331 35 5,767 11,237 1,720 0.085
rs3755351 C 0,669 -5,767 11,237  -1,720 ’
GRK4 757 - 7 12,51 -1,857

C 0,75 33 6,56 ,510 ,85 0,063
rs1801058 T 0,243 6,567 12,510 1,857

Os resultados acima indicam que o polimorfismo G-350A no gene GINB3 esta

significativamente associado ao risco de hipertensao essencial (P = 0,018).
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Tabela I1.6: Resultados do FBAT em relagdo aos sete polimorfismos para a hipertensio como fendtipo
dicotomico (critério JNC). Freq = frequéncia alélica. Familias = nimero de familias informativas. S = teste
estatistico para o nimero observado de alelos transmitidos. E(S) = valor esperado de S sob a hip6tese nula de
nao associa¢do. Var (S) = varidncia de S. Z = estatistica Z.

Status segundo o critério JNC

Loco Alelo Freq Familias S-E(S) Var(S) Z P
ACE I 0,498 -0,417 10,483 -0,129

26 0,898
rs1799752 D 0,502 0,417 10,483 0,129
NOS3 G 0,844 1,000 4,651 0,464

19 0,643
rs1799983 T 0,156 -1,000 4,901 -0,464
GNB3 (C825T) C 0,411 06 -2,833 8,472  -0,973 0.330
rs5443 T 0,589 2,833 8,472 0,973 ’
GNB3 (G-350A) A 0,314 05 -9,500 7,735  -3,416 0.001
rs5441 G 0,686 9,500 7,735 3,416 ’
AGT C 0,726 1,500 9,917 0,476

31 0,634
rs669 T 0,274 -1,500 9,917 -0,476
ADD2 A 0,331 o4 3,667 7,852 1,309 0.191
rs3755351 C 0,669 -3,667 7,852  -1,309 ’
GRK4 C 0,757 -2,167 8,064 -0,763

20 0,445
rs1801058 T 0,243 2,167 8,064 0,763

Os resultados acima indicam que o polimorfismo G-350A no gene GINB3 esta

significativamente associado ao risco de hipertensao essencial (P = 0,001).

(ii) Segregagiao dos genoétipos e a pressdo arterial como fenétipo continuo

As Tabelas III.6 e IV.6 resumem os resultados do FBAT, em relacdo ao sete

polimorfismos estudados, nas familias das doze comunidades remanescentes de quilombos,

quando a pressao arterial foi tratada como fenétipo continuo, em um modelo de analise

que leva em consideragao apenas (a) a PAS ou a PAD e (b) um modelo tnico no qual a

PAS e a PAD sao consideradas conjuntamente.
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Tabela III.6: Resultados do FBAT em relagio aos sete polimorfismos para a pressdo arterial sistolica e
diastdlica, analisadas separadamente. Freq = frequéncia alélica. Familias = nimero de familias informativas. S
= teste estatistico para o numero observado de alelos transmitidos. E(S) = valor esperado de S sob a hipotese
nula de nio associa¢do. 7. = estatistica Z.

Pressao arterial sistdlica

Loco Alelo Freq Familias S-E(S) Var(S) Y4 P

ACE | 0,498 91 1133,500 400224,013 1,792 0,073
rs1799752 D 0,502 91 -1133,500 400224,013 -1,792 0,073
NOS3 G 0,844 60 547,417 178932,731 1,294 0,196
rs1799983 T 0,156 60 -547,417 178932,731 -1,294 0,196
GNB3 (C825T) ] 0,411 88 309,250 478913,987 0,447 0,655
rs5443 T 0,589 88 -309,250 478913,987 -0,447 0,655
GNB3 (G-350A) A 0,314 75 -130,500 380208,147 -0,212 0,832
rs5441 G 0,686 75 130,500 380208,147 0,212 0,832
AGT C 0,726 95 769,767 410222,866 1,202 0,229
rs669 T 0,274 95 -769,767 410222,866 -1,202 0,229
ADD2 A 0,331 91 446,467 371629,404 0,732 0,464
rs3755351 C 0,669 91 -446,467 371629,404 -0,732 0,464
GRK4 C 0,757 73 -866,367 396512,210 -1,376 0,169
rs1801058 T 0,243 73 866,367 396512,210 1,376 0,169

Pressao arterial diastolica

Loco Alelo Freq Familias S-E(S) Var(S) Y4 P

ACE | 0,498 94 830,750 170747,705 2,010 0,044
rs1799752 D 0,502 94 -830,750 170747,705 -2,010 0,044
NOS3 G 0,844 60 287,833 77203,139 1,036 0,300
rs1799983 T 0,156 60 -287,833 77203,139 -1,036 0,300
GNB3 (C825T) C 0,411 85 274,167 201664,054 0,611 0,542
rs5443 T 0,589 85 -274,167 201664,054 -0,611 0,542
GNB3 (G-350A) A 0,314 75 -105,667 155819,737 -0,268 0,789
rs5441 G 0,686 75 105,667 155819,737 0,268 0,789
AGT C 0,726 96 275,667 173414,059 0,662 0,508
rs669 T 0,274 96 -275,667 173414,059 -0,662 0,508
ADD2 A 0,331 92 363,500 159848,069 0,909 0,363
rs3755351 C 0,669 92 -363,500 159848,069 -0,909 0,363
GRK4 C 0,757 71 -542,833 165413,491 -1,335 0,182
rs1801058 T 0,243 71 542,833 165413,491 1,335 0,182
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Os resultados na Tabela I11.6 indicam que o polimotfismo 1/D no gene ACE esta

significativamente associado as variagdes da PAD (P = 0,044).

Tabela IV.6: Resultados do FBAT em relagio aos sete polimorfismos para a pressdo arterial sistdlica e
diastolica analisadas conjuntamente. Freq = frequéncia alélica. Familias = nimero de familias informativas. S
= teste estatistico para o numero observado de alelos transmitidos. E(S) = valor esperado de S sob a hipotese
nula de nio associa¢do. 7 = estatistica Z.

PAS + PAD

Loco Alelo Freq Familias S-E(S) y4 P

I 0,498 91 PAS 1133,500 1,792
ACE D 0,502 -1133,500 -1,792 0,036
rs1799752 I 0,498 94 PAD 830,750 2,010

D 0,502 -830,750 -2,010

G 0,844 60 PAS 547,417 1,294
NOS3 T 0,156 -547,417 1,036 0,133
rs1799983 G 0,844 60 PAD 287,833 -1,294

T 0,156 -287,833 -1,036

C 0,411 a8 PAS 309,250 0,447
GNB3 (C825T) T 0,589 -309,250 -0,447 0,851
rs5443 o] 0,411 85 PAD 247,167 0,611

T 0,589 -274,167 -0,611

A 0,314 25 PAS -130,500 -0,212
GNB3 (G-3504) G 0,686 130,500 0,212 0.580
rsb441 A 0,314 75 PAD -105,667 -0,268

G 0,686 105,667 0,268

C 0,726 95 PAS 769,767 1,202
AGT T 0,274 -769,767 -1,202 0.301
rs669 C 0,726 96 PAD 275,667 0,662

T 0,274 -275,667 -0,662

A 0,331 91 PAS 446,467 0,732
ADD2 C 0,669 -446,467 -0,732 0,418
rs3755351 A 0,331 92 PAD 363,500 0,909

C 0,669 -363,500 -0,909

C 0,757 23 PAS -866,367 -1,376
GRK4 T 0,243 866,367 1,376 0,088
rs1801058 C 0,757 1 PAD -542,833 -1,335

T 0,243 542,833 1,335
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Os resultados na Tabela IV.6 indicam que o polimorfismo 1/D no gene ACE esta

significativamente associado as variagdes da PAS e da PAD (P = 0,030).

A Tabela V.6 resume os resultados do FBAT, em relagdo aos haplétipos no gene

GNB3 (variantes C825T e G-350A), nas familias das doze comunidades remanescentes de

quilombos, quando a hipertensdao essencial foi tratada como fenétipo binario (hipertenso x

normotenso), pelos critérios OMS e JNC.

Tabela V.6: Resultados do FBAT em relacdo aos haplétipos no gene GNB3. Freq = frequéncia haplotipica.
Familias = nimero de familias informativas. S = teste estatistico para o numero observado de haplétipos
transmitidos. E(S) = valor esperado de S sob a hipétese nula de nio associagao. Var (S) = variancia de S. Z =

estatistica Z.

Status segundo o critério OMS

Haplétipo Freq Familias S-E(S) Var(S) y4 P
TG 0,503 16 4,850 8,103 1,704 0,088
CG 0,205 12 2,483 8,775 0,838 0,402
CA 0,186 13 -2,650 4,661 -1,227 0,220
TA 0,105 12 -4,684 9,488 -1,520 0,128

Status segundo o critério JNC

Haplotipo Freq Familias S-E(S) Var(S) z P
TG 0,503 28 7,156 8,593 2,441 0,015
CG 0,205 23 1,927 3,835 0,984 0,325
CA 0,186 23 -4,344 4,823 -1,978 0,050
TA 0,105 17 -4,740 2,067 -3,297 0,001

Os resultados acima indicam que o haplotipo T825/A-350 tem efeito protetor (P =
0,001). O haplétipo de risco é o T825/G-350 (P = 0,015). Estes efeitos foram evidenciados

na analise que levou em consideragao o fenoétipo mais extremo da hipertensio (critério

JNC).
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Herdabilidade da pressao arterial

A Tabela VI.6 resume os resultados das estimativas de herdabilidade da pressao
arterial sistOlica e da pressao arterial diastdlica, obtidas a partir das 79 genealogias das
populacbes remanescentes de quilombos.
Tabela VI.6: Variancia atribuida ao componente ambiental (Ve), varidncia atribuida ao componente

poligénico (Vg), herdabilidade da pressio arterial sistélica (PAS) e pressio arterial diastdlica (PAD). Valores
de P significativos < 0,05, adotando-se intervalo de confianga de 95%.

Fendtipos Ve Vg Herdabilidade P
PAS 252,19 142,50 36,10% 3x10*
PAD 82,73 62,22 42,92% 4x107

A herdabilidade estimada (ajustada para idade, género e IMC) para a pressao arterial

sistolica foi de 36,10%, e para a pressao arterial diastolica foi de 42,92%.

6.5. Discussio

As analises do FBAT demonstraram que o polimorfismo G-350A no gene GINB3
esta associado significativamente ao risco de hipertensio essencial nas familias das
populacbes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira (Tabela 1.6 e 11.6). O alelo A-
350 corresponde ao alelo de risco. Os resultados do estudo de associagdo baseado em
familias confirmam as tendéncias apontadas pelo estudo transversal descrito no capitulo 5,
realizado com individuos nao aparentados em primeiro grau, em relagdo ao gene GNB3.
No estudo transversal, o polimorfismo C825T no mesmo gene é o que esta associado ao
risco de hipertensao essencial.

Um resultado marginalmente significativo de associaciao foi encontrado entre o
gene GRK4 e o risco de hipertensao essencial (critério OMS) nas familias das comunidades
remanescentes de quilombos (Tabela 1.6). Resultados marginalmente significativos nao
precisam necessariamente ser descartados, uma vez que o numero de familias informativas
¢ relativamente pequeno.

Quando a pressao arterial foi tratada como fendtipo continuo, observamos
associa¢ao significativa entre o polimorfismo ACE 1/D e a PAD analisada individualmente
e ambas as pressoes arteriais (PAS e PAD) analisadas conjuntamente. Wang e col., (2004)
investigaram em familias chinesas a associa¢ao entre a variagao da pressdao arterial e trés
genes candidatos (ACE, ADDT e o gene da sintase de aldosterona), e observaram interagao
entre os trés genes, associada a varia¢ao da pressao arterial sistolica.

As analises haplotipicas ndo revelaram associagao significativa entre os haplétipos

no gene GNB3 e o risco de hipertensio essencial nas familias, quando o fenétipo foi
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classificado de acordo com o critério OMS. Uma possivel explica¢do para a nao detecgao
de associagao nessa abordagem pode ser o nimero reduzido de familias com individuos
informativos em relagao aos haplétipos (Tabela V.6). No entanto, quando o fenétipo mais
extremo foi analisado (ctitério JNC), o haplétipo T825/G-350 esta significativamente
associado ao tisco de hipertensio essencial, e o haplétipo T825/A-350 tem efeito protetor
(P=0,015¢e P = 0,001, respectivamente).

Em um trabalho utilizando a mesma metodologia, porém investigando o
polimorfismo C825T, nao foi encontrada associacdo entre o gene GNB3J e a hipertensio
essencial em familias de uma populagao chinesa (Huang e col., 2003).

Nossos resultados com as analises de segregacdo em familias vém corroborar os
achados do estudo transversal, sugerindo real participagao do gene GINB3 na génese da
hipertensao essencial nas popula¢des remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira.

As andlises do QTDT mostram que a PAS e a PAD possuem herdabilidade
estimada em 36,10% e 42,92%, respectivamente (Tabela II.6). Rotimi e col. (1999)
estimaram herdabilidade da PAS e da PAD em 45% e 43%, respectivamente, em uma
populacio da Nigéria. Outras estimativas estdo proximas de 25%, em populagoes diversas
(revisaio em van Rijn e col., 2007). de Oliveira e col., (2008) estimaram a herdabilidade da
PAS em 25,9% e da PAD em 26,2%, estudando uma populagao rural miscigenada do
Brasil. Espera-se que a herdabilidade de fendtipos relacionados ao risco de doengas
cardiovasculares (como a circunferéncia da cintura, niveis de colesterol, niveis de pressio
arterial, entre outros) variem devido a combinacao de fatores ambientais (modo de vida,
exemplo) com a variabilidade genética existente entre as diferentes populacoes (de Oliveira

e col., 2008).

Limitagbes do estudo

O presente estudo apresenta algumas limita¢es a serem discutidas. O nimero de
familias que satisfazem as condi¢oes necessarias para o estudo ¢ relativamente pequeno,
resultando em baixo poder estatistico. Por isso resultados marginalmente significativos nao
necessariamente precisam ser descartados, e outras associagdes existentes podem nao estar
sendo observadas.

Outros aspectos podem ainda ser avaliados, como por exemplo, a herdabilidade da
hipertensao como fenétipo binario.

As analises processadas no FBAT nao foram ajustadas para covariaveis
sabidamente associadas a hipertensio essencial (idade, IMC e género), devido a limitagoes
do proprio programa. Outros métodos precisam ser explorados para que possamos inserir

covariaveis e assim ajustar mais adequadamente os modelos de analises.
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Outras abordagens, como por exemplo, avaliar interacdes gene-gene e a segregacao
das combinagbes das variantes nas familias, podem complementar e enriquecer os estudos
de associa¢dao nas populagdes quilombolas, extraindo o maximo de informag¢des genéticas
que possam explicar melhor a susceptibilidade a hipertensio nessas populacbes com

caracteristicas genealogicas potencialmente interessantes.

6.6. Conclusées

Nossos resultados mostraram que a pressao arterial ¢ um fendtipo com elevada
herdabilidade, justificando a investigagdo das bases genéticas que conferem susceptibilidade
a hipertensio essencial nas populagdes remanescentes de quilombos. Além disso, nossos
resultados de transmissao em familias indicaram associacdo significativa entre o gene
GNB3 e a hipertensio essencial, corroborando nossos resultados do estudo transversal
com individuos nio aparentados, o que da suporte a associagao real entre o gene GNB3 e a

hipertensao essencial nas populagoes remanescentes de quilombos.
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Abstract

The present Brazilian population was formed by three main geographical
groups: Amerindian, African and European. The Africans were brought to Brazil as
slaves in large numbers during four centuries. During this period, many communities,
named quilombos, were founded by runaway or abandoned slaves.

There are many quilombo remnants in the Vale do Ribeira region, located at the
borders of the rain forest, in the southern part of Sdo Paulo State. In order to shed light
on their population structure and their history, we used seven Y chromosome markers,
two microsatellites DYS19 and DYS390, and five biallelic markers, the SNPs DYS199
(or M3), M242, M168, sY81 (DYS271 or M2) and one polymorphic Alu insertion,
DYS287 (YAP), to investigate 313 individuals from ten quilombo populations. The
biallelic markers indicated that about 30% of Y chromosomes are African, 61% are
European and a small proportion, Amerindian (9%). These proportions resulted from
the demographic phenomenon of directional mating of European males to Amerindian
and African females, which is consistent with historical records. Haplotype diversity
analysis suggests, for most of the quilombos, the presence of predominant (or founder)
male haplotypes, some of them having a key role in their foundation. The present study
helped to trace the history of social interactions occurred during the formation and
expansion of the Vale do Ribeira populations.

Keywords: Y — chromosome, UEPs, microsatellites, African-derived populations
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Introduction

The present Brazilian population resulted from the melting of three main
population groups: indigenous people (Amerindians), Portuguese, who first came to
Brazil in the 16" century, and Africans, who were brought as slaves for about four
centuries (Salzano and Bortolini, 2002). It is believed that there were about 2.5 million
Amerindians living in Brazil at the time of its discovery, a population now reduced to
less than 300.000. Europeans, mainly Portuguese settlers, arrived in Brazil in search of
unsettled land and valuable goods for trade in Europe: about 500.000 male Portuguese
colonizers, usually alone, arrived from 1500 to 1800, (Salzano and Freire-Maia, 1970;
Ribeiro, 2000).

The Africans arrived in Brazil as slaves in great numbers, the majority arriving
from Congo and Angola after 1550. Many others also arrived from Benin, Nigeria,
Senegal and Gambia. In 1845, shipping from Mozambique also began, lasting until the
end of the 19™ century. It is estimated that approximately 4 million Africans were
brought to Brazil as slaves (Klein, 1999; Ribeiro, 2000).

Before the abolition of slavery in Brazil (in 1888), many communities, named
quilombos, were founded in isolated areas by runaway or abandoned African slaves.
According to Fundagdo Cultural Palmares (http://www.palmares.gov.br), 1,289 rural
African-derived quilombo remnants were registered until 2008 in Brazilian territory.
Besides Africans, quilombos attracted outcast people from other groups. Because they
remained at least partially isolated, they can be regarded as relics of the African
genetic contribution to the Brazilian population.

The study of molecular polymorphic markers can reconstruct the history of human
migration. Y chromosome markers were widely employed to reconstruct male history
throughout the world (e.g. Hammer et al., 1997; Jobling and Tyler-Smith, 2000;
Underhill et al., 2000; Underhill et al., 2001; Hammer et al., 2001; Cruciani et al., 2002;
Xue et al., 2006; Underhill and Kivisild, 2007; Karafet et al., 2008; Goebel et al., 2008;
Henn et al., 2008; Wolinsky, 2008; Heyer et al., 2009). These studies enabled the
identification of geographic specific Y chromosome lineages. A summary of systems of
classification of Y chromosomes in clades and haplogroups was presented in The Y
Chromosome Consortium (2002).

Many studies have been conducted to ascertain the genetic profile of the
Brazilian population, using different kinds of molecular markers, and Y chromosome
studies have helped to address important questions about the origins of populations in
South America. Some studies addressed the arrival date and origins of the first
Americans in the Pleistocene (e.g. Pena et al., 1995; Santos et al., 1995; Underhill et
al., 1996; Rodriguez-Delfin et al., 1997; Bianchi et al., 1998; Santos et al., 1999;
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Karafet et al., 1999; Tarazona-Santos et al., 2001; Seielstad et al., 2003; Bortolini et
al., 2003; Jobling and Tyler-Smith, 2003; Mulligan et al., 2004; Zegura et al., 2004;
Goebel et al., 2008; Dillehay, 2009). Others investigated patterns of genetic admixture
in present Brazilian populations (e.g. Rodriguez-Delfin et al., 1997; Guerreiro et al.,
1999; Bortolini et al., 1999; Carvalho-Silva et al., 2001; Ribeiro-dos-Santos et al., 2002;
Abe-Sandes et al., 2004; Cainé et al., 2005; Grattapaglia et al., 2005; Goes et al.,
2005; Marrero et al., 2005; Marrero et al., 2007; Ferreira et al., 2006; Silva et al., 2006;
Carvalho-Silva et al., 2006; Pereira et al., 2007; Domingues et al., 2007; Hiinemeier et
al., 2007; Palha et al., 2007; Goncalves et al., 2008; Leite et al., 2008; Ribeiro et al.,
2009; Guerreiro-Junior et al., 2009). Among populations classified as “white” from four
different geographical regions of Brazil, the vast majority of the Y chromosomes were
of European origin (more than 80% in average), with low frequency of sub-Saharan
African chromosomes (less than 3% in average) and virtual absence of Amerindian
contribution (Rodriguez-Delfin et al., 1997; Santos et al., 1999; Carvalho-Silva et al.,
2001, 2006; Cainé et al., 2005; Goes et al., 2005; Ferreira et al., 2006). Different
patterns were obtained, however, when mitochondrial DNA was studied: 39% of the
mitochondrial DNA was of European origin, 28% of African origin, and 33% was
Amerindian (Alves-Silva et al., 2000). Differences between the results obtained with
mitochondrial DNA markers and Y chromosome analysis were expected because of
the nature of European colonization: an important fraction of Brazil’s population arose
mainly from male European settlers who fathered the offspring of indigenous and slave
women (Ribeiro, 2000).

The present study aimed to determine how Amerindians, Europeans and Africans
contributed to the Y chromosome pool in  African-derived populations. We analyzed
ten quilombo remnant populations located near the Ribeira River, in the southern part
of the state of Sdo Paulo, in order to determine their origins, patterns of genetic
diversity and to estimate genetic admixture, based on Y chromosome markers. We
also compared the results to a sample from the city of Sdo Paulo, mostly composed of
European-derived individuals.

Subjects and Methods

Populations studied

The total numbers of inhabitants and individuals analyzed in each quilombo
population are summarized in Table 1. A sample of 37 unrelated males from the city of
Séo Paulo was also analyzed: these individuals either work at the University of S&o
Paulo or are normal individuals drawn from families attending our genetic counseling

unit. The localization of the quilombo populations investigated is shown in Auricchio et
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al. (2007). This study was approved by the ethics committee of the Institituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo. Informed consent was obtained
from all participants in the study.

Selection of Polymorphic loci

The following set of seven Y chromosome polymorphic markerswas selected: two
microsatellites (DYS19 and DYS390) and five biallelic markers (UEPs): the SNPs
DYS199 (or M3), M242, M168, sY81 (DYS271 or M2) and one polymorphic Alu
insertion (DYS287, also known as YAP).

The set of bi-allelic markers selected was shown to be useful in defining the most
likely origin of a Y chromosome in the Brazilian context. The YAP Alu insertion
(DYS287), firstly described by Hammer et al., (1995) is present in Asia (clade D),
Europe and Africa (clade E), where it occurs with higher frequencies (The Y
Chromosome Consortium, 2002). European Y chromosomes with the YAP insertion
can be distinguished from the African haplogroups E3a* to E3a6* by the genotype at
SNP sY81 (DYS271 or M2), as shown by Pereira et al. (2000). There are certain
ancient African Y chromosome lineages that lack the YAP insertion (clades A and B or
haplogroups | and Il according to Underhill et al., 2001), however, they can be
identified by genotyping the SNP M168 (Underhill et al., 2001). The YAP insertion is
virtually absent in all Amerindian lineages. The SNP DYS199 (M3) presents the T allele
as exclusive of Amerindians. It characterizes the haplogroups Q3* to Q3c*, presently
found in very high frequencies (around 90%) in Native American populations (Pena et
al.,, 1995; Santos et al.,, 1995). Figure 1 shows the hierarchical strategy of sample
genotyping used to determine the origin of Y chromosomes.

The microsatellites DYS19 and DYS390 were selected because they were widely
employed in previous population studies. They allowed estimates of haplotypic diversity
and of ethnic admixture.

PCR amplification and genotyping

The primers sequences for the microsatellites DYS19 and DYS390 were the
same as those in Roewer et al. (1992) and in Kayser et al. (1997), respectively;
DYS199 was genotyped according to the protocol of Santos et al. (1999); M168
according to Underhill et al. (2001); DYS271 (M2) was studied according to Rosser et
al. (2000) and locus YAP was amplified according to Hammer et al (1995). M242
primers (forward: 5CCTGGGCAATACGCATTTATSZ; reverse:
5TTTCGCTTTAAGGGCTTTCAS3’) were designed by Primer3 software (Rozen &
Skalestsky, 2000) and PCR was performed according to a protocol based on Underhill
et al. (2000).

134



YAP PCR products were analyzed after electrophoresis in a 6% polyacrilamide
gel stained with silver nitrate (Santos et al., 1993). DYS19 and DYS390 PCR products
were analyzed in MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare, United Kingdom). DYS199,
M168 and sY81 (M2) PCR products were digested with Mfel, Hinfl and Nialll,
respectively, analyzed in 6% polyacrilamide gel and subjected to silver staining. M242
PCR products were purified by Exonuclease | (5U) and Shrimp Alkaline Phosphatase
(1U) and sequencing reaction was analyzed in a MegaBACE™ 1000 (GE Healthcare,
United Kingdom).

Data analysis

Due to the small size of the populations, and to founder effects, our samples
necessarily contained related individuals. Fisher exact tests and chi-squared tests were
performed to ascertain whether the quilombo samples presented significant differences
in genotypic frequencies when closely related individuals (with r = 4) relationship
coefficient equal or larger than 4) were taken into account or not. Since no significant
differences were observed in the genotypic frequencies between the two groups (with
only one exception in the Pedro Cubas sample for the YAP locus), we decided to
include all samples in the final analysis, in order to have larger sample sizes and more
realistic diversity indexes (data not shown).

The haplotypic and allelic frequencies of all seven markers were estimated by
direct counting. Diversity indexes and haplotypic diversity indexes were estimated for
all loci using the Arlequin v2.0 software (Schneider et al., 2000). This package was also
used to evaluate the degrees of inter- and intrapopulational genetic variation by means
of genetic distance (Fst) (Wright, 1951; Nei, 1986). A Fst matrix was used to construct
phylogenetic trees displaying the relationships between such populations, based on the
neighbor-joining method (Saitou and Nei, 1987), and built using the MEGA 3.1 software
(Kumar et al., 2004).

The neighbor-joining tree that displayed the samples from quilombo populations
and the city of Sao Paulo population was built with all seven selected markers.

Previously published studies frequently employ different sets of Y-Chromosome
STR and UEP polymorphic markers. For these reason, the tree that included the
previously published worldwide populations, the samples from quilombo populations
and the city of Sao Paulo, was built after pooling haplotypic frequencies for a limited
group of loci, DYS19, DYS199, DYS390 and YAP, the ones most frequently analyzed
in different populations. Previously reported published populations were Amerindian
(Bianchi et al., 1998; Kayser et al., 2001a, 2001b; Bortolini et al., 2003), Bantu Africans
(Thomas et al., 2000; Forster et al., 2000), Black Brazilians (Rodriguez-Delfin et al.,
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1997), white Brazilians (Rodriguez-Delfin et al., 1997; Carvalho-Silva et al., 2001) and
Portuguese (Gonzalez-Neira et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001).

Genetic admixture estimates were obtained using the program Admix95
(available at http://www.genetica.fmed.edu.uy). This analysis was performed with the
microsatellite markers, DYS19 and DYS390, and included the same parental samples
used in the neighbor-joining tree (Amerindian, Bantu Africans and Portuguese).

Results

The allelic frequencies for all the populations analyzed are presented in Table 1.
The haplotype frequencies and their probable origins are presented in Table 2. The
haplotype diversity indexes for all populations are presented in Table 3.

A neighbor-joining tree that displays the populations analyzed by our group and a
neighbor-joining tree that includes the pools of allelic frequencies from reference
populations are presented in Figures 2 e 3, respectively.

The genetic admixture estimates using Amerindian, Bantu and Portuguese as
parental populations and Amerindians are presented in Table 4.

Discussion

In all African-derived populations here reported, the biallelic marker analysis
indicated a great European contribution in Y chromosome lineages (61%), followed by
African lineages (30%) and a small Amerindian contribution (9%) (Table 2). The
highest frequencies of European Y chromosomes were found in Maria Rosa (100%)
and Galvao (86%). The African contribution was larger (53%) than European (35%)
only in the Nhunguara population. Amerindian contribution was not detected in Abobral,
Galvao, Sao Pedro, Pildes, Maria Rosa and Sapatu and was found at low frequencies
in the four populations it was detected: Ivaporunduva (18%), Nhunguara (12%), Pedro
Cubas (8%) and André Lopes (4%) (Table 2).

Although the genetic admixture estimates based on microsatellite loci DYS19
and DYS390 also revealed Portuguese as an important parental contributor to the
constitution of Y-chromosome lineages (41.8%), the Bantu Africans contribution was
detected in a higher frequency (39.5%) than the value (30%) obtained with Y-
chromosome UEPs (Table 4). This can be related to the nature of the markers typed. A
set of two microsatellite markers is less precise in admixture estimates when compared
to the direct information obtained by slow evolving biallelic markers, most of them

geographic specific.
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The significant European contribution in quilombo male genetic constitution
shown by the biallellic markers is similar to what was observed with other Brazilian
quilombo populations (Bortolini et al., 1999; Ribeiro-dos-Santos et al., 2002; Abe-
Sandes et al., 2004; Ribeiro et al., 2009) and several other previous studies performed
with white (Rodriguez-Delfin et al., 1997; Carvalho-Silva et al., 2001, 2006; Cainé et al.,
2005; Marrero et al.,, 2005; Guerreiro-Junior et al., 2009), African-derived urban
Brazilian populations (Domingues et al., 2007; Hinemeier et al., 2007; Gongalves et
al., 2008; Guerreiro-Junior et al., 2009) and admixed Brazilian population samples
(Goes et al., 2005; Grattapaglia et al., 2005; Silva et al., 2006; Palha et al., 2007;
Pereira et al., 2007; Leite et al., 2008).

While the study of the Y-chromosome diversity in Brazilian populations of
various sources showed prominent European contribution, the analysis of
mitochondrial DNA, performed on similar populations, in contrast, revealed higher
frequencies of African and Amerindian female lineages (e.g. Alves-Silva et al., 2000;
Ribeiro-dos-Santos et al., 2007; Silva et al., 2006; Feio-dos-Santos et al., 2006;
Carvalho et al., 2008; Barbosa et al., 2008). The same was observed in the quilombo
populations here reported (Rincon et al., manuscript in preparation). We found reduced
frequency of European (1.5%), but high frequency of African (49.2%) and Amerindian
(49.3%) mitochondrial haplogroups.

As already mentioned, the high frequency of Y European chromosomes in
quilombos can be explained by directional mating of European males with African and
Amerindian females during colonial period, a result consistent with historical records
about the formation of the Brazilian population (Freyre, 1946; Ribeiro, 2000). Before
the mid-19" Century, the vast majority of Europeans immigrants were males. Similar
patterns of sexually biased gene flow were described in several other populations from
Latin America, like Argentina, Chile, Colombia, Costa Rica and Cuba (Bortolini et al.,
1999; Rocco et al.,, 2002; Carvajal-Carmona et al., 2003; Martinez-Marignac et al.,
2004; Bortolini et al., 2004; Bedoya et al., 2006; Mazieres et al., 2008), reflecting a
trend of the Iberian colonization of Latin America (Gongalves et al., 2008).

A greater number of different haplotypes was observed in the total sample from
the quilombos (30), when compared to only 20 haplotypes found in Sado Paulo (Table
2), thus the haplotipic diversity index for the pooled quilombo remnants (0.9520) was
higher than that observed in Sdo Paulo (0.9086) (Table 3). The above results should
be considered with caution, since the semi-isolation of the quilombo communities
should lead to a certain degree of variability loss, when compared to Sao Paulo; the
sample size of the latter sample is not large as to permit this inference.

Founder haplotypes, here considered as the most frequent ones, and their origins
can be helpful to understand the history of the quilombos. The
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-/A/C/T/14/24/C haplotype, of European origin, was the most frequent in André Lopes
(Table 2). In Nhunguara, the most frequent haplotype (+/G/C/T/15/21/C) is of African
origin. Ivaporunduva was the only population in which there was no clear predominant
lineage. The most frequent haplotype observed in both Galvao (67%) and Sao Pedro
(27%) was -/A/C/T/15/24/C and is certainly European, probable of Portuguese origin
(Table 2). According to historical and genealogical data, this should probably be the Y
chromosome haplotype inherited from Bernardo Furquim, a slave who arrived in the
area around 1850. He had at least two different wives, having with them at least 24
children (Almeida, 1955; Oliveira Jr. et al., 2000). Some of his children founded these
two quilombo populations and possibly some of the others (Pedro Cubas, Sapatu and
Ivaporunduva). Galvao presents the lowest haplotypic diversity index (0.5436) of all the
populations analyzed (Table 3), due to the high frequency of the haplotype inherited
from Bernardo Furquim. This haplotype (-/A/C/T/15/24/C) was the most frequently
detected in all quilombo populations (16.3% of the pool of quilombos, Table 2), except
in Maria Rosa, thus supporting the idea of his key role as a quilombo founder in the
Ribeira River Valley.

In Pedro Cubas, the most frequent haplotype (+/G/C/T/16/21/C; 32%), of Bantu
African origin, was found in the oldest member of the population, allegedly a
descendant of Gregério Marinho, the runaway slave who is said to be one of the
founders of this population. In Abobral, the most frequent haplotype (-/A/C/T/14/25/C;
42%) was European, probable of Portuguese origin. The haplotype present in oldest
family of Abobral is, however, of African origin, being the second most frequent in all
quilombos (+/G/C/T/17/21/C; 21%). Although the most frequent haplotype observed in
Pildes was of Portuguese origin (and also the most frequent in the sample from Sao
Paulo), we also observed in this population two of the most important haplotypes from
a historical perspective: that of Bernardo Furquim (-/A/C/T/15/24/C) and the one
present in oldest family of Abobral (+/G/C/T/17/21/C). In Maria Rosa, all haplotypes
were of Portuguese origin. Surely, the data is rather limited due to the small size of this
population and, therefore, the number of Y chromosomes analyzed (7).

In the neighbor-joining tree built with haplotype frequencies in the quilombos,
Sao Paulo and other previously reported populations (Figure 3), the quilombos of
André Lopes, lvaporunduva and Pedro Cubas were close to the Amerindian
populations, but kept distant from the other quilombo remnants. The remaining
populations (Sao Pedro, Galvao, Sapatu, Pildes, Maria Rosa and Abobral) were closer
to Portuguese and White Brazilian populations, probably due to the European ancestral
contribution and the lack of Amerindian Y chromosomes. Nhunguara was the
community that showed the closest genetic relationship with Bantu and African-derived
Brazilian populations.
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The genetic proximity observed between the populations of Galvdo and Sao
Pedro (Figures 2 and 3) is confirmed by historical records that support their common
genealogical background. They are also geographically very close, which might
have kept a reasonable rate of genetic flow between them. Pildes and Maria Rosa,
also geographically close, did not cluster together as expected, probably due to a
recent population bottleneck. In 1998, Pildes had 250 and Maria Rosa 140
inhabitants, respectively, whereas in 2001 they had only 128 and 56 inhabitants
(Oliveira Jr. et al., 2000).

As expected, other Brazilian African-derived populations and African Bantu
populations grouped together, the same being observed with White Brazilian and
Portuguese populations.

Summing up, our results indicate a diverse genetic background in the formation
of the quilombo populations, having revealed a high patrilinear genetic contribution
of Europeans. The demographic phenomena of directional mating, which explains
the asymmetric genetic contribution observed, was certainly a prominent process
during the formation of the Brazilian population, including African-derived
populations, and this is reflected nowadays in the populations of the Ribeira River
Valley. The presence of predominant haplotypes and genealogical data reinforce the
pattern of origin of quilombos from a limited number of male individuals, some of

them having a key role in the origin of these populations.
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Table 4. Genetic admixture estimates based on genotypes for the loci DYS19 and DYS390.
References of the parental populations studied: Amerindian (Bianchi et al., 1998; Kayser et al.,
2001; Bortolini et al., 2003), Bantu Africans (Thomas et al., 2000; Forster et al., 2000) and
Portuguese (Gonzalez-Neira et al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001). Acceptable estimates of
genetic admixture could not be obtained for Abobral and Pildes. The data from these two
localities could, however, be pooled to the other eight to get the genetic admixture estimates for
the whole set of all communities, shown in the line “total” of the table.

André Lopes

Amerindian

Bantu

Portuguese

0.0835 +0.0290

0.3435 £ 0.0215

0.5729 +0.0394

Galvao 0.0019 +0.0353  0.3644 +0.0262 0.6337 +0.0479
lvaporunduva 0.1806 +0.0705  0.4445+0.0178 0.3749 = 0.0565
Maria Rosa 0.0819+0.0036  0.0150 +0.0023 0.9031 +0.0014
Nhunguara 0.0910+0.1383  0.6375+0.0765 0.2715 = 0.0701
Pedro Cubas 0.1313 +£0.0343  0.5481 +0.0158 0.3206 * 0.0321
Sao Pedro 0.0570 +£0.0038  0.3826 +0.0012 0.5600 * 0.0039
Sapatu 0.0839 +0.1885  0.3364 +0.0759 0.5797 £0.1132

Total Quilombos

0.1858 +0.0036

0.3953 + 0.0023

0.4188 +0.0014

Sao Paulo

0.1398 £0.0313

0.1999 + 0.0232

0.6603 + 0.0426

141



YAP+ M2
YAP —
M3 (T)
YAP- M3
M3 (C)

M168 (T)
— M168 —
M168 (C)
M242(C)
L M242 —
M242 (T}

European

African

Native American
European
African

European

Native American

Figure 1. Hierarchic strategy for genotyping Y chromosome markers (UEPs), to determine the

probable origin of Y chromosome lineages.
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Figure 2. Neighbour-joining tree of quilombo remnant populations relationships and a sample of
unrelated individuals from Sao Paulo. This tree was derived from a Fst matrix, calculated from
the haplotype frequencies of seven Y chromosome markers (DYS19, DYS390, DYS199,
DYS271, M168, M242, YAP). The Fst values were obtained using Arlequin v2.0 software and
the neighbor-joining tree were build using MEGA 3.1 software (Saitou and Nei, 1987; Kumar et
al., 2004).
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Figure 3. Neighbour-joining tree of quilombo populations, a sample of unrelated individuals
from Sao Paulo and other populations. The reference populations were: Amerindian (Bianchi et
al.,, 1998; Kayser et al., 2001; Bortolini et al., 2003), Bantu Africans (Thomas et al., 2000;
Forster et al., 2000), Black Brazilians (Rodriguez-Delfin et al., 1997), white Brazilians
(Rodriguez-Delfin et al., 1997; Carvalho-Silva et al., 2001) and Portuguese (Gonzalez-Neira et
al., 2000; Carvalho-Silva et al., 2001).This tree was derived from a Fst matrix, calculated directly
from the haploype frequencies of four Y chromosome polymorphic markers (DYS19, DYS199,
DYS390, YAP). The Fst values were obtained using Arlequin v2.0 software and the neighbor-
joining tree was build using MEGA 3.1 software (Saitou and Nei, 1987; Kumar et al., 2004).
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Anexo I

Copia do parecer emitido pelo Comité de Etica do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, que aprovou o projeto de pesquisa
“Variabilidade molecular em populagdes brasileiras: um estudo do gene da
sindrome do cromossomo X Fragil”.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Cidade Universitaria “Armando da Salles Oliveira™

Av. Prof. Lineu Prestes, 2415 - cap. 05508-000 SAo Paulo, SP - Brasil
Telefone :(55] (11) 38130900 « telefax : (55) (11) 3618-7438

e-mail: icbsedir® icb.usp,br

Sio Paulo, 14 de feverciro de 2001.

PARECER 111 /CEP

Prezada Professora,

Atendendo sua solicitagio a Comissdo de Etica em Pesquisas com Seres
Humanos do ICB, em sua décima nona reunido, analisou o projeto de sua responsabilidade
intitulado:  “VARIABILIDADE MOLECULAR NAS POPULACOES BRASILEIRAS: UM ESTUDO DO
CROMOSSOMO X FRAGIL™.

Informo que, apos andlise e discussdio, o referido projeto foi aprovado por
esta Comissdo a qual sugere que V.Sa. faga algumas modificagdes no Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido conforme documento anexo.

Atenciosamente,

Prpf. Dr. GERHARD MALNIC

idente da Comissao de Ftica

em Pesquisas com Seres Humanos - ICB /USP
Em exercicio

llma. Sra.
Profa. Dra. REGINA CELIA MINGRONI NETTO
Departamento de Biologia — IB USP

Comissio de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Ciéncias Biomeédicas / USP Aprovada
pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, em 10 de fevereiro de 1998.
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Anexo Il

Copia do parecer emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos
(CEP) do Instituto de Biociéncias da USP, que aprovou o projeto de pesquisa a
que se refere o presente trabalho.




A v T

COPIA

UJ\iF\/EthDADE DE SAO PAULO
A&@ié INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

¥

Insfituio
de Bicciéncias

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA

PBDTOCOL(} CEP-IBUSP - (34/2005
TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “Faiores Genéticos Associados &
Hipertensdo em Populagdes Afro-Brasileiras™

Pesquisador Responsavel: Lilian Kimura
Orientadora: Profa. Dra. Regina Célia Mingroni Netto

Objetivos do projeto de pesquisa: Verificar a importincia de genes j& sabidamente
relacionados a hipertensio em uma amostra de quilombolas do Vale do Ribeira.

Local da realizacio do projeto, duracio e financiamento: O projeto sera
desenvolvido no Laboratorio de Genética Humana do Departamento de Biologia do
Instituto de Biociéncias da USP. O projeto é financiado pela FAPESP/CEPID e também
conta com a colaboracfio do Prof. Dr. José Eduardo Kriger e o Dr. Alexandre Pereira
(INCOR; HC). O projeto € de mestrado, com duragfio de 2 anos, a partir de 01/08/2005.

Comentarios: Serdo estudados alguns genes ja sabidamente relacionados a
predisposicio & hipertensdo em individuos Afro-Brasileiros, remanescentes de
quilombos, do Vale do Ribeira-SP. Serfo incluidos pelo menos 700 individuos, sendo
que as amostras de DNA ja foram coletadas, para projetos anteriores e previamente
aprovados pelos Comités de Etica do ICB (Parecer 111) ¢ do IB (Parecer 012/2004). O
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido utilizado informa que com as amostras de
DNA coletadas serdo realizadas pesquisas que possam permitir a caracterizagdo de
doencas da populacdo bem como da variabilidade genética da populagdo em questio,
portanto, este TCLE ¢é pertinente ao presenie protocolo de pesquisa. Os pesquisadores
informam que sé serfio incluidos novos individuos na pesquisa que concordem em
participar e, portanto, que assinarem o TCLE. Vale lembrar que o procedimento confere
risco minimo ao individuo. A metodologia de caso-controle € adequado ao proposito da
pesquisa.

Consideracdes: O projeto apresentado preenche todos os pre-requlsitos éticos conforme
resolucdo CNS 196/96. Diante do Exposto, o Comité de Etica em Pesquisa — Seres
Humanos, de acordo com as atribuig¢des definidas na Resolugcdo CNS — 196/96, aprova o
projeto de pesquisa proposto. A pesquisadora responsédvel deverd apresentar, ao CEP,
relatorios anual e final.

Situacio: Projeto APROVADO.

Sao :@R g& junho de 2005.
s e Passos Bueno

Coc;rdenadora do Comité de Etica em Pesquisa — Seres Humanos
IBUSP

154



Anexo |V

Cépia do termo de consentimento autorizando a coleta de sangue para uso
em pesquisa genética.



LABORATORIO DE GENETICA HUMANA
DEPARTAMENTO DE GENETICA E BIOLOGIA EVOLUTIVA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Eu,
RG n® , abaixo assinado(a), concordo com a

coleta de meu sangue, pela equipe do Laboratério de Genética Humana do
Depto. de Genética e Biologia Evolutiva (IB-USP), para o uso em pesquisa que
visa identificar genes causadores de doencas e estudar a variabilidade
genética das populacdes. Concordo também que os resultados dessas

pesquisas sejam divulgados em publica¢des cientificas.

() Desejo conhecer os resultados do estudo de doencas genéticas

realizado em meu sangue

() Nao desejo conhecer os resultados do estudo de doencas genéticas

realizado em meu sangue.

Séo Paulo, de de 200
Paciente
Rua do Matdo 277 - sala 349 - Edificio André Dreyfus - Cidade Universitdria - Fone: 3091-7478

Endereco Postal: Laboratério de Genética Humana, Depto. Genética e Biologia Evolutiva - IB-USP
Caixa Postal 11461
05422-970 - Sao Paulo, SP
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Anexo V

Questionario aplicado a cada individuo na segunda etapa da coleta de
dados.



Questionario de Pesquisa

I. IDENTIFICACAO: Cadigo do Participante: [ ]

1.1 Nome:

1.2. Data de Nascimento:

1.3. Data da Entrevista:

Il. DADOS DEMOGRAFICOS:

1-
2.1 Sexo: masculino
2- feminino
1-
2.2 Estado Civil: solteiro(a) | 3- separado
2-
casado(a) |4-vilvo

lll. FATORES COMPORTAMENTAIS:

ATIVIDADE FiSICA:

| Leia as opcoes abaixo para o entrevistado Marque somente uma opcao |

3.1. Qual o grau de atividade fisica que vocé exerce durante suas atividades diarias: |:|

1.) Vocé tem que estar sentado para exercer suas atividades?
Vocé ndo caminha muito enquanto trabalha?
Exemplos: relojoeiro, radialista, costureira, trabalhador de escritério, salgadeira

2.) Vocé caminha bastante enquanto trabalha, mas néo tem que levar nem
carregar coisas pesadas?

Exemplos: empregado do comércio, trabalho em industria ou em escritorio,
professor,

laboratério

3.) Vocé caminha e move muitas coisas ou sobe e desce escada ou ladeira?
Exemplos: carpinteiro, trabalhador de agricultura, mecéanica, ou industria pesada

4.) Sua atividade requer grande esforgo fisico, como por exemplo mover ou
levantar coisas pesadas ou cortar, sacudir objetos

pesados?

Exemplo: construcao civil, trabalho agricola pesado ou industria

3.2. Quantos dias da semana vocé pratica alguma atividade fisica? [:l dias

3.3 Quanto tempo duram esses episodios de atividade fisica? [:l minutos
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TABAGISMO:

3.4. Vocé ja fumou cigarros? | 1- sim e ainda fumo (continuar entrevista)
2- sim, no passado, mas nao atualmente va para questao

3.6
3.5. Em média, quantos cigarros vocé fuma atualmente? por dia
por semana
3.6. Quantos anos vocé tinha quando comegou a fumar regularmente? I:l anos
3.7. Quantos anos vocé tinha quando parou de fumar? I:l anos

CONSUMO DE BEBIDA ALCOOLICA:

3.8. Durante os ultimos 12 meses com que freqliéncia média vocé tem ingerido bebida alcodlica?

1- Bebe diariamente 5- Bebe de 1 a 3 vezes por més
2- Se embriaga ao menos 1 vez por més 6- Menos de 1 vez ao més

3- Bebe de 1 a 3 vezes por semana
4- Bebe de 4 a 6 vezes por semana 7- Nenhuma

IV. SOMENTE PARA MULHERES:
4.1. Quantos anos vocé tinha quando teve sua primeira menstruagéo? I:l anos

4.2. Voceé ainda esta tendo menstruagdo? I:I

1- Sim, como de costume
2- Sim, mas com irregularidades

3- Nao
4.3. Quantos anos vocé tinha quando sua menstruagéo desapareceu [:l anos
completamente?
4.4. Vocé esta tomando pilula ou injegcéo anticoncepcional? [:l 1- Sim

2- Nao
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V. DOENCAS EXISTENTES:

Alguma vez um médico ou outro profissional de salde ja Ihe disse que vocé tem: 1- Sim
2- Nao
3- Nao sei
5.1. Pressao Alta? Idade de diagndstico: anos
5.2. Diabetes? anos
5.3. Colesterol alto? anos
5.4. Angina? anos
5.5. Infarto do coragcéao? anos
5.6. Derrame? anos
5.7. Insuficiéncia cardiaca? anos
5.8. Célculo Renal? anos
5.9. Perda de fungéo renal? anos
5.10. Doenca no Rim? anos
5.11. Cancer? Tipo? anos
5.12. Dialise? anos
5.13. Depresséao? anos
5.14. Varizes? anos
5.15. Insuficiéncia arterial? anos
5.16. Doenga do Pulmao? anos

Vocé esta atualmente tomando remédio para tratar alguma destas doencgas?

6.1.Qual a sua raga:

6.2.Qual a sua racga (pelo
entrevistador):

[ ]

1. Branco
2. Mulato (ou pardo)
3. Negro

4. indio
5. Oriental
6. Outros mesticos
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Questionario de Pesquisa

Dados de Exame Fisico:
Pressao Arterial 1 medida:
Pressao Arterial 2 medida:

Pressao Arterial 3 medida:

Peso (em gramas):

Altura (em cm):

Circunferéncia Abdominal (em cm):

Quadril (em cm):

Perimetro Braquial (em cm)

Prega Cuténea (em mm) - TRICEPS

Prega Cutanea (em mm) - ESCAPULA

Glicose

Hemoglobina

Grupo sangtineo

Coletado plasma?

Coletado soro?

Coletada urina?

ipini

UL

Cadigo do Participante: I:I

PAS

PAS

PAS

[ Teap
[ Teap
L1

PAD

1- Sim
2- Nao

1- Sim
2- Nao

1- Sim

Paciente em jejum? I:I
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Anexo VI

Questionarios especificos para cada género, aplicados para obtengao das informagdes
genealdgicas dos individuos.




Data da entrevista: REGISTRO:

FICHA INDIVIDUAL FEMININA

Lo NOIE ..o e e
II. Nome da Comunidade: ...................ouuuiiiiiii i

TV. DAt de NASCIMEIIO: ......cccuvvveeeeeeieeeeeeeeiee e eeeieeeeeeeeeaee e e e e s e e e e eertaae e e s eeaaaeeeseenanees

Local e data de
nascimento

Onde
mora

Nome do pai

Nome da mde

Avo paterno

AV6 paterna

Avo materno

Avo materna

Irmdos

ESCOLATIAQAE: ...ttt eeeeee e e e e e e e e et e s e e seaaeeeeeens
LOCAL de @STUAO: .........ccoveeeeeieiieieeeeeeeee e
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V. Exames complementares:

Grupos sangiiineos:
Glicemia: g/dl
Hemoglobina : mg/dl
Pressdo arterial:

VI. Antropometria
Altura:

Peso:

Perimetro Braquial:

Prega Cutinea:

VII. Epidemiologia

1. Histérico de Doengas: .......ccccceeveeeveennnnne

6.Vacinas recebidas na infancia? ...................
7. Vacinas recebidas de adulto: ......................

8. Saude oral

CArILS.cuveeereeeeeeiieeeeeeete e
Infeccdes: ..cooovvvveenceeniieieeiennn,
Ja perdeu quantos dentes?.........c..cc........
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IX. Historia Reprodutiva:

Quantos filNOS JA LEVET ....couiiivuiiiiiiiiieieeeeee e
ADOTLOS.....ceeereeerreens Nascidos Vivos................... Nascidos Mortos.........cccceveeennee
Quantos filhos ainda vivem?

Com que idade teve o primeiro filno?..........coceevevieeiiniencncenene.

X. Entrevista

Qual a histéria da sua familia?

Voceé acha que o reconhecimento da sua comunidade como remanescente de quilombo
The trard benefiCIOs? .......cccoiiiiiiiiiiieieieteeee et et

.Vocé gostaria que seus filhos e filhas ficassem na sua comunidade ou fossem morar
na cidade? .
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APENDICE - Histéria reprodutiva

FILHOS
Data e local de NaSCIMENTO. ...ttt ettt ettt e e e e aans
Tipo de parto......coevueveinininiiiniiiineenae, Ainda vive?........oooiiiiiiiiii
Data e 1ocal de NASCIMENTO. ... .vtiiittit ittt et ettt
Tipo de parto......coevueveiniiiniiiniiiineeae, Ainda vive?........ooiiiiiiiii
Data e 1ocal de NASCIMENTO. .. .uviiiinttt ettt ettt et e e
Tipo de parto........ccveeeiieiiiiiiiiiieenens Ainda vive?........ooiiiiiiiiii
Data e local de NaSCIMENTO. .....oiiin ettt e e aans
Tipo de parto........ccvveeeineiiiiiii e, Ainda vive?.........coiiiiiiiii
Data e local de NaSCIMENTO. .. ...oiiii ettt e e eeans
Tipo de parto......coeveeveiiiiiiiiiniiiineeae, Ainda vive?........ooiiiiiiiiii
Data e 1ocal de NaSCIMENTO. .. ..uiiiinttt ettt et e ettt
Tipo de parto......coevueveiiiiiiiiiniiiineene, Ainda vive?........coiiiiiiiiii
Data e local de NaSCIMENTO. .. ...oiiii ettt e e eeans
Tipo de parto........ccoveeeiiniiiiiiiiiiiennens Ainda vive?........oooiiiiiiiiii
Data e local de NaSCIMENTO. .....oiiii e ettt e e eans
Tipo de parto........ccvveeeineiiiiiiiiiiiiennens Ainda vive?........ooiiiiiiiiii

Data e local de nascimento
Tipo de parto......coevueveieiiiniiiniiiineenne,
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FICHA INDIVIDUAL MASCULINA

Data da entrevista:.......cccceeeaeenne. REGISTRO:

L INOIE ..o e e et

II. Nome da Comunidade: ...................ouue it

HI1 LOCAL de NASCIMEIIO: ........ccoeeeveeieeeeeiieeeeeeeeieeeeeeeeeeee e eeiaaae e e e e saaaeeeeeeeaaseeeesenaaareeesennas

TV, DAIA A€ NASCIMEILO: .......oooeeeeeeeeeeeeeee e eeeieeeeeeeeeeee e e s eesae e e e s seraaaeseeesaaaeeeeeenaes
Local e data de Onde
nascim. mora

Nome do pai

Nome da mde

Avd paterno

AVvo paterna

Avd materno

Avo materna

Irmdos

ESCOLATIAQAE: ...ttt e e e eaaaeee s
LOCAL de @STUAO: .........cccveeeeeeeeeeeiieeeieeee e
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V. Exames complementares:

Grupos sangiiineos:
Glicemia: g/dl
Hemoglobina : mg/dl
Pressdo arterial:

VI. Antropometria
Altura:

Peso:

Perimetro Braquial:

Prega Cutinea:

VII. Epidemiologia

1. Histérico de Doengas: .......ccccceeveeeveennnnne

6.Vacinas recebidas na infancia? ...................
7. Vacinas recebidas de adulto: ......................

8. Saude oral

CArILS.cuveeereeeeeeiieeeeeeete e
Infeccdes: ..cooovvvveenceeniieieeiennn,
Ja perdeu quantos dentes?.........c..cc........
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IX. Entrevista

Qual a histéria da sua familia? .

Voceé acha que o reconhecimento da sua comunidade como remanescente de quilombo
The trard benefiCIOs? .......ccooiiiiiiiiiiiiieieeec et

.Vocé gostaria que seus filhos e filhas ficassem na sua comunidade ou fossem morar
na cidade?
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