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RESUMO

A Hipertensao Essencial (Essential Hypertension - EH) é uma condi¢ao caracterizada
por pressao arterial alta persistente, sendo um dos maiores problemas de saude publica no
mundo, causando aproximadamente 9,4 milhdes de mortes anualmente. A prevaléncia da EH
varia de acordo com a ancestralidade genética e afeta de forma diferente populag¢des
especificas, com 17% nas Américas, 19,2% no Pacifico Ocidental, 23,2% na Europa, 25,1%
no Sudeste Asiatico, 26,3% no Mediterraneo Oriental e 27,2% na Africa. A EH é uma doenca
multifatorial, ou seja, é determinada por fatores genéticos e influenciada por fatores

ambientais.

Embora estime-se que os fatores genéticos contribuam para aproximadamente 30-
60% da variagdo da pressao arterial, apenas uma fragdo da complexidade genética da
hipertensdo (como genes candidatos, l6cus de suscetibilidade e prevaléncia desigual nas
populagdes) é conhecida. Em conjunto, estudos com genes candidatos, analise de ligagao de
genoma completo (Genome-Wide Linkage Analysis - GWLA) e estudos de associacédo de
genoma completo baseado em familias e em populagéo (Genome-Wide Association Studies
- GWAS) tém sido usados para procurar fatores genéticos que contribuam para o fenétipo,
mas parte da herdabilidade dos fendtipos relacionados a pressao arterial ainda nao é
explicada pelos fatores genéticos conhecidos, principalmente devido a limitagbes

metodoldgicas.

O principal objetivo deste estudo foi investigar a base genética da EH mapeando
regides de interesse (ROI) e investigando genes e variantes candidatas que influenciam a
hipertensao arterial essencial em individuos de origem africana de popula¢des parcialmente
isoladas de remanescentes de quilombos no Vale do Ribeira (S&o Paulo - Brasil), que foram

previamente caracterizados do ponto de vista clinico, genealdgico e genético-populacional.

Foram genotipadas amostras de 431 individuos (167 afetados, 261 nao afetados e 3
com fendtipo desconhecido) de oito populagdes de remanescentes de quilombos usando
array de SNPs (ThermoFisher Axiom Genome-Wide Human Origins 1 Array) com cerca de
650.000 SNPs. As proporgdes de ancestralidade global estimadas na amostra foram de 47%,
36% e 16%, respectivamente, para a contribuicdo ancestral africana, europeia e nativo
americana. Utilizamos, adicionalmente, informagdes genealdgicas de 673 individuos para
construir seis pedigrees, totalizando 1104 individuos. A estratégia de mapeamento consistiu
em uma abordagem computacional multinivel. Os pedigrees foram construidos (GenoPro v.3)

a partir de relatos dos participantes e do coeficiente de parentesco (King v.2.2, MORGAN v.3.4



e PBAP v.1). O conjunto de dados de gendtipos foi filtrado (King v.2.2 e PBAP v.1) e
organizado em trés subpainéis de marcadores nao sobrepostos (PBAP v.2). Para acomodar
a miscigenacdo inerente dessas populagbes foram realizados faseamento hapldétipico,
estimativa de ancestralidade local (SNPFlip v.0.0.6, SHAPEIT2 e RFMIX v.2) e calculo de
frequéncia alélica por SNP (ADMIXFRQ v.1). Foram realizadas analises de ligagdo genémica
e densa usando os trés subpainéis de marcadores (MORGAN v.3.4). Finalmente, realizamos
um mapeamento fino usando estudos de associagcéo baseados em familias (GENESIS v.2.24)
com base em dados imputados de populacdo (MINIMAC v.4) e de pedigree (GIGI2), além de
investigacdo de genes e variantes relacionados a EH (com base em bancos de dados

publicos).

A estratégia de analise de ligagao resultou no mapeamento de 22 regides de interesse
(ROIs) com LOD Score = 1.45, contendo marcadores co-segregantes com o fenotipo. O
intervalo de LOD Score considerando todas as ROls foi 1.45-3.03. Todas estas 22 ROls
contém 2363 genes. Como parte da primeira estratégia de mapeamento fino, 60 genes foram
identificados por meio da investigacdo de genes relacionados a EH como potenciais
candidatos a contribuir para a hipertensao essencial em pedigrees de remanescentes de
quilombos. Como parte da segunda estratégia de mapeamento fino, 118 variantes sugestivas
ou significativas foram identificadas por meio dos estudos de associagdo baseados em
familias. Considerando apenas os resultados em comum entre estas estratégias observamos
14 genes — PHGDH e S100A10 (ROI1); MFN2 (ROI2); RYR2, EDARADD e MTR (ROI3);
SERTADZ2 (ROI4); LPP (ROI5); KCNT1 (ROI11); TENM4 (ROI13); P2RX1, ZZEF1 e RPA1
(ROI18); ALPK2 (ROI20) — identificados dentro das regides mapeadas com evidéncias fortes
e suficientes na literatura atestando sua relagdo com o fendtipo. Estes genes abrigam 29
SNPs (apontados pelos nossos estudos de associagdo baseados em familias) revelando
associagcao sugestiva ou significativa a hipertensdo. Outros 46 genes também foram
identificados nas regides mapeadas, porém com menor evidéncia de relagao ao fenétipo uma

vez que nao foram replicados por nossos estudos de associacdo baseado em familias.

Os resultados alcangcados neste estudo revelaram, por meio de estratégias
complementares — combinando analises de ligacdo, estudos de associacao e investigagbes
in silico — regides gendmicas, variantes genéticas e genes candidatos que ajudam a explicar
a base genética da hipertenséo essencial. Esses genes s&o responsaveis pela codificagdo de
proteinas que desempenham papéis cruciais na regulacdo da pressao arterial, incluindo a
regulacéo dos niveis de sédio e potassio e da via da aldosterona, entre outras. Nossos
achados revelam genes e variantes com distinto potencial para explicar a etiologia genética

da hipertensao essencial observada em populacdes de remanescentes de quilombos.



ABSTRACT

Essential Hypertension (EH) is a medical condition characterized by persistent high
blood pressure, and it is one of the most significant public health problems globally, causing
approximately 9.4 million deaths annually. The prevalence of EH varies according to genetic
ancestry and affects differently specific populations, with 17% in the Americas, 19.2% in the
Western Pacific, 23.2% in Europe, 25.1% in Southeast Asia, 26.3% in the Eastern
Mediterranean, and 27.2% in Africa. EH is a multifactorial disease, that is, it is determined by

genetic factors and influenced by environmental factors.

Although genetic factors are estimated to contribute to around 30-60% of the variation
in blood pressure, the genetic complexity of hypertension is not yet fully understood due to the
limited knowledge of candidate genes, susceptibility loci, and population-specific differences.
Various approaches such as candidate gene-based, genome-wide linkage analysis (GWLA),
and family- and population-based genome-wide association studies (GWAS) have been used
to identify genetic factors contributing to EH, but part of the heritability of blood pressure-related
phenotypes is not explained by the genetic factors known so far, mainly due to methodological

limitations.

The main objective of this study was to investigate the genetic basis of EH by mapping
regions of interest (ROI) and investigate candidate genes and variants influencing the
Essential Hypertension in African-derived individuals from partially isolated populations of
quilombo remnants in Vale do Ribeira (Sao Paulo - Brazil), which were previously well

characterized from the clinical, genealogical and population genetics point of view.

Samples from 431 individuals (167 affected, 261 unaffected and 3 with an unknown
phenotype) from eight quilombo remnants populations were genotyped using SNP array with
approximately 650.000 SNPs. The global ancestry proportions of these populations were
estimated to be 47%, 36%, and 16% for African, European, and Native American ancestries,
respectively. In addition, genealogical information from 673 individuals was used to construct
six pedigrees comprising a total of 1104 individuals. The mapping strategy consisted of a multi-
level computational approach. Pedigrees were constructed (GenoPro v.3) based on interviews
and kinship coefficient (King v.2.2, MORGAN v.3.4 and PBAP v.1). The dataset was pruned
(King v.2.2 and PBAP v.1) to obtain three non-overlapping markers subpanels (PBAP v.2).
Haplotype phasing and local ancestry (SNPFlip v.0.0.6, SHAPEIT2 and RFMIX v.2) were
performed to obtain SNP allele frequency (ADMIXFRQ v.1) to account for admixture. Genome-

wide and dense linkage analyses were performed using the three subpanels of markers



(MORGAN v.3.4). Finally, we performed fine-mapping using family-based association studies
(GENESIS v.2.24) based on population (MINIMAC v.4) and pedigree (GIGI2) imputed data,

and EH-related genes and variant investigation (relying on publicly available databases).

The linkage analysis strategy resulted in the mapping of 22 ROIls with LOD score 2
1.45, containing markers co-segregating with the phenotype. The LOD score range was 1.45-
3.03 considering all the linked segments and these 22 ROIs encompassed 2363 genes. As
our first fine-mapping strategy, we identified 60 EH-related genes as potential candidates to
contribute to high blood pressure in quilombo remnants pedigrees. In addition, as our second
fine-mapping strategy, we identified 118 suggestive or significant variants through family-
based association studies. Considering only the common results between the two strategies,
we found that 14 genes — PHGDH and S100A10 (ROI1), MFN2 (ROI2), RYR2, EDARADD
and MTR (ROI3), SERTADZ2 (ROI4), LPP (ROI5), KCNT1 (ROI11), TENM4 (ROI13), P2RX1,
ZZEF1 and RPA1 (ROI18), and ALPK2 (ROI20) — were identified within the mapped regions
with strong and sufficient evidence in the literature attesting relatedness with the phenotype.
These genes harbor 29 SNPs that were either within them or very close, and they were pointed
out by family-based association studies as showing suggestive or significant association with
hypertension. We also identified 46 other genes within the mapped regions, but with less
evidence of relatedness to the phenotype since they were not replicated through family-based

association studies.

Overall, the results obtained in this study revealed, through a complementary approach
— combining linkage analysis, association studies, and in silico investigations — genetic
regions, variants and candidate genes that shed light on the genetic basis of essential
hypertension. These genes are responsible for encoding proteins that play crucial roles in
regulating blood pressure, including the regulation of sodium and potassium levels, and the
aldosterone pathway, among others. Our findings reveal genes and variants with distinct
potential to explain the genetic etiology of essential hypertension observed in quilombo

remnant populations.



1. INTRODUGCAO

Hipertensdo Essencial (Essential Hypertension, EH), ou simplesmente
hipertensdo, é uma condicdo (OMIM: 145500) em que a pressao arterial (blood
pressure, BP) nas artérias esta constantemente elevada. A EH é definida como uma
doenga cronica n&o transmissivel (DCNT), decorrente de mecanismo multifatorial, ou
seja, decorrente de diversos fatores genéticos/epigenéticos, ambientais e sociais. As
diretrizes para definicdo da hipertensdo s&o adaptaveis. A Sociedade Brasileira de
Cardiologia/Hipertensdo (BARROSO et al., 2021) caracteriza a EH por elevagao
persistente da presséo arterial sistélica (PAS) = 140 mmHg e/ou presséao arterial
diastolica (PAD) = 90 mmHg (Tabela 1). A American College of Cardiology/American
Heart Association considera EH PAS = 130 mmHg e PAD = 80 mmHg (WHELTON et
al., 2018) e a International Society of Hypertension considera PAS = 140 mmHg e/ou
PAD =90 mmHg (UNGER et al., 2020).

A classificacdo da pressao arterial € baseada na média de duas ou mais
medidas apropriadas, obtidas de duas ou mais leituras em pelo menos duas visitas ao
consultério (Tabela 1), para individuos com 18 anos ou mais. Quando as pressdes
arteriais sistolica e diastélica apresentam valores que individualmente as classificam
em categorias diferentes (ex.: PAS igual a 140 mmHg e PAD igual a 85 mmHg) utiliza-
se a classificacdo referente ao maior valor para classificar a pressido arterial
(BARROSO et al., 2021).

De acordo com o processo fisiopatolégico que leva a hipertensao, classifica-se
como: hipertensao primaria (ou essencial) a qual apresenta uma etiologia incerta, sem
causa organica evidente e que responde por ~85% dos casos de EH; e hipertenséo
secundaria, gerada como consequéncia a disturbios diversos (ex.: doencgas
renovasculares, diabetes e insuficiéncia renal, hiperaldosteronismo, coarctagdo da
aorta e pré-eclampsia), a qual responde por ~15% dos casos de EH (BEEVERS; LIP;
O’BRIEN, 2001; MANSUR; FAVARATO, 2016; BARROSO et al., 2021).

A EH é uma condicdo médica importante que, por frequentemente estar
associada a alteragdes funcionais e/ou estruturais de 6rgdos como o coragao,
encéfalo, rins e vasos sanguineos, aumenta o risco de doengas cardiovasculares
(DCVs), cerebrais, renais e outras. Sdo as DCVs a principal causa de morte em todo

o mundo. Estima-se que 17,9 milhdes de pessoas morrem de doencas
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cardiovasculares todos os anos, representando 32% de todas as mortes globais. A
incidéncia de DCVs n&o tem o mesmo padrao entre diferentes grupos étnicos
(SANTOS et al., 2013) e nem entre diferentes grupos socioeconémicos, uma vez que
mais de 75% das mortes por DCVs ocorrem em paises de baixa e média renda (WHO,
2021a).

Tabela 1.1 - Classificagao da pressao arterial e hipertensao arterial

Classificagao PAS (mHg) PAD (mmHg)

PA otima <120 e <80
PA normal 120-129 elou 80-84
Pré-hipertensao 130-139 elou 85-89
HA Estagio 1 140-159 elou 90-99
HA Estagio 2 160-179 elou 100-109

HA Estagio 3 =180 elou =110

Onde PA é "pressao arterial" e HA é "hipertenséao arterial". Valores de referéncia que classificam o
comportamento da BP em adultos (+18 anos) por meio de medidas casuais ou de consultério
(BARROSO et al., 2021).

1.1 HISTORICO DO ESTUDO DA PRESSAO ARTERIAL E DA HIPERTENSAO

Dados histéricos apontam que foi na primeira edicado do livro “Principio da
Medicina Interna do Imperador Amarelo” (publicado entre 200-400 AC) que ocorreu a
primeira mengdo documentada do que hoje se conhece como hipertenso. O livro
descreve que Huang Di, o Imperador Amarelo da China, falou sobre uma “doenga do
pulso rigido” aproximadamente 2600-2700 AC, alegando que “se for usado muito sal
na alimentagao, o pulso enrijece” e sugerindo venessecgao (sangria) como tratamento
(O'BRIEN; FITZGERALD, 1994; FREIS, 1995). Os médicos no antigo Egito (aprox.
1.500 AC) e na india (aprox. 150 AC) observaram a relagdo entre o padrdo da
frequéncia cardiaca e alteracdes no cérebro e coragdo. O pulso também teve um papel
essencial na medicina grega antiga, quando sua relagdo com doengas e meio
ambiente foi discutida por renomados médicos, incluindo Hipdcrates (460-370 AC),
Erasistrato (304-250 AC) e Galeno (130-210 DC) (WAKERLIN, 1962; FREIS, 1995).

Foi apenas em 1628 com a publicagao do livro “De motu cordis” (“O movimento
do coragéo”) que o funcionamento do sistema circulatério comegou a efetivamente ser
elucidado, gragas ao trabalho de William Harvey que descreveu o processo pelo qual

o sangue flui por meio de artérias e veias, sendo bombeado pelo coragdo (WAKERLIN,
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1962; BOOTH, 1977; O'BRIEN; FITZGERALD, 1994). Os estudos de Stephen Hales
foram de longe a contribuigdo mais significativa do século 18 para a pesquisa da
hipertensdo. Em 1733, Stephen Hales deu a contribuigdo mais significativa do século
18 para a pesquisa da hipertensdo quando ele publicou o livro “Statical Essays:
Containing Haemostatics”. Nesse livro, Hales apresentou evidéncia experimental que
o0 movimento do sangue exerce pressdo nas paredes dos vasos sanguineos, que a
circulacdo obedece as leis hidrostaticas e realizou o que hoje € um dos mais
conhecidos experimentos na histéria da biologia, a medicdo da BP na artéria femoral
de um cavalo. Hales ndao mediu apenas PAS, mas também a pressao pulmonar, a
pressdo venosa, avaliou o efeito da hemorragia na pressdo arterial e calculou o
volume sanguineo (WAKERLIN, 1962; BOOTH, 1977; TSYRLIN; KUZMENKO; PLISS,
2016).

Durante o século 19, o trabalho pioneiro de Richard Bright o levou a crer que o
se conhecia como pressao alta era causada por doengas renais, fomentando assim
uma corrente essencial de conhecimentos para o estudo da hipertensdo (e que se
desdobrou no conhecimento sobre a doenga renal hipertensiva) (HARLOS;
HEIDLAND, 1994). Foi Samuel Wilks quem observou em 1853 que a hipertrofia
cardiaca n&o estava, necessariamente, relacionada com doengas renais e sugeriu que
a pressao alta poderia ocorrer em pessoas com rins saudaveis (WAKERLIN, 1962;
CAMERON; HICKS, 1996). Coube a Frederick Akbar Mahomed, em 1874, provar a
observacdo de Wilks descrevendo pela primeira vez a hipertensdo essencial na
auséncia de doenga renal utilizando-se para tal de um esfigmografo, um dispositivo
para a medig¢ao indireta da BP (ou seja, capaz de medir a contrapressao necessaria
para interromper o fluxo sanguineo em uma artéria) inventado por Karl Vierordt em
1855 (FREIS, 1995; CAMERON; HICKS, 1996).

A primeira estimativa direta da BP em humanos sé ocorreu em 1856, sendo
obtida pelo cirurgido J. Faivre, utilizando-se do quimografo de Carl Ludwig, durante
uma intervencao de amputagao femoral. O médico conectou o mandmetro de mercurio
a artéria e obteve um registro direto da BP, encontrando valores de 120 mmHg na
artéria femoral e 115 e 120 mmHg na artéria braquial (TSYRLIN; KUZMENKO; PLISS,
2016). Anos depois, em 1896, Scipione Riva-Rocci inventou um manguito inflavel que
comprimia toda a circunferéncia do brago e aplicava uma pressao uniforme, o até hoje
utilizado esfigmomandémetro. Utilizando-se da invencdo de Riva-Rocci e do

mandmetro com membrana (precursor do estetoscopio) de William Hamilton, Nikolai
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Korotkoff descreveu, em 1905, o método auscultatério de determinacéo das pressdes
sanguineas sistolica e diastolica, até hoje o procedimento clinico padrédo em todo o
mundo (WAKERLIN, 1962). Juntos, a técnica auscultatéria de Korotkoff e o
esfigmomandémetro de Riva-Rocci formaram a base dos modernos dispositivos de
medic¢ao da pressao arterial (BOOTH, 1977; O’'BRIEN; FITZGERALD, 1994).

A descri¢do clinica de um tipo de hipertensdo com etiologia incerta sé surgiu
em 1915, quando Clifford Allbutt cunhou o termo “hyperpieses”. Face a
impopularidade do termo, o mesmo foi substituido pelo “hipertenséo essencial” criado
por Eberhard Frank, designando assim o que conhecemos hoje como hipertensao
arterial essencial, a pressio arterial elevada para a qual nenhuma causa € encontrada
(KORNER, 2007).

1.2  PREVALENCIA

1.2.1 Prevaléncia Global

A prevaléncia mundial estimada para hipertensdo essencial em 2005 foi de
23,8% (respectivamente 25,7% e 21,8% entre homens e mulheres), 23% em 2010
(respectivamente 24,9% e 20,9% entre homens e mulheres) e 22,1% (Figura 1.1) em
2015 (respectivamente 24,1% e 20,1% entre homens e mulheres) (WHO, 2017).
Embora o declinio seja notavel, a EH ainda é a principal causa de morte prematura
em todo o mundo (WHO, 2021b).

O perfil global da EH tem sofrido mudangas nas ultimas décadas. Em 2017 foi
publicada uma meta-analise de tendéncia mundial para pressao arterial investigando
1479 estudos publicados entre 1975 e 2015 com 19,1 milhdes de participantes de 200
paises. O estudo mostrou que em 2015 o numero estimado de adultos com EH era de
1,13 bilhdes, sendo 597 milhées de homens e 529 milhdes de mulheres, indicando um
aumento de 90% no numero de pessoas com HE, principalmente nos paises de baixa
e média rendas nesse periodo de 40 anos. A média global de PAS e PAD para homens
foi de 127/78,7 mmHg, enquanto para mulheres as médias foram 122,3/76,7 mmHg.
O estudo mostrou que a prevaléncia de EH diminuiu nos paises de alta renda e em
alguns de média, enquanto nos paises de baixa renda aumentou ou se manteve
constante (ZHOU et al., 2017). Estima-se que os fatores implicados nesse incremento

estariam ligados aos dominios sociais e ambientais da etiologia da hipertensdo, como
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o envelhecimento da populagdo e a maior exposicao aos outros fatores de risco, como

ingestéo elevada de sodio e baixa de potassio, além do sedentarismo.

Figura 1.1 — Prevaléncia global da hipertenséo
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Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION (2018).

1.2.2 Prevaléncia no Brasil

No Brasil, a proporgdo de individuos com 18 anos ou mais que referiram
diagnostico de hipertens&o essencial em 2013 foi de 21,4%. Ja em 2019 esse numero
subiu para 23,9% (38.1 milhdes de pessoas). A comparag¢ao por regido mostra que o
diagndstico médico de EH, em 2019, foi menor nas regides Norte (16,8%) e Centro-
Oeste (21,9%), e maior na regido Sudeste (25,9%). As regides Sul (24,5%) e Nordeste
(23,1%) apresentaram valores préximos (PESQUISA NACIONAL DE SAUDE, 2019).

A propor¢cao de mulheres que referiram EH (26,4%) foi muito superior aos
homens (21,1%), em 2019 (Figura 1.2). A proporcao de pessoas que referiram este
diagndstico aumentou com a idade: enquanto entre as pessoas de 18 a 29 anos esta
proporcao era de apenas 2,8%, entre a populagdo com 75 anos ou mais de idade a
proporc¢ao foi de 62,1%. Em funcao da cor da pele (termo usado na coleta dos dados),
25,8% das pessoas (18 anos ou mais) autodeclaradas pretas referiram diagnostico de
EH. Esse numero observado foi menor entre pessoas autodeclaradas brancas
(24,4%) e entre pessoas autodeclaradas Pardas (22,9%) (Figura 1.2) (PESQUISA
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NACIONAL DE SAUDE, 2019). Mesmo considerando dados ajustados para fatores
socioeconémicos e demograficos (como escolaridade e idade), a populagéo
autodeclarada negra/parda manteve uma maior prevaléncia para EH (MALTA; DE
MOURA; BERNAL, 2015).

As diferengas na ancestralidade s&o evidentes quando se observa a
prevaléncia da EH na populacéo urbana brasileira, onde ha um risco 39% maior para
brasileiros autodeclarados negros desenvolverem EH do que para os autodeclarados
brancos (SANTOS et al., 2013).

Quanto ao nivel educacional, 36,6% das pessoas sem instrugcdo ou com
fundamental incompleto referiram diagnéstico de EH em 2019. Esta proporcao é
reduzida com o aumento do nivel de escolaridade (PESQUISA NACIONAL DE
SAUDE, 2019). A associacdo entre nivel de escolaridade e BP representa uma
reducdo de 13% no risco cardiovascular para cada aumento no nivel educacional,
sugerindo um efeito protetor (SANTOS et al., 2013).

No que diz respeito as populacdes de remanescentes de quilombos, a
prevaléncia média da EH foi de 32,8%, considerando dados de 140 populagdes
localizadas em 24 estados (BORGES & KIMURA, 2023).

Figura 1.2 — Perfil da populagao brasileira com diagnéstico para hipertenséo essencial
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Proporcado de individuos de 18 anos ou mais que referiram diagndstico médico de hipertenséo

essencial, segundo sexo, grupos de idade, nivel de instrugéo e cor da pele, com intervalo de confianga
de 95% (PESQUISA NACIONAL DE SAUDE, 2019).
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1.3 FISIOLOGIA DA REGULAGCAO DA PRESAO ARTERIAL

A regulacdo da BP é uma das fungdes fisiologicas mais complexas do
organismo, dependendo das a¢des integradas dos sistemas cardiovasculares, renal,
neural e enddcrino. Um incontavel numero de mecanismos fisioldgicos estao
envolvidos na manutengdo da pressdo sanguinea e € o descontrole destes
mecanismos que pode acarretar no desenvolvimento da hipertensdo essencial
(BEEVERS; LIP; O'BRIEN, 2001).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAAS) €, provavelmente, o mais
importante dos sistemas endocrinos que afetam o controle da pressao arterial. A
renina € secretada pelo aparelho justaglomerular do rim em resposta a redugao do
fluxo glomerular e/ou em resposta a redugdo da concentragdo de sal. Também é
liberada em resposta por estimulo do sistema nervoso simpatico. A renina age
convertendo angiotensinogénio em angiotensina |, que é convertida em angiotensina
Il nos pulmdes pela enzima conversora da angiotensina (ECA) (BEEVERS; LIP;
O’BRIEN, 2001; SEIDEL; SCHOLL, 2017). A angiotensina Il regula a presséao arterial
por meio do estimulo a contragdo dos musculos lisos em artérias e veias e ainda
estimula a liberacédo da aldosterona pela glandula adrenal, levando a retengao de sal
nos tubulos renais (PATEL et al., 2017). A aldosterona € um horménio esteroide
liberado do coértex adrenal que estimula a retengao de sddio e a excregao de potassio
pelos rins. Como o sddio € o principal ion que determina a quantidade de liquido nos
vasos sanguineos por osmose, a aldosterona aumenta a retencdo de liquido e,
indiretamente, a pressao arterial (BEEVERS; LIP; O’'BRIEN, 2001).

Em resposta a mudangas agudas na pressao sanguinea, o corpo responde por
meio dos barorreceptores localizados nos vasos sanguineos (GHITANI; CHESLER,
2019). Os barorreceptores das zonas receptoras de pressao alta detectam alteragdes
na pressao arterial e agem enviando sinais para a medula do tronco encefalico,
especificamente para a medula rostral ventrolateral (RVLM). A medula, por meio do
sistema nervoso auténomo (SNA), ajusta a presséo arterial média alterando tanto a
forca e a velocidade das contragdes do coracdo, quanto a resisténcia vascular
sistémica. Os barorreceptores arteriais mais importantes estao localizados nos seios
carotideos esquerdo e direito, e no arco aodrtico. Ja os barorreceptores nas zonas

receptoras de pressao baixa, principalmente nas veias cavas e pulmonares e nos
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atrios, resultam em feedback regulando a secre¢do do horménio antidiurético
(ADH/vasopressina), renina e aldosterona (THRASHER, 1994; STAUSS, 2002).

Existem outros varios mecanismos secundarios que agem na regulagéo da BP
(FREIS, 1960; BEEVERS; LIP; O'BRIEN, 2001; FOEX; SEAR, 2004), como:

a) os estimulos gerados pelo sistema nervoso simpatico (SNS), capazes de causar
constricdo e dilatagao arteriolar, que sdo importantes na mediagao de mudancgas
de curto prazo na pressao arterial em resposta ao estresse e exercicios fisicos
(NARDONE; INCOGNITO; MILLAR, 2018; BULAS et al., 2019);

b) as células endoteliais vasculares, que desempenham um papel fundamental na
regulagdo cardiovascular produzindo varios agentes vasoativos locais potentes,
incluindo o oxido nitrico (molécula vasodilatadora) e a endotelina (peptideo
vasoconstritor) (MUKOHDA; MIZUNO; OZAKI, 2020);

c) os metabdlitos do acido araquiddnico, capazes de alterar a presséao arterial por meio
de efeitos diretos no tonus do musculo liso vascular e por interagdo com o RAAS,
o SNA e vias humorais (RAHMAN; WRIGHT; DOUGLAS, 1997; ZHANG et al.,
2008);

d) o peptideo natriurético atrial (ANP), secretado por células musculares cardiacas
atriais, e responsavel por natriurese, diurese e uma redu¢do modesta da pressao
arterial, enquanto diminui a renina e a aldosterona plasmaticas (LANG; UNGER,;
GANTEN, 1987; SPIRANEC SPES et al., 2020);

e) o sistema calicreina-cinina (KKS), atuante como um sistema contrarregulador de
sistemas hormonais vasopressores, pelo qual calicreinas utilizam o cininogénio
como substrato para formar a bradicinina, que € o principal peptideo ativo do KKS
e um potente vasodilatador (CAMPBELL, 2001; GU et al., 2012; HAMID et al.,
2020);

f) o oxido nitrico (NO), que medeia a vasodilatacdo produzida pela acetilcolina,
bradicinina, nitroprussiato de sédio e nitratos (HERMANN; FLAMMER; LUSCHER,
2006);

g) o sodio, que por meio do mecanismo de troca sodio-calcio, causa um aumento no
calcio intracelular no musculo liso vascular, resultando em aumento do tdénus
vascular (CHMIELEWSKI; CARMODY, 2017; GRILLO et al., 2019).
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1.4 FATORES DE RISCO

O risco para a EH esta relacionado a fatores ligados a trés dominios: genético-
biolégico, ambiental e social (CAREY et al., 2018; BARROSO et al., 2021).

Estima-se que os fatores genéticos contribuam para aproximadamente
30~60% da variagéo da BP (TIMBERLAKE; O'CONNOR; PARMER, 2001; MENNI et
al., 2013; MORGADO et al., 2015; NIIRANEN et al., 2017; ARNETT; CLAAS, 2018),
0s quais serdo amplamente discutidos ao longo deste trabalho. O risco para EH
aumenta com a idade, uma vez que com o envelhecimento a PAS torna-se um
problema significante, resultante do enrijecimento progressivo e da perda de
complacéncia das grandes artérias. Em torno de 65% dos individuos acima dos 60
anos apresentam EH (MENNI et al., 2013; SINGH; KUMAR; MAHALINGAM, 2017).
Em faixas etarias mais jovens, a BP é mais elevada entre homens, mas ao longo dos
anos a elevacao da pressao se apresenta maior nas mulheres. Assim, a partir dos 60
anos, a BP entre as mulheres costuma ser mais elevada e a prevaléncia de HE, maior.
Em ambos os sexos a frequéncia de EH aumenta com a idade, alcangcando 61,5% e
68,0% na faixa etaria de 65 anos ou mais, em homens e mulheres, respectivamente
(BARROSO et al., 2021).

A ancestralidade genética tem grande impacto no risco para desenvolver
hipertensao, especialmente para populagées afrodescendentes. De forma global, os
afrodescendentes relatam BP mais alta comegando na infancia, bem como uma maior
incidéncia e prevaléncia de hipertensdo ao longo da vida, em relagdo a outras
populagdes em todo o mundo (CALHOUN et al., 2002; AGYEMANG; BHOPAL, 2003;
FLACK; FERDINAND; NASSER, 2003; CARSON et al., 2011; MURTHY et al., 2013;
LACKLAND, 2014; ORTEGA; SEDKI; NAYER, 2015; YOON; CARROLL; FRYAR,
2015; CHOR et al., 2015; LARIFLA et al., 2015; MOZAFFARIAN et al., 2016; MARDEN
et al., 2016; JONES et al., 2017; MILLS; STEFANESCU; HE, 2020).

No ambito dos fatores considerados ambientais, o risco para EH é também
influenciado pela qualidade dos habitos alimentares, especialmente pelo consumo de
sal (SAMADIAN; DALILI; JAMALIAN, 2016; MENTE et al., 2018; MILL et al., 2019),
mas também pelo consumo de alcool (ROERECKE et al., 2017) — ha uma maior
prevaléncia de EH entre aqueles que ingerem o equivalente a 30g de alcool/dia.
Outros fatores de influéncia sdo sobrepeso, tabagismo e sedentarismo, fatores que
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convergem e estdo associados também a renda da populagdo (ARNETT; CLAAS,
2018; CAREY et al., 2018). Fatores como renda, educagdo, emprego e acesso a
sistemas de saude constituem os fatores de risco ditos sociais. A prevaléncia da
hipertensdo padronizada por idade foi maior em paises de baixa e meédia renda
(31,5%) do que em paises de alta renda (28,5%) em todo o mundo. Aproximadamente
trés quartos dos individuos com hipertensao vivem em paises de baixa e média renda.
A prevaléncia de hipertensao diminuiu 26% em paises de alta renda, mas aumentou
7,7% em paises de baixa e média renda entre 2000 e 2010 (MILLS et al., 2016).

1.5 GENETICA DA HIPERTENSAO ARTERIAL ESSENCIAL

Os primeiros insights sobre a herdabilidade da EH derivaram de investigacdes
de familias, sobretudo com gémeos, no inicio do século 20, servindo como base para
pesquisadores demonstrarem que a variacdo da BP é uma caracteristica hereditaria
em diferentes populagdes (GRIM et al., 1990). Este tipo de estudo é baseado no fato
de que gémeos monozigoticos compartilham todos os genes enquanto gémeos
dizigbticos compartilham "em média" metade de seus genes, tal como irmé&os. Os
fatores (de confusdo) ambientais sdo minimizados nesses estudos porque os gémeos
geralmente sdo expostos a ambientes semelhantes (LUFT, 2001). Os estudos
familiares/gémeos revelaram uma herdabilidade na populagdo global estimada entre
15~60% (PADMANABHAN; CAULFIELD; DOMINICZAK, 2015; ZHENG; RAO; SHI,
2015).

Enquanto no passado se acreditava que a hipertensao arterial essencial era
uma doenga causada por um unico gene de heranga autossémica dominante (PLATT,
1947), atualmente a condigdo € reconhecida como decorrente de mecanismo
multifatorial (HOTTENGA et al.,, 2005; LEVY et al., 2007; PADMANABHAN;
CAULFIELD; DOMINICZAK, 2015). A EH é, atualmente, considerada uma doencga de
manifestagcdo tardia e com um fendtipo tipicamente heterogéneo, na qual a
contribuicdo dos fatores genéticos tem sido atribuida a agdo de inumeras variantes
genéticas comumente com efeitos pequenos, além de variantes ocasionais de grande
efeito (8x maior) raras (SURENDRAN et al., 2020). A pressao arterial exibe atualmente
uma distribuigdo quase normal na populagéo em geral, sugerindo assim que a BP seja

determinada pelo acumulo dos efeitos de varios fatores de influéncia de pequena
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escala. Nesse contexto, uma infinidade de genes apresentando um efeito de tamanho
pequeno (~1 mmHg) parece contribuir para o desenvolvimento da EH (SEIDEL;
SCHOLL, 2017).

Embora uma série de sindromes monogénicas de hipertensdo tenham sido
identificadas — como a sindrome de Liddle (OMIM: 177200), hiperplasia adrenal
congénita (OMIM: 201910), sindrome de Gordon (OMIM: 145260) e
hiperaldosteronismo primario (OMIM: 103900) — tais sindromes s&o extremamente
raras e, portanto, ndo afetam significativamente a distribuicdo normal da pressao
arterial na populacdo (SEIDEL; SCHOLL, 2017; RAINA et al., 2019). No entanto, a
magnitude do efeito das variantes monogénicas sobre a presséo arterial € maior em

comparagao com as variantes poligénicas (LIP; PADMANABHAN, 2020).

Muito do progresso na descoberta de genes relacionados a EH e a regulagao
da BP (como AGT, ACE, ADD1, CYP11B2 e NOS3), sobretudo durante o final do
século XX, se deve a abordagem voltada para a avaliagdo genes candidatos. Por meio
dessa estratégia sdo conduzidos estudos de associagédo focados na associagao entre
variantes genéticas em genes de interesse pré-identificados (frequentemente por
analises de ligagao) (KWON; GOATE, 2000).

AGT, o gene do angiotensinogénio, esta localizado na regidao 1942.2, e foi o
primeiro gene associado a EH, especificamente com as variantes M235T
(ENST00000366667.4:c.803T>C(p.Met268Thr); rs699) e T174M (ENST00000366667
4:¢.620C>T(p.Thr207Met); rs4762) (JEUNEMAITRE et al., 1992). A proteina
codificada por esse gene, o pré-angiotensinogénio, € expressa no figado e clivada
pela enzima renina em resposta a reducao da pressao arterial. O produto resultante,
a angiotensina |, & entdo clivado pela enzima de conversédo da angiotensina (ACE)
para gerar a enzima fisiologicamente ativa angiotensina Il (O’LEARY et al., 2016).
Uma metanalise de 69 estudos de associacdo com 27.906 individuos concluiu que o
genotipo homozigoto TT em rs699 conferia risco 31% maior para hipertenséo
(P=0,001), enquanto aqueles com o gendtipo heterozigoto MT tinham risco 11% maior
(P=0,03) (STAESSEN et al., 1999). Atualmente, os principais SNPs conhecidos em
AGT associados a EH, ou a regulagao da BP, sédo: rs2004776, rs2478539, rs2493134
e rs699 (BUNIELLO et al., 2019).

O gene ACE codifica a enzima de conversao da angiotensina (ECA) e esta
localizado na regido 17q23.3. Além de aumentar a produgdo de angiotensina II,
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também é responsavel pela degradacéo da bradicinina, substéncia vasodilatadora e
natriurética. Varios polimorfismos estdo presentes no gene ACE, sendo o mais
proeminente a inser¢ao ou delegéo (I/D) de elemento Alu de 287pb no intron 16 desse
gene (O’'DONNELL et al., 1998). Os portadores do genotipo D/D tém uma
concentracdo de ECA duas vezes maior em comparagdo com os portadores do
gendtipo /1, enquanto os individuos com gendtipo I/D tém concentracédo plasmatica
de ECA intermediaria ou moderada (HENSKENS et al., 2003). O alelo D mostrou
relagdo estatisticamente significativa com a hipertensdo em diferentes populagdes
(SOUALMIA, 2012). Atualmente, os principais SNPs conhecidos em ACE associados
a EH, ou a regulagéo da BP, sdo: rs4308 e rs4291 (BUNIELLO et al., 2019).

O gene ADD1 codifica a proteina Alpha-adducin e é mapeado na localizagéo
cromossOmica 4p16.3. Duas mutagcdes missense G460W (NM _001354761.2:
c.1378G>T(p.Gly460Trp); rs4961) e S586C (NM_001354761.2:c.1943C>G
(p-Ser648Cys); rs4963) no gene humano a-aducina (ADD7) foram achadas
associadas com EH (CUSI et al., 1997). Em um estudo com idosos, a substituicdo
460W aumentou em aproximadamente 50% a 70% o risco em populag¢des europeias,
apresentando odds ratio de 4.2. Nenhum efeito foi observado em afro-americanos
(PROVINCE et al., 2000). Os efeitos do gene ADD1 na pressao arterial parecem
interagir fortemente com outros genes. O aumento da pressao arterial, apés uma
carga de sal, foi muito maior em portadores da variante ADD1 460W que também
tinham o gendtipo D/D para o gene ACE do que naqueles com o gendtipo I/l para o
gene ACE (BARLASSINA et al., 2000; STAESSEN et al.,, 2001). Atualmente, os
principais SNPs conhecidos em ADD1 associados a EH, ou a regulagdo da BP sao:
rs3733215 e rs9992013 (FISHILEVICH et al., 2017).

O gene CYP11B2 esta localizado na regido 8g24.3 e codifica a enzima
aldosterona sintase, uma enzima chave nas etapas finais da biossintese de
aldosterona (HILGERS; SCHMIDT, 2005). Dentre os polimorfismos deste gene, a
substituicdo na regido promotora -344C>T (NC_000008.11:9.142918184C>T,;
rs1799998) é o mais bem avaliado. Este polimorfismo aumenta a proporgéao entre a
aldosterona e a renina em hipertensos essenciais ou diminui a producdo de
aldosterona, levando a perda de sédio e diminuicdo da excregéo de potassio (GU et
al., 2004; MATSUBARA et al., 2004). Atualmente, os principais SNPs conhecidos em
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CYP11B2 associados a EH, ou a regulacdo da BP, s&do: rs12679242, rs6418,
rs62524579 e rs1799998 (BUNIELLO et al., 2019).

A enzima oxido nitrico sintase € codificada pelo gene NOS3 e sintetiza o 6xido
nitrico, um potente vasodilatador produzido pelas células endoteliais. Este gene esta
localizado na regido 7936.1. Algumas polimorfismos investigados neste gene quanto
a associacao com hipertensao sdo: uma substituicdo G894T
(NM_000603.5:¢.894T>A(p.Glu298Asp); rs1799983) no éxon 7, uma repeticdo de
27bp no intron 4 e uma substituicdo -786T>C (NM_000603.5:c.-51-762T>C;
rs2070744) na regido promotora (CASAS et al., 2006). Diferentes estudos tém
mostrado associagao significativa de diversos polimorfismos neste gene com a EH
(SHOJI et al., 2000; JACHYMOVA et al., 2001). Atualmente os principais SNPs
conhecidos em NOS3 associados a EH, ou a regulacédo da BP, sdo: rs3918226,
rs891511 e rs1799983 (BUNIELLO et al., 2019).

Apesar do esfor¢o consideravel por 30 anos, s6 nos ultimos 15 anos foi obtido
um progresso substancial na identificagdo de variantes genéticas robustas associadas
com a BP e com a EH. A perspectiva de compreensao da EH como uma condi¢céo de
mecanismo multifatorial, aliada ao desenvolvimento de novas tecnologias,
impulsionou os estudos de associagdo gendmica em larga escala (Genome-Wide
Association Study - GWAS) em coortes grandes (comumente maior que 100.000
casos) sob a hipdtese “variante comum - doenga comum” (VC-DC). De acordo com
essa hipétese, variantes comuns com efeitos de tamanhos pequeno e moderado sao
a base genética de doengas comuns (LANDER, 1996; REICH; LANDER, 2001). Esta
hipétese se baseia em evidéncias de que entre 18.000 e 150.000 anos atras a
populagcdo humana experimentou uma expansao rapida com bofttlenecks (efeitos de
gargalo), dispersando um nimero pequeno de individuos a partir da Africa por todo o
mundo (CHAKRAVARTI, 1999; HENN; CAVALLI-SFORZA; FELDMAN, 2012;
MCCLELLAN; LEHNER; KING, 2017; NIELSEN et al., 2017). Estes eventos
resultaram em um efeito fundador em série o qual ampliou a deriva genética, e esta
por sua vez pode ter ocasionado perda de alelos raros, aumento das frequéncias de
outros alelos e reducéo da heterozigose (DEGIORGIO; JAKOBSSON; ROSENBERG,
2009; DESHPANDE et al., 2009; ASHRAF; LAWSON, 2021). No entanto, a hipotese

da “variante comum doenca comum” tem sido motivo de debate.
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Os GWAS identificaram centenas de variantes genéticas associadas a
doencas humanas complexas e forneceram informagdes valiosas sobre sua
arquitetura genética, contudo, a maioria destas variantes explicam apenas uma
pequena fragdo da variancia genética (MANOLIO et al., 2009). Muitas explicagbes
para essa “herdabilidade perdida” pelos estudos de GWAS foram sugeridas, como: a
existéncia de um numero grande de variantes de efeito menor ainda a serem
encontradas; a suspeita de que existem um grande numero de variantes mais raras
(possivelmente com efeitos maiores) e pouco detectadas pelas estratégias de
genotipagem (que se concentram em variantes presentes em 5% ou mais da
populacado); o fato de que variantes estruturais sdo mal capturadas por estratégias
existentes; o baixo poder estatistico para detectar intera¢cdes gene-gene e a aplicagéo
de abordagens inadequadas que falham em considerar a interacdo genotipica,
ambiental e epigenética na origem das doengas (MANOLIO et al., 2009; SEIDEL,;
SCHOLL, 2017). A melhor explicagao direta (e consensual) € que grande parte da
variacao hereditaria deriva de variantes com frequéncias que s&o muito baixas ou com
magnitudes de efeito que s&o muito pequenas para estudos atuais serem capazes de
detectar (SIMONS et al., 2018).

Esse tipo de raciocinio fomentou o surgimento de hipoteses alternativas, como
“variante rara - doenga comum” (VR-DC), a qual hipotetiza que se uma doenga com
causas genéticas é comum na populagédo (uma prevaléncia maior que 1-5%), entéo
as causas genéticas — variantes genéticas ou alelos da doenga — nao seréo
necessariamente comuns na populagdo, conforme sugerido pela hipotese VC-DC,
mas sera composta por uma multiplicidade de alelos de risco, cada um dos quais
individualmente raros na populagéo (PRITCHARD, 2001). A hipotese VR-DC afirma
que doengas poligénicas comuns podem refletir a convergéncia de multiplas e raras
variagbes no mesmo gene (heterogeneidade alélica) ou multiplos genes
(heterogeneidade de Iocus). Dado um numero suficientemente grande de alelos da
doenca que podem estar envolvidos, mutag¢des individualmente raras podem se
acumular na populagédo e ser responsaveis por uma propor¢ao significativa de um
disturbio comum. Essa variagdo pode ser transmitida de geracdo em geragdo ou
ocorrer como mutagdes de novo (SIMINO; RAO; FREEDMAN, 2012; EL-FISHAWY,
2013). Com a disponibilidade tecnoldgica para realizar o sequenciamento completo

do exoma (Whole Exome Sequencing - WES) e o sequenciamento completo do
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genoma (Whole Genome Sequencing - WGS), a hipétese VR-DC recebeu atengéo
renovada na busca por variantes raras (BASSON; SIMINO; RAO, 2012; YU et al.,
2016).

A disponibilidade e a reducdo de custos de GWAS, WES e WGS nas ultimas
décadas resultaram em uma explosao incomparavel de descobertas na genética da
regulagédo da BP e hipertensdo. Os estudos de GWAS, ao expandir a lista de variantes
genéticas comuns associadas com a BP e a hipertensdo, também permitiram a
descobertas de novas vias de regulagcdo da BP que predizem uma nova era de
desenvolvimento de novas drogas, reorientacdo e melhor classificagdo dos quadros
da hipertensao (PADMANABHAN; CAULFIELD; DOMINICZAK, 2015). A
complexidade genética da hipertensdo é revelada pela vasta quantidade de genes
candidatos, l6cus de susceptibilidade descritos e pela prevaléncia desigual nas
populag¢des (SEIDEL; SCHOLL, 2017). No geral, o efeito coletivo dos mais de 1000
I6cus implicados na regulagdo da pressao sanguinea (CHOI et al., 2009; LEVY et al.,
2009; NEWTON-CHEH et al., 2009; WAIN et al., 2012; LIU et al., 2016; CABRERA et
al., 2019) e revelados por GWAS explicam apenas uma pequena porgao da variancia
genética (2-5,7%) (PADMANABHAN; CAULFIELD; DOMINICZAK, 2015; HOFFMANN
et al., 2017; SEIDEL; SCHOLL, 2017; CABRERA et al., 2019), revelando que ainda

ha muito mais a ser descoberto.

Os estudos por meio de GWAS e analises de ligagéo realizados recentemente
tém identificado um numero expressivo de variantes comuns associadas a variagao
da pressao arterial e a hipertensdo. Contudo, as relagdes causais sao dificeis de
estabelecer devido a complexidade de tamanhos de efeito. A descoberta de tais
relagdes seria essencial para fazer uso clinico desses achados e validar proteinas e
vias como novos alvos de drogas. Incorporar a esse tipo de estudo analises de
interacdo génica e de fatores ambientais, bem como investigar populagbes nao-
europeias, ou isoladas (que podem apresentar uma frequéncia maior de certos alelos
raros de grande efeito ou ainda variantes comuns populagéo-especifica) podem
contribuir para o sucesso da descoberta de novos lécus ligados a variagdo da presséo

arterial.
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1.6 ESTRATEGIAS DE ESTUDOS GENETICOS DA EH

Identificar genes causadores de doengas € um passo importante na
compreensao, diagnostico e eventual tratamento de uma doencga genética. Quando a
localizagdo de um gene causador de doenga € identificada, muitas vezes é possivel
fornecer um progndstico mais preciso para pessoas em risco de uma doenga genética.
A sequéncia de DNA que compde o gene pode ser analisada e seu RNA e/ou produto
proteico podem ser estudados. Em muitos casos, o primeiro passo dessa abordagem
€ 0 mapeamento genético.

O estudo de doencas multifatoriais compreende varias etapas, incluindo a
determinacao da herdabilidade da doencga, analise de segregacao para determinar o
modelo genético, aplicagao de estratégias de mapeamento (como a analise de ligagao
ou os estudos de associagao) para identificar os locus genéticos subjacentes a
doenca, mapeamento fino para determinar as variantes causais e a replicagao e a
analise funcional para confirmar as descobertas iniciais (PYERITZ; GRODY, 2018).
Os projetos HapMap e 1000 Genomes — que pesquisaram a variagao genética em
um conjunto amplo e diversificado de populagbes humanas — levaram a avangos
tecnolégicos na identificagéo e genotipagem de marcadores polimérficos de DNA de
diversos tipos gracas ao custo acessivel e ao alto-rendimento (“high-throughput”) das
técnicas de sequenciamento atuais, possibilitando uma infinidade de estudos para
muitas doencas comuns. Atualmente, os SNPs (Single-Nucleotide Polymorphisms)
— o tipo mais frequente de polimorfismo genético, dado que existem mais de 10
milhdes de SNPs espalhados pelo genoma humano (ALTSHULER et al., 2010) — sao
0s marcadores genéticos mais utilizados. Na maioria das vezes esses SNPs estédo
situados dentro ou proximos a genes candidatos selecionados para estudo. Estudos
genéticos de diferentes tipos, realizados em membros de uma mesma familia ou em
individuos n&o aparentados e empregando diferentes métodos de analise (estudos
populacionais e baseados em familia) s&o realizados para determinar se existe
relagdo entre a presenga de um alelo de determinado polimorfismo e caracteres
relacionados a hipertensao.

Dentre as abordagens comumente aplicadas na busca por fatores genéticos
relacionados a hipertensdo, duas amplamente utilizadas s&o: (1) analise de ligagao

de genoma completo (Genome-Wide Linkage Analysis - GWLA) (WU et al., 2003;
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GUO et al., 2012; ZHANG et al., 2012; DONG et al., 2013; OTT et al., 2015; ZHOU et
al., 2017); (2) estudos de associacédo de genoma completo (Genome-Wide Association
Analysis - GWAS) (LEVY et al., 2009; NEWTON-CHEH et al., 2009; WANG et al.,
2011a; WAIN et al., 2012; STEWART et al., 2014; ZHENG; RAO; SHI, 2015; FOWDAR
et al., 2017; AZAM; AZIZAN, 2018; WANG; WANG, 2018; RHODES et al., 2019).

1.6.1 Analises de Ligagao

As analises de ligagdo baseiam-se no conceito de ligagdo genética, que se
descreve como a tendéncia de alelos em dois lIécus distintos, localizados muito
préximos numa mesma regido cromossémica, nao sofrerem recombinacgao entre si e,
portanto, serem transmitidos em conjunto na meiose. Quando dois l6cus estdo
ligados, combinagdes especificas de alelos nestes loci serdo transmitidas juntas
dentro das familias porque eles estdo localizados préximos no mesmo cromossomo
— embora combinagdes especificas de alelos transmitidos juntos podem variar de
uma familia para outra. Desse modo, individuos afetados que apresentem um certo
genotipo no conhecido I6cus do marcador genético apresentam maior probabilidade
de apresentar um dado gendtipo no suposto lI6cus da doenga. A ocorréncia, ou nao,
de ligagao, € dependente da frequéncia de recombinagéo entre dois locus.

O termo frequéncia de recombinagao, geralmente simbolizado por r (ou ainda,
0), refere-se a propor¢cdo de gametas recombinantes produzidos por heterozigotos
duplos, exemplo: O gendtipo AB/ab produz gametas AB, ab, Ab e aB nas propor¢des
0,38, 0,38, 0,12 e 0,12, respectivamente. Entdo, a frequéncia de recombinacao entre
osgenes €0 =0,12+ 0,12 = 0,24. A recombinagao entre l6cus depende da presenga
deles no mesmo cromossomo e, se estiverem no mesmo cromossomo, a frequéncia
da recombinagdo depende da distadncia fisica entre eles. Para genes em
cromossomos diferentes, a frequéncia de recombinacdo é descrita como 6 = 0,5,
porque os quatro tipos gaméticos possiveis sdo produzidos na mesma frequéncia.
Para genes no mesmo cromossomo, a frequéncia de recombinagao depende das suas
distancias, porque cada cromossomo se alinha lado a lado com o seu homdlogo na
meiose e pode sofrer quebra e reunido, resultando na troca de partes entre os
cromossomos homologos pareados, em um processo comumente denominado de
permutacdo. Quanto mais proximos dois I6cus estdo, € menos provavel que essa

quebra e essa unido acontegam em uma regido entre os Iécus; quanto mais longe os
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I6cus estao, € mais provavel que um evento como esse acontega. A menor frequéncia
de recombinacao possivel € 8 = 0, o que implicaria que os dois l6cus estdo tao
proximos que a permutacdo nunca ocorre entre eles. A maior frequéncia de
recombinacao possivel € 8 = 0,5, a qual é encontrada quando os l6cus estdo muito
distantes no mesmo cromossomo ou, como observado anteriormente, quando eles
estdo em cromossomos diferentes. Lécus para os quais a frequéncia de recombinagao
€ menor do que 0,5 devem estar necessariamente no mesmo cromossomo, sendo
esses genes considerados ligados (HARTL, D.L; CLARK, 2010).

O objetivo final desta analise é estimar o valor de 8 entre marcadores individuais
e o l6cus da doenga (analise do tipo dois pontos) ou estimar a posi¢céo do lécus da
doenga em relagdo a um conjunto de marcadores onde a localizagdo de cada
marcador é conhecida (analise do tipo multiponto ou de multiplos pontos). A melhor
estimativa de 8, ou a melhor estimativa da posicédo do l6cus da doencga é aquela que
reflete o LOD score maximo (TEARE; BARRETT, 2011).

Ao cobrir todo o genoma humano usando marcadores uniformemente
espacados em todos os cromossomos e considerando a transmissao de um segmento
cromossOmico de uma geragao para a outra em uma genealogia, € possivel encontrar
os marcadores ligados a um determinado trago de interesse. Os estudos de ligagéo
genbmica sao executados nos dias de hoje em larga escala (GWLA), usando sub-
painéis de marcadores informativos selecionados a partir de painéis de marcadores
altamente densos que podem ser avaliados nas matrizes modernas de genotipagem.
Os métodos estatisticos de analise de ligacdo podem ser divididos em duas classes:
paramétrica (baseada em um modelo genético) e ndo paramétrica (quando nenhuma
pressuposicao e feita quanto ao modelo genético do trago).

Os métodos paramétricos partem da premissa de um modelo genético
especifico subjacente a caracteristica e a evidéncia estatistica (métrica) a favor da
ligacdo com o locus do marcador € resumida pelo valor maximo do LOD score
(logarithm of the odds). O LOD score € o logaritmo da raz&o de verossimilhanca obtido
ao se observar uma genealogia e seu respectivo conjunto de dados genéticos t, sob
uma hipotese alternativa (de ligagdo) em relagao a hipotese nula (de nenhuma ligagao
entre a doenca e os locus marcadores) (HO: 6 = '2) (PYERITZ; GRODY, 2018).
Tradicionalmente, um LOD score > 3 é considerado uma indicacdo de ligagéo
significativa e indica que as chances de os l6cus estarem vinculados sdo 1.000 vezes

maiores do que as chances de nédo estarem (NYHOLT, 2000).
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Essa abordagem tem sido notavelmente bem-sucedida na identificacédo de
genes de doengas com transmissdo Mendeliana. Para calcular essa probabilidade nas
familias, é preciso especificar o modelo genético e definir um conjunto de parametros,
como o padréo de heranga do fendtipo, a penetrancia dos gendétipos e a frequéncia
alélica dos marcadores e caracteristica. A especificagao incorreta de qualquer uma
dessas premissas pode afetar a acuracia ou o poder estatistico da analise, e pode
resultar em uma estimativa inconsistente. Assim, o modelo usado em analises de
ligacdo paramétricas deve se aproximar adequadamente da complexidade da
doengalcaracteristica investigada (PYERITZ; GRODY, 2018). Quando os parametros
sao corretamente definidos, a analise baseada em modelo tem maior poder estatistico
do que a analise ndao baseada em modelo.

O mecanismo genético subjacente a uma doenga complexa geralmente €&
desconhecido e, por vezes, dificil de especificar os parametros genéticos corretos,
como padrao de herancga, frequéncia de alelo da doencga e penetrancia. Nessas
circunstancias, a analise ndo-paramétrica — aquela que ndo exige parametros — é
geralmente a preferida. A estratégia classica para realizar essa analise se baseia no
método Haseman-Elston de regressao, por meio do qual se comparam os alelos
compartilhados por identidade por descendéncia (IBD) e a similaridade fenotipica,
entre pares de irmédos (MEIl; WANG, 2016). A ideia aqui &, se o locus de
susceptibilidade a doencga e o l6cus do marcador genético estdo co-segregando em
uma familia, pares de familiares que sdo concordantes para a doenga — ou seja,
ambos afetados ou ambos nao afetados — devem compartilhar mais alelos idénticos
por descendéncia (IBD) do que a média de alelos compartilhados entre pares de
familiares quaisquer com o0 mesmo grau de parentesco. Da mesma forma, pares de
familiares discordantes — um afetado e um n&o afetado — devem compartilhar menos
alelos IBD do que a média entre pares de familiares com o mesmo grau de parentesco,
tanto para o I6cus da doenga quanto para o I6cus do marcador ligado ao l6cus da
doenga (PYERITZ; GRODY, 2018).

As analises de ligagdo — baseadas e ndo-baseadas em modelos genéticos —
sofrem grande influéncia de dois fatores complicadores, o desequilibrio de ligagao (ou
correlagdo entre os marcadores) e as frequéncias alélicas. A maioria dos softwares
para analises de ligacado de multiplos pontos pressupde equilibrio de ligagéo (Linkage
Equilibrium - LE) entre os marcadores que estdo sendo estudados. A suposigédo &

apropriada para o estudo de marcadores espacados com distancias entre marcadores
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excedendo alguns Centimorgans — como € o caso de STRs — porque o equilibrio de
ligacédo é esperado nesses intervalos para quase todas as populagdes. No entanto,
com 0s avangos recentes na tecnologia de genotipagem high-throughput, marcadores
como os SNPs estdo disponiveis em alta densidade, ocorrendo desequilibrio de
ligacao (Linkage Disequilibirum - LD) entre eles (HUANG; SHETE; AMOS, 2004).

SNPs estdo frequentemente em LD e a violacdo da suposicdo de LE para
marcadores densos pode levar a resultados de analise de ligagao incorretos (HUANG,;
SHETE; AMOS, 2004; SIEH et al., 2007). Por exemplo, varios estudos recentes
baseados em abordagens nao-paramétricas de multiplos pontos apontaram
estimativas de ligagao fortemente infladas (valores altos de LOD score) quando LE foi
equivocadamente assumido entre marcadores fortemente ligados (HUANG; SHETE;
AMOS, 2004; SCHAID et al., 2004; BOYLES et al., 2005). Para acomodar o LD é
desejavel, portanto, incluir amostras de fundadores da genealogia de forma a
especificar as frequéncias de haplétipos que refletem o LD na populagcéo e é
imprescindivel avaliar e filtrar excluindo os SNPs que excedem os limites de
desequilibrio (ABECASIS; WIGGINTON, 2005; LEVINSON; HOLMANS, 2005; WEBB;
SELLICK; HOULSTON, 2005; SIEH et al., 2007; CHO; DUPUIS, 2009).

O segundo fator complicador destas analises diz respeito as frequéncias
alélicas dos marcadores utilizados, especialmente nos casos em que nao sao
conhecidos os gendtipos de todos os individuos, o que é frequentemente o caso dos
membros familiares fundadores (OTT, 1992; SIEH et al., 2007). Nos casos em que
sdo conhecidos os genotipos de todos os individuos de uma familia, as frequéncias
alélicas sdo menos impactantes. Ao realizar analise de ligac&o para investigar uma
caracteristica quantitativa amostrada aleatoriamente com informagdes parentais
ausentes, o LOD score aumenta a medida que as frequéncias alélicas dos marcadores
sdo incorretamente especificadas, mesmo quando o modelo genético correto para a
caracteristica é usado na analise (MANDAL et al., 2006). O aparente aumento no LOD
score € devido, pelo menos em parte, a um aumento nas taxas de erro Tipo I. A
especificacdo equivocada das frequéncias alélicas é o principal artefato em analises
de ligagao, especialmente em se tratando de populagbes miscigenadas (OTT, 1992).

Estas observagdes levaram a recomendacao de que as frequéncias alélicas
dos marcadores deveriam ser estimadas a partir dos individuos da amostra (KNAPP;
SEUCHTER; BAUR, 1993), assim ndo mais sendo utilizadas frequéncias alélicas

iguais para todos os marcadores, como aplicado em estudos prévios. Embora o uso
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de frequéncias alélicas amostra-especificas possa ser considerado um progresso, em
um contexto de populagdes miscigenadas nao resolve o problema, uma vez que estas
frequéncias s&o obtidas através da média entre todos os individuos, sendo, portanto,
imprecisa (NAFIKOV et al., 2018). A questao da especificagéo incorreta da frequéncia
alélica é mais desafiadora quando populagbes recentemente miscigenadas séo
usadas, como é o caso das familias de remanescentes de quilombos, alvo desse
estudo. Nestas populacdes, as proporcoes de ancestralidade variam entre individuos
(BRYC et al.,, 2010; KIMURA et al., 2016) e o uso de frequéncias alélicas que
representem uma média para a populagao estudada pode impactar negativamente no
resultado das analises de ligagcao (NAFIKOV et al., 2018).

Populagdes ancestrais colaboram de forma desigual para a composigao
haplotipica de populagdes miscigenadas. Para estas populagbes é imprescindivel,
entdo, que as frequéncias alélicas sejam calculadas a partir de estimativas acuradas
de ancestralidade ponderadas pelas suas popula¢des ancestrais.

A estratégia baseada em inferéncias de ancestralidade local (estimadas para
cada segmento ancestral) demonstra ser a mais apropriada para especificar
frequéncias alélicas de marcadores a partir de um painel apropriado de amostras de
referéncia (BROWNING et al., 2016; MARTIN et al., 2018; NAFIKOV et al., 2018).
Esse modelo usa as informacdes com relagcado as proporgdes de ancestralidade para
qualquer variante particular em uma familia (WANG et al., 2011b; NAFIKQOV et al.,
2018). O uso de modelos que aplicam médias ndo leva em consideragao as mudancgas
frequentes na ancestralidade de segmentos cromoss6micos em individuos de uma
populagado miscigenada. Como resultado, as proporc¢des de ancestralidade fornecidas
por esses modelos de miscigenagédo nao sao tao precisas quanto aquelas fornecidas
pelo modelo de ancestralidade local (NAFIKOV et al., 2018).

Na maioria das vezes as trocas de ancestralidade ocorrem nos limites de uma
regido de ligagdo, sem nenhuma troca substancial no meio da regido (NAFIKOV et al.,
2018) — o que se justifica pela organizagdo do genoma humano em extensos blocos
de LD que sé&o compartilhados entre diferentes populagdes (GABRIEL et al., 2002),
nos quais os pontos de quebra (hotspots) ocorrem comumente apenas entre 0s
blocos. A auséncia de troca de ancestralidade dentro das regides de ligagdo assegura
a predominancia de uma ancestralidade especifica, cujo haplotipo pode ser
responsavel por direcionar o sinal de ligagcédo. O uso do modelo de ancestralidade local

para o calculo das frequéncias alélicas tem poder de definir com mais acuracia os
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haplétipos co-segregando com o fendtipo de doenga. De outro modo, a especificagao
incorreta de proporgdes de miscigenacado no nivel de variante leva a frequéncias
alélicas de marcadores incorretas que poderiam definir um haplétipo inexistente fora
de uma regido de ligacéo real. Esta situagdo pode levar a sinais de ligacao falso-
positivos se o haplétipo inexistente, por acaso, segregar com um fenétipo de doenga
(NAFIKOV et al., 2018).

1.6.2 Estudos de Associagao

Associagao € um termo estatistico aplicado a observagdes populacionais que
descreve a co-ocorréncia entre duas caracteristicas — como alelos e fenétipos —
onde as duas caracteristicas ocorrem juntas com mais frequéncia do que seria
esperado por acaso, isoladamente. O desequilibrio de ligagdo (LD) € um dos casos
da associacdo pelo qual ha correlacdo ndo aleatodria de alelos especificos em l6cus
ligados, como observado entre um alelo marcador especifico e um alelo que predispde
a uma doenga em uma populagdo. O LD entre os l6cus diminui ao longo do tempo
como resultado da recombinacgéo (REICH; LANDER, 2001).

O GWAS é uma abordagem de estudo de associagdo que compreende a
genotipagem de milhares — frequentemente milhdes — de SNPs em todo o genoma
de muitos individuos para encontrar associagdo de marcadores com uma doenga ou
caracteristica (PYERITZ; GRODY, 2018). Nos estudos de associacdo com desenho
classico, é comparada a frequéncia alélica de cada SNP dos participantes afetados
(casos), com a frequéncia alélica dos mesmos SNPs em uma amostra de pessoas
nao afetadas (controles), sendo as amostras dos casos e controles ndo aparentadas.
Os estudos caso-controle s&o analisados usando um método de tabela de
contingéncia ou regressao logistica. Para um conjunto de casos e controles, uma
tabela de contingéncia resume o numero de individuos dentro de cada grupo
genotipico para um unico SNP bialélico (LEWIS; KNIGHT, 2012). A estratégia aqui é
procurar um desvio da hipétese nula de que ndo ha associagao entre o fendtipo e o
genotipo. Os testes estatisticos populares nesse método s&o o teste do qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher (DE; BUSH; MOORE, 2014).

Ja os estudos de associagdo quantitativos investigam caracteristicas de

distribuicao continua que podem ser medidas — como os niveis de colesterol, por

35



exemplo. Neste desenho de estudo avalia-se se a frequéncia de um SNP ou alelo esta
associada a uma certa quantidade de variagao na caracteristica quantitativa que esta
sendo estudada (LEWIS; KNIGHT, 2012).

Se o SNP apresenta uma associagdo estatisticamente significativa com o
fendtipo, entdo o SNP pode estar localizado muito perto ou dentro de um gene ou
elemento regulador que contribui para a suscetibilidade a condigdo. O préprio SNP
pode causar a susceptibilidade elevada a doenga (associagao direta), ou como mais
comumente ocorre, pode estar em LD com uma variante proxima que esta relacionada
biologicamente com a causa da doenga (associagao indireta). Uma associagao direta
€ detectada quando um SNP que foi genotipado diretamente no estudo é causativo.
Esse SNP também é conhecido como SNP funcional ou variante causal (DE; BUSH;
MOORE, 2014). Uma associagao indireta € uma associagao positiva em que o SNP
de interesse nao foi genotipado diretamente no GWAS, mas se encontra em LD com
um SNP genotipado (HIRSCHHORN; DALY, 2005). A depender da quantidade de
marcadores utilizados no teste, cada SNP genotipado pode estar localizado a poucas
kilobases do proximo (3kb de distancia em casos de arrays com 1 milhdo de SNPs),
tornando muito provavel que o SNP esteja localizado préximo a uma variante

causadora de doenca.

Os GWAS tem sido especialmente uteis na identificagdo de variantes de
frequéncia comum (frequéncia do alelo menor > 5%) que contribuem para doencgas
comuns, como diabetes, cancer, e doencgas cardiacas. Isso se deve ao fato dessas
doencas serem normalmente causadas por varios locus de efeito pequeno, além de,
é claro, fatores n&o-genéticos. Uma vantagem do GWAS é que nenhuma premissa
sobre a biologia da condi¢do é necessaria (hypothesis-free) para escolher quais genes

investigar: todas as variantes disponiveis s&o testadas.

Do mesmo modo que as analises de ligagao, os estudos de associagao estao
sujeitos a fatores complicadores que podem produzir associagdes espurias entre uma
doenga e um fator de risco genético potencial se ndo forem levados em conta nos

modelos de analise estatistica. Um exemplo é a estratificagdo populacional.

Verifica-se estratificacdo populacional quando os casos e controles apresentam
frequéncias alélicas e genotipicas distintas atribuidas a diversidade genética das
amostras, independente do status da condi¢gdo que esta sendo analisada (WANG et
al., 2014). A principal causa de estratificagdo populacional esta, portanto, relacionada
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a ancestralidade genética. Para que a estratificagdo da populagdo ocorra, as
subpopulagdes subjacentes devem diferir na frequéncia alélica do SNP e estar
representadas em diferentes proporgdes nos grupos de caso e controle (LEWIS;
KNIGHT, 2012). Algumas doengas sao mais comuns em certos grupos populacionais
e as frequéncias dos alelos também podem diferir entre esses grupos por causa de
suas historias evolutivas. Detectar e controlar a estratificacdo da populagdo é
importante, particularmente em GWAS, porque mesmo diferengas sutis entre casos e
controles podem levar a associagdes espurias. Varios métodos estao disponiveis para
detectar e corrigir a estratificacdo da populagéo, incluindo o controle genémico, o teste
de Cochran/Mantel-Haenszel, o teste de desequilibrio de transmissdo (LEWIS;
KNIGHT, 2012), além dos métodos de associagao estruturada e a regressao logistica
(DADD; WEALE; LEWIS, 2009), mas € a analise de componentes principais (PCA) o

método padréo.

A PCA usa decomposicéo espectral (eigenvalue) para transformar um numero
de variaveis correlacionadas em um numero menor de variaveis n&o correlacionadas,
que sao chamados de componentes principais (PCs) com uma perda minima de
informagdes (BYUN et al., 2017). Através da PCA é possivel agrupar individuos por
ancestralidade e obter os PCs, que podem entdo ser usados como efeitos fixos nos
modelos de regresséao (logistica ou linear) (PRICE et al., 2006; DE; BUSH; MOORE,
2014).

Existe uma etapa especial na execu¢cao do GWAS que permite que SNPs
extras sejam analisados em relagcdo aos SNPs originalmente genotipados. Este
aumento na cobertura de marcadores € alcancado pelo processo de imputagdo, uma
abordagem estatistica que usa a correlagao de estruturas (genétipos) entre SNPs para
inferir o gendtipo de SNPs n&o diretamente investigados (UITTERLINDEN, 2016). A
imputacdo facilita a execugcdo de metanalises e permite aumentar a cobertura
gendmica (ULLAH et al., 2019). Este “palpite” fundamenta-se na organizagdo do
genoma humano em extensos blocos de LD (22kb> para populagdes africanas e afro-
americanas, e 44kb> para populagdes europeias e asiaticas) que sdo compartilhados
entre diferentes populacdes. Dentro de cada bloco, um numero muito pequeno de
haplétipos comuns (trés a cinco) normalmente captura 90% de todos 0s cromossomos
em cada populagdo (GABRIEL et al., 2002). Assim, conhecendo as inter-relagdes

entre os SNPs dentro destes blocos haplotipicos em diferentes populacdes é possivel
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consultar grandes bancos de dados (como o HapMap e 1000Genomes), e inferir os
genotipos de SNPs adjacentes (UITTERLINDEN, 2016). Esses bancos de dados de
referéncia contém muito mais SNPs do que as matrizes de genotipagem. Este
processo permite que um numero limitado de SNPs genotipados na amostra em
estudo — 500.000 SNPs por exemplo —, seja utilizado para inferir os gendtipos de
milhdes de outros SNPs. Existem duas diferentes estratégias para realizar imputagao,
uma baseada em familias, que busca imputar variantes raras que segregam mais
frequentemente dentro de pedigrees, e a baseada em populag¢des, que busca imputar

variantes comuns a diferentes popula¢des (ULLAH et al., 2019).

Nao é necessario coletar dados familiares para detectar associacbes em
populagbes — embora esses dados possam ser uUteis —, mas existem estratégias
especificas que fazem uso desses dados familiares. Os métodos de estudo de
associacdo baseados em familias procuram avaliar se determinados alelos sao
transmitidos aos afetados em frequéncias diferentes as esperadas pela segregagéo
mendeliana, o que poderia sugerir associagao real entre alelos ou gendtipos com a
susceptibilidade ao disturbio. E possivel avaliar, por exemplo, apenas o probando e
seus pais bioldgicos, que constituem um “trio”, o que controla o viés da estratificagéo
populacional, uma vez que a comparag¢ao de gendotipos e alelos é feita dentro de cada
nucleo familiar. Nessas analises, o que se avalia sao os alelos que foram transmitidos
para os afetados em comparagao com os alelos ndo transmitidos, por métodos, como
por exemplo, os denominados Teste de Desequilibrio de Transmisséo (TDT) e Risco
Relativo do Haplotipo (HRR). Estudos de associagdo baseados em familias que
permitem a inclusdo de familias maiores e com genealogias mais complexas tém a
vantagem de que, se a transmiss&o é avaliada dentro de uma mesma familia, os
individuos em geral ttm a mesma ancestralidade e os efeitos de estratificacdo seriam
evitados. Dessa maneira, as diferencas de background genéticos das amostras
podem ser quantificadas e, na auséncia de diferenga significativa, o estudo pode ser
validado (PRITCHARD; ROSENBERG, 1999).
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1.6.3 Abordagem Combinada

As estratégicas analiticas baseadas em pedigree e as baseadas em populagéo
apresentam pontos fortes e fracos que as tornam complementares, permitindo o uso
combinado de ambas as estratégias para melhorar o mapeamento genético (ROEDER
et al., 2006; DAW et al., 2009; HENDRICKS; ZHU; DUPUIS, 2009; MARCHANI et al.,
2009).

As estratégias baseadas em pedigree empregam meétodos de analise de
ligacdo que se baseiam em aspectos de modelagem do processo meidtico. As
analises de ligagdo — como detalhado anteriormente — dependem apenas da
transmissao de genes dentro de familias e, portanto, sdo relativamente robustas frente
a estrutura populacional e heterogeneidade alélica em loci de caracteristicas (como
doengas). Estratégias baseadas em pedigree ndao enfrentam problemas de testes
multiplos. Os pontos fracos incluem aquisicdo de amostra, demandas computacionais

e baixo poder para detectar variantes comuns (MARCHAN!I et al., 2009).

Por outro lado, as estratégias baseadas em populagdo, como os estudos de
associacao, usam dados que refletem os efeitos dos eventos meidticos que ocorrem
ao longo de muitas geragdes. As vantagens dessa estratégia incluem relativa
facilidade de aquisicdo de amostra, simplicidade computacional e maior poder na
presenga de um pequeno numero de alelos de caracteristica de alta frequéncia,
especialmente para alelos com pequenos efeitos. A especificidade resultante da
correlacdo em nivel de populacao entre alelos de marcadores especificos e o fendtipo
de caracteristica requer uma alta densidade de marcadores (com espagamento curto
entre eles), o que pode levar a um problema grave de testes multiplos para estudos
de todo o genoma. As estratégias baseadas em populagdo sdo vulneraveis a
heterogeneidade alélica, estrutura populacional e amostral e baixo poder para detectar

associagdes com alelos de caracteristicas raras (MARCHANI et al., 2009).

A andlise de ligagcdo ndo leva em conta a associagado frequentemente vista
entre alelos da doenga e marcadores proximos, enquanto o estudo de associagao
(usando dados familiares) pode explicar a estrutura familiar, mas nao faz uso das

informagdes de localizagdo que os eventos meioticos fornecem (DAW et al., 2009).
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Limitar as analises a regides candidatas do genoma reduz a necessidade de
testes multiplos a um custo de reduzir a abrangéncia/cobertura da analise (ROEDER
et al., 2006; MARCHANI et al., 2009). Ainda, aplicar estratégias baseadas em
populacdo a amostras de familias evita estratificagdo populacional (HENDRICKS;
ZHU; DUPUIS, 2009).

Esta abordagem combinada compde a base deste trabalho. Os detalhes serao

apresentados na metodologia, a seguir.

1.7 REPRESENTATIVIDADE EM ESTUDOS GENOMICOS

Historicamente os estudos de genética humana, particularmente os GWAS,
concentraram-se fortemente nas populagdes europeias, com individuos miscigenados
raramente representados, muito embora iniciativas importantes tenham surgido nas
ultimas décadas, como o Hispanic Community Health Study/Study of Latinos
(HCHS/SOL) (SOFER et al.,, 2016, 2017; SACCONE et al., 2018), o Population
Architecture Using Genomics and Epidemiology (PAGE) (CARLSON et al., 2013) e o
All of Us Research Program (CHANDLER et al., 2021; NATIONAL INSTITUTES OF
HEALTH, 2023).

Em 2009, 96% dos participantes de GWAS em todo o mundo apresentavam
ancestralidade europeia (NEED; GOLDSTEIN, 2009), 81% em 2016 (POPEJOY;
FULLERTON, 2016) e 78% em 2018 (SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019).
Embora a participagdo majoritaria de individuos com ancestralidade europeia tenha
reduzido nos ultimos anos, a participacdo de pessoas com ancestralidade africana,
latina, hispanica e indigena nos GWAS quase ndo mudou (Figura 1.3). Efetivamente,
a reducdo da hegemonia europeia é o resultado de mais estudos sendo feitos na Asia
sobre populacdes de ascendéncia asiatica. Considerando a ancestralidade dos
individuos incluidos nos GWAS feitos até 2018, 78% sao europeus, 10% sao asiaticos,
2% sao africanos, 1% sé&o hispanicos e todos os outros grupos populacionais
representam <1% do GWAS (POPEJOY; FULLERTON, 2016; BUNIELLO et al.,
2019).
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Figura 1.3 — Ancestralidade de participantes de GWAS
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Comparagcédo entre ancestralidades presentes em estudos de GWAS e a propor¢gdo das
ancestralidades da populagéo global. Dados cumulativos entre 2006 e 2018, conforme relatado pelo
GWAS Catalogue (BUNIELLO et al., 2019) (figura adaptada de MARTIN et al., 2017).

Estudos de sequenciamento de genoma de populagdes globais, como o Projeto
1000 Genomas (Project 1000 Genomes) (AUTON et al., 2015), mostraram que,
apesar da observagao de que 96-99% das variantes presentes no genoma de um
unico individuo serem variantes comuns — aquelas com MAF > 5% —, a maioria da
variagdo gendémica é rara — aquelas com MAF < 0.5% — e populagao-especifica
(POPEJOY; FULLERTON, 2016). Essas variantes populacédo-especificas impactam
significativamente diversas caracteristicas, como diabetes (CARLSON et al., 2013),
metabolismo de drogas (DALY, 2010), fibrose cistica (PADOA et al., 1999), anemia
falciforme (WARE et al., 2017) e hipertensao essencial (LACKLAND, 2014).

A sub-representagéo de populagdes diversas em estudos gendmicos prejudica
a capacidade de compreender totalmente a arquitetura genética das doencgas
humanas e agrava as desigualdades na saude. A falta de diversidade nos estudos
gendémicos humanos significa que a capacidade de traduzir a pesquisa genética em
pratica clinica, ou politica de saude publica, pode ser perigosamente incompleta ou
equivocada (BENTLEY; CALLIER; ROTIMI, 2017; MARTIN et al., 2019; SIRUGO;
WILLIAMS; TISHKOFF, 2019; BEN-EGHAN et al., 2020).

Essa sub-representacdo € um problema para a interpretacdo clinica das
variantes detectadas em sequenciamentos completos do genoma (Whole Genome
Sequencing - WGS). Isso ocorre porque um critério importante para avaliar variantes
causais putativas é verificar sua frequéncia entre diferentes populag¢des. Portanto, se

os bancos de dados n&o contam com dados suficientes de populacdes
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geograficamente diversas, pode-se inferir equivocadamente que uma variante
benigna & patogénica (SIRUGO; WILLIAMS; TISHKOFF, 2019). Por exemplo, uma
das principais bases de dados de exomas e genomas completos, 0 GnomAD (Genome
Aggregation Database) (KARCZEWSKI et al., 2020), conta no momento com 60% de
sequéncias de individuos europeus e menos de 10% de sequéncias de individuos de
individuos africanos.

Os escores de risco poligénico (Polygenic Risk Scores - PRS) representam o
risco hereditario de desenvolver uma determinada doenga. PRS sao obtidos
calculando o tamanho do efeito de milhares de variantes genéticas em uma amostra,
combinando-os e aplicando-os aos perfis genéticos de outros individuos para prever
o risco de doengas complexas. Embora estejam sendo utilizados para doencgas
poligénicas, como doenca arterial coronariana (8% da populagéo) e diabetes tipo 2
(3,4% da populagao) (KHERA et al., 2018), pelas razdes discutidas acima, os PRS
nao tém se revelado como transferiveis entre populacdes diversas. O problema é que
grande parte das amostras utilizadas para calcular PRS s&o europeias, o que faz com
gue esses escores sejam mais precisos quando aplicados em individuos com essa
ancestralidade do que quando aplicados a individuos com outras ancestralidades
(MARTIN et al., 2019).

As associagbes genéticas também podem ndo ser transferiveis entre
populagdes e diversos fatores podem influenciar na capacidade de replica-las. As
diferencas no LD entre as populagcdes com diferentes ancestralidades influenciam o
quéo bem as variantes causais s&o capturadas por tag SNPs identificados em uma
unica populagao, o que significa que os marcadores em LD com variantes de risco em
europeus podem nao estar em LD em outras populagdes, justamente porque os
padrdes de LD refletem diferentes historias demograficas que variam globalmente. A
ocorréncia de variantes populagao-especificas (com tamanho de efeito igualmente
especifico), frequéncias alélicas heterogéneas (produto de deriva genética, selegéo
local ou ambos), epistasia (que pode ser diferente em populagdes com diferentes
origens) e interagbes gene-ambiente (que variam entre as populagdes) sdo outros
fatores (BENTLEY; CALLIER; ROTIMI, 2017; MARTIN et al.,, 2019; SIRUGO;
WILLIAMS; TISHKOFF, 2019).

Até que sejam capazes de conduzir estudos genéticos amplos em cada grande
populacdo ancestral e miscigenada em todo o mundo, os geneticistas continuarao

perdendo informagdes importantes sobre a biologia das doengas. Ndo sera possivel
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saber quantas das milhares de associa¢des detectadas entre variantes e doencgas, e
entre variantes e respostas a drogas, observadas em populagbes de ancestrais
europeus, se replicam em outros grupos. Muitas oportunidades seréo perdidas para
descobrir novas associacdes com caracteristicas e doengcas em outras populacoes
(POPEJOY; FULLERTON, 2016).

1.8 A ORIGEM DOS REMANESCENTES DE QUILOMBOS

A atual populagdo Brasileira € uma das populagbes geneticamente mais
heterogéneas do mundo, sendo resultante de um processo de miscigenagéo intenso
e complexo que comegou em 1500 entre individuos oriundos de Portugal e nativo
americanos, e continuou mais tarde, com a chegada da populagéo africana oriunda
de varias regides subsaarianas (SALZANO; BORTOLINI, 2005; SALZANO; SANS,
2014). Esses grupos passaram por processos demograficos especificos ao longo da
historia do Brasil. Sua movimentacéo, dispersao e interagcdo com as populagdes nativo
americanas ndo eram homogéneas em todo o vasto territério brasileiro, tornando a
demografia de cada regido unica (GONTIJO et al., 2018). Houve, ainda, eventos
migratorios posteriores de diferentes partes do mundo, especialmente do Oriente
Médio e do Leste Asiatico entre o final do século 19 e inicio do século 20 (MOYSES
et al., 2017).

Cerca de 40% de todos os africanos que foram escravizados e trazidos a forca
para as Américas (3,6-10 milhdes de pessoas) chegaram ao Brasil (MILLER, 1988).
No Brasil, escravos africanos e afrodescendentes muitas vezes resistiram ao cativeiro
e a exploragdo. Uma das formas mais significativas de resisténcia foi a constituigéo
dos quilombos (AMORIM et al., 2011), comunidades geralmente localizadas a uma
distancia consideravel dos centros urbanos, as quais serviram como uma estratégia
de resisténcia a escravidao durante a época colonial (REIS & GOMES, 1996). Apesar
de serem consideradas comunidades isoladas, os quilombos sempre mantiveram
vinculos comerciais e sociais com as populagdes do entorno, resultando na evidente
miscigenagao ocorrida desde sua fundagdo (AMORIM et al., 2011).

Historicamente, quilombos eram “comunidades formadas pelos Negros
escravos, que fugiram do trabalho forgado e resistiram a recaptura por parte das forgas
escravocratas” (CARVALHO; DORIA; OLIVEIRA JR, 1996). Os quilombos deram

origem a populagdes nos dias de hoje chamadas de remanescentes de quilombos.
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Atualmente, o conceito que se aplica para descrever os remanescentes de quilombos
é “toda comunidade negra rural que agrupe descendentes de escravos vivendo da
cultura de subsisténcia e onde as manifestacdes culturais tém forte vinculo com o
passado” (OLIVEIRA JR et al., 1998). Esses remanescentes caracterizam-se como
populagdes de ancestralidade majoritariamente africana (BORTOLINI et al., 1999) e
que vivem atualmente em areas outrora ocupadas por Negros fugidos e alforriados
(Angeli, 2008).

Atualmente 3563 comunidades de remanescentes de quilombos sao
reconhecidas pela Fundacido Cultural Palmares em todos os estados brasileiros,
exceto Acre e Roraima. Destas, 2898 comunidades estdo oficialmente certificadas
(dados de maio de 2023). Outras 232 estdo em processo de certificacdo. No estado
de S&o Paulo sdo 56 comunidades reconhecidas, sendo 52 certificadas, dentre as
quais 37 se localizam na regido que abriga a maior parte dos remanescentes de
quilombos paulistas, o Vale do Ribeira (FUNDACAO CULTURAL PALMARES, 2021).

O Vale do Ribeira esta localizado no sul do estado de Sao Paulo (Figura 1.4a)
e no norte do estado do Parana, abrangendo a Bacia Hidrografica do Rio Ribeira de
Iguape e o Complexo Estuarino Lagunar de Iguape-Cananéia-Paranagua. Sua area
inclui integralmente 31 municipios (9 paranaenses e 22 paulistas), além de outros
parcialmente inseridos (QUILOMBOS DO RIBEIRA, 2011). Concentram-se ai os
maiores remanescentes da Mata Atlantica do pais (mais de 2,1 milhées de hectares),
sendo cerca de 60% de sua area recoberta por vegetacédo natural, abrangida por
legislacdo que estabelece diversos graus de restricdo de uso (OLIVEIRA JR et al.,
1998), transformando-a na maior area continua desse importante ecossistema em
todo o pais (QUILOMBOS DO RIBEIRA, 2011). O relevo é predominantemente
montanhoso, o clima é quente e umido e o vale ocupa 10% do territério do Estado de
Sao Paulo (OLIVEIRA JR et al., 1998).

As primeiras referéncias a ocupacado humana no vale do rio Ribeira remontam
ao periodo pré-colombiano (OLIVEIRA JR et al., 1998). A regido funcionava como
passagem para os amerindios que desciam, no inverno, do planalto para o litoral em
busca de pesca, sendo habitada permanentemente por contingentes pouco
numerosos (PETRONE, 1966 apud ANDRADE et al., 2000). No século XVI, as
bandeiras de mineracao iniciaram suas expedicdes partindo do litoral sul de Sdo Paulo
— a primeira expedicado partiu de Cananéia — para o interior do Vale do Ribeira,

estabelecendo os primeiros povoados na regido — lvaporunduva, Xiririca (atualmente
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Eldorado), Iporanga, Apiai e Paranapanema (KRUG, 1939 apud ANDRADE et al.,
2000). A mineragao do ouro representou o primeiro ciclo econdmico do Vale a medida
que o rio Ribeira se tornava o caminho natural para o interior, partindo-se,
principalmente de Iguape, em percursos atravessados em canoas ao longo de 15 ou
mais dias de viagem (CARRIL, 1995 apud OLIVEIRA JR et al., 1998). A fixacdo dos
povoamentos acompanhou a atividade de bateacao e caracterizou-se pela presenca
de rogas de subsisténcia, localizadas marginalmente ao rio. O Vale do Ribeira
recebeu, desde o século XVI, muitos africanos que foram trazidos como mao de obra
ligada & minerac&o. A medida que o ciclo da atividade se encerrava na regido e o foco
mudava para Minas Gerais, os individuos eram abandonados pelos senhores e
passaram a se dedicar a atividades agricolas como o cultivo de arroz, café, fumo,
mandioca e cana, formando os quilombos (ANDRADE; PEREIRA; ANDRADE, 2000).

Atualmente, as condi¢gdes de vida das comunidades do Vale se equiparam as
outras comunidades de remanescentes de quilombos espalhadas pelo Brasil. Tratam-
se de populagdes que, mesmo tendo sido alvo de politicas publicas a partir de 2003,
especialmente com a implantagdo do Programa Brasil Quilombola, ainda sofrem com
O pOUCO acesso a agua encanada, auséncia de esgotamento sanitario e coleta de lixo,
e insuficiente cobertura dos servicos de saude, sobretudo das unidades basicas a
esses grupos (BRASIL., 2012). Reconhecidamente, as comunidades quilombolas do
Brasil se encontram vulnerabilizadas em suas condicdes de vida e saude (ARAUJO
et al., 2020), sendo afetadas simultaneamente por doengas resultantes da sua falta
de acesso a servigos basicos (SILVA, 2007; FREITAS et al., 2011; AMORIM et al.,
2013; OLIVEIRA; CALDEIRA, 2016) e por doengas frequentes do mundo ocidental e
moderno, como a hipertensdo e a obesidade (ANGELI et al., 2011; KIMURA et al.,
2012; BEZERRA et al., 2013; PAULI et al., 2019; SANTOS et al., 2019).

Dentre as comunidades da porgéo paulista do Vale do Ribeira, 12 delas (Figura
1.4b) — Abobral, André Lopes, lvaporunduva, Galvéo, Maria Rosa, Nhunguara, Pedro
Cubas, Pildes, Poga, Reginaldo, Sdo Pedro e Sapatu — estdo em estudo pelo grupo
de pesquisa coordenado pela Profa. Dra. Regina Celia Mingroni Netto desde o ano de
2000. O foco destas investigagdes foram aspectos populacionais e evolutivos, como
ancestralidade (COTRIM et al., 2004; KIMURA et al., 2016; NUNES et al., 2020),
endocruzamento (LEMES et al., 2015, 2018), demografia e selegcdo natural (NUNES
etal., 2016a, 2016b), bem como a ocorréncia de doengas Mendelianas e multifatoriais,
anemia falciforme (AURICCHIO et al., 2007), sindrome do X fragil (ANGELI, 2003;
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ANGELI et al., 2005), diabetes (YEH et al., 2008), obesidade (ANGELI, 2008; ANGELI
et al.,, 2011) e hipertensdo (KIMURA et al., 2010; KIMURA, 2012; PEREIRA et al.,

2014). Oito dessas populagdes foram selecionadas para a condugéo desse estudo.

Figura 1.4 — Localizacao do estado de Sao Paulo e das comunidades remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira - SP

Trépico
de Capricérnio

Localizagdo de: A) Estado de Sao Paulo (cinza) dentro do territério brasileiro na América do Sul; B)
Localizagédo das comunidades de remanescentes de quilombos, onde: Abobral (AB); André Lopes (AN);
Galvao (GA); Ivaporanduva (IV); Maria Rosa (MR); Nhunguara (NH); Poca (PA); Pedro Cubas (PC);
Pildes (PS); Reginaldo (RE); Sdo Pedro (SP) e Sapatu (TU) (adaptado de LEMES et al., 2018).

1.9 OS REMANESCENTES DE QUILOMBOS COMO MODELO PARA ESTUDO
DAS BASES GENETICAS DA HIPERTENSAO ESSENCIAL

A probabilidade de detecgéo de fatores genéticos predisponentes genuinos a
doengas multifatoriais pode ser drasticamente reduzida devido aos varios fatores
ambientais. Esses vieses podem resultar em heterogeneidade clinico-biolégica
(MARTEAU et al., 2005) que culminam geralmente em heterogeneidade estatistica e
perda de poder estatistico (PEREIRA et al., 2009, 2011).

Dessa maneira, uma estratégia recomendavel para evitar esses efeitos € a
utilizacdo de populagdes menos heterogéneas, tais como populagdes semi-isoladas,
como é o caso dos remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira - SP. A légica
dessa estratégia € investigar individuos que compartilham um background genético
semelhante (devido ao efeito do fundador) e compartiiham a influéncia de fatores
ambientais relativamente homogéneos (estilo de vida, habitos alimentares e habitat

natural). Populagdes isoladas e semi-isoladas foram frequentemente fundadas por um
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pequeno numero de individuos, em um periodo de isolamento genético, influenciadas
pela deriva genética, e contando com expansdes populacionais quase que totalmente
devidas ao crescimento populacional e menos a eventos de migracdo. Eles tém
coeficientes de parentesco muitas vezes maiores do que aqueles observados em
populagdes usadas em estudos de associagao, caracteristicas que amplificam a
relagdo sinal-ruido, aumentando assim o poder estatistico (HEUTINK; OOSTRA,
2002; KHAIROVA et al., 2009).

A contribuicdo ancestral africana na composicdo da populagado brasileira é
imensa. A coorte Estudo SABE (a qual inclui descendentes de imigrantes de diferentes
continentes e individuos de varios estados brasileiros) foi investigada por WGS,
revelando uma contribuicdo africana de 17,8% (além de 72,6% de contribuicdo
europeia, 6,7% de contribuicdo nativo americana e 2,8% de contribuicdo asiatica)
(NASLAVSKY et al.,, 2022). Por sua vez, uma revisdo de 51 trabalhos
(compreendendo 81 populagbes em 19 estados brasileiros) permitiu estimar em
19,6% a contribuicdo africana (assim como 68,1% a contribuicdo europeia e 11,6% a
contribuigdo nativo americana) (SOUZA et al., 2019). Assim, investigagdes extensivas
das bases genéticas relacionadas a hipertensdo em individuos de ancestralidade
africana sao altamente relevantes. Dessa maneira, o presente estudo se concentra
nas populagbes remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira, localizadas nas
imediagdes dos municipios de Eldorado, Iporanga e Barra do Turvo.

Os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sao populacdes
miscigenadas e as 12 comunidades estudadas pela equipe apresentam um
significativo fluxo génico, ou ancestral comum recente, com pouco tempo de
diferenciagao entre elas (LEMES et al., 2015). A ancestralidade foi estimada em 44%
de contribuicdo africana, 40% europeia e 16% nativo americana, ndo havendo
diferengcas significativas na composigdo ancestral, ou proporgéo, entre cada
comunidade individualmente (NUNES et al., 2019). De acordo com o estudo de Tang
et al., (2005), de um modo geral, populagbes geneticamente miscigenadas podem ser
objeto de estudos de associacdo, do tipo caso-controle, sem artefatos significativos,
desde que os individuos tenham a mesma origem geografica, o que € o caso destes
remanescentes de quilombos.

Os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sdo um modelo muito
interessante para o estudo da hipertensdo: (1) apresentam uma alta prevaléncia de
EH — sendo 42,2% entre mulheres e 42,4% entre homens (KIMURA, 2010); (2) estao
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bem caracterizadas clinicamente, com informacgdes fenotipicas e antropométricas que
viabilizam analises de ligacéo e estudos de associagdo baseados em familia; (3) s&o
populag¢des semi-isoladas com maior homogeneidade de formagao étnica, genética e
ambiental quando comparadas as populacdes de grandes cidades, o que torna os
quilombos um modelo menos influenciado por fatores de confusao; (4) s&o populagdes

relativamente pequenas, o que torna a investigagao viavel.
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2. GENERAL CONSIDERATIONS

It is important to highlight that the SNPs associated with the EH phenotype
identified in this study were genotyped using genomic arrays and are therefore
frequent variants. Many of these variants are located in non-coding or intergenic
regions and have no known functional impact. Although these SNPs are not expected
to affect the phenotype directly, several of these variants are in linkage disequilibrium
with variants of more significant impact (411 coding tag SNPs within proteins of which
355 are missense; r>>0.8), some of which may be rarer and have not been genotyped.
This type of variants will be investigated in the near future through next generation
sequencing.

In order to investigate these variants, the next steps of this investigation will involve
the use of Whole Genome Sequencing (WGS) and Whole Exome Sequencing (WES)
data from samples of individuals within the six pedigrees. WGS and WES will enable
the investigation of coding and non-coding variants within all ROIs, with a focus on rare
variants that may have a higher impact on gene functioning. To optimize this process,
we will prioritize high-priority and intermediate ROls in our filtering of variants detected
after WES and WGS and address the low-priority ROIs later.

The study presented some limitations that are important to acknowledge. One of
them is that the fine-mapping strategy used in the study was biased towards genes
that had been previously related to blood pressure regulation due to previous literature.
This does not exclude the possibility of genes within the ROIs, never implicated in EH,
containing rare or novel variants that, may be relevant to the origin of hypertension in
the case of the quilombo remnants populations. WES and WGS are key tools to also
clarify this.

In conclusion, this study presented a unique multi-level computational approach
that combined mapping strategies to deal with family data, which provided reliable
results. By using genome-wide linkage analyses adjusted for admixture, association
studies as the primary fine-mapping strategy, and limiting analyses to candidate
genomic regions, the study took advantage of meiotic information provided by
pedigrees while simultaneously reducing the need for multiple tests and avoiding
population stratification. Therefore, the ROls identified in this study are credible and
provide valuable insights into the genetic basis of essential hypertension in the

quilombo remnants populations.
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Our study has demonstrated that blood pressure and hypertension in the quilombo
remnants population are likely influenced by multiple genes, possibly in a polygenic or
oligogenic mechanism of inheritance. We have identified several loci across different
chromosomes that contain genes and variants involved in the development of
hypertension. Additionally, we have identified genomic regions of interest that have not
previously been associated with EH and will be important targets for future research.

Furthermore, our study has the potential to shed light on important genomic
regions, genes, and variants that are specific to African-derived populations. By
focusing on this population, we have provided insights into the genetic factors that
contribute to hypertension in a group that has been often underrepresented in genetic

studies and databases.
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