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RESUMO

A hipertensdo arterial sistémica é uma condicdo multifatorial, geralmente
assintomatica, que pode causar lesdes arteriais, cerebrais e renais. No Brasil, afeta
56 milhdes de adultos e a taxa de mortalidade, em 2021, era de 18,7 por 100 mil
habitantes. Quando associada as doencas cardiovasculares, que s&o a principal
causa de obitos no Brasil, aumentam em 2,5 vezes a mortalidade. Os mecanismos
da hipertensao essencial, que representa 95% dos casos de hipertensdo, ainda néo
sdo totalmente compreendidos, no entanto, é sabidamente influenciada pela
obesidade. A populacdo menonita, por apresentar homogeneidade genética fornece
modelo genético ideal para estudo, neste caso, de variantes relacionadas a
hipertensdo na presenga de sobrepeso ou obesidade. Neste estudo foram
analisados 138 individuos de Colbnia Nova-RS, Witmarsun-PR e Curitiba-PR, com
exomas sequenciados na plataforma illumina hiSeq, onde 49 eram obesos ou com
sobrepeso e hipertensos e 89, eram obesos ou com sobrepeso sem hipertensao. Foi
aplicado questionario adaptado da Pesquisa Nacional de Saude 2013, com énfase
no historico familiar de doengas complexas (ampliado a partir do moédulo Q) e
medi¢cdes biométricas. Foram identificados 39 SNPs associados a hipertenséo,
destes, 9 apresentavam expressao diferencial em tecidos relacionados a
hipertensdo, sendo que 6 estavam associados ao aumento de predisposi¢cao a
desenvolver hipertensdo e 3 associados ao possivel efeito protetivo em relagao a
hipertensdo. As 9 variantes estdo associadas a diferengas na expressao dos genes,
na artéria aorta. Estes resultados, para serem validados, devem ser confrontados

com numero amostral maior e incluindo a populagdo miscigenada brasileira.

Palavras-chave: Hipertensao Arterial Sistémica; Obesidade; Sobrepeso; Sindrome
Metabdlica; Menonitas; Populagao; Paranaense.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension is a multifactorial condition, usually asymptomatic,
which can cause arterial, brain and kidney damage. In Brazil, it affects 56 million
adults and the mortality rate, in 2021, was 18.7 per 100,000 inhabitants. When
associated with cardiovascular diseases, which are the main cause of death in Brazil,
they increase mortality by 2.5 times. The mechanisms of essential hypertension,
which accounts for 95% of cases of hypertension, are still not fully understood,
however, it is known to be influenced by obesity. The Mennonite population, due to its
genetic homogeneity, provides an ideal genetic model for the study, in this case, of
variants related to hypertension in the presence of overweight or obesity. In this
study, 138 individuals from Colbnia Nova-RS, Witmarsun-PR and Curitiba-PR were
analyzed, with exomes sequenced on the illumina hiSeq platform, where 49 were
obese or overweight and hypertensive and 89 were obese or overweight without
hypertension. A questionnaire adapted from the 2013 National Health Survey was
applied, with emphasis on family history of complex diseases (extended from the Q
module) and biometric measurements. A total of 39 SNPs associated with
hypertension were identified, of which 9 had differential expression in tissues related
to hypertension, 6 of which were associated with an increased predisposition to
develop hypertension and 3 associated with a possible protective effect in relation to
hypertension. The 9 variants had repercussions, in different gradients, in the aorta
artery. These results, to be validated, must be confronted with a larger sample

number and including the mixed Brazilian population.

Keywords: Systemic Arterial Hypertension; Obesity; Overweight; Metabolic
Syndrome; Mennonites; Parana population.



TABELA DE GRAFICOS

GRAFICO 1: TAXA DE MORTALIDADE POR HIPERTENSAO ARTERIAL NO
PARANA ...ttt ettt n e 24



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: CLASSIFICACAO DA HIPERTENSAO........c.ccoceieiiiieeieieeieeeee e 23
Tabela 2: VALORES DE REFERENCIA-GORDURA CORPORAL...........ccccccve...... 25
Tabela 3: CLASSIFICACAO E RISCO DA OBESIDADE............cooeevveieeciecieeieenes 26
Tabela 4: OBESIDADE NO BRASIL.......cooiiiiiiee e 26
Tabela 5: MENONITAS ... 33
Tabela 6: ASSOCIACOES UNIVARIADAS COM HIPERTENSAO ARTERIAL, NA
PRESENCA DE SOBREPESO/ OBESIDADE.........cccotiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 35
Tabela 7:ASSOCIACOES MULTIVARIADAS COM HIPERTENSAO ARTERIAL NA
PRESENCA DE SOBREPESO/ OBESIDADE..........c.c.coiiiiiiiiiiie e 36
Tabela 8: GENES E SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO...........cccccoveveeeeieienne. 37

Tabela 9: SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO NA POPULAGAO MENONITA, NA
PRESENCA DE OBESIDADE OU SOBREPESO, E SUA ASSOCIACAO A
EXPRESSAO DIFERENCIAL EM TECIDOS RELACIONADOS A HIPERTENSAO. .39
Tabela 10: SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO NA POPULACAO MENONITA,
NA PRESENCA DE OBESIDADE OU SOBREPESO, EXPRESSAO DIFERENCIAL
EM TECIDOS RELACIONADOS A HIPERTENSAO PRESENTE.........ccccooveveuenenene. 40



BalbC
CON

CwB
Cwi
DAC
DALYs
DAOP
DCNT
DCV
DM
DRC
HAS
HP
HW
IAM
IC

IC 95%
IMC
Kg
kg/m?
LGMH
Mgy
NCEP
OMS
PA
PAS
RPKM
rom
SM
SRA
SNP

LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

- linhagem de camundongo albino
- Colénia Nova

- Curitiba

- Colbénia Witmarsum

- Doenca Arterial Coronaria

- anos de vida ajustados para incapacidade
- Doenca Arterial Obstrutiva Periférica

- Doencgas Crénicas nao Transmissiveis

- Doengas cardiovasculares

- Diabetes Mellitus

- Doencga Renal Cronica

- Hipertensao Arterial

- Hiperaldosteronismo Primario

- Hardy-Weinberg

- Infarto Agudo do Miocardio

- Insuficiéncia Cardiaca

- indice de Confianca 95%

- indice de Massa Corporal

- Quilograma

- Quilograma por Metro Quadrado

- Laboratdrio de Genética Molecular Humana
- Mediana

- National Cholesterol Education Program

- Organizacao Mundial da Saude

- Pressao Arterial

- Pressao Arterial Sistolica

- Reads per kilo Base per Million Mapped Reads
- Rotagao por Minuto

- Sindrome Metabdlica

- Sistema Renina-Angiotensina

- Single Nucleotide Polimorphism



SUMARIO

L1 20 ] 010 T 03X o 20 17
T JUSTIFICATIVA ettt e e e e e e e e 19
T2 OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e ettt e e e e e e aaaeeaeaenaan 20
1.2.1 ODbjetivos €SPECITICOS.......oiiiiiiieiiiiee e 21
2 REVISAO DE LITERATURAL.........oocieeetreecetessesessessessessesssessessesaessssssssssssssssnsens 22
2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)........ovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 22
2.2 OBESIDADE.......c. e a s 24
2.4 MENONITAS E SUL-BRASILEIROS...... .ot 26
2.3 REGULACAO DA PRESSAO ARTERIAL.....c.ccueiueeeeeeeeeeee et 29
3 MATERIAL E METODOS........cceeueireraeeeesasseseessasesssssssssssssssesssssssssssassssssssssenns 30
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL....cciiiiiiiee s 30
3.2 QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS.................. 30
3.3 COLETA DE DADOS BIOMETRICOS E AMOSTRAS BIOLOGICAS.................. 30
3.4 EXTRACAO DO DNA . .....ooictiee ettt 31
B.5TIPAGEM GENICA ..o 31
3.6 ANALISE ESTATISTICA ..ottt 32
4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS.........ccooeeeeerernerneeaeseseesessessessssessesssssssens 33
B DISCUSSAD.......cooreireecreraeerase st sas e sesas e saesasse s e saessesas e s e esesassssssenessesassssnssnseneens 40
6 CONSIDERAGOES FINAIS........ccooeceereceerereressceesesesseseesessessesessessessssasssssessesaees 45

REFERENCIAS.........cooteieeeieeeteteeets e scresse e seessasesessssesesss e s ssssssessssssenssssssnssssasnsssnassens 46









1 INTRODUGAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) € uma condicdo multifatorial,
normalmente de heranga poligénica, sensivel a mecanismos epigenéticos e
correlacionada positivamente a obesidade (ABESO), mas que também ocorre em
sua auséncia, que pode causar lesdes arteriais, cerebrais e renais, caracterizada
por elevagao persistente da pressao arterial (PA), ou seja, pressao arterial sistélica
(PAS) maior ou igual a 140 mmHg e/ou presséao arterial diastélica (PAD) maior ou
igual a 90 mmHg, medida com a técnica correta, em, pelo menos, duas ocasides
diferentes, na auséncia de medicagdo anti-hipertensiva (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2020). No levantamento global
publicado em 2017 pela revista The Lancet, foi relatado aumento em 28% na
ocorréncia de doencga cardiaca hipertensiva, responsavel por 893 mil mortes em
2016. (DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2020). Outro
estudo de tendéncia mundial sobre a HAS no periodo de 1975 a 2015, avaliou 19,1
milhdes de adultos, e estimou um aumento de 90 % da patologia ao longo do
periodo, principalmente nos paises de baixa e média rendas.Os fatores associados
a esse acréscimo sao o envelhecimento da populagdo e a maior exposicao a outros
fatores de risco. (MILLS, 2016; NCD-RisC, 2017). Atualmente, a HAS & um dos
maiores problemas mundiais de saude, com altos custos hospitalares. Dados da
pesquisa de risco global da hipertensdo estima que em 2025 haja 1,6 bilhdo de
pacientes no mundo. A hipertensao arterial € responsavel por 10% de todo o custo
global de saude, com um gasto estimado em US$ 370 bilhdes de délares por ano
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO, 2016).

No Brasil, a HAS afeta em média 26,3% (56 milhdes) dos adultos, e mais de
60% dos idosos (MINISTERIO DA SAUDE, 2022), que teve como fonte dados da
Pesquisa Nacional de Saude, onde, em 2019, 26,4% das mulheres e 21,10% dos
homens tinham diagndstico médico autorreferido de hipertensdo. Desde 2005 a
doenca isquémica do coracido e a doencga cardiovascular sao as principais causas
de 6bito no Brasil. (LINHA GUIA DE HIPERTENSAO ARTERIAL-PR, 2018). Estudo
transversal que analisou dados da Pesquisa Nacional de Saude de 2013 observou
risco aumentado, em até 2,4 vezes, para ocorréncia de doenga cardiaca, quando
associada a hipertensdo. (GONCALVES, 2019). Em 2017, dados completos e



revisados do DataSUS mostraram a ocorréncia de 1.312.663 6bitos totais no Brasil,
com um percentual de 27,3% para as doengas cardiovasculares (DCV). A HAS
estava associada indiretamente em 45% destas mortes cardiacas e diretamente em
13%. Essas doengas(DCV) representaram 22,6% das mortes prematuras no Brasil
(entre 30 e 69 anos de idade). No periodo de uma década (2008 a 2017), foram
estimadas 667.184 mortes atribuiveis a HAS no Brasil. Com relacédo a tendéncia do
coeficiente de mortalidade por 100.000 habitantes de 2000 a 2018, foi observado
um leve aumento no infarto agudo do miocardio (IAM) e um importante aumento da
HAS relatada de forma direta, com incrementos, respectivamente, de 25% e 128%
(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL — 2020). Em termos
de custos para o SUS, os gastos com HAS excedem os com obesidade e Diabetes
Mellitus (DM). Em 2018, estimaram-se gastos de US$ 523,7 milhdes no SUS, com
hospitalizagdes, procedimentos ambulatoriais e medicamentos. Ao longo da ultima
década, 77% dos custos com hospitalizacbes no SUS com doenca arterial
coronaria(DAC) sao representados por DCV associadas a HAS e aumentaram 32%,
em reais, de 2010 a 2019, passando de R$ 1,6 bilhdo para R$ 2,2 bilhdes no
periodo(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL — 2020). Além
do agravar doengas cronicas, a HAS, de maneira indireta impacta na qualidade de
vida do paciente e de sua familia, ja que o individuo acaba por ter limitagbes de
trabalho, afetando a renda familiar (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA,
2018).

Os Menonitas compdéem um grupo que por questdes religiosas passaram a
viver em comunidades fechadas levando ao aumento do numero de casamentos
consanguineos e consequente aumento na taxa de homozigose. Assim, nesta
populacdo € observada maior predisposicao a determinadas doencgas hereditarias,
tornando-os um grupo populacional interessante para estudos genéticos
(JAWORSKI et al., 1988; ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002). Em estudo anterior
do nosso grupo, sobre a prevaléncia da HAS nas Populagbes Menonitas Sul
Brasileiras, confirmou-se a associagdo, mesmo que nao totalmente compreendida,
entre HAS e obesidade. As taxas de hipertensao na populagcdo eram de 35,6% em
Coldnia Nova, 19,1% em Witmarsum e 16% em Curitiba, a média de IMC de CN era
28,22 kg/m? e ocorréncia de obesidade 26,7% (SCHNITZLER TRENTINI, 2018).

Espera-se que parte da diferenca no indice de prevaléncia da HAS entre menonitas



seja consequéncia da distribuicdo de variantes genéticas, identificaveis por analise
de exoma. A identificagdo desses polimorfismos(SNPs) podera auxiliar a entender

mecanismos da HAS e revelar novos alvos terapéuticos (SILVA, 2019).

1.1 JUSTIFICATIVA

A taxa de mortalidade por hipertensao arterial no Brasil atingiu o maior valor
dos ultimos dez anos, com a ocorréncia de 18,7 obitos por 100 mil habitantes em
2021 (MINISTERIO DA SAUDE, 2023). A taxa de mortalidade por 100.000
habitantes no Parana, para hipertensdo, em 2016, foi 24,5 (LINHA GUIA DE
HIPERTENSAO PARANA, 2020). A hipertensdo arterial contribui direta ou
indiretamente para 50% das mortes por doenga cardiovascular no Parana. Para
enfrentar as desigualdades na saude e atender as necessidades da populacéo, o
sistema de saude deve monitorar as doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT),
e os fatores de risco para melhor implementar politicas publicas de saude
equitativas. A populagao paranaense é formada pela imigragao multiétnica europeia,
que por questdes culturais, permaneceu isolada até parte do século XX
(CAMARGO, 2007), por etnias indigenas Kaingang, Guarani e Xeta (REIS et
al.2016), afrodescendentes, arabes, japoneses, assim, € de se esperar que hajam
particularidades epidemioldgicas definidas pela distribuicdo de variantes genéticas e
epigenéticas. E importante apontar que o Estado apresenta uma significativa
disparidade na distribuicdo de renda (IBGE, 2019). Essa desigualdade tem reflexos
nos padrdes socioculturais de comportamento e nos habitos alimentares da
populacao.

Na populagdo menonita, observou-se diferengcas altamente significativas
para a distribuicdo da intolerancia a lactose (EPP-BOSCHMANN et al. 2016),
doencga celiaca, cuja prevaléncia é a segunda mais elevada do mundo (OLIVEIRA,
2022), dislipidemias (VIEIRA, 2020), cancer de pele ndo melanoma e de mama na
populagcdo menonita (WEIHERMANN, 2020 e VILACA, 2017) comparando com a
prevaléncia na populacdo neobrasileira. Esta populagdo, que apresenta origem

frisia (europeia) e cerca de 500 anos de isolamento genético, além de oferecer



otimo modelo de estudo, ndo requer numero amostral muito grande devido a
homogeneidade genética, consequéncia do isolamento.

A heranga genética claramente desempenha um papel na obesidade, mas
0S mecanismos precisos estdo longe de serem compreendidos e os fatores de risco
genéticos sdo complexos. Eles incluem interagdes gene-gene, interacbes gene-
ambiente e expresséo génica. (AGNEW,2015).

Por muito tempo, a pressdo sanguinea foi conhecida por ser uma
caracteristica complexa influenciada por multiplos fatores genéticos e ambientais
(LIFTON, 1996). Sua herdabilidade varia de 30 a 50%, estimada em estudos de
familia e gémeos (MIALL,1963). O sucesso inicial no entendimento da arquitetura
genética da hipertensédo revelou 12 genes que causam um tipo monogénico de
hipertensado. Esses genes sdo membros de duas vias: manipulagéo renal de sodio e
metabolismo de horménios esterdides, o ultimo dos quais inclui a atividade do
receptor mineralocorticoide (EHRET, 2013). A heranga da hipertensdo monogénica
nas familias segue um padrédo claro de segregagdo e as variantes casuais sao
tipicamente raras e de grande tamanho de efeito. No entanto, devido as baixas
frequéncias dessas variantes, ainda ha uma falta de compreensdo clara da
hipertensdo essencial (PICKERING, 1965), que n&o tem causa evidente e é
responsavel por 95% dos casos de hipertensdo (CARRETERO, 2000)(ZHENG,
2015).

Portanto, € de grande importancia que tais particularidades sejam
detectadas e descritas para os genes relacionados com o metabolismo e a HAS, a
identificacdo da predisposi¢cao genética poderia auxiliar em estratégias de medicina
preventiva e personalizada, de forma a subsidiar estratégias de saude publica no
Brasil (SCHNITZLER TRENTINI, 2018).

1.2 OBJETIVOS

Analisar a associagéo de variantes genéticas com a susceptibilidade a HAS

na presenga de obesidade ou sobrepeso na populagdo menonita.



1.2.1 Objetivos especificos

1. Identificar fatores de risco associados a hipertensao arterial na presenca
da obesidade e sobrepeso, na populagao menonita sul-brasileira;

2. ldentificar variantes genéticas associadas a HAS em individuos
hipertensos com obesidade ou sobrepeso e individuos n&o hipertensos com
obesidade ou sobrepeso, por meio de analise de exomas na populacdo menonita

sul-brasileira.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA (HAS)

HAS é uma condicdo multifatorial, normalmente assintomatica, onde os
niveis pressoricos elevados podem persistir por horas, dias ou periodos mais
longos, geralmente definida como uma pressado sistolica igual ou superior a 140
mmHg e/ou pressao diastdlica igual ou superior a 90 mmHg em adultos (TABELA 1).
Esse aumento do nivel pressorico pode ocasionar lesdes vasculares de grande,
meédio e pequeno calibre, assim como lesdes em alguns 6rgaos que recebem maior
fluxo de irrigagdo sanguinea como cérebro e rins (7% DIRETRIZ BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2016).A hipertensdo € determinada pela resisténcia
vascular periférica aumentada. Entretanto, como a pressdo sanguinea é igual ao
produto da resisténcia periférica total pelo débito cardiaco(L/min), elevagdes
prolongadas no débito cardiaco também podem causar hipertens&do. Além disso, o
volume sanguineo aumentado também pode causar hipertensao, especialmente em
individuos com excesso de mineralocorticoides ou insuficiéncia renal (FRED M.
KUSUMOTO, 2007). A hipotese mais aceita € a de que a hipertensao pode ser
causada por um desequilibrio nas interagbes desses mecanismos (revisto por
SILVA, 2019). Ainda na década de 80, Gerald M. Reaven identificou que
frequentemente havia associagdo de hipertensdo, alteragcbes na glicose e no
colesterol a obesidade, que sao critérios para Sindrome Metabdlica. E estas, por
sua vez, estavam associadas a resisténcia insulinica. A valorizagao da presenca da
Sindrome Metabdlica se deu pela constatacdo de sua relagdo com doenca
cardiovascular. Quando presente, a SM esta relacionada a uma mortalidade geral
cerca de duas vezes maior que na populacdo normal e mortalidade cardiovascular
trés vezes maior (ISOMAA, 2001).

Também estdo associados ao agravamento da hipertensdo fatores
genéticos e epigenéticos, classificagao etaria e étnica, ingestdo elevada de sédio,
potassio e alcool, sedentarismo, tabagismo, estresse psicoemocional, Diabetes
Mellitus, além do uso de medicagbes que podem elevar a PA (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL,2020). Vale mencionar que em

populagdes isoladas, mesmo nos grupos raciais com maior prevaléncia de



hipertensdo, quando a ingestdo de sodio é baixa, atividade fisica regular, a
obesidade pouco frequente, os indices de hipertensao arterial sdo baixos e nao ha
elevacgao significativa com a idade (VEIGA,1992). A pressao arterial elevada é o
principal fator de risco modificavel com associagao independente, linear e continua
para doengas cardiovasculares (DCV), doenga renal cronica (DRC) e 6bito precoce.
Além disso, apresenta impacto significativo nos custos médicos e socioecondmicos,
decorrentes das complicagdes nos érgaos-alvo, fatais e ndo fatais, como: coragao:
doencga arterial coronaria (DAC), insuficiéncia cardiaca (IC), fibrilacdo atrial (FA) e
morte subita; cérebro: acidente vascular encefalico (AVE) isquémico (AVEI) ou
hemorragico (AVEH), deméncia; rins: DRC que pode evoluir para necessidade de
terapia dialitica; e sistema arterial: doencga arterial obstrutiva periférica (DAOP)
(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL,2020).

Tabela 1: CLASSIFICACAO DA HIPERTENSAO

Classificagao PAS(mmHg) PAD(mmHg)
Normal <120 <80
Pré - Hipertensao 121 -130 81 -89
Hipertensao estagio 1 140 - 150 90 - 99
Hipertensao estagio 2 160 - 179 100 - 109
Hipertensao estagio 3 =180 =110

Quando a PAS e a PAD situam-se em categorias diferentes a maior deve ser utilizada para a
classificagdo da PA
Considera-se hipertensao sistélica isolada se PAS = 140 mm Hg e PAD < 90 mm Hg devendo a
mesma ser classificada em estagios 1,2 e 3.

FONTE: LINHA GUIA DE HIPERTENSAO ARTERIAL - PR, 2018.



GRAFICO 1: TAXA DE MORTALIDADE POR HIPERTENSAO ARTERIAL NO PARANA.
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2.2 OBESIDADE

O IMC (calculado através da divisdo do peso em kg pela altura em metros
elevada ao quadrado, kg/m?) € o calculo mais usado para avaliagdo da adiposidade
corporal. O IMC é um bom indicador, mas nao totalmente correlacionado com a
distribuicdo da gordura corporal. Pode haver diferengas na composi¢céo corporal em
funcao do sexo, idade, etnia, pratica de atividade fisica, na presenca de perda de
estatura em idosos devido a cifose, em edemaciados, etc. O IMC nao distingue
massa gordurosa de massa magra, podendo ser menos preciso em individuos mais
idosos, em decorréncia da perda de massa magra e diminuigdo do peso, e
superestimado em individuos com hipertrofia muscular. A circunferéncia abdominal,
medida de maneira complementar ao IMC para distribuicdo de gordura, € importante
na avaliagdo de sobrepeso e obesidade, porque a gordura visceral (intra-abdominal)
€ um fator de risco potencial para a doenga cardiovascular, independentemente da
gordura corporal total. Individuos com o0 mesmo IMC podem ter diferentes niveis de

massa gordurosa visceral. A distribuigdo de gordura abdominal € claramente



influenciada pelo sexo: para algum acumulo de gordura corporal, o homem tem, em
meédia, o dobro da quantidade de gordura abdominal em relagdo a mulher antes da
menopausa (Tabela 2). Além disso, o IMC ndo é indicador do mesmo grau de
gordura em populagdes diversas, particularmente por causa das diferentes
proporgdes corporais. Na populagao brasileira, tem-se utilizado a tabela proposta
pela OMS para classificacdo de sobrepeso e obesidade (Tabela 3) e seu uso
apresenta as mesmas limitagcdes constatadas na literatura. Apresenta, no entanto,
semelhante correlagcdo com as comorbidades (SAVVA, 2013). Portanto, o ideal é
que o IMC seja usado em conjunto com outros métodos de determinacdo de
gordura corporal. A classificagdo adaptada pela OMS baseia-se em padrbes
internacionais desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de europeus.
Convenciona-se chamar de excesso de peso o IMC maior ou igual a 25 kg/m?
(incluindo a obesidade). Os pontos de corte de <16 kg/m? (baixo peso grave), 16,0-
16,9 (baixo peso moderado), 17,0-18,4 (baixo peso leve) também fazem parte da
classificagdo internacional, mas n&o estdo detalhados na Tabela 3 (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE OBESIDADE 2016).

Tabela 2: VALORES DE REFERENCIA-GORDURA CORPORAL

Classificagao /idade 18-25 26-35 36-45 46-55
Excelente 13-17% 13-18% 15-19 % 18-22%
Bom 18-23% 19-23% 20-26 % 23-28 %
Aceitavel 24-25% 24-26 % 27-29 % 29-31% MULHERES
Acima da média 26-30% 27-35% 30-36% 32-38 %
Risco relacionado a obesidade >33% >36% >39% >40 %
Excelente 4-6% 8-11%  10-14% 12-16%
Bom 8-10% 12-15% 16-18% 18-20%
Aceitavel 14-16% 18-20% 21-23% 24-25% HOMENS
Acima da média 17-24%  22-24%  24-29% 26-30%
Risco relacionado a obesidade >26% >28% >30% >32%

FONTE: HAAS, 2016.



Tabela 3: CLASSIFICACAO E RISCO DA OBESIDADE

IMC(KG/M?) CLASSIFICACAO OBESIDADE GRAU/ RISCO DE DOENCA
CLASSE
<18,5 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-24,9 Normal ou eutréfico 0 Normal
25-29,9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade | Elevado
35-39,9 Obesidade ] Muito elevado
240 Obesidade grave Il Muitissimo elevado

FONTE: ORGANIZAGAO MUNDIAL.

Tabela 4: OBESIDADE NO BRASIL

Excesso de peso (imc = 25) Obesidade(imc = 30)
Homens 57,10% 18,70%
Mulheres 53,90% 20,70%
Geral 55,40% 19,80%

FONTE: VIGITEL, 2019.

2.4 MENONITAS E SUL-BRASILEIROS

Os Menonitas sdo um grupo étnico-religioso Anabatista Cristdo, originarios
da regiao da Frisia (Paises Baixos). O movimento de mudancas na igreja foi iniciado
na Suica em 1525, chamado de reforma anabatista (DUCK, A. S., 2005). Estes
grupos anabatistas compartiiham a crenga do batismo adulto, sdo pacifistas e
mantém tradigbes alemas, como a culinaria, a criagdo de gado leiteiro, a lingua .
(PENNER e DUCK, 1984, 2005). Os Menonitas sdo assim chamados em

homenagem ao reformador anabatista holandés Menno Simons, que os liderou
durante os anos iniciais. Devido ao isolamento social da comunidade menonita,

houve tendéncia ao casamento dentro do grupo, resultando em um maior numero
de alelos em homozigose. Isso, por sua vez, aumentou a expressdo de genes
recessivos de origem comum com maior frequéncia (HARTL; CLARK, 2010). Mas,
se 0s casamentos consanguineos aumentam a probabilidade de homozigose em
seus descendentes, esta claro, também, que a elevacdo da taxa desses
casamentos podera perturbar o equilibrio de Hardy e Weinberg, ao alterar as
frequéncias genotipicas sem modificar as frequéncias alélicas desse sistema
(BEIGUELMAN,2008). O fenbmeno da perda dos ancestrais indica, do ponto de



vista evolutivo, que a fraternidade na espécie humana ndo € um mero conceito
espiritual, mas uma realidade genética (Stern, 1960). Por questdes culturais,
religiosas e politicas a populagdo sofreu com a intolerancia, que resultou em
sensivel reducao populacional, em sucessivos eventos conhecidos como “efeito de
gargalo”. Quanto menor a populagao, mais intensa a deriva genética, resultando em
perda de diversidade genética, onde genes com menor frequéncia tendem a
desaparecer e genes com maior frequéncia tendem a serem fixados (HARTL;
CLARK, 2010). O primeiro evento aconteceu no século XVI, Devido aos seus
principios religiosos, varios menonitas da Flandres foram alvo de perseguicéo e
condenados a morte durante a Inquisicdo espanhola que se estabeleceu naquela
regido (ANTONIA, 2015). Em situacdo semelhante aos belgas, os menonitas da
Holanda refugiarem-se na Prussia, o que hoje é a Pol6nia. Maske (1999) considera
que foi durante os quase 200 anos na Prussia que os menonitas solidificaram a
formagao de sua identidade como grupo étnico-religioso, e adotaram o Hochdeutsch
(alemé&o) como lingua publica do grupo, sem excluir o Plattdeutsch (dialeto formado
a partir do alemao e do holandés) da esfera privada. Incorporaram também muitos
elementos da cultura alema. No final do século XVIII a Prussia vivia a apreensao
com a agitagdo politica na Franga as portas da Revolugdo Francesa de 1789
(PENNER, 1955). Com o controle governamental da Prussia, os colonos menonitas
foram impedidos de possuir novas areas e seus descendentes nao tinham mais
terras cultivaveis (DYCK, 1992), ocorre o segundo evento entre 1787 e 1868.

Em 1786, Catarina A Grande, czarina russa, convidou os menonitas da Alemanha e
da Prussia, conhecidos por seu potencial de trabalho, a ocupar o sul da Russia e
colonizar as grandes estepes do Volga. Em troca, ofereceu terra, auxilio do governo,
direito a administragdo dos préprios bens, isencdo do servigo militar e liberdade
religiosa (WISOTZKI, 1992).

Ja o terceiro evento iniciou-se pela Revolugdo Russa (1917) e durante o
stalinismo(1927-1953), de 60.000 menonitas russos, pelo menos 15.000 foram
enviados a Gulags siberianos e quase dizimados. Moscou concedeu 6000
autorizacbes de saida, para os que conseguiram sair legalmente o destino foi
Canada, Brasil e Paraguai, mas dos que n&do conseguiram, muitos tiveram como

fim, morte por fome, frio ou fuzilamento (SALIS, 2020).



No Brasil, aproximadamente 1.200 menonitas chegaram no estado de
Santa Catarina em 1930, fundando a Col6nia Krauel, porém, devido as
adversidades topograficas encontradas na regiao, eles procuraram outros locais no
Brasil para instalagdo de suas colbénias. Em 1931, um grupo de Menonitas
passaram a viver na regiao onde atualmente estao localizados os bairros do Xaxim,
Boqueirdo e Agua Verde/Vila Guaira na cidade de Curitiba-PR. Em 1949, diversas
familias, principalmente da Colbénia do Krauel, foram para o estado do Rio Grande
do Sul, onde fundaram a Col6nia Nova, nas proximidades da cidade de Acegua-RS.
Ja em 1951, 74 familias, totalizando 455 pessoas, que residiam em Curitiba
adquiriram a Fazenda Cancela, no municipio de Palmeira-PR, onde fundaram a
Coldnia Witmarsum (PAULS JR, 1980). (revisto por SILVA, 2019). Levantamento
feito pela Conferéncia Mundial Menonita mostra que a populagao atual menonita no
Brasil(mapa global) € de 15.557 num total de 173 congregagdes. A populagao sul-
brasileira, diferente da menonita, € caracteristicamente miscigenada e foi composta
por trés principais ondas migratérias (povoamento, colonizagdo e branqueamento)
(SANTOS, 2002; PENA et al., 2011). A fase de povoamento ocorreu com as
populagcdes nativas americanas, que apresentam origem asiatica e vieram por meio
de uma unica leva de migracdo através do Estreito de Bering (SALZANO, 2011;
CASTRO E SILVA et al., 2019). J4 a fase de colonizagdo comega com a chegada
dos portugueses a partir de 1500, que iniciaram a miscigenagdo com o0s nativos
(CUNHA, 1992). Entre os séculos XVI e inicio do século XIX, aproximadamente 4
milhdes, entre homens, mulheres e criancas, do sul e oeste do continente africano
foram escravizados e trazidos para o Brasil (IBGE, 2000; SANTOS, 2002). A partir
dos anos 1890, diferentes etnias europeias emigraram para substituir a mao-de-
obra escravizada no Brasil, e causaram o que foi conhecido como “branqueamento”
da populacdo brasileira. Entre 1884 e 1939, foi registrada a chegada de
aproximadamente 1 milhdo de italianos, além de portugueses, espanhdis, e, em
menor numero, alemaes, poloneses e japoneses (SANTOS, 1997; SANTOS 2002).
A miscigenacéao resultante aumentou o componente genético europeu no sul, que é
0 mais alto do pais (77,7%, comparado a 61% no nordeste), e diminuiu o africano
nesta regido (13%, comparado a 19% no nordeste). A ancestralidade amerindia é
maior no norte (19,4%), mantendo-se relativamente uniforme nas outras regides
(PENA et al., 2011).



2.3 REGULAGAO DA PRESSAO ARTERIAL

A artéria aorta € a maior e a principal artéria da circulagao sistémica. Esse
grande vaso apresenta trés por¢gdes que sao aorta ascendente, arco aortico e aorta
descendente (NASCIMENTO, 2020). Varios sistemas contribuem para a regulagao
da pressdo sanguinea arterial. Um deles, o sistema barorreceptor, € exemplo de
mecanismo de controle de acéo rapida. Nas paredes da regido de bifurcagdo das
artérias carétidas, no pescogo e também no arco da aorta, no térax, encontram-se
varios receptores nervosos, chamados barorreceptores, estimulados pelo
estiramento da parede arterial. Quando a pressdo arterial sobe demais, os
barorreceptores enviam salvas de impulsos nervosos para o tronco cerebral. Esses
impulsos inibem o centro vasomotor que, por sua vez, diminui o numero de impulsos
transmitidos por esse centro, por meio do sistema nervoso simpatico, para o
coragao e vasos sanguineos. A redug¢ao desses impulsos ocasiona a diminuigdo da
atividade de bombeamento do coragédo e, também, a dilatacdo dos vasos
sanguineos periféricos, permitindo o aumento do fluxo sanguineo pelos vasos.
Ambos os efeitos diminuem a pressao arterial, trazendo-a de volta ao valor normal.
Inversamente, presséao arterial abaixo do normal reduz o estimulo dos receptores de
estiramento, permitindo ao centro vasomotor atividade mais alta, causando, assim,
vasoconstricdo e aumento do bombeamento cardiaco, com elevacdo da pressao
arterial de volta ao normal (HALL, 2011).

As adrenais sdo glandulas pares e se localizam nos polos superiores dos
rins (NASCIMENTO,2020).A aldosterona ¢é secretada pelas células da zona
glomerulosa do cortex adrenal. Os estimulos mais importantes para a aldosterona
sdo concentragdo de potassio extracelular aumentada e niveis de angiotensina Il
elevados, o que ocorre, geralmente, em condi¢gdes associadas a deplegao de sodio
e de volume ou pressado sanguinea baixa. A secregao aumentada de aldosterona,
associada a essas condi¢des, causa retengcdo de sdédio e de agua nos tubulos
renais, ajudando a aumentar o volume do liquido extracelular e restaurar a pressao

sanguinea aos niveis normais (HALL,2011).

O Sistema Renina-angiotensina (SRA) classico € uma série de interagbes enzima-

substrato nas quais a proteina substrato angiotensinogénio, secretado pelo figado é



processada em uma reagao de duas etapas pela conversdo de renina(rim) e
angiotensina enzima (ECA)(pulmao) para produzir hormdnios peptidicos funcionais
chamados angiotensina | (Ang-1) e angiotensina Il (Ang-ll), respectivamente. A Ang-
Il € a molécula mais funcional do SRA e desempenha um papel ativo em muitos
processos fisioldgicos e patologicos. Aumenta a pressao arterial principalmente por
vasoconstricao, inflamagao, secrecdo de vasopressina e aldosterona, estresse
oxidativo, proliferagédo celular e ativagdo imunoldgica por meio de receptores tipo |
(AT1) da superficie celular. Além disso, a Ang-ll contribui para a regulacdo da
pressao arterial modulando o sistema nervoso autbnomo nos niveis central e
periférico(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL,2020).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O estudo transversal entre os menonitas, contou com aprovagao ética do
projeto “Levantamento Epidemiologico dos Fendtipos e Doencas Complexas
Existentes nas Comunidades Menonitas” (protocolos 2.247.952-CAAE
55297916.6.0000.0102), 338 exomas extraidos das colonias Nova (Acegua-RS),
Witmarsum (Palmeira-PR), e Curitiba(CWB). E teve como meta, analisar associagao
genética com a hipertensao no contexto da obesidade ou sobrepeso em menonitas

nao miscigenados.

3.2 QUESTIONARIO PARA COLETA DE DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os individuos foram convidados a participar da pesquisa por divulgacdo em
redes sociais, como instagram e no site do projeto. Apds o devido esclarecimento,
os participantes responderam questionario adaptado da Pesquisa Nacional de
Saude 2013, com énfase no histérico familiar de doengas complexas (ampliado a

partir do modulo Q), aplicado presencialmente ou preenchido online.

3.3 COLETA DE DADOS BIOMETRICOS E AMOSTRAS BIOLOGICAS
Na visita pessoal nas proprias residéncias dos participantes previamente

selecionados através de questionario, depois do devido esclarecimento e



consentimento/assentimento, as medidas biométricas individuais de cada
participante foram mensuradas, sendo elas preensdo palmar, peso, altura,
circunferéncia da cintura, porcentagem de agua, massa muscular, éssea e de
gordura, e pressdo arterial, utilizando dinamometro digital, balanga eletrénica
portatil, fita métrica e aparelho de pressao digital. Os resultados foram devolvidos
aos participantes, com acompanhamento de nutricionistas envolvidos no projeto, de
forma online. Os individuos foram convidados a fornecerem duas amostras de
sangue: 5 mL de sangue venoso em frasco com EDTA (Acido Etileno-
diaminotetracético) e 3 mL em frasco sem anticoagulante. Os tubos foram
centrifugados por 10 minutos a 3.500 rpm (Centrifuga Eppendorf 5416, Hamburgo,
Alemanha). Em seguida, as amostras sem anticoagulante foram subdivididas em 3
aliquotas de soro, e armazenadas a -80C para utilizagdo da amostra. Ja as
amostras com EDTA foram subdivididas em plasma e camada leuco-plaquetaria, e

foram armazenadas a -80°C para utilizagdo da amostra.

3.4 EXTRAGAO DO DNA

O DNA foi extraido a partir de amostras de sangue, através de Kkits
comerciais. O DNA foi ressuspendido em agua MiliQ e armazenado em freezer -
20°C. A quantidade e integridade do DNA foram avaliadas em nanodrop e

eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

3.5 TIPAGEM GENICA

Os exomas de 338 individuos menonitas brasileiros residentes em Colbnia
Nova, RS (n = 200), Witmarsum/Palmeira (n = 1) e de Curitiba, PR (n = 137) foram
sequenciados na plataforma lllumina HiSeq. O sequenciamento foi feito em parceria
com os pesquisadores Fabiana L. Lopes e Francis McMahon do National Institute of
Mental Health e Alan Shuldiner da empresa Regeneron (Estados Unidos da
América). Foi mantido o sigilo em relagdo a identidade dos individuos. Para este
primeiro agrupamento de exomas, os dados brutos foram convertidos ao formato
VCF (Variant Call Format) e alinhados ao genoma de referéncia GRCh38/hg38, a

ultima atualizacdo para o assembly de referéncia humano (MORALES,2022),



verificando-se a qualidade do sequenciamento por meio do software ForestQC (Li et
al., 2019).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As analises dos fatores independentemente associados com a presenca da
hipertensao arterial em individuos com sobrepeso ou obesidade utilizou modelos
univariados para selecionar variantes com o objetivo de construir um modelo
reduzido. Os n&o-menonitas e menonitas miscigenados foram excluidos das
andlises. Para a criacdo de modelos multivariados, foram selecionadas as
associagdes univariadas com valores de p corrigidos < 0,30 e utilizou-se o0 método
manual de stepwise (dire¢cdes: Backward e Forward) para a criagdo do modelo
multivariado, o qual gerou o melhor modelo de regressdao multivariada (modelo
final). O modelo final de regressdo multivariada apresentou as variaveis
independentemente associadas com os fenoétipos. Estas variaveis massa muscular,
idade e autopercepcao de saude foram utilizadas como covariaveis na corregao nas
analises de associagao de variantes genéticas presentes nos exomas da populagéo

menonita. A hipotese de distribuigdo normal entre os grupos foi avaliada pelo teste

de Shapiro-Wilk. Estas analises foram realizadas na linguagem R 4.2.2 (R CORE
TEAM, 2022) usando os seguintes pacotes: dplyr (WICKMAN et al., 2021) e
gtsummary (SJOBERG et al., 2021). Os valores de p corrigidos (pcorr) para a
multipla testagem foram ajustados pelo método de “False discovery rate” ou FDR
(BENJAMINI; HOCHBERG, 1995) usando o pacote stats na linguagem R® 4.2.2 (R
CORE TEAM, 2022). Valores de pcorr < 0,05 foram considerados significativos.

Para as analises de associagdo genética caso-controle, calculos da
frequéncia alélica e do equilibrio de Hardy-Weinberg o programa PLINK 1.9
(CHANG, C. C. et al., 2015; PURCELL; CHANG, [s. d.]) foi utilizado com os modelos
dominante, recessivo e aditivo para cada variante associado. O valor de p foi
corrigido utilizando o método de permutagdo de Monte Carlo pelo programa PLINK
1.9. Nesta anadlise exploratéria, o valor de p corrigido < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo. A seleg¢ao inicial das variantes foi baseada nas vinte



primeiras variantes (Top 20) com menor valor de p para cada modelo (dominante,
recessivo e aditivo).

As frequéncias alélicas da populagdo menonita foram comparadas as de
diferentes populagdes pelo teste exato de Fisher ou teste do qui-quadrado
bicaudais. As popula¢gdes menonita e europeia nao-finlandesa foram comparadas
para identificar variantes cujas frequéncias sofreram um possivel efeito fundador,
em relacdo a populacdo ancestral. A populagdo finlandesa € excluida por ser
considerada geneticamente isolada da europeia (SANTOS,2022). Ja a comparacgao
entre as populagbes menonita e Amish permite identificar efeitos da deriva genética,
resultantes dos 300 anos de separagéao, a partir da populagao anabatista original. As
frequéncias alélicas das populagbes europeias nao finlandesas (non-FIN EURO) e
Amish foram obtidas a partir do site: https://gnomad.broadinstitute.org/
(KARCZEWSKI et al., 2020). Ja as frequéncias alélicas da populagédo brasileira
foram extraidas do site: http://abraom.ib.usp.br (NASLAVSKY et al., 2022). Os testes
foram realizados na linguagem R (verséo 4.2.2). Todos os valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

Para analise estatistica foram considerados 138 individuos menonitas néo
miscigenados com exoma sequenciado, 89 obesos ou com sobrepeso e 49 obesos
ou com sobrepeso e hipertensdo. Assim o segmento da populagdo analisado
permaneceria na condicdo de isolamento genético. Em paralelo, foi realizada
contagem direta dos casos, para isso, foram considerados individuos com dados

tanto para peso como hipertenséo. (TABELA 5).

Tabela 5: MENONITAS™

Menonitas Obesidade  Sobrepeso total Obesidade  Sobrepeso Total
n=196 + + (por colbnia) sem sem (por colbnia)
HAS HAS HAS HAS

caso™* controle™

CON(n=118)* 18 (15,2%) 19 (16%)  37(31,2%) 17 (14,4%) 42(35,6%) 59(50%)
CWB(n=78)* 3 (3,8%) 9(11,5%) 12(15,3%) 7 (9%) 23(29,5%)  30(38%)

total 21(10,70%) 28(14,28%)  49(25%)  24(12,24%) 65(33,16%) 89(45,4%)
(menonitas)




(n=196)

*Somente foram incluidos individuos com exomas onde havia informagdo concomitante de

peso/sobrepeso e HAS.
** pode haver variagao no numero de caso / controle para analise no PLINK.

FONTE: planilha versédo 37.

Foram selecionadas as variaveis associadas a hipertensdo na presenca de
sobrepeso ou obesidade, com p corrigido < 0,03, nas regressdes logisticas
univariadas (TABELA 6).

Com as regressbes multivariadas obteve-se um modelo reduzido de variaveis
independentes associadas a hipertensao arterial em individuos com sobrepeso ou
obesidade(TABELA 7). Estas variaveis: massa muscular, idade e autopercepgao de
saude foram utilizadas como covariaveis na correcao nas analises de associagao de

variantes genéticas presente nos exomas.



Tabela 6: ASSOCIACOES UNIVARIADAS COM HIPERTENSAO ARTERIAL, NA
PRESENCA DE SOBREPESO/ OBESIDADE.

Variavel OR'’ IC 95%' p pcorr?
indice de massa corporal (IMC) 128 1.21,1.36 <0.001 <0.001
Idade (anos) 1.07 1.05,1.10 <0.001 <0.001
Massa muscular 0.74 0.66,0.82 <0.001 <0.001
Porcentagem de gordura corporal 111 1.07,1.16 <0.001 <0.001
Risco muito elevado de complicagdes cardiometabdlicos 6.43 3.03,14.9 <0.001 <0.001
(Razéo cintura/quadril)

Ocupagéao em agronegécio 268 1.59,4.47 <0.001 <0.001
Escala de autopercepgao da saude 157 1.22,2.02 <0.001 0.002
Diagnéstico de diabetes do tipo Il 3.46 1.61,7.23 0.001 0.004
Origem geografica (Colénia Menonita) 0.65 0.48,0.87 0.004 0.014
Ocupagao do lar 216 1.25,3.66 0.005 0.016
Experimentou cigarro 1.98 1.22,3.25 0.006 0.018
Autopercepgéao negativa de saude 201 1.21,3.43 0.008 0.021
Pratica atividade fisica moderada ou vigorosa 0.51 0.31,0.84 0.008 0.021
Como classifica 0 ambiente familiar na infancia 161 1.12,2.32 0.010 0.024
Familiar proximo com Hipertensao arterial 3.06 1.39,8.12 0.012 0.025
Miscigenagéo 0.23 0.05,0.65 0.016 0.032
Trabalhou em local fechado 0.42 0.19,0.84 0.022 0.043
Ocupagao na area da educagao 0.42 0.16,0.93 0.051 0.093
Sexo masculino 1.57 097,253 0.063 0.11
Ocupacgéo na area da saude 0.32 0.05, 1.09 0.12 0.20
Ocupacéo religiosa 241 0.63,7.85 0.16 0.25
Rota migratéria avé materna 0.89 0.71,1.09 0.30 0.45
Ocupagéo na area do comércio 1.32 0.55,2.89 0.50 0.72
Fumantes no ambiente de trabalho 1.40 0.38,4.20 0.57 0.79
Trabalho em contato com fumaca 1.15 0.63, 2.02 0.63 0.82
Rota migratéria avo paterna 094 0.73,1.19 0.64 0.82
Rota migratéria avé materno 0.96 0.76,1.20 0.75 0.92
Disturbios da Tireoide 1.10 0.52,2.15 0.79 0.92
Quantos dias por semana realiza atividade fisica moderada ou 0.98 0.86,1.12 0.81 0.92
vigorosa

Quantidade de fumantes no ambiente de trabalho 0.93 0.35,2.01 0.87 0.93

'Odds Ratio, 95% Confidence interval

2False discovery rate correction for multiple testing



Tabela 7:ASSOCIACOES MULTIVARIADAS COM HIPERTENSAO ARTERIAL NA
PRESENCA DE SOBREPESO/ OBESIDADE.

Estatisticas descritivas Regresséo logistica multivariada
Controle Caso OR?  IC 95% p pcorr®
Variavel n=178 n =283
1.06 -
Idade (anos)’ 51 (14) 67 (11) 1.10 1.15 <0.001 <0,001
0.76 -
Massa Muscular? 21.5(18.8-24.1) 18.4 (15.7-20.4) 0.87 0.99 0,040 0,043
Escala da
autopercepcgao da 1.03 -
saude’ 3.00 (2.00 - 3.00) 3.00 (2.00 - 3.00) 1.66 2.79 0,043 0,043

"Média (Desvio Padrao)

2Mediana (Intervalo interquartil)

3Corregéo da taxa de falsa descoberta para teste multiplos

Autopercepgao de saude 1. Excelente 2. Muito Boa 3. Boa 4. Regular 5. Ruim

FONTE: estatisticas realizadas em linguagem r 4.2.2.

Foi encontrada associagao em 39 SNPs (TABELA 8) com distribuigcdo genotipica em
equilibrio de Hardy-Weinberg(HW), exceto para rs198913, rs2272363, rs2272362,
rs2229642, rs2296740, rs2296741 que apresentam a distribuicdo genotipica fora do
equilibrio de HW (pHW<0,05 no grupo controle). Destes, 32, estdo associados com
a predisposicdo a desenvolver hipertensdo e 7, associados a possivel efeito

protetivo.



Tabela 8: GENES E SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO

MAF

MAF

Gene Localizacao SNP Modelo OddsRatio IC 95% p
caso controle
1:226984589.C.T 307
1 CcoQsA $12503 052 049 rec 1983 oo 0,0017
1:226984589:C:T 514 .-
COQ8A $12503 052 049 add 694 o0 0,0012
2 C%(gggf/‘/ 1:226985202:G:A rs2297415 052 05  add 682 21-2212  0,0014
CDC42BPA/ . . 2.09 -
3 ORI 1:226985234.C:G 152297416 048 049 add 68 o 0,0015
4 C%%’é?}’:‘v 1:226986444:T-C rs7552783 046 048 add 01  0.02-039  0,0010
5 C%%gg’:‘v 1:226986509:T-C rs3738725 046 048 add 01 002-039  0,0010
6 PTCHD3 10:27403378:A:Grs11599425 015 0,04 da%rg/ 42,49 1'2219?: 0,0014
7 SLC29A3 10:71361888:C:A rs2487067 049 035 rec 1913 3.1-1181  0,0015
8 TH 11:2166625:G:C rs12419447 046 037 rec 1711 %8336' 0,0020
9 H 11:2167955:G:A rsd074905 043 032 add 598 2-17.93  0,0014
TH 11:2167955:G:A rsd074905 043 032 rec 1711 %833(; 0,0020
10 KRT8  12:52000597:T:C  rs8608 052 048 rec 158 ggi ; 0,0018
11 KRTS  12:52004985:A:G rs1065306 04 043 dom 004 0.01-027  0,0009
12 KRT8  12:52905051T:G rs2070910 04 042 dom 004 001-027  0.0009
_ L rs11425228 dom/ 3.93-
13 C1QTNF9-AS113:24315012:G:A 1142 025 014 PO 2970 393 0,0010
14 ZC3H13  13:46044891:T:C rs962694 044 038 rec 2946 gfgé 0,0010
15  OR10G3 14:21570784:A:G rsd982462 061 045 rec 2046 ?';;3: 0,0016
16 CTSH  15:78925289:A:G rs2289695 018 009 add 2342 113.51021— 0,0013
CTSH  15:78925289:A:G rs2289695 018 009 dom  27.24 266353; 0,0013
17 CTSH  15:78932341:C:T rs2289700 02 04  add 23,49 %3375' 0,0014
CTSH  15:78932341:C:T rs2289700 02 04  dom 27,08 26557 ; 0,0014
18 ZNF469  15:78932341:C:Trs12598474 04 03  rec 1107 7.95-1541  0,0005
19 ZNF469  16-88435563-TA rs3812956 04 029 rec 1107 7.95-1541  0.0005
20 SLC1A5 19:46775681:G:A rs1060043 012 0,06 daodrg/ 431 1'14936; 0,0012
FKRP  19:46775681:G:A rs1060043 0,12 006 o™ 434 443 - 0,0012
add 4196
21 PXDN  2:1680151:G:T rs72763569 02 014 add 36,17 362497- 0,0010
PXDN  2:1680151:G:T rs72763569 02 014 dom 4174 gf,fg' 0,0009
22 DAWT  2:227902915:G:T rs2946931 056 042  rec 29,65 ;'11158' 0,0007
23 TM4SF18 3:149322237:G:Ars74464774 015 04  add 2253 ?fgé 0,0011
TMASF18  3:149322237-G:Ars74464774 015 01  dom 2469 3.8-160.6 00008



MAF

MAF Model OddsRati
o)

Gene Localizagéo SNP IC 95% p
caso controle o
24 NR3C2  4.148114298.TC rs1879829 05 049 dom 005 001-031 00014
25  CAPSL  5:35004787:C:A rs1345827 054 041 rec 18,32 f'19362' 0,0018
26 CAPSL  535921164:G:A rs3734107 054 042 rec 18,32 fa9362' 0,0018
27 ITPR3  6:33671983:G:C rs3736893 039 035 rec 26,76 3'13185 0,0019
28 ITPR3  6:33674179.TC rs7769838 033 03  rec 28 2'25147' 0,0016
29 ITPR3  6:33685671:C:T rs749338 037 048 dom 002 0-022 00013
30  IP6K3  6:33723020A:G rsd711341 039 048 dom 002 0-022 00014
31  CPNE5  6:36742492:A:G rs3752480 024 0415 9doM 3424  415- 0,0009
add 2425
32 CPNE5  6:36743785:G:C rs9380594 024 015 9o 3474  415- 0,0009
add 2425

33 TMEM200A 6:130362968:%: (67212512 025 045 add 19,02 3.24-1116 0,001
TMEM200A 6:130362968:%: (67212512 025 015 dom 64,65 ?'08996' 0,0007

34 TMEM200A 6:130440659:C:Trs12200105 027 02 dom/ad 32,16 4.06-255  0,0010
35  CCL24  7:75813446:G:A rsd1364146 0,08 0,02 daod’gl 4239 432-416  0,0013
36 MYL10  7:75813446:G:A rs876825 057 046 add 10,33 2'2489' 0,0013
MYL10  7:75813446:G:A rs876825 057 046 rec  23.71 ?486365 0,0007

37 ORAI2  T7:102436230:G:T rs1133471 054 046 rec 2618 3.7-1852  0,0011
38 FBXO25  8:407362:A:G rs13259702 048 031 add 13,39 2'71237' 0,0005
RALGDS 9:133098713:G:A rs886017 0,6 046 add 12,31 2'9?6234; 0,0009

39 RALGDS 9:133098713:G:A rs886017 0,6 046 rec 14,04 %‘072‘; 0,0014

na literatura, relacionados a modulagao da presséao arterial. A artéria aorta, adrenais

Para analise de expressao génica, foram selecionados tecidos, com registro

e figado(HALL, 2017).



Tabela 9: SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO NA POPULAGCAO MENONITA, NA
PRESENGCA DE OBESIDADE OU SOBREPESO, E SUA ASSOCIACAO A EXPRESSAO

DIFERENCIAL EM TECIDOS RELACIONADOS A HIPERTENSAO

Gene SNP As?li:li% do Efeito/regido Tecidos (eQTLs)
AORTA  ADRENAL FIGADO
COQ8A rs12593 T missense - - -
CDC42BPA  rs2297415 A downstream - - -
COQ8A rs2297415 A intrénico - - -
CDC42BPA  rs2297416 C downstream - - -
COQS8A rs2297416 C intrénico - - -
CDC42BPA rs7552783 T intrénico - - -
COQS8A rs7552783 T intrénico - - -
CDC42BPA rs3738725 T sinbnimo - - -
COQS8A rs3738725 T sinbnimo - - -
PTCHD3 rs11599425 G intrénico ns ns ns
SLC29A3 rs2487067 C intrénico - - -
TH rs12419447 C intrénico - - -
TH rs4074905 G intrénico - - -
KRT8 rs8608 T sinbnimo + - -
KRT8 rs1065306 G sinbnimo + - -
KRT8 rs2070910 G intrénico + - -
CIATTY rs114252282 A intrénico . . .
ZC3H13 rs962694 T intronico - - -
OR10G3 rs4982462 G intrénico ns ns ns
CTSH rs2289695 G nonsense + - -
CTSH rs2289700 T missense + - -
ZNF469 rs12598474 C missense ns ns ns
ZNF469 rs3812956 A missense ns ns ns
SLC1A5 rs1060043 A sinbnimo - - -
FKRP rs1060043 A parada - - -
PXDN  rs72763569 T intronico Nao Nao Nao
encontrado encontrado encontrado
DAW1 rs2946931 T nonsense + - -
TM4SF18 rs74464774 A intrénico ns ns ns
NR3C2 rs1879829 C intronico ns ns ns
CAPSL rs1345827 A intrénico ns ns ns
CAPSL rs3734107 A intrénico ns ns ns
ITPR3 rs3736893 G intrénico + + -
ITPR3 rs7769838 T intrénico + + -
ITPR3 rs749338 T sinGnimo Nao Nao Nao
encontrado encontrado encontrado
IP6K3 rs4711341 G sinbnimo + - -
CPNES5 rs3752480 G intrénico - - -
CPNE5 rs9380594 C intrénico - - -
TMEM200A rs67212512 C upstream 0 0 0
TMEM200A rs12200105 T sinbnimo 0 0 0
CCL24 rs41364146 A intrénico 0 0 0
MYL10 rs876825 T intrénico ns ns ns
ORAI2 rs1133471 G splice - - -
FBXO25 rs13259702 G intrénico - - -
RALGDS rs886017 A sinbnimo - - -

(+) — eQTLs positivo (-) — eQTLs negativo ns — eQTLs n&o significante



Tabela 10: SNPs ASSOCIADOS A HIPERTENSAO NA POPULACAO MENONITA, NA
PRESENGCA DE OBESIDADE OU SOBREPESO, EXPRESSAO DIFERENCIAL EM TECIDOS
RELACIONADOS A HIPERTENSAO PRESENTE

gene variante aorta adrenal figado Efeito oD oD oD

rec dom add

KRT8 rs8608 1 sindnimo 15,8 - -

KRT8 rs10653 1 sindnimo - 0,04 -
06

KRT8 rs20709 T 5 prime UTR - 0,04 -
10

CTSH rs22896 ! 3 prime UTR - 27,24 23,42
95

CTSH rs22897 \ missense - 27,08 23,49
00

DAW1 rs29469 I intrénico 29,65 - -
31

ITPR3 rs37368 l \ intrénico 26,76 - -
93

ITPR3 rs77698 l . inténico 28 - -
38

IP6K3 rs47113 l sinbnimo - 0,02 -
41

1 - EXPRESSAO AUMENTADA

| - EXPRESSAO DIMINUIDA

5 DISCUSSAO

O isolamento exerce impacto evolutivo nas populagdes pequenas, uma vez
que esses grupos nado conseguem sustentar o equilibrio estavel na distribuicdo
genotipica, conforme previsto pela Lei de Hardy-Weinberg. Mesmo na auséncia de
migracdo, mutacdo e selegcdo, e assumindo que ocorra panmixia, esse efeito se
manifesta (BEIGUELMAN, 2008). Nessas populagdes reduzidas, a variacao
aleatéria das frequéncias génicas ao longo das geragbes pode provocar a

eliminagdo ou, ao contrario, a fixagdo casual de um gene, independentemente de



seu coeficiente seletivo. Em outras palavras, nos pequenos isolados, um gene com
alto valor adaptativo pode desaparecer, enquanto outro, com baixo valor adaptativo
pode ser fixado. Tal fendmeno, que, em inglés, € denominado genetic drift, foi
chamado, em portugués, durante algum tempo, de oscilagdo genética, e depois,
renomeado, mais apropriadamente, por Freire-Maia (1974), de deriva genética
(BEIGUELMAN, 2008). A distribuicdo das frequéncias de certos genes em algumas
popula¢des humanas tem grande probabilidade de ter sido consequéncia da deriva
genética, a qual deve ter tido papel evolutivo muito mais relevante do que a selegao
natural nas populagdes primitivas, constituidas por pequenos isolados genéticos,
cujo tamanho efetivo n&o deveria exceder a 100. Nesses pequenos isolados existia
a possibilidade de um unico individuo, altamente fecundo, ou com descendentes
muito fecundos, provocar a predominancia de um ou mais genes na populagao
originaria de tais isolados, ainda que um desses genes conferisse baixo valor
adaptativo a seus portadores. Quando se reconhece a existéncia desse processo,
costuma-se falar em efeito do fundador. Nas populagdes primitivas também era
frequente a diminuicdo abrupta de seu tamanho, pela redugdo do numero de
pessoas em consequéncia de guerras, epidemias, fome e outras catastrofes,
dizimando familias, independentemente do valor adaptativo de seus genes. As
frequéncias génicas dos sobreviventes nem sempre correspondiam a da populagao
original, de modo que a populagdo oriunda deles podia mostrar uma composigao
genética diversa da que existia anteriormente. Esse efeito, decorrente do
“‘estreitamento da passagem” de genes de uma populagdo original para outra por

intermédio de uma geracéao reduzida por uma catastrofe, que afetou uma parte do

isolado e que, evidentemente, nada tem a ver com o processo de selegao natural,
costuma ser denominado efeito do gargalo (BEIGUELMAN, 2008).

A populagao que deu origem aos Menonitas brasileiros, foi impactada por 3
efeitos gargalo nos séculos XVI, XVIIl e XX. Entre as colbnias analisadas, CN, WIT
e CWB, todas foram afetadas de alguma forma, por pelo menos, mais dois eventos,
deriva genética e efeito fundador. Havendo possibilidade de ocorrer novo evento,
com a saida, para cidades maiores, de membros mais jovens destas col6nias, como
foi comentado no documentario, “Witmarsum-o Brasil dos Menonitas”. (GUEBUR,
2009). Na amostra da populagdo analisada, 31,2%, em Colénia Nova(RS), eram

hipertensos na presenga de obesidade ou sobrepeso. Em CWB, eram 15,3%



hipertensos na presencga de obesidade ou sobrepeso. Os valores de ocorréncia de
hipertensdo nessa populacido, para CWB e CN, sdo semelhantes aos da pesquisa
sobre associagado entre HAS e obesidade, desenvolvida anteriormente pelo LGMH.
Sabendo que a taxa de hipertensao nacional é 26,3% e considerando a comunidade
com um todo, a ocorréncia de hipertensdo nos menonitas analisados, é 25%,
estando dentro da média nacional. A explicacdo para amplitude, na ocorréncia de
hipertenséo, entre CN e CWB, poderia ser a classificacdo etaria dos participantes

da pesquisa, que em CN é mais elevada.

Com a verificacdo dos niveis de expressao génica em tecido-especifico, que
utilizou banco de dados do GTEx Portal, foi possivel identificar regides que séo
afetadas quando um gene é expresso. Esse sinal € dado pelo eQTLs (expressao de
loci de caracteristicas quantitativas) (GTEx portal, 2023). Dos 39 SNPs, 9 foram
eQTL positivo para aorta e/ou adrenal. A variante rs8608(geneKRT8), com mutacéo
sinbnima, com repercussao na aorta, expressa maiores niveis de RNA,, com o alelo
nao associado, em homozigose(CC; M40,38). A variante rs1065306(gene KRT8),
com mutagao sinbnima, com repercussao na aorta, expressa maiores niveis de
RNA.,com alelo associado, em homozigose (GG; M¢0,69). A variante
rs2070910(gene KRT8), com mutagéo na regidao 5 prime UTR, com repercussao na
aorta, expressa maiores niveis de RNA, com alelo associado em homozigose
(GG;mq 0,71). A variante rs2289695 (gene CTSH), com mutagado na regiao 3 prime
UTR, com repercussao na aorta, expressa maiores niveis de RNA,, com alelo ndo
associado em homozigose (AA;mqg 0,09). A variante rs2289700(gene CTSH), com
mutagcdo missense, com repercussao na aorta, expressa maiores niveis de RNAn
com o alelo ndao associado em homozigose (CC;mqs 0,08). A \variante
rs2946931(gene DAW1), com mutagcdo na regido intrbnica, com repercussao na
aorta, expressa maiores niveis de RNA., com alelo ndo associado em homozigose
do (GG;mg 0,16). A variante rs3736893(gene ITPR3), com mutacdo na regiao
intrbnica, com repercussdo na aorta expressa maiores niveis de RNA, com alelo
associado em homozigose (GG;mq 0,32), e com repercussdo na adrenal, expressa
maiores niveis de RNA, com alelo associado em homozigose (GG;mq 0,28). A
variante rs7769838(gene ITPR3), com mutagdo na regido intrbnica, com
repercussio na aorta, expressa maiores niveis de RNA,  com alelo associado em

homozigose (TT,mq4 0,29), e com repercussao na adrenal expressa maiores niveis



de RNA, do alelo associado em homozigose(TT;mgy 0,37). A variante
rs4711341(gene IP6K3), com mutagcdo sinGnima, com repercussdo na aorta,
expressa maiores niveis de RNA,, com alelo associado em homozigose do (AA;mq
0,16).

Dos alelos em que houve expressao diferencial nos tecidos escolhidos
(aorta, adrenal ou figado). A variante do gene KRTS8, rs8608, quando em
homozigose, aumenta em 15 vezes a possibilidade ocorréncia de hipertensao. Este
gene é um membro da familia das queratinas tipo Il agrupadas no brago longo do
cromossomo 12. As queratinas tipo | e tipo Il heteropolimerizam-se para formar
filamentos de tamanho intermediario no citoplasma das células epiteliais. O produto
desse gene tipicamente dimeriza com a queratina 18 para formar um filamento
intermediario em células epiteliais simples de camada unica. Esta proteina
desempenha um papel na manutengao da integridade estrutural celular e também
atua na transducao de sinal e diferenciagao celular. Mutagbes nesse gene causam
cirrose criptogénica. Estudo realizado com cultivo celular, casos clinicos e com
BalbC mostrou que a cisplatina atenuou a capacidade promotora de fibroblastos
associados ao cancer (CAFs) na migragdo e invasdo de células de cancer de
pulmédo, através da supressdo do efeito das CAFs em genes relacionados a
metastase, incluindo Twist1, receptor do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGFR), MMP2 e via de sinalizagao AKT. A queratina 8 (KRT8) foi identificada
como alvo da cisplatina. A regulagao positiva do KRT8 em CAFs é responsavel pelo
efeito inibitoério da cisplatina sobre o potencial de metastase de células de cancer de
pulmao através da supressao da via AKT. A estimulagao da AKT pelo ativador de
AKT SC79 reverteu o efeito do KRT8 na migracdo celular. E importante ressaltar
que o estudo in vivo também mostrou que as CAFs aumentaram significativamente
o crescimento tumoral, e a cisplatina efetivamente revogou o efeito promotor das
CAFs no crescimento do tumor (LI,2023). Os haploétipos variantes do gene CTSH,
rs2289695 e rs2289700,quando em heterozigose, aumentam em 27 vezes a
possibilidade da ocorréncia de hipertensdo, quando em homozigose, ha incremento
nessa possibilidade de ocorréncia. As catepsinas sao cisteinoproteases lisossomais
que pertencem a familia das peptidases semelhantes a papaina e desempenham
papeis importantes na degradagdo da matriz extracelular. Um aumento na

expressao génica da catepsina ou na atividade elastolitica dessas proteases tem



sido encontrado em animais e humanos com IC hipertensiva ou cardiomiopatia
dilatada idiopatica. As catepsinas exibem pronunciadas atividades elastoliticas e
colagenoliticas in vitro e in vivo. Por outro lado, estudos em camundongos
deficientes catepsina L revelaram que essa protease € importante para a
manutencdo da estrutura cardiaca e que sua deficiéncia resulta em
comprometimento lisossomal, bem como no consequente desenvolvimento de
cardiomiopatia dilatada. Essas varias observagbes demonstraram, assim, a
importancia das catepsinas na remodelagdo cardiaca (CHENG,2008). A variante do
gene DAW1, rs2946931, quando em homozigose, aumenta em 29 vezes a
possibilidade de ocorréncia de hipertensdo. Participa da montagem externa do
braco de dineina. Previsao de localizagao em cilios e regido extracelular (Alliance of
Genome Resources, 2022).0 sistema cardiovascular € exposto a sinais bioquimicos
e biomecanicos. Varios sensores para esses sinais tém sido descritos e contribuem
para o desenvolvimento cardiovascular, manutencdo da integridade dos vasos
durante a vida adulta e patogénese. Nos ultimos 10 anos, cilios primarios, cobertos
por membrana, protrusdes celulares semelhantes a bastonetes, foram descobertos
em varios tipos celulares do sistema cardiovascular. Os cilios primarios sao
organelas sensoriais envolvidas em varias vias de sinalizagdo chave (de
desenvolvimento) e na quimio e mecanosensorial em uma miriade de tipos
celulares. No sistema cardiovascular embrionario e adulto, eles tém demonstrado
funcionar como sensores de tensao de cisalhamento em células endoteliais e
podem atuar como sensores de tensdo em células musculares lisas e
cardiomiocitos e como quimiossensores em fibroblastos. (HEIDEN,2011). O defeito
é resultado de um déficit na quantidade de bragos de dineina e o diagndstico tardio
pode resultar em hipertensao(MATOS,2020). Os haplotipos variantes do gene
ITPR3, rs3736893 e rs7769838, quando em homozigose, aumentam em 26 e 28
vezes a possibilidade de ocorréncia de hipertensdo. Foi descrito o papel dos
receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato, uma familia de canais de liberagao
intracelular de Ca2+ localizados na membrana do reticulo endoplasmatico, na
regulagdo da vasodilatagdo e pressao arterial usando modelos de camundongos
geneticamente modificados. A delegdo de todos os 3 subtipos de receptores de

inositol 1,4,5-trisfosfato em células endoteliais de camundongos levou a


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction

hipertensdo, com redugdes na concentragao plasmatica de NO e na vasodilatagao

induzida por acetilcolina(LIN,2019).

6 CONSIDERAGOES FINAIS

Dos achados associados a hipertensdo, nos menonitas, o gene KRT8 e
seus haplotipos, rs8608 (sinbnimo) associado a possivel predisposigcdo ao
desenvolvimento de hipertensdo, enquanto rs1065306 (sinbnimo) e
rs2070910(5prime-UTR) associados ao possivel efeito protetivo, todos com
expressdo aumentada na aorta. O gene KRT8, pode estar associado a migragao
celular (L1,2023).

O gene CTSH e seus haplotipos rs2289695 (3prime-UTR) e
rs2289700(missense) associados a possivel predisposi¢gdo ao desenvolvimento de
hipertensdo, ambos com expressédo diminuida na aorta. O gene CTSH, pode estar

associado a remodelacao cardiaca (CHENG,2008).

O gene DAW1 e seu haplétipo rs2946931 (intrénico), associados a possivel
predisposicao ao desenvolvimento de hipertensdo com expressao diminuida na
aorta. O gene DAW, pode estar associado a sensores de tensdo em células

musculares lisas e cardiomiécitos(HEIDEN,2011).

O gene ITPR3 e seus haplétipos rs3736893 e rs7769838 associados a
possivel predisposicdo ao desenvolvimento de hipertensdo com expressao
diminuida na aorta e adrenal. O gene ITPR3 pode estar associado a canais de
liberagao intracelular de Ca2+(LIN,2019).

Das 39 variantes genéticas associadas a hipertensdo na populagao
menonita, destas, 9 também associadas a expressao dos genes na artéria aorta.
Estes resultados deverao ser confirmados ainda, com aumento do tamanho

amostral incluindo a populacdo miscigenada brasileira.
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