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RESUMO

MARCHESINI, Bruna. Estudo de genes candidatos a hipertensdo arterial em
individuos com obesidade no Rio de Janeiro. 2017. 136 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia Molecular e Celular) - Instituto Biomédico, Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

A Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) caracteriza-se por niveis cronicos de presséo arterial
(PA) elevada (= 140/90 mmHg). Essa patologia representa um grave problema de saude
publica mundial e raramente causa sintomas nos estagios iniciais da doenca. Ainda assim,
ocasiona danos e alteragGes aos principais 6rgdos, como o coragdo, encéfalo, rins e vasos
sanguineos, bem como alteracdes metabdlicas. Como consequéncia, a hipertensdo é
considerada um dos maiores fatores de risco para o0 desenvolvimento de doencas
cerebrovasculares, renais e cardiovasculares em todo o mundo. Em 2012, estima-se que
essa doenca tenha sido responséavel por um quarto das 52,8 milhdes de mortes registradas.
A prevaléncia mundial de hipertensdo em adultos foi de cerca de 22% em 2014. No Brasil,
estima-se que a prevaléncia da hipertenséo varia entre 22% e 44% para adultos (32% em
média). Ademais, essa doenga ficou em 6° lugar no ranking das 10 maiores causas de morte
no pais. O acumulo excessivo de tecido adiposo, por exemplo, esta associado a alteracdes
no sistema cardiovascular, incluindo um aumento da presséo arterial. A HAS e a obesidade
apresentam caracteristicas multifatoriais determinadas por uma interacdo complexa entre o
background genético e o ambiente, onde diversos genes contribuem para a determinagéo de
cada uma dessas doencas. Dessa forma, esse estudo buscou investigar a relacdo entre
polimorfismos - que haviam sido previamente relacionados a hipertensdo - e 0
desenvolvimento da HAS em individuos com obesidade. Ademais, procurou-se analisar
também a influéncia destes SNPs em parametros antropométricos e pressoéricos. Foram
analisados 311 individuos obesos, sendo 212 pacientes hipertensos e 99 normotensos. Os
polimorfismos estudados do projeto foram analisados por PCR em tempo real usando
sondas TagMan, PCR convencional e PCR em Tempo Real Fluidigm 48.48 Dynamic Array
™. Nossos principais resultados mostraram que individuos obesos hipertensos exibem
valores maiores de peso, IMC, circunferéncia da cintura (CC), circunferéncia do quadril (CQ)
e razdo cintura/quadril (RCQ), quando comparados aos normotensos. Em relacdo as
analises molecularesos SNPs dos genes NOS2 (rs8072199), IL10 (rs1554286, rs1800896 e
rs1800871) MIS-AS (rs755622), IL6 (2069837), GC (rs2282697), CYP24A1(rs6013897) e
MBL2 (rs1800450 e rs7096206) foram associados ao risco de desenvolver hipertenséo.
Com relacdo aos parametros presséricos e antropométricos, 0 polimorfismo
rs379527(TNFSF14) foi associado a um maior peso corporal e dentro do grupo de
hipertensos, a uma maior RCQ; o SNP rs1800871 (IL10) foi relacionado a maiores valores
de IMC, CC e PAD, assim como o rs1554286 (IL10) mostrou-se associado a um IMC mais
alto. Ademais, o rs755622 (MIFAS) foi associado a menores valores de peso e
circunferéncia da cintura e no grupo de normotensos a um menor peso. Foi observado
também que o rs2069837 (IL6) esta relacionado a valores menores de RCQ e dentro do
grupo de hipertensos a menores valores de peso, RCQ e CC. Os SNPs rs1800450 e
rs7096206 (ambos do gene MBL2) foram associados a maiores valores de CQ e peso,
respectivamente. No grupo de individuos hipertensos o rs2069845 (IL6) foi associado a uma

Xiv



PAS e PAD menores. O SNP rs8072199 (NOSZ2) foi associado a uma menor PAD, enquanto
que o rs731236 (VDR) a valores maiores de PAS. Para as andlises dentro no grupo de
normotensos, 0s rs2069832 e rs1800795 (ambos do gene IL6) apresentaram menores
valores de peso corporal, IMC, CC e CQ. O rs7138803 (FAIM2) teve maiores valores de CC,
enquanto que o rs1024611 (MCP1) teve menores valores para essa mesma variavel. O
rs2282697 (GC) teve maiores indices de RCQ, bem como o rs2234167 (TNFRSF14) foi
relacionado a maiores valores de PAS. Por fim, o rs1861493 (IFNG) foi associado a
menores valores de PAS. Os resultados encontrados nesse estudo perderam significancia
estatistica ap6s a correcdo para multiplas andlises. NOs concluimos que apesar das
pesquisas e grandes estudos do tipo GWAS, ainda ndo € possivel explicar o real impacto do
componente genético na etiologia de hipertensao.
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ABSTRACT

MARCHESINI, Bruna. Study of candidate genes for arterial hypertension in obese individuals in
Rio de Janeiro. 2017. 136 pages. Dissertation (Master in Molecular and Cell Biology) -
Biomedical Institute, Federal University of the State of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

Essential hypertension (EH) is characterized by chronic levels of high blood pressure (BP) (=
140/90 mmHg). This pathology is considered a serious global public health problem which
rarely causes symptoms in its early stages. However, it affects and damages the major
organs in the body, such as the heart, brain, kidneys and blood vessels. It also produces
complex metabolic changes in the system. Nevertheless, hypertension is considered one of
the major risk factors for the development of cerebrovascular, renal and cardiovascular
diseases worldwide. Researches reveal that this disease accounted for a quarter of the 52.8
million registered deaths. In 2014, the prevalence of hypertension in adults was about 22%.
In Brazil, the prevalence of hypertension ranges from 22% to 44% for adults (32% on
average). In addition, this disease had the 6th position in the ranking of the top 10 causes of
death in the country. Excessive accumulation of adipose tissue, for example, is associated
with changes in the cardiovascular system, including an increase in blood pressure. EH and
obesity have multifactorial characteristics determined by a complex interaction between the
genetic background and the environment, in which several genes contribute to the
determination of each of these diseases. Thus, this study sought to investigate the
relationship between certain polymorphisms - which had been previously related to
hypertension - and the development of hypertension in individuals with obesity. In addition,
we analyzed the influence of these SNPs on anthropometric and pressure parameters. A
total of 311 obese individuals have been analyzed, where 212 were hypertensive patients
and 99 were normotensive patients. The polymorphisms studied in the project were analyzed
by real-time PCR using TagMan probes, standard PCR and Real-Time PCR Fluidigm 48.48
Dynamic Array ™ technique. Our main results showed that hypertensive obese individuals
exhibit higher values of weight, BMI, waist circumference (WC), hip circumference (HP) and
WHR waist/hip ratio), when compared to normotensive individuals. Regarding molecular
analyzes, SNPs from NOS2 (rs8072199), IL10 (rs1554286, rs1800896 and rs1800871)
MIFAS (rs755622), IL6 (2069837), GC (rs2282697), CYP24Al (rs6013897) and MBL2
(rs1800450 and Rs7096206) have been associated with the risk of developing hypertension.
Regarding pressure and anthropometric parameters, rs379527 polymorphism (TNFSF14)
was has been associated with bigger body weight and, within the group of hypertensive
individuals, a WHR; SNP rs1800871 (IL10) has been related to higher values of BMI, WC
and diastolic blood pressure (DBP), and rs1554286 (IL10) has been associated with higher
BMI. In addition, rs755622 (MIFAS) has been connected to lower body weight, WC and, in
the normotensive group, with lower weight. It was also observed that rs2069837 (IL6) is
related to lower values of WHR and, within the hypertensive group, with lower body weight,
WHR and WC. SNPs rs1800450 and rs7096206 (both from MBL2 gene) were related to
higher values of HC and weight, respectively. In the group of hypertensive individuals,
rs2069845 (IL6) has been associated with lower systolic blood pressure (SBP) and DBP.
SNP rs8072199 (NOS2) has been associated with lower DBP, whereas rs731236 (VDR) with
higher values of SBP. For analyzes within the normotensive group, rs2069832 and
rs1800795 (both from IL6) presented lower body weight, BMI, WC and HC. rs7138803

XVi



(FAIM2) had higher values of WC, while rs1024611 (MCP1) had lower values for the same
variable. rs2282697 (GC) had higher WHR, whilst rs2234167 (TNFRSF14) has been related
to higher SBP values. Finally, rs1861493 (IFNG) has been associated with lower SBP
values. The results found in this study lost statistical significance after correction for multiple
analyzes. We conclude that despite many researches and GWAS studies, it is still not
possible to explain the real impact of the genetic component on the etiology of hypertension.
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1) INTRODUCAO

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS), também conhecida como pressao
alta, caracteriza-se por niveis cronicos de pressao arterial (PA) elevada (= 140/90
mmHg). Essa patologia representa um grave problema de saude publica mundial,
podendo apresentar causas primarias ou secundéarias. A hipertensdo arterial
secundaria inclui as formas monogénicas de hipertensdo e outras doencas que
levam ao aumento da PA, como doenca renal crénica, estenose da artéria renal e
distarbios endocrinos (LIN et al., 2016). A hipertensado primaria (também conhecida
como essencial) é uma doenca multifatorial, causada pela interacdo de fatores

ambientais e poligénicos, e sera o objeto de estudo dessa dissertacao.

1.1) Etiologia da doencga

A PA é a medida da forca que esta sendo exercida nas paredes das artérias
guando o sangue € bombeado para fora do coracdo. Quanto maior a pressédo, maior
0 estresse vascular sofrido pelos vasos sanguineos e maior € o esforco do musculo
cardiaco para bombear o sangue. A PA pode ser aferida utilizando-se um
esfigmomanbmetro e um estetoscopio e € representada por dois valores: a pressao
arterial sistélica (PAS) e a pressdo arterial diastolica (PAD). A PAS pode ser
considerada a pressao arterial maxima e € correspondente ao valor medido no
momento em que o ventriculo esquerdo bombeia o sangue para a aorta. J4 a PAD
pode ser considerada a pressao arterial minima e corresponde ao momento em que
o ventriculo esquerdo relaxa e volta a encher-se de sangue para retomar 0 processo
de circulacéo. A pressao arterial normal de um individuo adulto (Figura 1) é definida
como uma PAS de 120 mmHg e uma PAD de 80 mmHg. Individuos com niveis
pressoricos < 140/90 mmHg sdo denominados normotensos (BENETOS et al., 1998;
WHO, 2013).

Geralmente, individuos do sexo masculino apresentam valores maiores de PA
e riscos aumentados de doencas cardiovasculares e renais, quando comparados a
mulheres pré-menopausicas com a mesma idade. Contudo, apdés a menopausa, a
PA nas mulheres se eleva a niveis ainda maiores do que os dos homens

(RECKELHOFF, 2001). Ademais, o aumento da PA é uma consequéncia inevitavel



do envelhecimento, devido ao continuo aumento da rigidez arterial ao longo dos
anos. Consequentemente, uma alta propor¢cdo de individuos idosos acaba
desenvolvendo hipertensdo (PINTO, 2007).

120
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Pressao normal Normal limitrofe Hipertensao

Figura 1: Valores pressoricos e o quadro da hipertenséo. Fonte: Adaptado de:

www.eusoul2por8.com.br (2016)

1.2) Consequéncias da HAS

A HAS raramente causa sintomas nos estagios iniciais da doenca e por isso é
considerada um assassino silencioso (“silent killer”), ocasionando danos e alteragdes
aos principais 6rgdos, como o0 corac¢do, encéfalo, rins e vasos sanguineos, assim
como alteragdes metabodlicas. Como consequéncia, a hipertensédo é considerada um
dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento de doengas cerebrovasculares,
renais e cardiovasculares em todo o mundo (WHO, 2013).

Em 2012, estima-se que essa doenca tenha sido responsavel por um quarto
das 52,8 milhdes de mortes registradas globalmente (PADMANABHAN et al., 2015).
As complicacdes causadas por essa patologia representam 9,4 milhGes de mortes a
cada ano, sendo responsavel por pelo menos 45% das mortes por doencas
cardiacas e 51% das mortes por acidente vascular cerebral (WHO, 2013). Além
disso, a HAS é um dos principais fatores de risco para a deméncia, a insuficiéncia

renal e para a morte materna e fetal durante a gravidez (CAMPBELL et al., 2014).



1.3) Epidemiologia

1.3.1) No mundo

A prevaléncia mundial de hipertensdo em adultos com idade igual ou superior
a 18 anos foi de cerca de 22% em 2014 (MENDIS, 2014). Contudo, acredita-se que
esses valores possam estar subestimados, visto que o tratamento e o controle da
HAS sdo por muitas vezes inadequados devido a deficiéncias nos sistemas de
saude ao redor do mundo, particularmente no nivel de atencdo primaria. Alguns
autores afirmam que cerca de 27% da populacdo mundial seja hipertensa
(PADMANABHAN et al., 2015) e que em 2025, mais de 1,5 bilhdes de pessoas em
todo o mundo terdo pressao alta (OLSEN et al., 2016).

Nas regibes contempladas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
prevaléncia de hipertensdo arterial foi mais elevada na Africa, onde
aproximadamente 30% da populacdo é hipertensa (Figura 2). A prevaléncia mais
baixa da doenca foi na regido das Américas, com percentual de 18%. Entretanto,
estima-se que apenas metade dos individuos hipertensos sejam diagnosticados, e
desses, apenas metade sejam tratados. Dentre os individuos que recebem o
tratamento, acredita-se que apenas a metade obtém sucesso em manter sua
pressdo controlada (BASU; MILLETT, 2013).
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Figura 2: Mapa da prevaléncia da HAS ao redor do mundo. Brasil destacado em azul. Fonte:
Adaptado de WHO, 2014.

1.3.2) No Brasil

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia, a prevaléncia da hipertensao
no Brasil varia entre 22% e 44% para adultos (32% em média), chegando a mais de
50% para individuos com 60 a 69 anos e 75% em individuos com mais de 70 anos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2010). Um estudo feito pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em 2013, calculou que

aproximadamente 31,3 milhdes de brasileiros tinham presséo alta (21,4%), sendo
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que uma maior propor¢cao de mulheres se autodeclarou hipertensa (24,2%), em

relacdo aos homens (18,3%) (Figura 3).

Proporcgao de brasileiros acima de 18 anos que se
autorreferenciaram como hipertensos, com indicagao
do intervalo de confianga de 95%, segundo o sexo, os

grupos de idade e o nivel de instrugao. IBGE - 2013
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Figura 3: Grafico da Prevaléncia da Hipertenséo no Brasil em pessoas acima de 18 anos segundo o

sexo, 0s grupos de idade e o nivel de instrucdo. Fonte: Adaptado de IBGE, 2013.

Acredita-se que no Brasil o modelo de prevaléncia da hipertensdo siga o
padrao visto mundialmente, onde a doenca afeta um namero maior de homens do
gue mulheres. Sugere-se, portanto, que essa diferenga apontada na pesquisa feita
pelo IBGE em 2013 (onde a hipertensdo tem maior prevaléncia nas mulheres) seja
causada por fatores culturais. Um levantamento do Ministério da Saude feito em
2016 registrou que mais de um terco dos homens nao buscam os servicos de saude

porque acreditam que nado precisam deles (HERRMANN et al., 2016). Igualmente,



um estudo feito por Pereira e colaboradores, em 2007, concluiu que os individuos do
sexo masculino tinham menor conhecimento, tratamento e controle da hipertensao
em relacdo as mulheres, e recomenda que programas de deteccdo e
acompanhamento dessa patologia sejam dirigidos principalmente para os homens
(PEREIRA et al., 2007). O maior percentual de mulheres hipertensas visto no
levantamento do IBGE pode ser explicado pela falta de conhecimento sobre a
doenca por parte dos individuos do sexo masculino, o que poderia té-los levado a se
autorreferenciar incorretamente.

O numero de pessoas que se autorreferenciaram como hipertensos aumentou
de acordo com a idade, que € um dos maiores fatores de risco para a doenca. Ja em
relacdo ao nivel de instrucdo, quanto maior a escolaridade dos individuos, menor a
prevaléncia da hipertensdo. Estes dados estdo de acordo com a tendéncia mundial
vista por Rahimi e colaboradores em 2015.

Em 2012, a OMS estimou que 4,7% de todas as mortes (aproximadamente 62
mil brasileiros) tenham sido causadas pela HAS (Figura 4). Essa doenca ficou em 6°
lugar no ranking das 10 maiores causas de morte no Brasil, a frente, por exemplo,
de acidentes de transito (3,7%) (WHO, 2012).
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Figura 4: Ranking das 10 maiores causas de morte no Brasil — Uma comparacéo entre as pesquisas
de 2000 e 2012. Fonte: Adaptado de Brazil: WHO Statistical Profile, 2010.

1.4) O controle da presséao arterial no organismo

A regulacdo da pressdo arterial € uma funcao fisiologica muito complexa,
dependente de um continuum de ac¢des dos sistemas cardiovascular, neural, renal e
endocrino (Figura 5). Dessa forma, um grande numero de substancias e sistemas
fisiol6gicos interagem de maneira complexa e com redundancia para garantir niveis
adequados de PA nas mais diversas situagOes. Destacam-se entre eles os
mecanismos neurais, locais e enddcrino-renais. Os sistemas locais que controlam o
fluxo sanguineo sdo mediados por quimiorreceptores e incluem a vasoconstricdo e
dilatacéo e a alteracdo do numero e do calibre dos vasos sanguineos que irrigam um

tecido. Além do controle local do fluxo sanguineo, o controle global, mediado pelo
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sistema nervoso autdbnomo, inclui alteracdes no débito cardiaco. O controle neural
da PA é realizado essencialmente através do sistema nervoso simpatico (SNS) e do
parassimpatico (SNP), que atuam no controle imediato da pressdo (mecanismos de
curto prazo). Entretanto, 0 mecanismo mais poderoso para manter a homeostase da
pressdo de longo prazo é o sistema enddcrino-renal, fundamentalmente ligado ao

controle do volume de sangue (volemia) (CHOPRA et al., 2011).

Controle da
Pressao
Arterial

Sistema

Mecanismos Mecanismos P
Endocrino -

Locais Neurais

Oxido Nitrico

Figura 5: Os trés principais mecanismos de controle da pressédo arterial no organismo. Fonte:
Adaptado de CHOPRA et al., 2011.

1.4.1) O mecanismo neural

O sistema nervoso autbnomo, um dos mecanismos de controle da PA, pode
ser dividido em SNS e SNP. O SNS é responsavel por desencadear o que é
comumente conhecido como a resposta de “luta ou fuga”, ao passo que o SNP,

coloquialmente chamado de sistema do “descanso e digestdo” por atuar em
8



oposicdo ao SNS, reverte os efeitos da resposta de luta ou fuga. Esses dois
sistemas atuam em conjunto na regulacdo da PA, onde o SNS, quando acionado,
provoca o aumento da PA, e o SNP, que ao ser ativado, causa a sua diminuicado
(IRIGOYEN et al., 2001).

Nesse mecanismo de controle, quando ha um aumento repentino da pressao
arterial, os barorreceptores, que sdo mecanorreceptores localizados nos grandes
vasos (aorta e carétida), respondem gerando uma bradicardia (diminuicdo da
frequéncia cardiaca), que € mediada pelo SNP, e uma inibicdo da resposta do SNS.
Em contrapartida, quando ocorre uma queda abrupta da pressdo sanguinea, 0s
receptores cardiopulmonares de baixa pressdo respondem causando taquicardia
(aumento da frequéncia cardiaca) através da ativacdo do SNS, aumentando a
libertacdo do peptideo natriurético atrial e inibindo a libertacdo de vasopressina
(GUYENET, 20086).

O sistema nervoso central (SNC) € o Unico sistema capaz de realizar uma
regulacdo momentanea e sustentada da pressdo arterial. Verificou-se que jovens
adultos hipertensos apresentavam taquicardia, aumento do débito cardiaco e dos
niveis plasmaticos de norepinefrina na circulacdo periférica, gerados pelo SNC. Um
aumento na atividade simpatica também é observado em pacientes com hipertensao
associada a apneia obstrutiva do sono, obesidade, doenca renal crbnica, pré-
diabetes e insuficiéncia cardiaca (CHOPRA et al., 2011).

1.4.2) Sistema Enddcrino-Renal

A ativacdo do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) esta
condicionada a reducdo da pressdo arterial renal detectada por células
justaglomerulares (nos rins) localizadas nas paredes das artérias aferentes, que
estimula a secrecdo de renina pelos rins. A renina é uma enzima que atua
convertendo o angiotensinogénio circulante no plasma sanguineo (proveniente do
figado) em angiotensina |, por clivagem de dois aminoacidos terminais. A
angiotensina I, por sua vez, € convertida em angiotensina Il pela acdo da enzima
conversora de angiotensina | (ECA) presente, principalmente, nas membranas das

células endoteliais da circulagdo pulmonar. Essa enzima, além de converter



angiotensina | em angiotensina Il, também degrada a bradicinina, que é um
vasodilatador (CAMPOS, 2008).

Os efeitos da angiotensina Il, o principal horménio efetor do SRAA, sédo
mediados por sua interacdo com o0s receptores de membrana ATl e AT2, que
pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Os principais
efeitos sistémicos desse hormonio peptidico incluem vasoconstricdo, estimulacao do
SNS e aumento da biossintese de aldosterona pelo coértex adrenal (FYHRQUIST et
al., 1995). Por fim, a aldosterona, um horménio esteroide, aumenta a absorcéo de
sbdio e a secrecdo de potassio pelas células epiteliais tubulares renais, resultando
em um aumento da reabsor¢cdo de &gua, 0 que gera um aumento no volume de

plasma sanguineo (Figura 6).

Células
justaglomerulares

Reducao da PA —

(4
Renina

Angiotensina Angiotensinogénio

4

Angiotensina
I

Sintese de Estimula o SNS
Aldosterona

Vasoconstri¢ao J

Figura 6: O Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. Fonte: Adaptado de CHOPRA et al., 2011.
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1.4.3) Os Mecanismos Locais

O controle local da pressao arterial € mediado por substancias produzidas e
liberadas pelas células endoteliais que modulam o ténus da musculatura lisa
vascular adjacente, podendo ser potentes vasorelaxantes ou vasoconstritores
(VERMA; ANDERSON, 2002). As duas principais substancias produzidas pelo
endotélio séo o 6xido nitrico e a endotelina-1.

O o6xido nitrico, também conhecido como fator relaxante derivado do endotélio
(FRDE) € um géas vasodilatador de semivida curta. Este € liberado pelas células
endoteliais em resposta ao estresse causado pela friccdo gerada pelo fluxo
sanguineo. Esse gas é sintetizado a partir da arginina pela 6xido nitrico sintetase
(NOS) e, além de gerar a vasodilatacdo, possui efeitos anti-proliferativos,
antitrombéticos, influencia a contratilidade miocardica e gera inibicdo da adeséo de
leucécitos. Ademais, o Oxido nitrico se opde as acbes de potentes fatores de
constricdo derivados do endotélio, como angiotensina-1l e endotelina-1.

A endotelina-1 € um potente peptideo vasoconstritor produzido pelas células
endoteliais e aumenta as ac¢des vasculares de outros peptideos vasoativos tais
como angiotensina-Il, norepinefrina e serotonina. Além disso, participa na ativacao
de leucdcitos e plaquetas, o que promove um fenétipo protrombético e pro-
aterogénico. Varios estudos mostram que o0s niveis de endotelina-1 podem ser altos
em pacientes hipertensos, enquanto outros estudos nao relataram diferenca nos
niveis de endotelina-1 em pacientes com ou sem hipertensdo (CHOPRA et al., 2001)

Além dos mecanismos locais de controle da PA, diversos hormonios
contribuem, através de inUmeras vias, para a homeostase pressorica. Dentre esses,
destacam-se o peptideo natriurético (gera braquicardia), a vasopressina (também
conhecida como hormonio antidiurético, causa aumento da PA) e adipocinas [tais
como a leptina e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), secretados pelos

adipécitos].

1.5) Fatores de risco para o desenvolvimento de HAS

A hipertensdo é uma doencga complexa e multifatorial, resultante da interagcéo

de diversos fatores genéticos e ambientais (KNIGHT et al., 2009). Sugere-se que até
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80% das doencas cardiovasculares possam ser prevenidas baseadas no
componente ambiental, através da adocdo de um estilo de vida saudavel (OLSEN et
al., 2016). A ingestdo diaria de sal, o consumo excessivo de alcool e tabaco, o
estresse, uma dieta rica em carboidratos e gorduras, o sedentarismo e a obesidade
sao alguns dos fatores ambientais que aumentam o risco do desenvolvimento da
hipertenséo (Figura 7) (RAHIMI et al., 2015).

Principais fatores que contribuempara o
desenvolvimento da hipertensao e suas complicagoes

Determinantes e Fatores de risco Fatores de risco
vetores sociais comportamentais metabdlicos

Globalizagdo Ma alimentagdo Press3o alta Ataques
Urbanizagdo Tabagismo Obesidade cardiacos
Envelhecimento Sedentarismo Diabetes AVC
Renda Uso abusivo de Faléncia
Educacdo alcool Cardiaca

\# U U=—

Figura 7: Principais fatores que contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo e suas

complicagBes. Fonte: Adaptado de WHO: A global brief on hypertension: silent killer, 2016.

1.6) A obesidade e a HAS

A obesidade é uma doenca complexa, em que diversos fatores contribuem
para seu desenvolvimento, e pode ser definida como o acumulo anormal ou
excessivo de gordura, a qual pode causar maleficios a satde. Os individuos com
indice de massa corporal (IMC) = 30 kg/m? sdo considerados obesos. A obesidade é
atualmente considerada como uma epidemia, com mais de 600 milhdes de adultos
obesos ao redor do mundo. Essa patologia aumenta a probabilidade do
desenvolvimento de doencas como diabetes, hipertensdo, acidente vascular
cerebral, certos tipos de cancer e apneia obstrutiva do sono (MENDIS, 2014).

Diversas anormalidades centrais e periféricas podem explicar o
desenvolvimento ou manutencdo de PA elevada em individuos obesos. Algumas
dessas irregularidades incluem a ativacdo do sistema nervoso simpatico e do
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sistema renina-angiotensina-aldosterona. Ademais, a obesidade também esta
associada a disfuncao endotelial e anormalidades funcionais renais, que podem ter
um papel no desenvolvimento da hipertensdo (RAHMOUNI et al., 2005). A
compressdo do rim pela gordura circundante e as alteracfes estruturais renais

associadas a obesidade desempenham um papel no dano renal associado a
obesidade e ao aumento da PA (HALL, 2003).

1.6.1) Alteracdes no SNS

A hiperatividade do sistema nervoso simpatico (SNS) é uma caracteristica
comum da obesidade em humanos e em modelos animais. A hiperativacdo do SNS
em longo prazo, através de diversas vias, pode aumentar a pressdo arterial,
causando vasoconstricdo periférica e aumentando a reabsorcao renal de sodio. A
producdo excessiva de leptina pelos adipdcitos e altos niveis circulantes de &cidos
graxos intensificam o funcionamento do SNS que, por sua vez, gera a elevacao da
PA. A leptina € um hormbnio que atua no balanco energético do organismo, atraves
do controle do apetite e do metabolismo. Além disso, a leptina atua no hipotdlamo
para aumentar a pressao arterial através da ativacdo SNS (DA SILVA et al., 2013).

Nos ultimos 20 anos, constatou-se que o tecido adiposo ndo é apenas um
reservatorio passivo de armazenamento de energia, mas € um 6rgao enddcrino que
secreta peptideos bioativos como as adipocinas e a leptina. Dessa forma, individuos
obesos apresentam maior quantidade de adipécitos em relacdo a individuos
eutréficos (IMC< 24,9 kg/m?) e, consequentemente, maior producédo de leptina e de
adipocinas. (AIZAWA-ABE et al., 2000). A adiponectina, por exemplo, apresenta
propriedade cardioprotetora, pois tem efeito vasodilatador, que aumenta a liberacao
de oOxido nitrico (vasodilatador) e inibe a producédo de TNF-a. Além disso, individuos
obesos apresentam uma diminuicdo nos niveis de adiponectina, o que leva a uma
disfuncéo endotelial (CHOPRA et al., 2011).

1.6.2) Alteracdes no SRAA

Numerosos fatores contribuem para a ativagcdo do SRAA na obesidade.

Primeiramente, foi visto que o angiotensinogénio produzido pelo tecido adiposo pode
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ser liberado na corrente sanguinea. Desta forma, sugere-se que os elevados niveis
circulantes de angiotensinogénio vistos nos pacientes com obesidade podem ser
atribuidos, em parte, ao aumento da gordura corporal. Além disso, foi descoberto
que a aldosterona também desempenha um papel no desenvolvimento de
hipertensdo associada a obesidade. Observou-se que 0s niveis plasméticos de
aldosterona estdo elevados em alguns hipertensos obesos, especialmente nos
pacientes com obesidade visceral. Contudo, 0s mecanismos pelos quais 0 excesso
de gordura pode aumentar a producdo da aldosterona ainda ndo sdo conhecidos

(RAHMOUNI et al., 2005).

1.6.3) Alterac6es nos mecanismos locais de controle da presséao arterial

A disfuncao endotelial, como por exemplo a diminuicdo da responsividade ao
oxido nitrico, € uma anormalidade comum na obesidade. O dano ao endotélio
gerado pelo acumulo de tecido adiposo € um fator de risco importante para as
doencas cardiovasculares, porque leva a mudancas estruturais, como o
espessamento das paredes dos vasos. O aumento da producdo vascular de
endotelina-1 em pacientes obesos hipertensos é sugerido como um mecanismo
potencial para a disfuncéo endotelial. Ademais, sugere-se que o tecido adiposo ao
redor dos vasos sanguineos pode modular o tdnus vascular e a sua reatividade
(CARDILLO et al., 2004).

1.7) Genética da obesidade e hipertensé&o

A HAS e a obesidade apresentam caracteristicas multifatoriais determinadas
por uma interagdo complexa entre o background genético e o ambiente. Diversos
genes contribuem para a determinacdo de cada uma dessas patologias e suas
acOes sao simples, aditivas ou mais complexas, caracterizadas por fenbmenos como
a epistasia e a pleiotropia. Essa natureza intricada da obesidade e da hipertenséo
tornou bastante dificil a tarefa de identificar os genes responsaveis por suas
etiologias (KOTSIS et al., 2015).

Entretanto, a obesidade tem sido associada a uma expressdao aumentada

(pelo tecido adiposo) de peptideos que desempenham um papel na regulacdo da
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adiposidade e da pressdo. Portanto, sugere-se que 0s genes que codificam tais
peptideos, bem como os genes que codificam peptideos envolvidos em vias
regulatorias relacionadas a obesidade sejam o0s principais genes candidatos da
hipertensdo associada a obesidade (PAUSOVA et al., 2002). Diversos estudos do
tipo GWAS (Genome-Wide Association Study) foram realizados nos ultimos anos na
tentativa de identificar esses componentes genéticos que predispdem um individuo
tanto ao desenvolvimento de HAS como ao desenvolvimento da obesidade. Muitas
dessas pesquisas obtiveram dados inconsistentes devido ao tamanho das amostras
estudadas e heterogeneidade genética. Ainda assim, como pode ser observado na
Tabela 1, alguns genes que comprovadamente desempenham um papel no
desenvolvimento da obesidade foram também relacionados ao desenvolvimento da
HAS.

Tabela 1: Genes associados ao desenvolvimento da obesidade e da HAS.

Nome do Gene Simbolo Localizagao Referéncia
_ _ KALIL; HAYNES,
Adiponectina ADIPOQ 3927.3
2012
MASUO; LAMBERT,
Adrenoreceptor beta 1 ADRB1 10925.3
2011
PEREIRA et al.,
Adrenoreceptor beta 2 ADRB2 5032
2003
Adrenoreceptor beta 3 ADRB3 8pl11.23 MASUO et al., 2005
Coativador 1a do PPARG PGC1a 4p15.2 XIE et al., 2007
KURUKULASURIYA
Endotelina 1 EDN1 6p24.1
etal., 2011
PAUSOVA
Fator de necrose tumoral alfa TNFa 6p21.33 ROSMOND et al.,
2000
Gene associado a obesidade
FTO 16g12.2 Xl etal., 2013

e gordura corporal
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Grelina GHRL 3p25.3 POYKKO et al., 2003

_ SHINTANI et al.,
Leptina LEP 7932.1
2002
. ROSMOND et al.,
Receptor de leptina LEPR 1p31.3
2000
) MARCADENTI et al.,
Receptor de Melanocortina - 4 MC4R 18921.32
2013
Receptor ativado por
_ _ MEIRHAEGHE;
proliferadores de peroxissoma PPARG 3p25.2
AMOUYEL, 2004
gama

1.8) Fatores genéticos que causam diretamente HAS

E inegavel a influéncia do componente genético para o controle da presséo
arterial, visto que essa doenca € cerca de duas vezes mais comum em individuos
gque tém um ou os dois pais hipertensos. Estudos realizados com gémeos
monozigoticos estimam que 30 a 40% da variagdo da PA deve-se a hereditariedade
(GELLER et al., 2015). Além dos genes ligados a obesidade e que atuam também
no desenvolvimento da HAS, ja foram descobertos diversos outros genes que
influenciam diretamente no aparecimento dessa patologia. Muitos desses genes
codificam componentes que atuam nas vias de controle da PA. Entretanto, em
estudos do tipo GWAS ja foram identificados inUmeros outros genes que também
apresentam influéncia no controle da PA, mas através de mecanismos complexos e
ainda ndo elucidados. Alguns desses sistemas, tais como 0 sistema imunoldgico,
comecaram a ter seus mecanismos de influéncia esclarecidos. Dados recentes
sugerem gque componentes do sistema imune inato e adaptativo também contribuem
para a hipertensdo por contribuirem para a aterosclerose. Essa doenca inflamatéria
contribui para o desenvolvimento da HAS, onde foi visto que esfor¢os para bloquear
a inflamacéo resultaram em menores danos ao orgao final e reducdo da gravidade
da elevagédo da PA (HARRISON et al., 2010).
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Atualmente, foram relatados cerca de 300 estudos do tipo GWAS sobre PA e
hipertensdo. Muitos loci de genes que influenciam a pressdo sanguinea foram
identificados, cada um com um pequeno efeito na pressao arterial, muito menor do
que em sindromes mendelianas (Figura 8) (LUFT, 2017). Argumenta-se, contudo,
gue na patogénese de tracos genéticos complexos, como a hipertensao, os fatores
ambientais ndo sao simplesmente aditivos aos genéticos. Isso ocorre porque o efeito
de uma variacao alélica de qualquer gene depende do ambiente no qual o gene é

expresso (HAMET et al., 1998).

RNF207, COL21A1

MYH6,AMH,
TNRC6B, CSNK1G3,
PHF19, DOTIL o

HIVEP3, PSMDS,
RBM47 , PROMS,
7q32.1, GPR20,
ORS5B12, HOXBY,
RRAS ,NPR1 ,
SVEP1 , ZNRF3

PAS

Figura 8: Principais loci recém-identificados em estudos do tipo GWAS que foram associados a
hipertenséo, a pressao arterial sistélica (PAS), a pressao arterial diastolica (PAD) e a pressdo de
pulso (PP). A pressdo de pulso pode ser definida como a diferenca entre a PAS e a PAD. Fonte:

Adaptado de PALMER & FREEDMAN, 2016.

Considerando as diferentes formas em que os fatores ambientais podem
modular o efeito de variacdes alélicas no DNA, vé-se a necessidade de analisar a
influéncia de SNPs (polimorfismos de base (nica) no desenvolvimento da

hipertensdo em pressées ambientais diversas, como, por exemplo, em individuos
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expostos a ambientes obesogénicos. Tendo em vista que ja foram identificados
diversos componentes genéticos que predispdem um individuo tanto ao
desenvolvimento de HAS como ao desenvolvimento da obesidade, esse estudo
buscou investigar a relacdo entre polimorfismos - que haviam sido previamente
relacionados a hipertensdo - e o desenvolvimento da HAS em individuos com
obesidade.
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2) Objetivos

2.1) Objetivos Gerais

Esse projeto teve como objetivo o estudo de polimorfismos de genes
candidatos a HAS em uma amostra de individuos com obesidade do Rio de Janeiro,
com a finalidade de estabelecer uma possivel associagcdo destes SNPs e
desenvolvimento da hipertensdo. Ademais, procurou-se analisar também a influéncia

destes polimorfismos em parametros antropomeétricos e pressoricos.

2.2) Objetivos Especificos

v Investigar diferencas nos parametros antropométricos e pressoricos entre 0s

individuos obesos hipertensos e hormotensos.

v' Descrever a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos

polimorfismos dos genes analisados nesse estudo.

v' Averiguar se as frequéncias genotipicas dos grupos de individuos obesos
normotensos e hipertensos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg para os

polimorfismos estudados.
v' Investigar a relagdo destes polimorfismos com a variabilidade dos parametros
antropométricos, como a circunferéncia da cintural, circunferéncia do quadril,

razao cintura-quadril e indice de massa corporal.

v Determinar se ha efeitos significantes dos polimorfismos sobre a variabilidade

da pressao arterial sistélica e diastélica na amostra.

v" Analisar a associacdo dos genétipos e alelos com a hipertensédo, tanto para

modelo dominante quanto para o recessivo.
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3) Material e Métodos

3.1) Desenho Experimental

Coleta de sangue

N

Extracdo de DNA

Analises
estatisticas

Figura 9: Esquema do desenho experimental do estudo.
3.2) Caracterizagdo da amostra

O critério utilizado para a sele¢cdo da amostra foi baseado no indice de Massa
Corporal (IMC), no qual foram selecionados apenas individuos obesos IMC = 30
kg/m?. A amostra foi constituida por 311 pacientes com obesidade que fazem
acompanhamento na ONG conhecida como Grupo de Resgate a Autoestima e
Cidadania do Obeso (GRACO). O critério utilizado para caracterizar os pacientes

como hipertensos foi apresentarem PA = 140/90 mmHg. Os valores pressoéricos de
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individuos hipertensos que faziam tratamento com remédios anti-hipertensivos foram
desconsiderados para tais analises, visto que ndo representavam o valor real da PA
desses pacientes. Dos 311 pacientes, 99 eram normotensos e 212 foram
classificados como hipertensos. Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica da Fiocruz (CAAE: 09225113.0.0000 / n° do parecer: 346.634), tendo todos
0s pacientes sido informados dos objetivos do estudo. Fizeram parte da amostra
apenas os individuos que se encaixaram nos critérios acima estabelecidos e
concordaram em patrticipar do projeto, assinando o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE — Anexo 1), de acordo com as normas de Pesquisa em Seres
Humanos (resolucdo 510/2016 do Ministério da Saude).

3.3) Medidas antropomeétricas

3.3.1) indice de Massa Corporal (IMC)

O IMC foi calculado a partir da altura e do peso dos pacientes. Cada individuo
foi pesado sem os sapatos e vestindo roupas leves. O célculo do IMC foi feito

segundo a formula:

Peso (kg)
(altura)? (m?2)

IMC =

3.3.2) Medida da circunferéncia da cintura e do quadril

As avaliacdes antropométricas foram realizadas de acordo com o protocolo
estabelecido pelo “National Institutes of Health” fornecido pelo Guia Prético para
obesidade (NHLBI, 2000).

As circunferéncias foram mensuradas utilizando uma fita métrica graduada
em centimetros. Foi pedido ao paciente que se mantivesse em postura ereta, com
0s bracos ao longo do corpo, pés posicionados proximos um ao outro e abdome
relaxado. A circunferéncia da cintura (CC) foi mensurada a partir do ponto médio
entre a crista iliaca e o ultimo arco costal. A circunferéncia do quadril (CQ) foi

medida em torno da porc&do mais larga das nadegas. A relacao cintura/quadril (RCQ)
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foi obtida a partir da razéo entre a CC e a CQ, para avaliar o padréo de distribuicdo
do tecido adiposo.

3.4) Medidas Pressoricas

Todos os individuos tiveram sua presséo aferida por meio de um aparelho de
presséao digital de pulso, visto que a bracadeira com o0 manguito do esfigomandémetro
aneroide por muitas vezes nao se encaixava no braco dos pacientes obesos. Foi
pedido a cada individuo que se mantivesse sentado e respirando normalmente

enquanto a pressédo do pulso esquerdo era aferida.

3.5) Coleta de sangue

Dez mL de sangue periférico foram coletados em um tubo contendo Acido
Etilenodiamino Tetra-Acético (EDTA) (4mL), um tubo de soro (4mL) e um tubo de
fluoreto de citrato (2mL). O material dos tubos estéreis contendo EDTA foi
transferido para tubos de criopreservacdo e estocado a -20°C para que
posteriormente o DNA fosse extraido.

3.6) Anédlise Molecular

3.6.1) Extracdo de DNA

As amostras de DNA foram extraidas a partir de células de sangue periférico
utilizando o kit QlIAamp DNA Blood Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do
fabricante. A integridade do DNA foi visualizada em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etideo. As amostras foram entdo estocadas em freezer -20°C no
Laboratorio de Genética Humana (IOC/FIOCRUZ)

3.6.2) Estimativa da concentracdo de DNA
A concentracdo das amostras de DNA foi aferida através de

espectrofotometria em um NanoDrop 2001 (Thermo Fisher Scientific). No preparo
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das amostras foi utilizado 1 yL de aliquota de DNA e tampé&o TE [Tris 10 mM, HCI
EDTA 1 mM; pH 7,4] como branco na calibracdo do equipamento. A estimativa da
concentracdo da amostra e o grau de pureza (contaminac&o por proteinas, fendis e
carboidratos) foram calculados pelo equipamento com a configuragcdo de
quantificacdo de DNA de dupla fita, onde foram obtidos valores entre 10 e 40 ng de
DNA por pL.

3.6.3) Gene ECA

3.6.3.1) Reacgéo de PCR

Para a analise desse INDEL (Small insertions and deletions ), que consiste
na insergcéo de 287 pares de base no gene da enzima conversora de Angiotensina |
(ECA), localizado no cromossomo 17, foi utilizada a técnica reacdo em cadeia da
polimerase (PCR convencional). A variante | representa o fragmento com a insercao
e a variante D o fragmento com a delecdo, o que resulta nos trés genotipos:
Homozigotos Il e DD e heterozigotos DI. A reagdo de PCR foi feita utilizando o
seguinte conjunto de oligonucleotideos:

Oligonucleotideo ECA F: 5' CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT 3'
Oligonucleotideo ECA R: 5 GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT 3'

As condic¢des finais da reacéo estao especificadas na Tabela 2.

Tabela 2: Condig6es utilizadas na PCR para a amplificagdo do gene ECA

Reagentes Quantidade

Tampéo de Reacdao Biotools 1X

dNTP 0,2 mM
H,O MiliQ gsp

Oligonucleotideo ECA F 0,3pM
Oligonucleotideo ECA R 0,3pM
DNA Polimerase Taq Biotools 0,02 U
Volume Final 25 uL
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Toda reacgdo incluiu um controle negativo, que contém todos os reagentes da
reacdo de PCR, sem o acréscimo de DNA. Este controle é utilizado para garantir
gue néo houve contaminacao do mix de reacdo com DNA. As condi¢des de ciclagem
utilizadas incluiram: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, hibridizacdo a 67°C por 50 segundos e extensao
a 72°C por 1 minuto; e extensdao final a 72°C por 5 minutos. As reacdes de PCR
foram conduzidas em um termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific). Apés a

amplificagéo, os produtos da PCR foram armazenados a -20°C.

3.6.3.2) Visualizacdo em gel de Agarose

Os resultados da reacdo de PCR foram analisados a partir da visualizagéo
do produto de PCR em um gel de agarose 1,5%, diluido em tampdo TAE 1X. As
amostras foram preparadas adicionando-se 12 pyL da aliquota da reacédo de PCR a 2
uL de corante de corrida [azul de bromofenol 0,25%; xileno cianol 0,25%; glicerol
30%] e 1 pyL de GelRedTM diluido previamente em 500 pL de agua destilada. A
eletroforese foi realizada a 80 V, por 1 hora em cuba horizontal, utilizando como
tampdo de corrida TAE 1X. Apdés a eletroforese, o gel foi visualizado em um
transiluminador de luz ultravioleta e para confirmacdo do tamanho dos amplicons foi
utilizado o padrdo de tamanho de fragmento expresso em pares de bases 50 bp

ladder (Invitrogen)

3.6.3.3) Confirmacao dos genétipos DD

Como visto por Shanmugam e colaboradores (1993), a amplificacdo do alelo
| nessas condi¢des por vezes gera resultados incorretos, visto que a amplificacao do
alelo I em um heterozigoto pode ser suprimida, fazendo com seja erroneamente
identificado como DD. Uma nova reagao de PCR foi realizada para confirmar se os
individuos identificados como DD haviam sido corretamente genotipados. Um novo
par de oligonucleotideos foi entdo desenhado para que se anelassem a uma
sequéncia presente na insercdo. Assim, um genétipo DI (assim como um II)

mostraria uma amplificacdo positiva, enquanto que um genétipo DD néo resultaria
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em amplificagdo devido a falta de um local de reconhecimento para 0S novos
oligonucleotideos.

Oligonucleotideo ECADD F: 5 TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC 3
Oligonucleotideo ECADD R: 5 TCGCCAGCCCTCCCATGCCAATAA 3

Dessa forma, todos os individuos previamente identificados como DD foram
submetidos a uma nova reacdo de PCR, segundo as seguintes condic¢des finais de

reacao (Tabela 3).

Tabela 3: Condig6es utilizadas na PCR para confirmag&o dos genotipos DD do gene ECA

Reagentes Quantidade

Tampé&o de Reacdao Biotools MgCl; free 1X

dNTP 0,2 mM
MgCl, 2 mM
H,0O MiliQ gsp

Oligonucleotideo ECA DD F 0,3 pM
Oligonucleotideo ECA DD R 0,3 pM
DNA Polimerase Taq Biotools 0,02U
Volume Final 25 uL

Todas as reagfes incluiram um controle negativo. As condicdes de ciclagem
utilizadas foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 5 minutos; 30 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 1 minuto, hibridizacdo a 67°C por 50 segundos e extensdo
a 72°C por 1 minuto; e extensao final a 72°C por 5 minutos. As reacoes de PCR
foram conduzidas em um termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific). Apdés a
amplificagédo, os produtos da PCR foram armazenados a -20°C. A visualizagdo dos
gendtipos foi realizada em gel de agarose 1,5%, seguindo as mesmas

especificacoes do item 3.4.3.2.

3.6.4) Genes ADRB1 e AGTR1

A genotipagem dos polimorfismos rs5186 (AGTR1) e rs1801253 (ADRB1) foi
realizada pelo método de discriminacéo alélica por PCR em tempo real (QRT-PCR),
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no qual foram utilizadas sondas de hidrélise (Tagman®) desenhadas e validadas

pela Life Technology.

O ensaio via sondas TagMan® é composto pelos oligonucleotideos forward
e reverse e pelas sondas VIC e FAM (Figura 10), que sdao marcadas com um
fluoréforo quencher (silenciador) e um fluoréforo reporter (repoérter). Essas sondas
séo alelo-especificas e, portanto, diferem em sua composicédo apenas na posi¢cao do
nucleotideo a qual se pretende estudar. Dessa forma, uma sonda sera hibridizar na
sequéncia de DNA selvagem, enquanto a outra, na sequéncia que contém a
alteracdo. Quando essas sondas hibridizadas sdo degradadas pela atividade
exonucleasica da enzima Taq DNA polimerase, ocorre o afastamento do reporter e
do quencher, de forma que o ultimo ndo mais absorve a fluorescéncia do reporter e
sua emissdo pode ser detectada através da excitacdo com luz. A sonda que nao
hibridizar continuara intacta com o reporter e o quencher proximos e a sua

fluorescéncia nao sera detectada.
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Figura 10: Gréafico Multicomponente do PCR em Tempo Real mostrando a fluorescéncia das sondas
VIC e FAM. Legenda: O eixo y representa a fluorescéncia do fluoréforo e o eixo x o nimero de ciclos.
A curva em azul mostra o fluoréforo FAM ligado a uma sonda que se hibridiza a um dos alelos, por
exemplo ao alelo selvagem, ja a curva verde representa o fluoréforo VIC, que se hibridiza ao outro
alelo, neste caso o alelo mutado. Por fim, a curva vermelha é o fluor6foro ROX, que atua como a
referéncia passiva. No grafico A, houve um aumento apenas da fluorescéncia VIC, representando um
individuo homozigoto mutado. No gréfico B, ambos os fluoréforos tiveram um aumento de
fluorescéncia, representando uma amostra de heterozigoto. No grafico C, observa-se um aumento

apenas da fluorescéncia FAM, representando um individuo homozigoto selvagem.
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Essa técnica foi realizada segundo as condicfes de reacdo da tabela 4:

Tabela 4: Condicdes de reacédo de gRT-PCR dos genes ADRB1 e AGTR1

Reagentes Quantidade Ciclagem
60°C - 30 s
TagMan® Universal Master Mix 2X 1X
95°C- 10 min
Sonda TagMan® 40X 0,8X 95°C -15 seg 50 ciclos
H,O MiliQ - 60°C -1,5min
DNA 10 — 40 ng/uL
Volume Final 10 pL 60°C — 30s

Toda reacao incluiu um controle negativo, que contém todos os reagentes da
reacdo de gRT-PCR, sem o acréscimo de DNA. A maquina utilizada para este

experimento foi a StepOne Plus (Life Technology).

3.6.5) Gene GSTM1

3.6.5.1) Reacdo de PCR em Tempo Real (QRT-PCR)

A identificacdo do polimorfismo do gene GSTM1 (rs1065411) foi obtida
através de genotipagem pelo método de PCR em tempo real (QRT-PCR), utilizando
ensaios com sondas de hidrélise (Tagman®) desenhadas e validadas pela Life
Technology. Os alelos GSTM1*A e GSTM1*B produzem uma enzima ativa com
funcdes idénticas, mas diferem na presenca de um nucleotideo na posicdo 519
(G—C) do éxon 7, que resulta na mudanga do aminoacido lisina na posigao 172 por
asparagina. O gene da glutationa S-transferase mu 1 (GSTM1) encontra-se, por
muitas vezes deletado, sendo resultado de uma delecdo de 16kb. A delecdo desse
gene é causada pela recombinacdo dessa parte homoéloga de regido franqueadoras
idénticas, que acarreta na delecéo de todo o gene GSTM1 (LOSI-GUEMBAROVSKI
et al., 2002).

Dessa forma, através do gRT-PCR identificou-se individuos carreadores de
pelo menos um alelo G (GSTM1*A), carreadores de pelo menos um alelo C

(GSTM1*B), heterozigotos para o polimorfismo (GSTM1*AB) ou individuos nulos
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(ndo apresentam nenhuma das duas copias do gene, GSTM1*0). As condicdes de

reacao encontram-se na tabela 5, abaixo:

Tabela 5: Condig¢@es utilizadas na reacdo de gRT-PCR do gene GSTM1

Reagentes Quantidade Ciclagem

60°C - 1 min
TagMan® Universal Master Mix 2X 1X
95°C- 10 min
Sonda TagMan® 40X 0,8X 95°C -15 seg } 60 ciclos
H,O MiliQ - 60°C -1,5min
DNA 10 — 40 ng/uL
Volume Final 10 pL 60°C — 1,5 min

Toda reacao incluiu um controle negativo, que contém todos os reagentes da
reacdo de gRT-PCR, sem o acréscimo de DNA. A maquina utilizada para este

experimento foi a StepOne Plus (Life Technology).

3.6.5.2) Reacédo de PCR alelo-especifico para confirmacédo do genétipos

nulos

Apls as reacdes de PCR em tempo real, foi preciso confirmar se os
individuos caracterizados como nulos haviam sido corretamente identificados, visto
gue amostras em gue a reacdo de qRT-PCR nao funcionou corretamente seriam
erroneamente classificadas como nulas. Dessa forma, no intuito de confirmar se os
individuos nulos realmente apresentavam esse genotipo, foi realizada uma reacéo
de PCR alelo-especifico. Nessa técnica, € utilizado um oligonucleotideo reverso
comum (GSTM1 6) e dois oligonucleotideos foward especificos para cada alelo
(GSTM1 7A ou 7B). Dessa forma, sdo preparados 2 mix diferentes, cada qual
contendo a combinacao de oligonucleotideos para um alelo diferente, resultando na
amplificagdo de uma regido de 132 pares de bases. Foi utilizado também um
conjunto extra de oligonucleotideos referentes ao gene da betaglobina, que geravam
um amplicon de tamanho diferente (536 pares de base), como controle interno da
reacao. As condicdes dessa reacao (Tabela 6) e a sequéncia dos oligonucleotideos

encontram-se abaixo:
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Oligonucleotideo GSTM1 6: 5 GCTTCACGTGTTATGGAGGTTC 3'
Oligonucleotideo GSTM1 7A: 5 TTGGGAAGGCGTCCAAGCGC 3
Oligonucleotideo GSTM1 7B: 5' TTGGGAAGGCGTCCAAGCGG 3
Oligonucleotideo Betaglobina AS: 5 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC 3'
Oligonucleotideo Betaglobina S: 5" CCACTTCATCCACGTTCACC 3'

Tabela 6: Condi¢des da reacédo de PCR alelo-especifico do gene GSTM1

Reagentes Quantidade Ciclagem

Tampéo de Reacao MgCI2 free 1X
dNTP 0,14mM  94°C - 2,5 min
MgCl2 (50 mM) 1,5mM .
H20 MiliQ qsp 94°C —45s .
Oligonucleotideo GSTM1 6 1 pM %og _% min 5 ciclos
Oligonucleotideo GSTM1 7A / 1 oM —<min
7B P

: ; : 94°C-30s
Oligonucleotideo Bglobina AS 1pM o .
Oli leotid lobi S 1 oM 57°C-30s 30 ciclos

igonuc eotideo Bg obina p 72°C — 45s + 3s pl ciclo
DNA Polimerase Taq Biotools 0,01 U
Volume Final 20 pL 72°C — 10 min

Todas as reac¢des incluiram um controle negativo. As reacfes de PCR foram
conduzidas em um termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific). Apés a
amplificacdo, os produtos da PCR foram armazenados a -20° C. A visualizacao dos
gendtipos foi realizada em gel de agarose 1,5%, seguindo as mesmas
especificacoes do item 3.4.3.2.

3.6.6) Analise de SNPs pela técnica Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™
IFC

Para a analise de uma grande quantidade de SNPs de uma s6 vez, foi
utilizada a técnica de Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™ IFC, que consiste na analise
de até 48 polimorfismos em 48 individuos. Os chips (Figura 11) onde séo feitas as
reacfes e andlises sdo conhecidos como IFCs de Dynamic Array ™ - chips
nanofluidicos que contém redes fluidicas que combinam automaticamente conjuntos
de amostras com conjuntos de ensaios (sondas). Neste sistema, valvulas dividem
as amostras e 0s reagentes e permitem que sejam sistematicamente combinados

em 2.304 ensaios. A gestdo de um estudo de expressao genética envolvendo 2.000
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amostras contra um conjunto de 48 genes exigiria 1.000 placas de 96 pogos em
comparacao com 42 do Dynamic Array ™ IFCs. Dessa forma, esta solucédo para
gPCR em tempo real apresenta uma grande eficiéncia operacional e proporciona
densidades de reacdo muito além do que € possivel com placas de microtitulo e
reduz significativamente o numero de etapas de manuseio de liquidos e o volume

por reacao.

Figura 11: Chip do Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™ IFC.
Fonte:http://www.dssimage.com/productDesc.asp?prinid=62&prodid=737
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3.6.6.1) Fluxograma de trabalho

Preparo do Mix de sondas e
do Mix de Amostras

Priming do Chip

Aplicagao das amostras e
sondas no chip

Reacao de PCR em tempo
Real

Analise das curvas de
amplificagao utilizando o
software da Fluidigm

Figura 12: Fluxograma de atividades para a realiza¢éo do experimento

3.6.6.2) Preparo da Placa de Estoque das Sondas

Antes de comecar a técnica foi preparada uma placa de PCR em tempo real
contendo 18 pL das sondas que foram utilizadas no procedimento. As 41 sondas
usadas nesse experimento foram selecionadas dentro do banco de sondas do
Laboratério de Hanseniase (Fiocruz) e do Laboratorio de Genética Humana
(Fiocruz) e estéo especificadas no Quadro 1.
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Quadro 1: Sondas TagMan® utilizadas na analise

MAF Alelo Selvagem Alelo Mutado

Gene Polimorfismo

TNFSF14 rs379527 25% C A
TNFRSF14 rs2234167 13% G A
LTA rs2239704 35% C A
NOS2 rs8072199 22% C T
rs2228570 36% T C

VDR rs731236 27% T C
rs4760658 17% A G

rs2254210 29% G A

rs1861493 21% A G

IFNG rs2430561 28% T A
rs2069718 38% T C

rs5743592 18% C T

TLR1 rs4833095 39% C T
rs5743618 19% T G

rs5743595 18% T C

TAP1 rs735883 37% C T
rs1554286 25% C T

IL10 rs1800896 27% A G
rs1800890 20% T A

rs1800871 43% C T

PACRG rs9356058 25% T C
MIFAS Rs755622 26% G C
rs2069845 25% G A

rs2069832 14% G A

IL6 rs2069837 12% A G
rs2069840 18% C G

rs1800795 14% G C

CCR5 rs1799987 45% G A
MCP-1 rs1024611 36% T C
CCL5 rs2107538 31% T C
FAIM2 rs7138803 26% G A
BDNFAS rs4074134 25% G A
RENBP rs7883568 3% T C
GC rs2282697 9% G C
CYP24A1 rs6013897 26% T A
CYP2R1 rs10741657 30% G A
NADSYN1 rs12785878 35% G T
rs1800450 12% G A

MBL2 rs1800451 8% G A
rs7096206 20% C G

TNFRSF1B rs525891 19% T A

*MAF= Menor frequéncia alélica
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A posicao de cada sonda foi anotada para depois ser inserida no software,
como mostrado na Figura 13.

1 2 3 4 5 6 7 8
A 1 9 17 25 33 41
B 2 10 15 26 |
c 3 11 19 27 39
D 4 12 20 28 36
E 5 13 21 29 37
F 6 14 22 30 38
G 7 15 23 31 39
H 8 16 24 32 40

Figura 13: Modelo da Placa de Estoque das sondas para Chip GT 48x48

3.6.6.3) Preparo do Mix de Sondas e montagem da placa de sondas

Para o preparo do mix de sondas foram utilizados os reagentes nas

guantidades mostradas na tabela 7.

Tabela 7: Quantidade de reagentes usados nos preparo do Mix de Sondas

Quantidade por reacao Para chip 48x48
Reagentes considerando erro de multiplicar por
pipetagem 60
Assay Loading Reagent (2x) 2,5 uL 150 pL
ROX (50x) 0,25 pL 15 pL
H.O (DNA-free) 1,0 uL 60 uL
Volume Final 3,75 uL 225 uL

Apbs o preparo do mix, foram distribuidos 3,75 uL da mistura por pogo em
uma nova placa de 96 pocos. Foram adicionados, também com auxilio da pipeta
multicanal, 1,25 uL de cada sonda (concentracao inicial de 40X) da placa de sondas

ao seu respectivo pogo.
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3.6.6.4) Preparo do Mix de Amostras e montagem da placa de amostras

Para o preparo do mix de amostras foram utilizados os reagentes nas

guantidades mostradas na tabela 8.

Tabela 8: Quantidade de reagentes usados nos preparo do Mix de Sondas

Quantidade por reagao
Para chip 48x48

Reagentes considerando erro de
multiplicar por 60
pipetagem

Master Mix Tagman Genotyping

3,0 uL 180 pL
(2x)
GT Sample Loading Reagent (20x) 0,3 uL 18 pL
AmpliTaq Gold DNA polimerase

0,06 pL 3,6 uL
(5U/ ut)
H,0 (DNA-free) 0,12 uL 7,2 uL
Volume Final 3,48 pL 208,8 uL

Apbs o preparo do mix, foram distribuidos 3,48 uL da mistura por po¢o em
uma nova placa de 96 pocos. Foram adicionados, também com auxilio da pipeta
multicanal, 2,52 uL de cada amostra ao seu respectivo po¢o. Foi colocada agua ao

invés de DNA ao 48° poco para o controle negativo.

3.6.6.5) Priming do Chip

Antes de aplicar as amostras no chip é feito o processo de priming do mesmo.
Este processo consiste em aplicar o 6leo proveniente das seringas do Fluidigm no
chip, através das 2 valvulas (Figura 14). Esse 6leo tem por funcéo lubrificar os micro
canais do chip para a passagem das amostras e sondas. Apds aplica-lo no chip, o
mesmo € levado para o equipamento IFC (Integrated Fluidic Circuit) Controler MX
(especifico para placa 48x48), onde é realizado o priming (lubrificacdo do chip pelo

6leo por pressao).
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Figura 14: Esquema do chip GT 48x48. Fonte: www.fluidigm.com, com adaptacdes.

3.6.6.6) Adicao das amostras e sondas ao chip

Apbs o priming do chip, foram adicionados, com o auxilio de uma pipeta
multicanal, 5 uL do mix da placa de amostras em cada poco do lado direito do chip.

Apés, foram adicionados 4 uL do mix da placa de sondas em cada poco do lado

esquerdo do chip (Figura 15).
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Mapa de Pipetagem do chip 48.48 IFC
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Figura 15: Mapa de pipetagem do chip 48x48, Fonte: www.fluidigm.com, com adaptacdes.
3.6.6.7) Reacédo de PCR em tempo real

O chip foi entdo inserido no termociclador da BioMark onde foi realizada a
reacao de PCR em tempo real. Ao final da corrida os resultados foram analisados no
software “FLUIDIGM SNP Genotyping Analysis”

3.7) Analise Estatistica

O tamanho amostral foi estimado utilizando um processo iterativo para
calcular o numero de individuos necessario para testar a diferenca de uma variavel
qualitativa entre dois grupos. Uma amostra conservadora e de conveniéncia foi
escolhida, uma vez que diferentes polimorfismos foram analisados neste estudo. A

seguinte férmula foi utilizada para calcular o tamanho da amostra,

2
n= 2PtT)  nde Z, = 1,96 € Zy = 0,84
d

Onde pg é a variancia de uma variavel binomial, Z é o valor critico para

definir um intervalo de confianca de 95% de uma distribuicdo normal e d € a maior
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diferenca aceita entre os grupos. Foi utilizado o p e g igual a 0,5 e d equivalente a
0,20 (80% de poder estatistico). Esta férmula resultou entdo em um valor minimo
aproximado de 84 individuos em cada grupo.

A determinacdo da normalidade dos parametros antropométricos e
pressoricos da amostra foi realizada através do teste de Shapiro Wilk. As variaveis
nao apresentaram distribuicdo normal e, portanto, foram apresentadas na forma de
mediana e percentil 25 e 75. Posteriormente, as diferencas dessas variaveis entre o
grupo de obesos normotensos e hipertensos foram testadas através do teste Mann-
Whitney.

A obtencdo da frequéncia dos genotipos e alelos foi realizada através de
contagem do gene. Posteriormente, a associacdo dos gendtipos e alelos com a
hipertensédo foi realizada através do teste do Qui-Quadrado, tendo o Odds Ratio
(OR) calculado. Este teste também foi utilizado para investigar se as frequéncias
genotipicas do grupo de normotensos e hipertensos estavam de acordo com o
equilibrio genético de Hardy-Weinberg. No intuito de aprofundar as analises de
associacdo, as diferencas nas frequéncias genotipicas entre os grupos foram
estudadas tanto para o modelo dominante quanto para o recessivo. Ademais, foi
utilizada a regresséao logistica para ajustar por peso e idade.

A influéncia dos gendtipos na variacdo dos parametros antropométricos e
pressoéricos entre 0s grupos caso e controle foi verificada através do teste de
Kruskal-Wallis. Em seguida, para averiguar se os polimorfismos influenciavam as
variaveis quantitativas, foi efetuado o mesmo teste ndo-paramétrico dentro de cada
grupo.

As analises foram realizadas através do software SPSS V22 (IBM, Chicago,
IL, USA) e Excel. Todos os p-valor foram ajustados pela correcdo de Holm-
Bonferroni, segunda a férmula 1-(1-p-valor)™n, onde n é o numero de analises
multiplas realizadas. Apenas valores abaixo de 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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4) Resultados

4.1) Descricdo da amostra

As andlises foram realizadas em 311 pacientes obesos, sendo 99
normotensos (32%) e 212 hipertensos (68%). Dentro do grupo de normotensos
havia 80 mulheres e 19 homens, ja no grupo de hipertensos havia 166 mulheres e
46 homens. A mediana, assim como 0s quartis, dos parametros antropométricos e
niveis pressoéricos desta amostra, estdo assinalados na Tabela 9. A PAS e PAD de
individuos hipertensos que faziam uso de medicacdo para controle da PA foram
desconsideradas, pois os valores aferidos ndo correspondiam aos verdadeiros
valores pressoricos desses individuos. A partir desses resultados, pode-se observar
que os individuos hipertensos apresentaram valores significativamente maiores para
peso, IMC, pressdo arterial sistdlica e pressdo arterial diastélica, circunferéncia

abdominal e circunferéncia de quadril. .

Tabela 9: Andlise das variaveis descritivas da amostra de obesos.

Variavel N Amostra Total Hipertensos (n=212) Normotensos (n=99) p-valor
Peso 311 122,5(103,8;141) 128(110,6; 146,68) 112 (98,9; 134,2) 0,001
IMC 311 45,3(39,7;51,8) 45,6 (40,75 ; 53,1) 42,5 (37,4 ; 48,5) < 0,001
PAS 183 130 (115; 147) 147 (132,5; 158,5) 116 (110; 123) <0,001
PAD 183 84 (75 ; 94) 94,5 (90 ; 100) 77 (70; 81) < 0,001
CcC 307 132,5(120; 145) 137,5 (123,75 ; 150) 127 (115; 139,5) 0,001
cQ 307 139,5(128; 150) 141 (128,75 ; 153) 133 (125 ; 147) 0,004
RCQ 307 0,95 (0,90 ; 1,00) 0,97 (0,92 ; 1,02) 0,95 (0,89 ; 0,99) 0,117

4.2) Andlises Genéticas

4.2.1) Gene ECA

4.2.1.1) Amplificagcédo do gene ECA

O resultado da insercédo de 287 pares de bases no intron 16 do gene da

enzima conversora de Angiotensina | (ECA) foi visualizado em gel de agarose 1,5%

(Figura 16).
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Figura 16: Visualizacdo em gel de agarose 1,5% do resultado do INDEL do gene ECA. Legenda: O
marcador utilizado foi o de 100 pares de base (pb) e cada paciente foi representado por um slot no
gel. Individuos que apresentam apenas a banda mais abaixo no gel (190 pares de base) ndo tém a
insercdo e possuem, dessa forma, o gendétipo DD (individuo 1). Da mesma forma, pacientes que
apresentam apenas a banda mais acima no gel (490 pares de base) possuem a inser¢éo, tendo,
portanto, o genétipo Il (individuo 2). Por fim, pacientes que apresentam tanto a banda de 490 pb e a

banda de 190 pb no gel sao heterozigotos, com genétipo DI (individuo 3).

4.2.1.2) Confirmacéo dos gendétipos ECA DD

O resultado da reacdo de PCR para confirmacdo dos gendtipos DD foi

visualizado em gel de agarose 1,5% (figura 17).
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Figura 17: Visualizagdo em gel de agarose 1,5% da confirmacéo dos genétipos DD. Legenda: Nesse
experimento, foi utilizado o marcador de 50pb e cada paciente é representado por um slot no gel.
Apenas os individuos que haviam apresentado gendtipo DD foram genotipados através de uma nova
reacdo de PCR. Os pacientes que haviam sido identificados como DD, mas na verdade eram
heterozigotos (DI) aparecem no gel como uma banda de 408 pb (exemplo 1). Os demais individuos
gue realmente possuiam genoétipo DD ndo aparecem no gel, pois, por ndo apresentarem a insercao,

ndo houve amplificacdo durante a PCR.

Dos 277 pacientes em que foi possivel obter resultados da amplificacédo, 101
individuos apresentaram genétipo DD, enquanto que 135 apresentaram gendétipo DI
e 41 gendtipo Il. A distribuicdo genotipica na amostra obedeceu ao equilibrio de
Hardy-Weinberg (hipertensos: y? = 0,626; p = 0,428; normotensos: y? = 0,248; p =
0,618). Nao houve diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos de hipertensos e normotensos, como mostrado na
tabela 10.

Tabela 10: Comparacdo das frequéncias genotipicas e alélicas de ECA entre hipertensos e
normotensos.

Hipertensos Normotensos

OR (95% Cl) p-valor p-valor & p-valory p-valor &

INDEL n=190 n=87
D/D 67 (0,35)  34(0,39) 1,00 (Ref.) - - - -
D/ 96(0,51) 39(0,45) 1,24(0,72-2,16) 0,428 0,893 0,305 0,767
ECA I/l 27(0,214) 14(0,16) 0,96 (0,45-2,04) 0,933 1 1 1
Gendtipos

Modelo Dominante
D/D 67 (0,35) 34 (0,39) 1,00 (Ref.) - - - -
D/ +1/1 123(0,65) 53(0,61) 0,84(0,5-1,42) 0,531 0,952 0,411 0,880
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Modelo Recessivo

D/D+D/I 163(0,86) 73(0,84) 1,00 (Ref.) - - - -
/1 27(0,14) 14(0,16) 1,17(0,59-2,32) 0,647 0984 0,634 0,983
230(0,61) 107 (0,61) 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos
150(0,39) 67(0,39) 0,96 (0,66-1,38) 0,833 0,999 0,740 0,995
Legenda:

p-valora : p-valor ajustado pela correcao de Holm-Bonferroni, onde n = 4.

p-valory : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade.

p-valor & : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade e com a corregao de Holm-
Bonferroni (n = 4).

4.2.2) Genes ADRB1 e AGTR1

Com base nas analises da PCR em tempo real, obteve-se as frequéncias
genotipicas e alélicas para os grupos de hipertensos e normotensos (Tabela 11).
Além disso, a distribuicdo genotipica na amostra obedeceu ao equilibrio de Hardy-
Weinberg tanto para o polimorfismo rs5186 (hipertensos: X(Z)Z: 1,902; p=0,167,
normotensos: ;((1)2: 0,045; p= 0,832) quanto para o rs1801253 (hipertensos: x(l)zz
0,221; p=0,638; normotensos: x(l)zz 0,217; p= 0,641). Ademais, os resultados
mostraram que ndo ha diferencas significativas nas frequéncias genotipicas e

alélicas entre os grupos para os dois polimorfismos.

Tabela 11: Comparacao das frequéncias genotipicas e alélicas de ADRB1 e AGTR1 entre
hipertensos e normotensos.

Hipertensos Normotensos

OR (95% Cl) p-valor p-valor s p-valor % p-valor &
rs1801253 n=101 n=43
c/C 53(0,52) 24(0,56) 1,00 (Ref.) - - - -
C/G 39(0,39) 17(0,4) 1,03(0,49-2,14) 0,928 1 0,445 0,951
G/G 9 (0,09) 2(0,05) 1,74(0,44-6,87) 0,429 0,894 0,397 0,868
Modelo Dominante
ADRBI Gendtipos C/C 53(0,52) 24(0,56 1,00 (Ref.) - - - -
C/G+G/G 48(0,48) 19(0,44) 0,87(0,43-1,77) 0,717 0,994 0,947 1,000
Modelo Recessivo
C/C+C/G  92(0,91) 41(0,95) 1,00 (Ref.) - - - -
G/G 9 (0,09) 2(0,05) 0,58(0,15-2,24) 0,435 0,898 0,412 0,885
145 (0,72) 65(0,76) 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos
57(0,28) 21(0,24) 0,83(0,46-1,46) 0,523 0,948 0,689 0,996
AGTRI rs5186 n=68 n=37
Gendtipos A/A 44 (0,65) 18(0,49) 1,00 (Ref.) - - - -
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A/C 19(0,28) 16(0,43) 0,49(0,21-1,13) 0,097 0,335 0,178 0,543
c/C 5(0,07) 3(0,08) 0,65(0,16-2,58) 0,543 0,956 0,757 0,997
Modelo Dominante
A/A 44 (0,65) 18(0,49 1,00 (Ref.) - - - -
A/C+C/C 24(0,35) 19(0,51) 1,91(0,86-4,24) 0,109 0,370 0,202 0,594
Modelo Recessivo
A/A+A/C  63(0,93) 34(0,92) 1,00 (Ref.) - - - -
c/C 5(0,07) 3(0,08) 1,17(0,3-4,31) 0,816 0,999 0,968 1,000
107 (0,79) 52(0,7) 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos
29(0,21) 22(0,3) 1,56(0,82-2,94) 0,168 0,521 0,321 0,787
Legenda:

p-valore : p-valor ajustado pela correcdo de Holm-Bonferroni, onde n = 4.

p-valord : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade.
p-valor & : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade e com a corre¢do de Holm-
Bonferroni (n = 4).

4.2.3) Gene GSTM1

Para confirmacéo dos gendtipos nulos foi utilizada a técnica de PCR alelo-

especifico. O resultado dessa reacao foi visualizado em gel de agarose 1,5%, como

mostrado na figura 18.
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Figura 18: Confirmacado dos pacientes identificados como nulos pelo PCR em Tempo Real em gel de
Agarose 1,5%. Legenda: O marcador utilizado foi o de 50 pares de base (pb) e cada paciente
correspondeu a 2 slots consecutivos no gel. Todos os individuos apresentam uma banda acima (536
pb), correspondendo a amplificacdo do gene da betaglobina. Dessa forma, pode-se verificar que
todas as reagbes de PCR funcionaram nesse experimento. Para cada paciente foi aplicado no
primeiro slot o produto amplificado contendo oligonucleotideos para o alelo C (GSTM1*B). J4 no
segundo slot foi aplicado o produto amplificado contendo os oligonucleotideos para o alelo G
(GSTM1*A). Consequentemente, o individuo do exemplo 1 apresenta genétipo nulo (GSTM1*0), pois
ndo houve amplificacdo de uma segunda banda de 132 pb (do alelo C ou do alelo G), abaixo da
banda da betaglobina. Ja o exemplo 2 é de um individuo (GSTM1*B), onde este possui pelo menos
um cromossomo com o alelo funcional C e ndo apresenta o alelo G. Por fim, o individuo 3 é um

heterozigoto, apresentando amplificacdo tanto para o alelo C, como para o alelo G (GSTM1*AB).

Dos 279 pacientes em que foi possivel realizar a genotipagem, 121 individuos
apresentaram dele¢do completa do gene (genotipo GSTM1*0), enquanto que 113
apresentaram pelo menos uma coOpia funcional do alelo G (GSTM1*A), 14 eram
heterozigotos GSTM1*AB e 31 apresentavam pelo menos uma cOpia funcional do
alelo C (GSTM1*B). Nao houve diferencas significativas entre as frequéncias alélicas
e genotipicas entre os grupos de hipertensos e normotensos, como mostrado na
tabela 12.
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Tabela 12;: Comparagéo das frequéncias genotipicas de GSMT1 entre hipertensos e normotensos.

Hipertensos Normotensos
OR (95% Cl) p-valor p-valors

rs5186 n=192 n= 87

GSTM1*0 82(0,42) 39(0,45) 0,92 (1,08-0,78) 0,342 0,813

GSTM1 . GSTM1*A 83(0,43) 30(0,35) 1,00 (ref.) - -

Gendtipos

GSTM1*AB 10 (0,06) 4 (0,04) 0,97 (1,36 - 0,69) 0,4 0,870

GSTM1*B 17 (0,09) 14 (0,16) 0,74 (0,99 - 0,56) 0,068 0,245

Legenda:

p-valora : p-valor ajustado pela correcao de Holm-Bonferroni, onde n = 4.

4.2.4) Anélise de SNPs pela técnica Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™ IFC

O resultado da técnica de Fluidigm foi visualizado através do software SNP

Genotyping Analysis (Figura 19). Foram utilizados sete chips 48.48 IFC para a

andlise dos 311 individuos, tendo ocorrido, no ultimo chip, repeticdo daquelas

amostras que nao haviam funcionado. Através do software é possivel ver a

discriminacao alélica de cada um dos polimorfismos, além das curvas individuais de

cada paciente. E possivel criar um documento no formato PDF com a discriminag&o

alélica dos 41 polimorfismos. Na figura, vé-se a discriminacdo alélica de quatro

polimorfismos, na qual os individuos em verde sdo homozigotos para um alelo,

engquanto gque os individuos em azul sédo heterozigotos e os individuos em vermelho

sdo homozigotos para o outro alelo.
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Figura 19: Resultados da técnica Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™ IFC, com a discriminagéo alélica
de quatro polimorfismos, além das curvas individuais de cada paciente. Legenda: Os pontos verdes
representam os individuos homozigotos para um dos alelos, os pontos azuis representam o0s

heterozigotos e os pontos vermelhos representam os homozigotos para o outro alelo.

Apbs a obtencao dos gendétipos e alelos dos pacientes, foi analisada a sua
associacdo com a hipertensdo tanto para o0 modelo dominante quanto para o
recessivo, assim como foi averiguado se as frequéncias genotipicas estavam de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 13).

Nessa andlise foi observado que os polimorfismos rs5743618, rs2239704,
rs2430561, rs7883568, rs2254210, rs10741657 nao obedeciam ao equilibrio de
Hardy-Weinberg. Estes foram, portanto, excluidos de todas as analises estatisticas.
Apenas os SNPs que apresentaram resultados significativos para essas analises
(antes da correcao por Holm-Bonferroni) estdo assinalados na tabela abaixo (tabela
13). A tabela com os resultados dos demais polimorfismos encontram-se no anexo 2

desta dissertacéo.
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Tabela 13: Associacao dos gendtipos e alelos com a hipertensao

Hipertensos Normotensos
OR (95% Cl) p-valor  p-valore  p-valor®  p-valor &
rs8072199 n=181 n= 87
c/c 84 (0,46) 51 (0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
Cc/T 85(0,47) 27 (0,31) 1,89 (1,09 - 3,27) 0,022 0,550 0,043 0,785
T/T 12 (0,07) 9(0,1) 0,80 (0,32 - 1,96) 0,628 1,000 0,11 0,984
Modelo Dominante
NOS2 Gendtipos C/C 84 (0,46) 51(0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
C/T+T/T 97 (0,54) 36 (0,41) 1,62 (0,97-2,71) 0,062 0,894 0,185 0,999
Modelo Recessivo
c/C+C/T 169 (0,93) 78 (0,9) 1,00 (Ref.) - - - -
T/T 12 (0,07) 9(0,1) 0,6 (0,25 —-1,45) 0,262 0,999 0,033 0,691
Alelos 253 (0,7) 129 (0,74) 1,00 (Ref.) - - - -
109 (0,3) 45 (0,26) 1,22 (0,82 -1,84) 0,316 0,999 0,843 1,000
rs1554286 n=201 n= 97
G/G 85(0,42) 54 (0,55) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A 90 (0,44) 37 (0,38) 1,53 (0,92 - 2,55) 0,096 0,978 0,226 1,000
A/A 26 (0,14) 6 (0,07) 2,59 (1,05 - 6,37) 0,037 0,733 0,12 0,989
Modelo Dominante
IL10 Gendtipos G/G 85 (0,42) 54 (0,55) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A + A/A 116 (0,58) 43 (0,45) 1,7 (1,05 —2,77) 0,03 0,656 0,117 0,987
Modelo Recessivo
G/G+ G/A 175 (0,86) 91 (0,93) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 26 (0,14) 6 (0,07) 2,12 (0,89- 5,06) 0,088 0,963 0,2 1,000
Alelos G 260 (0,5) 145 (0,57) 1,00 (Ref.) - - - -
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A 142 (0,5) 49 (0,43) 1,6 (1,09 —2,35) 0,014 0,389 0,076 0,937
rs1800896 n=172 n= 83
T/T 86 (0,5) 38 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
T/C 72(0,42) 32(0,39) 0,99 (0,56-1,73) 0,974 1,000 0,588 1,000
c/C 14 (0,08) 13 (0,16) 0,47 (0,21-1,08) 0,077 0,939 0,08 0,946
Modelo Dominante
Gendtipos T/T 86 (0,5) 38 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
T/C+C/C 86 (0,5) 45 (0,54) 0,84 (0,50-1,42) 0,528 1,000 0,865 1,000
Modelo Recessivo
T/T+T/C 158 (0,92) 70 (0,84) 1,00 (Ref.) - - - -
c/C 14 (0,08) 13 (0,16) 0,47 (0,21-1,04) 0,063 0,897 0,045 0,842
Alelos T 244 (0,71) 108 (0,65) 1,00 (Ref.) - - - -
c/C 100 (0,29) 58 (0,35) 0,76 (0,51-1,12) 0,175 0,999 0,287 1,000
rs1800871 n=182 n=91
A/A 64 (0,35) 48 (0,53) 1,00 (Ref.) - -
A/G 85 (0,47) 34 (0,37) 1,86(1,08-3,19) 0,023 0,558 0,051 0,840
G/G 33(0,18) 9(0,1) 2,65(1,19-5,88) 0,016 0,431 0,068 0,915
Modelo Dominante
Gendtipos A/A 64 (0,35) 48 (0,53) 1,00 (Ref.) - -
A/G +G/G 118 (0,65) 43 (0,47) 2,04 (1,23-3,40) 0,005 0,169 0,026 0,623
Modelo Recessivo
A/A+A/G 149 (0,82) 82(0,9) 1,00 (Ref.) - -
G/G 33(0,18) 9(0,1) 1,94 (0,91-4,13) 0,083 0,952 0,157 0,997
Alelos 213 (0,59) 130 (0,71) 1,00 (Ref.) - -
151 (0,41) 52 (0,29) 1,76 (1,20-2,58) 0,003 0,998 0,023 0,558
MIFAS rs755622 n= 205 n=95
Gendtipos G/G 118 (0,58) 44 (0,46) 1,00 (Ref.) - -




G/C 68 (0,33) 38(0,4) 0,66 (0,39-1,12) 0,129 0,992 0,234 1,000
c/C 19 (0,09) 13 (0,14) 0,54 (0,25-1,16) 0,116 0,987 0,454 1,000
Modelo Dominante
G/G 118 (0,58) 44 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
G/C+C/C 87 (0,42) 51 (0,54) 0,63(0,39-1,36) 0,069 0,918 0,205 1,000
Modelo Recessivo
G/G+G/C 186 (0,91) 82 (0,86) 1,00 (Ref.) - - - -
c/C 19 (0,09) 13(0,14) 0,63(0,30-1,32) 0,229 0,999 0,659 1,000
Alelos 304 (0,74) 126 (0,66) 1,00 (Ref.) - - - -
106 (0,26) 64 (0,34) 0,68 (0,47-0,99) 0,046 0,877 0,258 1,000
rs2069837 n=68 n=32
A/A 55 (0,81) 23(0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
L6 Gendtipos A/G 13(0,19) 9(0,28) 0,34(0,12-0,94) 0,037 0,733 0,237 1,000
G/G 0(0) 0(0) - - - -
Alelos A 123 (0,9) 35(0,8) 1,00 (Ref.) - - - -
G 13(0,1) 9(0,2) 0,40 (0,16 —-0,99) 0,049 0,828 0,237 1,000
rs2282697 n= 201 n=98
G/G 127 (0,63) 72 (0,73) 1,00 (Ref.) - -
G/C 65 (0,32) 25 (0,26) 1,46 (0,85-2,49) 0,166 0,998 0,147 0,996
c/C 9(0,04) 1(0,01) 3,60 (0,76 - 16,88) 0,104 0,979 0,183 0,999
Modelo Dominante
GC Gendtipos G/G 127 (0,63) 72 (0,73) 1,00 (Ref.) - -
G/C+C/C 74 (0,37) 26 (0,27) 0,62 (0,36 - 1,05) 0,08 0,946 0,085 0,955
Modelo Recessivo
G/G+G/C 192 (0,96) 97 (0,99) 1,00 (Ref.) - -
c/C 9(0,04) 1(0,01) 0,31(0,06-1,45) 0,137 0,994 0,223 1,000
Alelos G 319 (0,79) 169 (0,86) 1,00 (Ref.) - -
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C 83(0,21) 27 (0,14) 1,61 (1,01 -2,56) 0,045 0,842 0,056 0,867
rs6013897 n= 159 n=75
T/T 96 (0,6) 38(0,51) 1,00 (Ref.) - - - -
T/A 46 (0,29) 32(0,43) 0,57 (0,31-1,01) 0,058 0,876 0,046 0,877
A/A 17 (0,11) 5(0,07) 1,26 (0,46-3,43) 0,639 1,000 0,831 1,000
Modelo Dominante
Gendtipos T[T 96 (0,6) 38(0,51) 1,00 (Ref.) - - - -
CYP24A1
T/A+A/A 63 (0,4) 37 (0,49) 0,67 (0,39-1,16) 0,159 0,998 0,102 0,977
Modelo Recessivo
T/T+T/A 142 (0,89) 70 (0,93) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 17 (0,11) 5(0,07) 1,57 (0,59-4,13) 0,357 0,999 0,506 1,000
Alelos 238(0,75) 108 (0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
80 (0,25) 42 (0,28) 0,82 (0,55-1,13) 0,5 1,000 0,339 1,000
rs1800450 n=205 n= 97
G/G 173 (0,84) 76 (0,78) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A 29 (0,14) 19(0,2) 0,66 (0,35-1,24) 0,205 0,999 0,044 0,793
A/A 3(0,01) 2(0,02) 0,61(0,13-2,82) 0,533 1,000 0,541 1,000
Modelo Dominante
Gendtipos G/G 173 (0,84) 76 (0,78) 1,00 (Ref.) - - - -
MBL2 G/A + A/A 32(0,16) 21(0,22) 0,66 (0,36—-1,21) 0,186 0,999 0,038 0,742
Modelo Recessivo
G/G + G/A 202 (0,99) 95 (0,98) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 3(0,01) 2(0,02) 0,66 (0,14-3,08) 0,591 1,000 0,616 1,000
Alelos 375(0,91) 171 (0,88) 1,00 (Ref.) - - - -
35(0,09) 23(0,12) 0,69 (0,39- 1,19) 0,183 0,999 0,052 0,846
rs7096206 n=193 n= 82
Gendtipos C/C 148 (0,77) 52 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -




C/G 42 (0,22) 27 (0,33) 0,54 (0,30-0,96) 0,037 0,733 0,084 0,954

G/G 3(0,02) 3(0,04) 0,35(0,08-1,46) 0,151 0,997 0,121 0,989

Modelo Dominante

c/C 148 (0,77) 52 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -

C/G+G/G 45 (0,23) 30(0,37) 0,52 (0,30-0,91) 0,023 0,558 0,044 0,793

Modelo Recessivo

C/C+C/G 190 (0,98) 79 (0,96) 1,00 (Ref.) - - - -

G/G 3(0,02) 3(0,04) 0,41(0,10-1,41) 0,224 0,999 0,159 0,998
Alelos 338(0,88) 131 (0,8) 1,00 (Ref.) - - - -

48 (0,12) 33(0,2 0,56 (0,34-0,91) 0,019 0,490 0,028 0,630

Legenda:
p-valore : p-valor ajustado pela correcdo de Holm-Bonferroni, onde n = 35.
p-valord : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade.

p-valor & : p-valor da regressao logistica ajustada por peso e idade e com a corregcao de Holm-Bonferroni (n = 35).

50



A influéncia dos gendtipos na variacdo dos parametros antropomeétricos e
pressoricos dentro da amostra esta apresentada na tabela 14. Em seguida, para
averiguar se os polimorfismos influenciavam essas variaveis quantitativas, foi
efetuada a mesma andlise dentro do grupo de pacientes hipertensos (tabela 15) e do

grupo de pacientes normotensos (tabela 16).
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Tabela 14: Diferenca entre as variaveis antropométricas e pressoricas em relagédo aos polimorfismos na amostra total.

VARIAVEIS Gendtipos p-valor  p-valor¢
rs379527
N AA N AC cc
PESO 163 121,3 (105,4 ; 137,4) 98 121,2 (101,3; 140,125) 5 132 (115,2; 150,5) 0,038 0,742
rs1800871
N GG N GA N AA
IMC 42 48,05 (41,975 ; 52,975) 119 46,7 (41,4 ;53,1) 112 43,05 (38,025 ; 49,775) 0,006 0,19
cC 42 139,5 (117,625 ; 147,25) 118 134,5(125,875; 145,5) 111 128 (118 ; 142) 0,01 0,297
PAD 18 90 (79,75 ; 98,25) 79 86 (77 ;98) 68 80(71,25;90,0) 0,017 0,451
rs1554286
N GG N GA N AA
IMC 139 43,6 (38,4 ;49,8) 127 46,9 (40,8 ; 52,8) 32 48,55 (42,175 ; 52,275) 0,028 0,63
rs755622
N GG N GC N cc
Peso 162 123,55 (105,575 ; 143,525) 106 125,7 (105,225 ; 139,15) 32 108,7 (96,4 ; 123,2) 0,012 0,345
cC 161 136 (123,5; 146,25) 104 130,75 (121 ; 144) 31 125(113; 135) 0,017 0,451
rs2069837
N AA N AG GG
RCQ 78 0,975 (0,91 ; 1,0225) 22 0,935 (0,86 ; 0,96) 0 - 0,003 0,1
rs1800450
N GG N GA N AA
cQ 245 139 (128 ; 150) 48 139,5 (123 ; 150,75) 5 173 (146,5 ; 175,5) 0,03 0,656
rs7096206
N CC N CG GG
Peso 200 128,8 (105,05 ; 142,025) 69 111,7 (97,65 ; 133,25) 6 133,5(118,975; 170,025) 0,021 0,524
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Legenda: p-valor ¢ : p-valor ajustado pela correcdo de Holm-Bonferroni, onde n = 35. O polimorfismo rs2069837 n&o apresentou individuos com o genétipo
GG e, portanto, teve seus valores representados por “-“.0Os valores representam a mediana e percentil 25; percentil 75.

Tabela 15: Diferenca entre as varidveis antropomeétricas e pressoricas em relagéo aos polimorfismos no grupo de hipertensos.

VARIAVEIS Gendtipos em Hipertensos p-valor  p-valor¢
rs379527
N AA N AC N cC
RCQ 106 0,94 (0,89 ; 1,0) 67 0,97 (0,93; 1,02) 3 1,03 (1,01; -) 0,006 0,190
rs2069845
N GG N GA N AA
PAS 22 153,5(138; 170) 26 140 (130,75 ; 147) 38 149 (139,5; 162,25) 0,004 0,131
PAD 22 100 (91,5; 111,75) 26 90 (86 ; 94,25) 38 98 (90; 100,25) 0,011 0,321
rs2069837
N AA N AG N GG
Peso 55 134,5(113,5; 151) 13 121,1(98,85; 127,15) 0 - 0,041 0,769
cC 55 144 (126,5 - 125) 13 133 (114,5; 139,5) 0 - 0,022 0,541
RCQ 55 0,98 (0,91; 1,03) 13 0,93 (0,86 ; 0,965) 0 - 0,020 0,507
rs8072199
N cC N CcT T
PAD 32 96,5 (90; 103,75) 39 90 (85 ; 100) 4 100,5 (93,25; 113,75) 0,035 0,713
rs731236
N AA N AG N GG
PAS 37 144 (131 ; 150) 28 146,5 (130,5; 160,75) 10 156 (148,75 ; 164) 0,033 0,691

Legenda: p-valor ¢ : p-valor ajustado pela corre¢@o de Holm-Bonferroni, onde n = 35. O polimorfismo rs2069837 ndo apresentou individuos com o genoétipo
GG e, portanto, teve seus valores representados por “-“.0Os valores representam a mediana e percentil 25; percentil 75.
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Tabela 16: Diferenca entre as varidveis antropomeétricas e pressoricas em relagéo aos polimorfismos no grupo de normotensos.

VARIAVEIS Genétipos em Normotensos p-valor p-valor ¢
rs2282697
N GG N GC N CcC
RCQ 70 0,94 (0,88 ; 0,98) 25 0,97 (0,94 - 1,005) 1 1,18 0,013 0,367
rs2234167
N GG N GA N AA
PAS 61 114 (108,5; 122) 20 121 (110,25 ; 130) 0 - 0,042 0,777
rs1861493
N AA N AG GG
PAS 27 122 (112 ;129) 11 110 (104 ; 111) 3 123 (121, -) 0,007 0,218
rs755622
N GG N GC N CcC
Peso 44 110,850 (96,775 ; 136,6) 38 123,05 (104,625 ; 135,575) 13 98,9 (90,2 ; 111) 0,011 0,321
rs2069832
N GG N AG N AA
Peso 58 112,6(98,975; 130,1) 29 117,2 (103,6 ; 137,05) 5 93,2 (80,85; 103,35) 0,037 0,733
IMC 58 42,2 (37,475 ; 46,9) 29 43,7 (37,8 ; 51,35) 5 36,1 (31,7 ; 38) 0,027 0,616
CC 56 126 (115,5; 137,75) 29 130 (116,5; 144,25) 5 112 (102,75 ; 123,75) 0,047 0,815
CQ 56 134(124,125;146,125) 29 132,5 (125,5 ; 148,5) 5 121(115 ; 125) 0,023 0,557
rs1800795
N GG N GC N CcC
Peso 58 110,85 (97,05; 127,325) 32 124,05(104,775; 140,275) 6 98 (92,075 ; 107,775) 0,028 0,630
IMC 58  41,8(36,15; 46,55) 32 45,95 (39,2 ; 52,975) 6  37,2(35225;39,325) 0,012 0,345
CcC 56 125,75 (113,5; 137) 32 134 (119,75 ; 144,625) 6 118,25(110,125;126,75) 0,046 0,808
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cQ 56 133(123,125; 142,750) 32 139 (126,5; 150) 6 125 (121 ; 132,25) 0,046 0,808
rs7138803
N GG N GA N AA
CcC 50 124 (111,5; 134) 30 137 (121,5; 146) 10 128(117,625;139,375) 0,039 0,752
rs1024611
N AA N AG N GG
CcC 45 129 (122 ; 141,5) 36 125,25 (115,5; 137,75) 6 111,5 (102,15 ; 130,5) 0,049 0,828

Legenda: p-valor ¢ : p-valor ajustado pela correcdo de Holm-Bonferroni, onde n = 35.
O polimorfismo rs2234167 nao apresentou individuos com o gendétipo AA e, portanto, teve seus valores representados por “-“.
Os valores representam a mediana e percentil 25; percentil 75.
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4.2.4.1) Polimorfismos associados a HAS

Nesse estudo, os SNPs dos genes NOS2, IL10, MIFAS, IL6, GC, CYP24Al e
MBL2 foram associados ao risco de desenvolver hipertensdo. O gendtipo
heterozigoto CT do polimorfismo rs8072199 (NOS2) foi associado ao
desenvolvimento da HAS (p=0,043), idem no modelo recessivo (p=0,033).

No gene IL10 foram encontrados trés polimorfismos associados a HAS. Para
0 SNP rs1554286, o alelo A (p=0,014) e o gendtipo AA (p=0,037) em modelo
dominante (p=0,03) foram associados a essa doenca. Ademais, o modelo recessivo
do SNP sr1800896 foi relacionado a HAS (p=0,045). Por fim, os gendtipos AG
(p=0,023) e GG (p=0,016) do SNP rs1800871 foram associados a essa patologia em
modelo dominante (p= 0,026). Além disso, o alelo G desse mesmo polimorfismo
apresentou associacao com a hipertenséo (p= 0,023).

.0 alelo C (p=0,046) do polimorfismo rs755622 (MIFAS) foi associado a HAS,
assim como o alelo G e o genétipo AG do polimorfismo rs2069837 (IL6). E
importante ressaltar que ndo foram encontrados individuos homozigotos mutados
(GG) para o polimorfismo rs755622. Ja para o gene GC (rs2282679), o alelo C
(p=0,045) apresentou associacdo com a HAS, bem como o genétipo TA (p=0,046)
do polimorfismo rs6013897 (CYP24A1). No gene MBL2, o gendtipo heterozigoto GA
(p=0,044) do polimorfismo rs1800450 foi associado a HAS em modelo dominante
(p=0,038). Nesse mesmo gene, 0 gendtipo heterozigoto CG (p=0,037) do SNP
rs7096206 foi associado a HAS em modelo dominante (p= 0,044). Por fim, o alelo G

desse mesmo polimorfismo também foi associado a doenca (p= 0,028).

4.2.4.2) Polimorfismos associados as variaveis antropométricas e

pressoricas

Nosso estudo associou 0 genétipo CC do polimorfismo rs379527(TNFSF14) a
um maior peso corporal (p=0,038). O gendtipo AA do SNP rs1800871 (IL10) foi
relacionado a maiores valores de IMC (p=0,006), CC (p=0,01) e PAD (p=0,017),
assim como o gendtipo AA do rs1554286 (IL10) mostrou-se associado a um IMC
mais alto (p=0,028). Ademais, 0 genotipo CC do rs755622 (MIFAS) foi associado a
menores valores de peso (p=0,012) e circunferéncia da cintura (p=0,017). Foi
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observado também que o alelo G do rs2069837 (IL6) resulta em valores menores de
RCQ (p=0,003). Os genotipos AA do rs1800450 e GG do rs7096206 (ambos do
gene MBL2) foram associados a maiores valores de CQ (p=0,03) e peso (p=0,021),
respectivamente.

No grupo de individuos hipertensos, o genétipo CC do polimorfismo
rs379527(TNFSF14) foi associado a um maior RCQ (p=0,006). No gene IL6, o
genotipo heterozigoto GA (rs2069845) foi associado a PAS (p=0,004) e PAD
(p=0,011) menores, assim como o genoétipo AG (rs2069837do mesmo gene) a
menores valores de peso (p=0,041), RCQ (p=0,022) e CC (p=0,02). O SNP
rs8072199 (NOS2) teve o gendtipo CT associado a uma menor PAD (p=0,035),
enquanto que o rs731236 (VDR) teve o gendtipo GG relacionado a valores maiores
de PAS (p=0,033).

Para as andlises dentro no grupo de normotensos, o gendtipo AA (rs2069832)
do gene IL6 apresentou menores valores de peso corporal (p=0,037), IMC
(p=0,027), CC (p=0,047) e CQ (p=0,023). Da mesma forma, o gendtipo CC
(rs1800795) do mesmo gene teve menores valores de peso corporal (p=0,028), IMC
(p=0,012), CC (p=0,046) e CQ (p=0,046). O gendtipo GA (rs7138803) do gene
FAIM2 apresentou maiores valores de circunferéncia de cintura (p=0,039), enquanto
gue o gendtipo GG (rs1024611) do gene MCP1 teve menores valores para essa
mesma variavel (p=0,049). No gene GC (rs2282697), o genétipo CC teve maiores
indices de RCQ (p=0,013). Ademais, o gene do receptor HVEM (rs2234167) teve o
alelo A relacionado a maiores valores de PAS (p=0,042). Por fim, o genoétipo AG
(rs1861493) do gene IFNG foi associado a menores valores de PAS (p=0,007),
assim como o genétipo CC (rs755622) do gene MIFAS foi relacionado a um menor
peso corporal (p=0,011).
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5) Discusséao

Concomitante ao processo de industrializacdo mundial a partir do século XIX,
houve também uma 32 transicdo epidemiolégica em relacdo aos padrdes de
mortalidade, fertilidade, expectativa de vida e principais causas de morte. Nesta
terceira fase, teoriza-se que as pandemias de doencas infecciosas foram
substituidas como as principais causas de morte por doencas degenerativas e 0s
agentes infecciosos foram ultrapassados como o principal contribuinte para a
morbidade e mortalidade por causas antropogénicas (MCKEOWN, 2009).

Nesse contexto, pode-se averiguar que a HAS, ap0s 0s processos de
revolucao industrial, passou a apresentar papel muito mais expressivo no panorama
das principais causas de morte. Isso se deve ao fato de que muitos fatores
ambientais gerados pela industrializacdo e urbanizagdo, tais como obesidade,
ingestdo elevada de sal, consumo excessivo de alcool, estresse social e
envelhecimento s&o reconhecidos como fatores contributivos importantes para
aumento da PA (LOPEZ-JARAMILLO et al., 2013). Da mesma forma, a reducéo no
gasto de energia devido a ado¢do de um estilo de vida mais sedentario e 0 aumento
da ingestdo caldrica tém contribuido para geracdo de um ambiente obesogénico
(UNGER, 2003; SWINBURN et al., 2011), o que vem tornando a obesidade uma
epidemia mundial (WHO, 2014).

Em relacdo aos paises em desenvolvimento - como o Brasil - mudancas como
0 aumento do acesso a dietas ocidentalizadas e a descontinuacao dos habitos
alimentares tradicionais podem fundamentar o aumento dramético da prevaléncia da
HAS e obesidade observado nos ultimos anos (LOPEZ-JARAMILLO et al., 2013).
Ademais, a forma cadtica em que o processo de urbanizacdo se desdobra nos
paises em desenvolvimento pode contribuir para o aumento dos casos de
hipertensdo e obesidade. Estudos epidemiolégicos mostram que a prevaléncia da
HAS é maior nas areas urbanas quando comparada com as areas rurais de um
mesmo pais. Ademais, foi observado que areas que foram urbanizadas por periodos
mais longos parecem ter maior prevaléncia de obesidade e diabetes, além de
maiores niveis de estresse, 0 que contribui para o aumento da prevaléncia da
hipertensao (TIBAZARWA; DAMASCENO, 2014).
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5.1) Peso corporal, IMC e a HAS

Existe uma clara associacdo do aumento de peso corporal e o
desenvolvimento da HAS. De fato, a hipertensdo relacionada a obesidade
representa um fendtipo distinto, tendo em vista sua complexa fisiopatologia, que
envolve a disfuncdo do tecido adiposo, alteracdes das adipocinas, resisténcia a
insulina, disfuncdo do sistema imunoldgico, atividade inadequada dos sistemas
nervoso simpatico e SRAA e funcdo renal e vascular anormal. A chave
fisiopatologica desta forma de hipertensdo € o acumulo excessivo de gordura e,
portanto, a reducdo de peso € recomendada como a terapia de primeira linha para o
tratamento da HAS relacionada a obesidade (GILARDINI et al., 2016). A diminui¢éo
do peso corporal tem se mostrado ser a abordagem de tratamento né&o-
farmacolégico mais eficaz. Em pacientes que fazem uso de medicacdo anti-
hipertensiva, foi demonstrado que uma perda modesta de peso diminui ou mesmo
interrompe a necessidade da medicacdo. O efeito de diminuicdo da presséao arterial
gerado pela perda de peso é resultado provavelmente de uma melhora na
sensibilidade a insulina e uma diminui¢do na atividade do sistema nervoso simpéatico
(MERTENS; GAAL, 2000).

Em nosso estudo, ficou clara a influéncia do peso para o desenvolvimento da
HAS, em que a mediana do peso dos individuos hipertensos (128 kg) diferiu
significativamente da mediana de individuos normotensos (112 kg). Da mesma
forma, o IMC apresentou diferencas estatisticamente significativas entres os dois
grupos (45,6 e 42,5, respectivamente). Em relacdo a essa medida antropométrica,
diversos estudos epidemioldgicos também demostraram uma associacao entre o
indice de massa corporal e a PA em pacientes com peso normal (eutréficos) e com
sobrepeso (MERTENS; GAAL, 2000).

5.2) CC, CQ e RCQ e a HAS

A circunferéncia da cintura (CC) foi proposta como um indicador da massa
adiposa abdominal. Verificou-se que uma circunferéncia da cintura acima de 88 cm
nas mulheres e acima de 102 cm nos homens apresenta correlagdo com 0s niveis
pressoéricos (MERTENS; GAAL, 2000). Um estudo feito por Kanai e colaboradores,
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em 1996, constatou que a alteracdo da presséo arterial média apos a reducéo de
peso estava correlacionada com alteracdes na area de gordura visceral, e ndo com
alteracdes no peso corporal ou IMC. Isto sugere que a diminuicdo da gordura intra-
abdominal reduz a PA em pacientes obesos hipertensos (KANAI et al., 1996). Desta
forma, o aumento da adiposidade visceral esta mais fortemente associado a
hipertensdo do que o aumento da adiposidade total ou subcutanea (CHANDRA et
al., 2014).

Tendo em vista essas descobertas, a OMS sugeriu que a CC poderia ser
usada como uma alternativa ao IMC ao examinar a associacdo entre o status de
peso e o risco de doencas, pois € sensivel ao tamanho corporal, assim como a
porcentagem de gordura e distribuicio da mesma (WHO, 2011). Os resultados
encontrados em nosso estudo estdo de acordo com a literatura, pois foi vista uma
diferenga significativa entre a circunferéncia da cintura no grupo de individuos
hipertensos (137,5 cm) quando comparado aos individuos normotensos (127cm). Da
mesma forma, foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos para a circunferéncia do quadril.

A relagdo cintura/quadril (RCQ), também muito descrita na literatura, é
igualmente uma variavel utilizada para correlacionar a adiposidade visceral ao
desenvolvimento de doencas (MERTENS; GAAL, 2000). Contudo, em nosso estudo
nao foi encontrada uma associacao positiva entre essa variavel e o desenvolvimento
da HAS.

5.3) Gene ECA

A enzima conversora da angiotensina (ECA) € um componente chave do
SRAA que contribui para a regulacdo da PA. Um dos polimorfismos mais
significativos no gene que codifica essa enzima é a insercao / delecéao (I / D) de 287
pb no intron 16, que determina os niveis da enzima conversora da angiotensina no
plasma e tecidos (SHANMUGANATHAN et al., 2014).

Foi observado que os niveis de ECA plasmaticos sdo os mais elevados em
individuos com o gendtipo DD, intermediarios em individuos com o genotipo DI e os
mais baixos em individuos com o gendtipo Il. Ademais, os linfocitos T e ECA

cardiaca estdo aumentados em individuos com o gend6tipo DD (MIZUIRI 2001).
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Contudo, apesar das evidéncias de que esse polimorfismo influencia as
quantidades de enzima circulantes no plasma, sua associacdo com O
desenvolvimento da HAS ainda é muito debatida pelos cientistas. Diversos estudos
foram feitos demonstrando uma associacao positiva do genétipo DD e a hipertenséo
(KRISHNAN et al., 2016; PARAMASIVAM et al., 2016; SINGH et al., 2016). Contudo,
ndo foi encontrada associa¢do desse polimorfismo com a predisposi¢do as doencas
cardiovasculares (DCV), tal qual imaginado anteriormente, visto que a HAS
predispde ao desenvolvimento de DCV (WANG et al, 2013; BONFIM-SILVA
FIGUERO et al., 2016; BRIONGOS-FIGUERO et al., 2016)

Em nosso estudo n&o foi encontrada uma associacao significativa entre o
gendtipo DD ou o alelo D e a predisposicdo a HAS. Essa auséncia de correlacéo
positiva j& foi encontrada em outros estudos (JEUNEMAITRE et al., 1992; ALMADA,
2010; MIRANDA-VILELA et al., 2010; FREIRE, 2016) e fomenta o debate sobre a
real contribuicdo do gendtipo DD para a fisiopatologia da HAS.

5.4) Gene GSTM1

Esse gene codifica uma enzima que pertence a superfamilia GST, composta
de oito subtipos principais em humanos, denominados GSTA, GSTM, GSTK, GSTO,
GSTP, GSTS, GSTT e GSTZ. Essas enzimas atuam na desintoxicacao de fase Il do
organismo, catalisando a conjugacdo de glutationa a uma ampla variedade de
compostos eletrofilicos enddégenos e exdgenos (TOWNSEND; TEW, 2003). Os
polimorfismos mais estudados das enzimas GST séao aqueles que ocorrem nos loci
GSTM1, GSTT1 e GSTP1; os polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 séo
caracterizados por uma delecdo completa do gene, conhecido como gendétipo nulo.
Esses genotipos nulos levariam a auséncia total de atividade enzimatica GST e
poderiam potencialmente predispor o0 organismo ao estresse oxidativo (ESLAMI,
SAHEBKAR, 2014).

O gendtipo de delecdo GSTM1 estd associado a niveis aumentados de
marcadores de inflamacgéo e peroxidacao lipidica em humanos. Contudo, apesar do
papel proeminente do estresse oxidativo no desenvolvimento de DCVs, as variantes
de genes GSTM nao foram consistentemente associadas as patologias
cardiovasculares em humanos (DELLES et al., 2008).
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A despeito do genotipo nulo ter sido associado em muitos estudos ao
desenvolvimento da HAS (CAPOLUONGO et al., 2009; CRUZ-GONZALEZ et al.,
2009; PETROVIC; PETERLIN, 2014), ndo foram encontrados resultados
significativos para essa associacdo em nosso estudo. Nao obstante, o resultado
negativo encontrado nessa analise é consonante com os achados de diversos outros
pesquisadores, que igualmente ndo encontraram associa¢cao do gendétipo nulo com a
HAS (MARINHO et al., 2007; ONIKI et al., 2008; MIRANDA-VILELA et al., 2010;
POLIMANTI et al., 2011; KOSAR et al., 2012).

5.5) Genes ADRB1 e AGTR1

O receptor adrenérgico beta 1 (ADRB1) € um membro do grupo de receptores
acoplados a proteina G. Ele estd localizado principalmente no sistema nervoso
central, coragdo e artérias coronarianas e medeia os efeitos fisiolégicos do hormdnio
epinefrina e do neurotransmissor noraepinefrina (TEPLIAKOV et al.,, 2009). O
polimorfismo Arg389Gly esta localizado na regido carboxi-terminal intracelular desse
receptor, que é uma regido altamente conservada entre as espécies e de
importancia para a ligacdo a proteina G. Foi observado que essa variante afeta a
capacidade do receptor de se ligar a molécula G e que os receptores adrenérgicos
beta 1 portadores do alelo Arg tinham atividade aumentada em resposta a epinefrina
e norepinefrina, quando comparados aos receptores portadores do alelo Gly. Dessa
forma, a variante Arg389Gly tem sido associada com morbidade cardiovascular e
aumento da pressao arterial sistélica (BENGTSSON et al., 2001; TIKHONOFF et al.,
2008; WANG et al., 2013)

No entanto, existe alguma incerteza quanto ao efeito patogénico dessa
variante, uma vez que outros estudos, assim como este, nado conseguiram
demonstrar associagcao com a hipertensdo (RANADE et al., 2002; GJESING et al.,
2007).

O gene AGTRL1 codifica o receptor de angiotensina Il (potente vasoconstritor)
e seu polimorfismo mais bem estudado desse gene é o0 rs5186 (também
denominado a variante A1166C), localizado na regidao 3’'UTR. Embora este SNP nao
se encontre dentro de uma regido de codificacdo ou de splicing, tem-se a hipotese

de que o mesmo pode afetar a estabilidade e transcricdo do RNA mensageiro ou,
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alternativamente, estar em desequilibrio de ligagdo com outro polimorfismo que
apresente influéncia regulatoria significativa (MOTTL et al., 2008).

Estudos sobre a relacdo desse polimorfismo e a HAS produziram resultados
conflitantes. Diversas pesquisas encontraram associacdo positiva entre a variante
Al1166C e a hipertensdo (BONNARDEAUX et al., 1994; JIANG et al., 2001,
PALATINI et al., 2009). Em nosso estudo, ndo encontramos efeito genotipico ou
alélico deste polimorfismo na PA. Os resultados dessa pesquisa corroboram os
estudos de Henskens e colegas em 2003 e de Gardier e colaboradores em 2004 ao

nao encontrar associacao entre o polimorfismo e a HAS.

5.6) Analise de SNPs pela técnica Fluidigm 48.48 Dynamic Array ™ IFC

5.6.1) Associacdo dos genotipos e alelos com a HAS

5.6.1.1) NOS2

O primeiro polimorfismo a apresentar uma associagdo com a HAS foi o SNP
rs8072199, localizado no gene que codifica a enzima éxido nitrico sintetase 2 (NOS2
ou INOS). O o6xido nitrico (ON) apresenta funcdo de regulacdo da presséo
sanguinea por ser um gas vasodilatador, e também atua como neurotransmissor no
cérebro e no sistema nervoso periférico, sendo este produzido por trés variantes da
oxido nitrico sintetase (NOS1, NOS2 e NOS3). Diversos estudos epidemioldgicos
tém investigado a influéncia de variantes génicas dos genes NOS com fendtipos de
DCVs (LEVINSSON et al., 2014). Alguns polimorfismos do gene NOS2 ja foram
associados ao desenvolvimento de doenca arterial coronariana, a gravidade da
insuficiéncia cardiaca (TEPLIAKOV et al., 2009), AVC isquémico (YAN et al., 2011) e
hipertensao (OLIVEIRA-PAULA et al., 2013; LEVINSSON et al., 2014; NIKKARI et
al., 2015).

Na literatura nédo foram encontradas associagcdes entre o polimorfismo
rs8072199 e a HAS. Contudo, nosso estudo sugere que 0 genotipo heterozigoto

dessa variante intrénica esteja relacionado a hipertensdo em modelo recessivo.
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5.6.1.2) IL10

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina de tipo Il e membro de uma familia de
citocinas que incluem a IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28, e IL-29. Todas estas
citocinas possuem uma organizacdo gendmica semelhante, ligam-se a receptores
com estruturas analogas e ativam a janus kinase, que € um transdutor de sinal e
ativador de vias de sinalizacdo de transcricdo. A IL-10 é a citocina que apresenta a
atividade anti-imunolégica e anti-inflamatéria de amplo espectro mais potente de
todos os membros da familia (MOSSER; ZHANG, 2008). Essa citocina, produzida
principalmente por mondcitos, regula a producdo de uma gama de citocinas pro-
inflamatorias, moléculas de adesédo e moléculas de HLA classe Il. Também aumenta
a sobrevivéncia das células B, a proliferacdo e a producédo de anticorpos e pode
bloquear a atividade de NF-kappa B (PARK et al., 2013). Por fim, a IL-10 regula
positivamente um inibidor de tecido da metaloproteinase-1 da matriz e, portanto,
estabiliza a placa aterosclerética madura. Este efeito pode prevenir o
desenvolvimento de algumas DCVs, como o AVC e infarto do miocéardio
(TIMASHEVA et al., 2008).

O gene IL10 é altamente polimoérfico, especialmente na regido promotora, na
qual foi observado que o polimorfismo (-1082 G/A, rs1800896) tem um efeito
funcional sobre a quantidade de secrec¢do de IL-10. A substituicdo G/A tem sido
relacionada a alta/baixa producédo de IL-10, respectivamente. Ademais, tendo em
vista a relacdo entre o sistema imunolégico e a HAS através da aterosclerose,
diversos estudos jA observaram associacdes entre SNPs do gene IL10 e o AVC
isquémico (XIE et al., 2013; PARK, et al., 2013), doenca arterial coronariana (BEN-
HADJ-KHALIFA et al., 2010) e hipertensdo (ELSAID et al., 2014).

Nesse estudo, o polimorfismo rs1554286 apresentou associagdo com O
desenvolvimento da HAS. Os resultados sugerem que o alelo A € um fator de risco
para o desenvolvimento dessa patologia.

Do mesmo modo, o modelo recessivo do SNP sr1800896 foi relacionado a
HAS. Outros estudos também encontraram uma associacao entre esse polimorfismo
e o risco de AVC, em que individuos hipertensos e diabéticos portadores de alelo T
tinham maiores riscos para a doenca arterial coronariana (MUNSHI et al., 2010),
doenca coronaria assintomatica (isquemia miocardica silenciosa) (CRUZ et al., 2013)
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e hipertensdo. No caso da HAS, o alelo C foi avaliado como fator de risco (ELSAID
et al., 2014).

Por fim, pode-se inferir que alelo G do SNP rs1800871 atua como fator de
risco para a HAS, tendo a frequéncia alélica e os gendtipos heterozigoto (AG) e
homozigoto mutado (GG) sido associados ao desenvolvimento da HAS.

Finalmente, quando os p-valor de todos os polimorfismos do gene IL10 foram
ajustados pela correcdo de Holm-Bonferroni para analises multiplas, deixaram de

apresentar valores significativos.

5.6.1.3) MIFAS

O fator inibitério da migracdo de macréfagos (MIF) é uma citocina pleiotrépica
da imunidade inata e representa um componente crucial das respostas
antimicrobianas e de estresse (HERDER et al., 2008). Essa citocina liga-se as
células por interacdo com o dominio extracelular de CD74 e inicia a ativacdo ERK-
1/2. O MIF é expresso em diversos tipos celulares, tais como mondcitos,
macrofagos, células do musculo liso vascular e cardiomiocitos (JI et al., 2015). As
concentra¢cdes de MIF sdo elevadas em individuos com obesidade, diabetes tipo 2 e
baixa tolerancia a glicose. Desta forma, pode-se observar que essa citocina esta
aumentada nas principais determinantes do risco metabdlico para DCVs. Foi
observada também uma ligacéo direta entre MIF e doenca cardiovascular, visto que
esse fator inibitério é fortemente expresso em lesdes aterosclerdticas em humanos,
e pode atuar controlando o recrutamento de leucécitos na aterogénese. Portanto, o
MIF pode ser um novo biomarcador para o risco de doencga cardiovascular (LUO et
al., 2016).

Foi relatado que o polimorfismo do gene MIFAS rs755622 (-173 G>C),
localizado no promotor, estava relacionado com aumento da expressao génica e dos
niveis plasmaticos de MIF. Observou-se que essa citocina apresenta niveis mais
elevados em portadores do alelo C. Ademais, verificou-se, em um estudo com a
populacdo Chinesa, que o gendtipo CC e o alelo C desse SNP estdo associados a
doenca arterial coronariana. Dessa forma, foi sugerido que a expressao de MIF
governada pelas variantes genéticas no promotor do gene pode estimular o

desenvolvimento de DCVs (LAM et al., 2013; JI et al., 2015). Esses observacoes
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estdo em desacordo com os resultados encontrados nesse estudo, que sugerem
gue o alelo C pode atuar como protetor para o desenvolvimento da HAS e ndo como
fator de risco. Contudo, depois da correcdo de Holm-Bonferroni, esse resultado néo

se manteve.

5.6.1.4) IL6

A interleucina-6 (IL-6), assim como a IL-10, é uma citocina pro-inflamatoria
que desempenha papel central na inflamacdo crbnica, resisténcia a insulina e
aterogénese. Ao contrario de outras citocinas, a IL-6 é incomum, na medida em que
0S seus principais efeitos ocorrem em locais distintos da sua origem e sao
consequentes das suas concentracfes plasmaticas. Por esta razdo, ela € chamada
de citocina enddcrina (FERNANDEZ-REAL et al., 2011). A IL-6 é expressa em
muitos tecidos, incluindo o tecido adiposo, musculo esquelético e hipotalamo, que
estdo envolvidos na regulacdo do balanco energético do corpo. Um dos principais
locais para a secrecao de IL-6 é a gordura visceral, o que poderia explicar a relacéao
entre gordura visceral, inflamagédo sistémica, estresse e doencga coronariana em
individuos obesos abdominalmente (CHEUNG et al., 2011).

Os niveis de IL-6 plasmaticos estao associados a PAS e a PAD. Além disso, a
IL-6 pode aumentar a hipertrofia miocitaria e a remodelacédo ventricular esquerda
(KAYA et al., 2010). Estudos sugerem que variantes genéticas no gene que codifica
a IL-6 podem influenciar a regulacéo da transcricdo e, consequentemente, 0s niveis
plasmaticos da citocina, contribuindo para o risco da HAS (KUBASZEK et al., 2003).
Ha evidéncias também de que SNPs nesse gene possam contribuir e modular a
severidade de AVCs (MANSO et al., 2011).

Em nosso estudo, ndo foram encontrados individuos homozigotos mutados
(GG) para o polimorfismo rs2069837. Entretanto, houve uma clara associacdo do
alelo G como fator de protecéo para o desenvolvimento da HAS, no qual é possivel
observar que o gendtipo heterozigoto (AG) apresenta menor risco de apresentar
hipertensdo, em relacdo ao genotipo AA. Entretanto, quando os p-valor foram
ajustados pela correcdo para analises multiplas, deixaram de apresentar valores

significativos.
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5.6.1.5) GC

A funcéo classica da vitamina D € aumentar a absorcéo intestinal de célcio
para a mineralizacdo adequada dos ossos. A forma ativa da vitamina D, a 1,25-
dihidroxivitamina D, atua como um horménio esteroide através da ligacdo ao
receptor de vitamina D (VDR), que esta presente em diversas células em todo o
corpo, incluindo cardiomiocitos, musculo liso vascular e endotélio. Evidéncias
recentes demonstraram que individuos com deficiéncia de vitamina D sdo mais
propensos a apresentar DCVs (JUDD; TANGPRICHA, 2009). Outras consequéncias
de concentracdes inadequadas de vitamina D incluem diabetes tipo 1 e tipo 2,
aumento do risco de quedas e cancer de mama, colon e prostata. Ademais, sugere-
se que a suplementacdo com vitamina D pode reduzir substancialmente a
mortalidade (WANG et al., 2010).

Foi observado que a baixa concentracdo plasmatica de 25-hidroxivitamina D
(25 [OH] D) esta associada a alta da PA e ao risco de hipertensdo. Dessa forma, o
aumento das concentracdes plasmaticas de 25 (OH) D pode reduzir o risco de
hipertenséo, visto que essa molécula suprime a expressédo do gene da renina, por
um mecanismo dependente do receptor da vitamina D, reduzindo assim a pressao
sanguinea (VIMALESWARAN et al., 2014).

Diversas variantes genéticas que afetam as concentracfes circulantes de 25
(OH) D ja foram identificadas. O gene GC codifica a proteina de ligacao a vitamina
D, que é sintetizada no figado e liga e transporta a vitamina D e 0s seus metabdlitos
(incluindo 25-hidroxivitamina D e 1,25-dihidroxivitamina D). Estudos recentes
demonstraram que as variantes de GC estdao fortemente relacionadas a
concentracdes reduzidas da proteina de ligacdo a vitamina D e, consequentemente,
com baixas concentracdes de 25 (OH) D circulantes. Foi observado que o alelo C do
SNP rs2282679 do gene GC esté fortemente relacionado a concentracdes reduzidas
dessa proteina (WANG et al., 2010). Dessa forma, pode-se sugerir que esse
polimorfismo afeta as concentracbes de 25 (OH) D circulantes por diminuir a
concentracdo da proteina de ligacdo a vitamina D, o que contribui para o
desenvolvimento da HAS (VIMALESWARAN et al., 2014).
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Em nosso estudo também foi observada uma associacdo do alelo C com a
HAS, na qual o mesmo seria um fator de risco para essa patologia. Entretanto, ap6s

a correcao para analises multiplas, essa associacao ndo se manteve.

5.6.1.6) CYP24A1

O gene CYP24A1 codifica um membro da superfamilia de enzimas do
citocromo P450. Essas proteinas catalisam diversas reacdes envolvidas no
metabolismo de drogas e sintese de colesterol, esteroides e outros lipidios. O
produto do gene CYP24A1 é a principal enzima responsavel pela degradacdo da
1,25-dihidroxivitamina D e 25 (OH) D. Dessa forma, esta enzima desempenha um
papel crucial na manutencdo da homeostase do calcio e da vitamina D.

Existem evidéncias da associa¢cdo entre os niveis circulantes de vitamina D e
o risco de desenvolvimento da HAS. Ademais nota-se que a enzima catabolica 24-
hidroxilase (gene CYP24Al) regula as concentracbes de 1,25 (OH) 2D e suas
variantes genéticas foram associadas a calcificacdo arterial coronariana (SHEN et
al., 2010). O SNP rs6013897 desse gene foi fortemente associado tanto com a PAS
como com a PAD (KUNUTSOR et al., 2014), além de ao desenvolvimento de cancer
(JORDE et al., 2012). Em nosso estudo, o genétipo heterozigoto TA foi associado a
HAS. Todavia, esse resultado ndo se manteve significativo apds a correcdo para

multiplos testes.

5.6.1.7) MBL2

A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina plasmatica sintetizada no
figado e liberada como componente da resposta de fase aguda do sistema
imunologico, sendo considerada um componente importante do sistema imune inato.
Essa lectina sérica liga-se a uma matriz de estruturas repetitivas especificas em
superficies microbianas e, subsequentemente, exerce um efeito antibacteriano pela
chamada via da MBL, ou promovendo a fagocitose (MEGIA et al., 2004). Os niveis
de MBL, codificada pelo gene MBL2, sdo determinados geneticamente e baixos
niveis desta proteina tém sido correlacionados com infec¢bes recorrentes. A

deficiéncia de MBL afeta cerca 10% da populacdo mundial, o que a torna a
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imunodeficiéncia mais frequente j& descrita. Infecgbes recorrentes, aborto
espontaneo recorrente e um maior risco de doencas autoimunes como IUpus
eritematoso sistémico, artrite reumatoide e diabetes mellitus tipo 1 tém sido
relacionados com a deficiéncia de dessa lectina (PIRULLI et al., 2001).

Ademais, essa proteina foi associada ao aparecimento de aterosclerose
(MADSEN et al., 1998) e a formacdo da placa carotidea (HEGELE et al., 2000),
sugerindo que a deficiéncia de MBL favorece uma infeccéo/estado inflamatorio, que
por sua vez ativa citocinas pro-inflamatorias, gerando uma aterogénese acelerada
(RUGONFALVI-KISS et al., 2002).

O gendtipo heterozigoto do polimorfismo rs1800450 (Gly54Asp) do gene
MBL2 foi associado a HAS em nosso estudo. Foi observado que essa variante
(gendtipo heterozigoto) causa uma reducéo do nivel sérico de MBL de 5-10 vezes, o
que favorece a aterogénese (MADSEN et al., 1995). Os resultados desse estudo
sugerem que esse polimorfismo é correlacionado a HAS em modelo dominante. Por
fim, quando os p-valor foram ajustados pela correcdo de Holm-Bonferroni para
analises multiplas, deixaram de apresentar valores significativos.

Além disso, foi observado que uma substituicdo de C para G na posicao -221
(rs7096206) na regido promotora do gene MBL2 também estd associada a baixos
niveis séricos de MBL (GARRED et al., 2003). As observa¢cfes sugerem que 0S
homozigotos para o alelo G apresentam um risco acentuadamente maior de
doencas autoimunes como o lUpus, em comparacdo com individuos que tém pelo
menos um alelo C (JAKAB et al., 2007). Por outro lado, foi encontrado em nosso
estudo um indicativo de que o alelo G (rs7096206) apresenta efeito protetor no
desenvolvimento da HAS. Ademais, os resultados sugerem que esse polimorfismo é
correlacionado a HAS em modelo dominante, tendo o gendtipo heterozigoto (GC)
menores riscos de desenvolver hipertensdo, quando comparado do gendtipo CC.
Todavia, esses resultados ndo se mantiveram significativos apds a correcdo de

Holm-Bonferroni.

5.6.2) Associagao entre as variaveis antropométricas e pressoricas em

relagéo aos polimorfismos
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5.6.2.1) rs379527 (TNFSF14)

O polimorfismo rs379527 esta localizado na regido 5’UTR do gene TNFSF14,
que codifica a proteina LIGHT. Essa proteina € um membro da superfamilia de TNF
(TNFSF) que se liga ao receptor de membrana TNFRSF14 e funciona como um fator
estimulador para a ativacdo de células linfoides. A LIGHT demonstrou estimular a
proliferacéo de células T e desencadear a apoptose de células tumorais. Verificou-se
também que ela promove a aterogénese, induzindo citocinas pro-inflamatérias e
metaloproteinases de matriz em células de macréfagos (KIM et al., 2011).

Mais recentemente, tem sido estudado o envolvimento da LIGHT e seu
receptor na obesidade humana e disturbios metabdlicos, uma vez que foi descoberto
gue a mesma atua como um inibidor da diferenciacdo de pré-adipdcitos. Foi
observado que os niveis séricos da LIGHT sé&o baixos e perto do limite de detec¢éo
em individuos saudaveis, mas estdo aumentados em individuos obesos (TILLER,
2008). Kim e colegas demonstraram, em 2011, que essa proteina contribui para a
inflamacdo do tecido adiposo, aumentando a acumulacdo e ativacdo de células
T/macrofagos, criando assim um ciclo inflamatério vicioso (KIM et al., 2011). Por fim,
0s pacientes com diabetes mellitus tipo 2 sdo caracterizados por aumento dos niveis
de LIGHT no plasma, onde foi visto que a mesma pode contribuir para a progressao
do diabetes, atenuando a secrecdo de insulina e contribuindo para a inflamacgéo
vascular (HALVORSEN et al., 2016).

No SNP rs379527, apesar do alelo C ser o ancestral, 0 mesmo apresenta
frequéncia mais baixa quando comparado ao alelo mutado A. Nosso estudo
observou uma relagcédo entre esse polimorfismo e o peso corporal, onde individuos
homozigotos selvagens (CC) apresentaram valores significativamente maiores de
peso corporal quando comparados a individuos heterozigotos e homozigotos
mutados (AA). Esses resultados corroboram os dados da literatura, visto que ja
foram encontradas associacfes entre a proteina codificada por esse gene e a
obesidade.

Quando esse polimorfismo foi analisado somente dentro do grupo de
individuos hipertensos, foi encontrada uma associagdo desse SNP com a RCQ.
Individuos com gendtipo CC apresentaram valores maiores de RCQ do que os

individuos AA. Tendo em vista que a RCQ é a razdo entre a circunferéncia da
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cintura e a do quadril e que a mediana da RCQ para o gendtipo CC é um valor
acima de 1, pode-se sugerir que esse polimorfismo é mais frequente em obesos
hipertensos com maior quantidade de gordura visceral. Contudo, quando o0s
resultados para esse polimorfismo foram corrigidos para multiplas analises, deixaram

de ser significativos.

5.6.2.2) rs1800871 (IL10)

O polimorfismo rs1800871, também conhecido como -819 C>T, esta
localizado na regido promotora do gene que codifica a interleucina 10. Em nosso
estudo, foi evidenciada uma relacéo positiva entre esse SNP e a HAS (item 5.6.1.2).
Observou-se também uma relacdo entre esse polimorfismo e as variaveis IMC,
circunferéncia da cintura e PAD. Esses resultados estdo de acordo com estudos
prévios, onde foi constatado que os niveis de IL-10 circulantes estdo associados a
obesidade, visto que essa citocina € secretada pelo tecido adiposo branco (JUGE-
AUBRY et al.,, 2005). Um estudo feito por Bassols e colaboradores em 2010
observou que, ao retirar os individuos com obesidade mérbida da amostra, os
portadores do alelo A tinham IMC e circunferéncia da cintura significativamente
maiores (BASSOLS et al.,, 2010). Esses dados estdo em consonancia com 0s
encontrados em nossa pesquisa, onde os portadores do genotipo GG apresentam
valores de IMC, circunferéncia da cintura e PAD significativamente maiores do que
os individuos com genotipo AA. Ademais, observamos também que o alelo G é um
fator de risco para a HAS, o que pode ser explicado pelo fato do mesmo influenciar
as medidas antropométricas de IMC, CC e PAD, que, por si s0, sao fatores de risco

para o desenvolvimento da hipertenséao.

5.6.2.3) rs1554286 (IL10)

O polimorfismo rs1554286, também localizado no gene IL10, foi associado ao
risco de desenvolver a HAS em nosso estudo (item 5.6.1.2), onde alelo A seria um
fator de risco para o desenvolvimento da patologia. Encontramos também uma
associacdo desse SNP e o IMC, na qual individuos com genétipo AA apresentavam

valores de IMC significativamente mais altos do que os individuos GG. Essa
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associacdo com o IMC corrobora, portanto, a hipotese de que o alelo A é um fator de
risco para a HAS, visto que quanto maior peso de um individuo (aqui evidenciado
pelo IMC), maior é a sua probabilidade de desenvolver hipertensdo. Porém essa

associacado nao se manteve apos as correcoes estatisticas.

5.6.2.4) rs755622 (MIFAS)

O polimorfismo do gene MIFAS (rs755622) apresentou associacdo com 0
desenvolvimento da HAS em nosso estudo (item 5.6.1.3), sugerindo que, em
contraste com o que € encontrado na literatura, o alelo C pode atuar como protetor
para o desenvolvimento da hipertensdo. Ademais, esse SNP também apresentou
associacdo com as variaveis antropomeétricas do peso e circunferéncia da cintura na
amostra total. Observou-se que individuos com o genétipo CC apresentaram
mediana de massa corporal e da circunferéncia da cintura significativamente
menores quando comparadas com o0s genétipos GC e GG. Ademais, quando
analisado dentro da amostra de individuos normotensos, o genétipo CC também foi
associado a menores valores de peso corporal. Dessa forma, conclui-se novamente
que o alelo C apresenta-se como protetor para o desenvolvimento da HAS, pois
contribui para um menor peso e circunferéncia da cintura, que sao claramente
fatores de risco para essa doenca. Todavia, esses resultados ndo se mantiveram

significativos ap0s a correcao por Holm-Bonferroni.

5.6.2.5) rs2069837 (IL6)

O SNP rs2069837 também foi associado ao risco de desenvolver a HAS em
nosso estudo (item 5.6.1.4). Ademais, ndo foram encontrados individuos
homozigotos mutados (GG) nessa amostra, devido a baixa frequéncia do alelo.
Ainda sim, foi observada uma associag¢ao do alelo G como fator de protecéo para o
desenvolvimento da HAS. A associacdo desse polimorfismo com a variavel RCQ
corrobora essa ideia, visto que o genotipo AG apresenta valores menores de razao
cintura/quadril quando comparado ao gendtipo AA. Dessa forma, sugere-se que o

menor percentual de gordura visceral (nesse caso, evidenciado pela medida RCQ)
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encontrado nos individuos heterozigotos esta relacionado ao menor risco de
desenvolvimento da HAS.

Quando analisado dentro do grupo de individuos hipertensos, esse
polimorfismo apresentou associacdo com o peso corporal, a RCQ e a CC.
Novamente foi notado que o genoétipo AG apresentou menores valores para essas
trés variaveis. Contudo, ap0s a correcdo estatistica, os resultados para esse SNP

nao se mantiveram significativos.

5.6.2.6) rs2069845 (IL6)

O polimorfismo rs2069845 esta presente na regido promotora do gene que
codifica a interleucina 6 (IL6) e consiste na troca de G>A. Estudos prévios
associaram esse SNP aos niveis circulantes de IL-6 e a um maior risco de
desenvolvimento de DCVs (LIU et al., 2006). KAYA e colaboradores encontraram
uma relacdo entre os niveis de IL-6 plasmaticos e a PAS e a PAD (KAYA et al.,
2010). Confirmando os dados da literatura, encontramos em nosso estudo uma
associacdo entre 0 rs2069845 e a pressao sistolica e diastélica dentro do grupo de
hipertensos. Foi observado que os individuos heterozigotos (GA) apresentavam
valores significativamente menores de PAS e PAD quando comparados aos
homozigotos mutado e selvagem. Entretanto, quando os p-valor foram ajustados
pela correcdo de Holm-Bonferroni para analises multiplas, deixaram de apresentar

valores significativos.

5.6.2.7) rs2069832 (IL6)

O polimorfismo rs2069832 esta presente no intron 2 do gene que codifica a
interleucina 6 (IL6). Em nosso estudo, esse SNP foi associado, dentro do grupo de
obesos normotensos, ao peso, IMC, CC e CQ, variaveis essas que estao
intrinsecamente relacionadas a obesidade. Wolford e colaboradores observaram que
variantes genéticas no gene IL6 podem desempenhar um papel na susceptibilidade
a obesidade, visto que podem influenciar os niveis plasmaticos de IL-6. Foi

observado que o0s niveis dessa citocina estdo elevados na obesidade e

73



correlacionam-se com o indice de massa corporal (IMC) e predizem o
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (WOLFORD et al., 2003).
Verificou-se que dentro do grupo de individuos normotensos o genoétipo AA
apresenta valores menores de peso, IMC, CC e CQ. Esse resultado esta em
consonancia com a literatura, onde um haplétipo de SNPs do gene IL6 contendo o
alelo A desse polimorfismo foi associado a um IMC menor (SLATTERY et al., 2008).
Entretanto, nosso resultado ndo foi significante apés a correcdo por Holm-

Bonferroni.

5.6.2.8) rs1800795 (IL6)

Localizado na regido promotora do gene IL6, o polimorfismo rs1800795,
também conhecido como C-174G, influencia a taxa de transcricdo desse gene. Foi
observado que niveis aumentados de IL-6 aumentam o risco do impacto da
obesidade no desenvolvimento do diabetes mellitus tipo 2 (MOHLIG et al., 2004) e
qgue individuos obesos apresentam niveis mais elevados de IL-6 circulante quando
comparados a individuos eutréficos.(ROYTBLAT et al., 2000). Em nosso estudo,
quando analisados dentro da amostra de individuos normotensos, o genétipo CC
apresenta valores mais baixos de peso, IMC, circunferéncia da cintura e CQ, em
relacdo ao genotipo heterozigoto e homozigotos GG..

Contudo, a relacdo dos alelos C e G desse polimorfismo com a obesidade
ainda € muito debatida na literatura. Alguns estudos mostram o alelo C como fator
de risco para o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (MOHLIG et al., 2004),
obesidade (KUBASZEK et al., 2003) e distarbios metabdlicos relacionados a
obesidade (GOYENECHEA et al., 2007). Em contrapartida, outros pesquisadores
relacionaram o alelo C a menores niveis circulantes de IL-6 (FISHMAN et al., 1998).
Ademais, Dedoussis e colaboradores também observaram uma associacéo entre o
gendtipo GG e parametros associados a obesidade, onde o mesmo atuaria como
fator de risco para obesidade (DEDOUSSIS et al., 2004). Os resultados encontrados
em nossa pesquisa corroboram, portanto, os encontrados por esse pesquisador. Por
fim, quando os p-valor foram ajustados para analises multiplas, deixaram de ser

significativos.
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5.6.2.9) rs1800450 (MBL2)

O gendtipo heterozigoto do polimorfismo rs1800450 (Gly54Asp) do gene
MBL2 foi associado a HAS em nosso estudo (item 5.6.1.7). Observamos também
que essa variante esta associada a circunferéncia do quadril, onde individuos com
gendtipo AA apresentam valores de CQ significativamente maiores do que 0s
heterozigotos e homozigotos selvagens. Pesquisas recentes descobriram que
individuos portadores do alelo A apresentam concentracdes de MBL circulantes
mais baixas do que homozigotos GG, e que a deficiéncia de MBL favorece o
desenvolvimento de infeccdes e o processo de aterogénese (NAVRATILOVA et al.,
2012). Entretanto, as vias pelas quais a baixa producdo de MBL afeta a

circunferéncia do quadril ainda ndo séo claras.

5.6.2.10) rs7096206 (MBL2)

Em nosso estudo, o SNP rs7096206, também do gene MBL2, foi associado a
HAS, onde o alelo G apresentaria efeito protetor (item 5.6.1.7). Esse resultado esta
em desacordo com os dados encontrados na literatura, na qual foi observada que
essa substituicdo de C para G esta associada a baixos niveis séricos de MBL
(GARRED et al., 2003). Ademais, homozigotos para o alelo G apresentam maior
risco para doencgas autoimunes e inflamatorias (JAKAB et al., 2007).

Encontramos também uma associacdo desse polimorfismo com o0 peso
corporal, na qual individuos com genétipo GG apresentavam valores de peso
significativamente maiores do que os individuos CC. Esse resultado esta em
conformidade com a literatura, visto que a deficiéncia de MBL favorece um estado
inflamatorio, que por sua vez contribui para o desenvolvimento da obesidade
(DANDONA et al., 2004).

5.6.2.11) rs8072199 (NOS2)

Foram encontrados resultados positivos entre esse polimorfismo (NOS2) e a
HAS nesse estudo (item 5.6.1.1), nos quais foi observado que o0 gendtipo

heterozigoto (CT) estad associado ao desenvolvimento da HAS. Quando analisado
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dentro do grupo de hipertensos, foi observado que o gendtipo heterozigoto
apresenta menores valores de PAD quando comparados aos homozigotos mutado e

selvagem. Entretanto, esse resultado ndo se manteve significativo ap0s a correcao.

5.6.2.12) rs731236 (VDR)

O receptor da vitamina D (VDR) é um receptor de horménio intracelular que
se liga especificamente a 1,25 (OH) 2D3 e medeia os seus efeitos, tais como
regulacdo da densidade 0ssea, secrecdo de insulina, sistema imunoldgico, ciclo de
crescimento do cabelo e lipdlise. Foi confirmado que o VDR desempenha um papel
importante no metabolismo energético e que potencialmente modula a adipogénese
e a diferenciacdo de pré-adipdcitos (FAN et al., 2015).

O gene que codifica esse receptor (VDR) apresenta mais de 470 SNPs
(SYGITOWICZ et al., 2014), e algumas dessas variantes ja foram associadas ao
desenvolvimento de diabetes tipo 2, comprometimento da secrecdo de insulina
(SENTINELLI et al., 2016), ao desenvolvimento de sindrome metabdlica (ZHAO et
al., 2014) e obesidade (FAN et al., 2015). Ademais, foi observada uma relacao entre
a deficiéncia de vitamina D no plasma e a ocorréncia de fatores de risco para
doencas cardiovasculares, como hipertensdo, hiperlipidemia e eventos
cardiovasculares, incluindo doenca coronariana, acidente vascular cerebral e infarto
do miocérdio (SYGITOWICZ et al., 2014). Ademais, os polimorfismos Bsml e Fokl do
gene VDR foram associados a HAS (WNAG et al., 2013), assim como o Bsml foi
associado a PA (MURAY et al., 2003).

Por fim, o SNP rs731236 (também conhecido como Taql), ndo altera a
sequéncia de aminodacidos da proteina codificada, mas ja foi associado tanto a
obesidade (FAN et al, 2015) quanto ao desenvolvimento de doenca arterial
coronariana (FERRAREZI et al., 2013) e parece desempenhar um papel na
regulacdo da expressdo génica. Em nosso estudo, esse polimorfismo foi pela
primeira vez associado a PAS, e foi visto que individuos com gendétipo homozigoto
mutado (GG) apresentavam, dentro do grupo de hipertensos, maiores valores de
PAS quando comparados ao genotipo AA. No entanto, esse resultado né&o

permaneceu significativo apds a corre¢cdo para anélises maltiplas.
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5.6.2.13) rs2282697 (GC)

O polimorfismo rs2282697, localizado no gene GC, que codifica a proteina de
ligacdo a vitamina D, foi associado a HAS em nosso estudo (item 5.6.1.5, alelo C
poderia atuar como fator de risco para hipertenséo). Quando este SNP foi analisado
somente dentro do grupo de individuos normotensos, foi encontrada uma
associacdo do mesmo com a razao cintura/quadril. Nessa analise, individuos com
genotipo CC apresentaram maiores valores de RCQ. Entretanto, ap0s a correcao

para analises multiplas, essa associacdo ndo se manteve.

5.6.2.14) rs2234167 (TNFRSF14)

O mediador de entrada do virus da herpes (HVEM) é um membro da
superfamilia de receptores do fator de necrose tumoral (TNFRSF14), que serve
como um receptor para o virus da herpes e para citocinas, tais como linfotoxina-a e
a LIGHT (TNFSF14). O HVEM é codificado por um Unico gene (TNFRSF14), que se
localiza na mesma regido que varios outros membros da superfamilia dos receptores
TNF-a. Esse receptor também induz a via do fator nuclear kB, que € um ponto de
controle principal para a expressao de genes que regulam a inflamacdo. O HVEM é
expresso em diversos tecidos humanos e linhagens celulares e apresenta expressao
constitutiva e relativamente elevada em células T de sangue periférico, células B e
monaocitos (BASSOLS et al., 2010).

Em nosso estudo encontramos uma associacdo, dentro do grupo de
individuos obesos normotensos, entre o polimorfismo rs2234167 desse gene e a
PAS. Nao foram encontrados individuos homozigotos mutados (AA) devido a baixa
frequéncia desse alelo. Contudo, foi possivel perceber que individuos heterozigotos
(e, portanto, portadores do alelo A) apresentaram valores de PAS mais elevados do
gue individuos com gendtipo GG. Esses resultados estdo em concordancia com os
dados encontrados por Bassols e colaboradores, onde foi observado que sujeitos
portadores do alelo A tinham seu peso, IMC e PAD significativamente aumentados.
Além disso, esse polimorfismo foi associado a niveis mais elevados de LIGHT
(BASSOLS et al., 2010), que, no presente estudo foi associado ao peso corporal.

Dessa forma, pode-se sugerir que o alelo mutante A esta associado com o processo
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inflamatdrio e a possibilidade de desenvolver obesidade. Entretanto, esse resultado
ndo se manteve estatisticamente significante apds a correcdo para analises

multiplas.

5.6.2.15) rs1861493 (IFNG)

Esse polimorfismo esta localizado no gene IFNG, que codifica uma citocina
soluvel membro da classe de interferons tipo Il. Essa proteina (IFN-y) é secretada
pelas células dos sistemas imune inato e adaptativo e atua ligando-se ao receptor de
interferon gama que, por sua vez, age desencadeando uma resposta celular a
infecgcbes virais e microbianas. As mutagcdes neste gene estdo associadas a uma
susceptibilidade aumentada a infec¢des virais, bacterianas e parasitarias e a varias
doencas autoimunes (TEIXEIRA et al., 2005).

A importancia do IFN-y na aterogénese foi demonstrada em experiéncias com
ratos knock-out, em que foi sugerido que essa citocina promove e modifica a
aterosclerose através dos seus efeitos locais na parede arterial, bem como pelos
seus efeitos sobre lipoproteinas plasmaticas (GUPTA et al., 1997; SMITH et al.,
1999). Outra forma que essa citocina pode contribuir para o desenvolvimento de
DVCs é induzindo diretamente a expressao do gene da Oxido nitrico sintetase
induzivel (NO2)(KOIDE et al., 1994).

Em nosso estudo, o genoétipo heterozigoto (AG) do polimorfismo rs1861493
do gene IFNG foi associado a menores valores de pressdo diastdlica dentro do
grupo de individuos normotensos. Contudo, apds a correcdo para multiplas analises,

esse resultado deixou de ser significante.

5.6.2.16) rs7138803 (FAIM2)

O polimorfismo de nucleotideo Unico rs7138803 (G>A), localizado préoximo ao
gene FAIM2 foi descrito pela primeira vez como sendo associado com maior IMC em
portadores do alelo A. Sabe-se que esse gene codifica uma proteina anti-apoptotica,
altamente expressa no cérebro que antagoniza a via Fas. Desse modo, FAIM2 é um
gene anti-apoptoético que fornece protecdo contra a morte celular mediada por Fas,

gue é um receptor de superficie celular expresso numa variedade de tecidos. Varios
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estudos associaram concentracbes de Fas e hipertensdo e risco cardiovascular
(TANG et al.,, 2014). Esse polimorfismo ja foi associado ao consumo de energia
(SOTOS-PRIETO et al., 2010), risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica
(ZHAO et al., 2014) e pressao diastdlica (CORELLA et al., 2014).

Grande parte das pesquisas feitas com esse polimorfismo associou o alelo A
ao risco de desenvolver obesidade, maior IMC, maior porcentagem de massa
adiposa, maior circunferéncia da cintura e relagcéo cintura-quadril (WU et al., 2010 ;
TANG et al., 2014 ; ZHANG et al., 2014 ). Esses resultados estdo de acordo com o
encontrado em nosso estudo, onde esse polimorfismo foi associado a maiores
valores de circunferéncia da cintura no grupo de pacientes normotensos. Contudo,
foi o gendtipo heterozigoto (GA) quem apresentou os maiores valores de CC. Por
fim, esse resultado perdeu sua significancia estatistica ap0s a correcdo para

multiplas analises.

5.6.2.17) rs1024611 (MCP1)

O polimorfismo rs1024611 esta localizado na regido reguladora do gene
MCP1, que codifica uma quimiocina de mesmo nome produzida predominantemente
por macréfagos e células endoteliais. A MCP-1 é um potente fator quimiotatico para
monaocitos, sendo a principal responsavel pela atracdo de mondcitos para qualquer
tecido especifico, para diferenciacdo em macrofagos (MADESHIYA et al., 2015).
Essa proteina esta envolvida na formacéao, progresséo e desestabilizacdo de placas
ateromatosas e desempenha um papel essencial no remodelamento poés-infarto
(ANGELES-MARTINEZ et al., 2015). Estudos sugerem que o nivel sérico circulante
de MCP-1 é significativamente elevado na obesidade. Também foi estabelecido que
0os macréfagos se acumulam no tecido adiposo durante a obesidade e sao
responsaveis pela ativacdo de vias inflamatérias e complicagbes metabolicas.
Ademais, a MCP-1 diminui a absor¢ao de glicose estimulada pela insulina, sugerindo
gue essa quimiocina pode contribuir diretamente para a resisténcia do tecido
adiposo a insulina (MADESHIYA et al.,, 2015). O polimorfismo bialélico A>G,
encontrado na posicéo -2518 (rs1024611) foi associado aos niveis de expressao de
MCP-1 em resposta a uma reacdo inflamatoria (SZALAI et al., 2001), onde
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mondécitos de individuos portadores do alelo G produzem mais MCP-1 do que
mondcitos de individuos homozigotos AA (ANGELES-MARTINEZ et al., 2015).

O alelo G desse polimorfismo ja foi associado a maiores riscos de
desenvolver diabetes tipo 2 (RAINA et al., 2015), doenca arterial coronariana
(SZALAI et al, 2001; ANGELES-MARTINEZ et al., 2015), doenca isquémica do
coracdo (ALONSO-VILLAVERDE et al., 2004) e obesidade (MADESHIYA et al.,
2015). No presente estudo, esse polimorfismo foi associado a circunferéncia da
cintura, no qual individuos homozigotos para o alelo G apresentaram valores
menores de CC. Esse resultado estd em desacordo com os dados encontrados na
literatura, onde o alelo G é geralmente fator de risco. Ademais, Madeshiya e
colaboradores observaram que o alelo G estava associado a maiores valores de
RCQ (e, portanto, de CC) na populacédo indiana (MADESHIYA et al.,, 2015).
Contudo, o resultado do nosso estudo ndo se manteve significativo apds a correcao

por Holm-Bonferroni.

5.7) Correcao para analises multiplas

A correcdo de erro experimental € utilizada quando um grande numero de
testes independentes sao realizados empregando procedimentos estatisticos
basicos, como testes T de Student ou o coeficiente de correlacdo de Pearson. A
correcdo para multiplas analises foi proposta para contornar o problema de que, a
medida que o numero de testes aumenta, a probabilidade de um erro do tipo |
(encontrar uma diferenga significativa quando a mesma nao existe) se eleva. O uso
rotineiro desses testes tem sido criticado, pois essa correcao reduz a chance de um
erro de tipo | (falso positivo), as custas de um aumento de erro de tipo Il (falso
negativo, rejeitar uma hipétese quando a mesma é verdadeira) ( ARMSTRONG,
2014).

Apesar do uso generalizado de correcdes para analises mdltiplas, ha, no
campo cientifico, uma continua controvérsia sobre seu uso. Alguns pesquisadores
acreditam que nenhuma correcdo deve ser feita (ROTHMAN, 1999). Ja outros
consideram que a correcéo deve ser obrigatdria (MOYE, 1998) e que a interpretacéo

de um Unico teste depende do numero de outros testes realizados.
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Nesse estudo, todas as associacdes encontradas perderam seus valores
significativos ap6s a corre¢do por Holm-Bonferroni, onde provavelmente houve um
namero aumentado de erro do tipo Il devido a essa correcdo. Ademais, alguns
pesquisadores acreditam que 0s elementos que provam ou nd0 uma associacao
estdo contidos nesse conjunto de dados especificos e, por conseguinte, a conclusédo
a ser tirada ndo deve ser alterada com base no numero de outros testes efetuados
(ARMSTRONG, 2014).

5.8) A real influéncia do componente genético na etiologia da HAS

Apesar das estimativas de que 30 a 40% do risco de hipertensdo de um
individuo provém de fatores genéticos (GELLER, 2015) e de que a herdabilidade da
PA varia entre 30% a 50%, o efeito coletivo de todos os loci ja associados a HAS
explicam aproximadamente apenas 2% da sua herdabilidade (PADMANABHAN et
al., 2015).

Alguns pesquisadores argumentam que essa dificuldade em associar os loci
encontrados as estimativas de herdabilidade deriva do uso de parametros incorretos
para determinar se um individuo é ou nao hipertenso. Eles afirmam que a avaliacdo
do risco clinico deveria basear-se num limiar predefinido em que o risco de eventos
cardiovasculares em excesso é abolido. Desta forma, o fenétipo quantitativo da
pressdo arterial seria convertido em um traco binario (hipertensdo ou nao-
hipertenséo) e as estratégias de gestédo seriam direcionadas para a reducdo da PA
abaixo deste limiar (HASTIE et al., 2010).

Ja foi observado que uma PA > 115/75 mm Hg esté4 associada ao aumento do
risco de doenca cardiovascular e AVC (WEBER et al., 2016). O grupo de pesquisa
SPRINT, por exemplo, forneceu fortes evidéncias de que a determinagédo da PA
<120 mm proporciona uma protecdo significativamente maior contra eventos
cardiovasculares e mortes do que a meta tradicionalmente aceita de PA <140 mm
Hg (SPRINT RESEARCH GROUP, 2015).

Por fim, ndo deve ser descartada a influéncia de diversos fatores importantes
na detectabilidade de alelos associados a susceptibilidade a hipertensdo pelo
mapeamento de SNPs. Esses fatores incluem a diversidade de l6cus e alelos

relacionados a HAS, a relacdo mais fraca entre os gendétipos e fenotipos (quando
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comparada as doencas Mendelianas), a precisdo das técnicas de genotipagem, a
extensdo e heterogeneidade genética e a influéncia e papel extensivos dos fatores
nao-genéticos (DORIS, 2002).
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6) Conclusdes

v Neste estudo foram avaliados individuos obesos normotensos (PA < 140/90
mmHg) e hipertensos (PA = 140/90 mmHg), onde foi evidenciado que o aumento da
adiposidade corporal esta associado a maiores valores de pressao arterial sistolica,
diastolica e risco de desenvolver hipertensao.

v' Nao foram encontradas associacdes entre os polimorfismos do gene ECA,
GSTM1, ADRB1 e AGTR1 e a HAS.

v" Os SNPs dos genes NOS2, IL10, MIS-AS, IL6, GC, CYP24A1 e MBL2 foram
associados ao risco de desenvolver hipertensdo. Os alelos A (rs1554286) e G
(rs1800871) do gene IL10, assim como C (rs2282679) do gene GC foram fatores de
risco para HAS. Por outro lado, os alelos C (rs755622) do gene MIFAS, G
(rs2069837) do gene IL6 e G (rs7096206) do gene MBL2 foram associados a
protecdo para a hipertensdo. Contudo, esses resultados perderam significancia

estatistica ap0s a correcao para multiplas anélises.

v' Com relagdo aos parametros pressoricos e antropométricos na amostra total,
0 gendtipo CC do polimorfismo rs379527(TNFSF14) foi associado a um maior peso
corporal; o gendétipo AA do SNP rs1800871 (IL10) foi relacionado a maiores valores
de IMC, CC e PAD, assim como o genoétipo AA do rs1554286 (IL10) mostrou-se
associado a um IMC mais alto. Ademais, o genoétipo CC do rs755622 (MIFAS) foi
associado a menores valores de peso e circunferéncia da cintura. Foi observado
também que o alelo G do rs2069837 (IL6) resulta em valores menores de RCQ. Os
gendtipos AA do rs1800450 e GG do rs7096206 (ambos do gene MBL2) foram

associados a maiores valores de CQ e peso, respectivamente.

v No grupo de individuos hipertensos, o genétipo CC do polimorfismo
rs379527(TNFSF14) foi associado a uma maior RCQ. No gene IL6, o gendtipo
heterozigoto GA (rs2069845) foi associado a PAS e PAD menores, assim como o
gendtipo AG (rs2069837) a menores valores de peso, RCQ e CC. O SNP rs8072199
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(NOS2) teve o gendtipo CT associado a uma menor PAD, enquanto que o rs731236

(VDR) teve o genotipo GG relacionado a valores maiores de PAS.

v/ Para as analises dentro no grupo de normotensos, 0s genétipos AA
(rs2069832) e CC (rs1800795) do gene IL6 apresentaram menores valores de peso
corporal, IMC, CC e CQ. O genotipo GA (rs7138803) do gene FAIM2 apresentou
maiores valores de circunferéncia de cintura, enquanto que o genodtipo GG
(rs1024611) do gene MCP1 teve menores valores para essa mesma variavel. No
gene GC (rs2282697), o gendtipo CC teve maiores indices de RCQ. Ademais, 0
gene do receptor HVEM (rs2234167) teve o alelo A relacionado a maiores valores de
PAS. Por fim, o genétipo AG (rs1861493) do gene IFNG foi associado a menores
valores de PAS, assim como o genoétipo CC (rs755622) do gene MIFAS foi

relacionado a um menor peso corporal.
v' Os resultados encontrados nesse estudo perderam significancia estatistica
apos a correcdo para multiplas andlises. De fato, a necessidade do uso desse tipo

de correcdo ainda é muito debatida entre os pesquisadores.

v Apesar das pesquisas e grandes estudos do tipo GWAS, ainda ndo é possivel

explicar o real impacto do componente genético na etiologia de hipertenséao.
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ANEXO 1

Ministério da Saudde

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

POLIMORFISMOS MOLECULARES EM GENES ASSOCIADOS A OBESIDADE E SINDROME

METABOLICA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Apresentacdo do estudo

O estudo de Polimorfismos Moleculares em Genes Associados a Obesidade e
Sindrome Metabdlica € uma pesquisa genética e bioquimica sobre doencas cronicas que tem
acometido um grande ndmero de brasileiros nos Gltimos anos, principalmente a populacao
adulta. Entre estas patologias podemos citar a obesidade e a sindrome metabdlica (SM), que
sdo fatores de riscos para o desenvolvimento de doengas mais severas como as doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus tipo Il e obesidade morbida.

Objetivos do estudo

O estudo investigara fatores que podem levar ao desenvolvimento dessas doencas, ou
0 seu agravamento, visando compreender melhor as formas de prevencdo e tratamento. Os
fatores investigados incluem aspectos relacionados aos habitos de vida, historico familiar,
trabalho, lazer e satde em geral, incluindo os fatores genéticos. Sendo proposto um estudo de
polimorfismos de genes relacionados com a regulacdo da fome, com o balanco energético,
com metabolismo de lipidios e com a diferenciacdo de adipdcitos, tendo a finalidade de
analisar uma possivel associa¢do destes polimorfismos com o desenvolvimento de obesidade
e sindrome metabdlica (SM). A andlise de genes candidatos poderdo ajudar a aumentar o
conhecimento sobre as bases dos mecanismos energéticos, a compreensdo dos fatores
genéticos que predispdem ao desenvolvimento destas patologias, além das doencas mais
graves correlacionadas (citadas anteriormente). O estudo também se propGe a estabelecer a
prevaléncia e a definir os perfis de risco para o desenvolvimento destas morbidades.

Instituicdes envolvidas no estudo

O projeto sera desenvolvido por trés Centros de Investigacdes clinica e de pesquisa
pertencentes a instituicdo publica Fundacdo Oswaldo Cruz, localizada no Rio de Janeiro. O
estudo estd sob a responsabilidade do Instituto Oswaldo Cruz, sob a coordenacdo do
Laboratorio de Genetica Humana.

Participacao do estudo
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Os participantes que preencherem os critérios diagnosticos de sindrome metabdlica,
obesidade moérbida ou voluntarios sadios, ou seja, ndo apresentem nenhuma dessas patologias,
serdo cadastrados e uma ficha clinica serd ou preenchida apos a leitura e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. Em seguida, uma amostras de 7 mL de sangue total
serdo coletadas e utilizadas para analises genéticas e bioquimicas, podendo ser solicitada uma
segunda coleta, caso o material ndo seja suficiente ou sofra algum tipo de alteracédo
(coagulacdo, hemdlise, degradacéo), sem que isto acarrete nenhum prejuizo ou risco para a
salde do paciente, exceto aqueles relacionados com a retirada rotineira de sangue. O material
bioldgico coletado (sangue) sera encaminhado para o Laboratério de Genética Humana, do
Instituto Oswaldo Cruz/FIOCRUZ.

Armazenamento de material bioldgico e dados clinicos

As amostras de sangue encaminhadas serdo armazenadas como &cido
desoxirribonucleico (DNA) e soro, que serdo estocadas para a pesquisa por um prazo minimo
de cinco (5) anos. Cada amostra de material bioldgico fara parte de um banco de dados
identificados por codigos especificos que garantirdo o sigilo e a confidencialidade das
informac@es. Estas amostras e as respectivas fichas de dados clinicos fardo parte de um banco
de DNA, de soro e de um banco de dados com informacdes clinicas e epidemioldgicas, sob a
responsabilidade do Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz-FIOCRUZ e
de acordo com os requisitos da Resolugdo CNS 441 de 12 de Maio de 2011. Serdo respeitadas
as normas vigentes para Pesquisa em Seres Humanos segundo a resolucdo do Ministério da
Saude 196/96, especialmente relevantes a menores e aos estudos de carater genético.

Seu direito como participante

Sua participacdo no projeto é inteiramente voluntaria, sendo importante a participacao
em todas as etapas do estudo. Entretanto, se quiser, poderad deixar de responder a qualquer
pergunta durante a entrevista, recusar-se a medir-se ou retirar sangue e solicitar a substitui¢ao
do/a entrevistador. Os individuos que se opuserem a ingressar no projeto, ou que quiserem se
retirar do mesmo, ndo sofrerdo nenhum tipo de penalidade referente ao seu atendimento
clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou acesso a qualquer outro tipo de atividade
assistencial e/ou de pesquisa que por ventura possam existir no futuro.

N&o haverd qualquer pagamento pela participacdo, o meio de transporte e/ou
alimentacéo; e todos os procedimentos serdo inteiramente gratuitos. Os resultados, normais ou
alterados, serdo entregues a cada familia participante e serdo utilizados com fins cientificos,
podendo ser publicados em revistas cientificas. Na eventualidade de um resultado que indique
um perfil de risco elevado para as patologias estudadas, 0 médico responsavel sera informado
para que uma abordagem terapéutica disponivel seja adotada. Todos os resultados disponiveis
somente serdo veiculados a partir da autorizacdo dos participantes no termo de consentimento,
como também se mantera o0 anonimato destes de acordo com as normas de Pesquisa em Seres
Humanos (resolucdo 196/96 do Ministério da Saude).

Reafirmamos que todas as informac6es obtidas serdo confidenciais, identificadas por
nameros, garantindo o anonimato. Elas serdo utilizadas exclusivamente para fins cientificos e
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serdo armazenados com seguranga, tendo acesso apenas 0S pesquisadores envolvidos no
projeto.

Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Ihe serd entregue e sua
assinatura a seguir significa que o/a Sr/a leu e compreendeu todas as informacdes e concorda
em participar da pesquisa.

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

As informagdes contidas neste TCLE visam firmar acordo por escrito, mediante o qual o sujeito objeto
de pesquisa, autoriza sua participacdo, com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e
riscos a que se submeterd, com capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coag&o.

Nome do participante
Documento de identidade Data de nascimento [/ /
Enderego:

CEP

Telefone para contato

Declaro, por meio deste termo, que concordei em participar do projeto de pesquisa - Polimorfismos
moleculares em genes associados a obesidade e sindrome metabdlica - que serd desenvolvido no
Laboratério de Genética Humana do Instituto Oswaldo Cruz/Fiocruz. Fui informado (a) que a pesquisa
é coordenada pela Dra. Giselda Maria Kalil de Cabello, a quem poderei contatar a qualquer
momento que julgar necessario através dos telefones (21) 3865-8213/3865-8214/3865-8192 ou e-mail
gkalil@ioc.fiocruz.br. Estou ciente de que serd necessaria a retirada de uma amostra de sangue, que
sera colhida por profissionais na unidade de satde da instituicdo e autorizo que a mesma seja coletada.
Afirmo que aceitei participar por minha propria vontade, sem receber qualquer tipo de pagamento e
com a finalidade exclusiva de colaborar para o sucesso da pesquisa. O médico responsavel pelo meu
acompanhamento me deu todas as orientagdes sobre esta pesquisa e entendi que se trata de uma
pesquisa para estudar uma possivel associacdo de genes com o desenvolvimento de obesidade e
sindrome metabdlica. Fui informado que uma ficha clinica sera preenchida apés a leitura e assinatura
do termo de consentimento livre e esclarecido. Também fui informado que serdo coletados 7mL de
sangue no antebraco, com agulha e seringa descartaveis e estéreis, antecedido por higienizacdo local
(O local da puncéo pode ficar dolorido por alguns minutos — é aconselhavel exercer uma certa pressao
neste local por aproximadamente 3 minutos apds a coleta); que o sangue serd utilizado para extragdo
de DNA para avaliar a presenca de variagcdes genéticas e que os dados gerados pela analise genética
ndo serdo divulgados nominalmente e sim sob a forma de frequéncia, garantindo o anonimato. Esse
material ficard armazenado em um banco de dados e somente sera utilizado para futuros projetos
mediante nova submissdo e aprovagio do Comité de Etica da Instituicdo, bem como a concordancia
por escrito. Me foi informado e garantido que a assisténcia médica ndo sera modificada em funcéo da
aceitacdo ou ndo em participar desta pesquisa e que posso desistir em qualquer momento da minha
participacdo sem que isto interfira em tratamento futuro. Na eventualidade de um resultado que
indique um perfil de risco elevado para as patologias estudadas, 0 médico responsavel sera informado
para que uma abordagem terapéutica disponivel seja adotada.

Estou ciente de poder fazer quaisquer perguntas a qualquer momento e que a coleta ndo acarretara
nenhum prejuizo ou risco para minha salde, exceto aqueles relacionados com a retirada rotineira de
sangue. Sei que esta pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa Humana do Instituto
Oswaldo Cruz (CEP Fiocruz 10C), a saber: Avenida Brasil 4036 — Sala 705 (Prédio da Expanséao) —
Manguinhos — RJ — CEP: 21040-360 — Tels: (21) 3882-9011 Fax: (21) 2561-4815 — E-mail:
etica@fiocruz.br e cepfiocruz@ioc.fiocruz.br.
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Declaro que li entendi o que me foi explicado e concordo em participar deste projeto.
Rio de Janeiro, / /

Nome do Sujeito da Pesquisa:

Assinatura do Sujeito da Pesquisa

Nome do/a Entrevistador/a;

Assinatura do/a entrevistador/a
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ANEXO 2
Tabela 17: Associacéo dos gendtipos e alelos com a hipertenséo para os SNPs que ndo apresentaram resultados significativos.

Hipertensos Normotensos

OR (95% Cl)  p-valor p-valors p-valor{ p-valor

rs379527 n=176 n=90
AlA 106 (0,6) 57 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
A/C 67 (0,38) 31 (0,34) 1,15(0,68-1,96) 0,588 1,000 0,71 1,000
C/C 3(0,02) 2 (0,02) 0,75(0,16-3,49) 0,72 1,000 0,253 1,000
. Modelo Dominante
Genotipos
AlA 106 (0,6) 57 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
A/IC +C/C 70 (0,4) 33(0,37) 0,88 (0,52-1,47) 0,629 1,000 0,298 1,000
Modelo Recessivo
A/A+ A/C 173 (0,98) 88 (0,98) 1,00 (Ref.) - - - -
TNFSF4
C/IC 3(0,02) 2 (0,02) 1,40(0,30-6,39) 0,663 1,000 0,617 1,000
279 145 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos
73 35 0,92 (0,59-1,44) 0,741 1,000 0,402 1,000
rs2234167 n=179 n=87
. G/G 149 (0,83) 66 (0,76) 1,00 (Ref.) - - - -
Gendotipos
G/A 30 (0,17) 21 (0,23) 0,63(0,34-1,17) 0,143 0,995 0,129 0,992
A/A 0(0) 0(0) - - - - -
328 153 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos
30 21 1,50 (0,84 -2,69) 0,163 0,998 0,129 0,992
rs8072199 n=181 n= 87
NOS2 L.
Genotipos
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C/IC 84 (0,46) 51 (0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT 85 (0,47) 27(0,31)  1,89(1,09-3,27) 0,022 0,550 0,043 0,785
T 12 (0,07) 9(0,1) 0,80(0,32-1,96) 0,628 1,000 0,11 0,984
Modelo Dominante
C/IC 84 (0,46) 51 (0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT+T/T 97 (0,54) 36 (0,41) 0,61(0,36-1,02) 0,062 0,894 0,185 0,999
Modelo Recessivo
C/IC+CIT 169 (0,93) 78 (0,9) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 12 (0,07) 9(0,1) 1,64 (0,68-3,90) 0,262 0,999 0,033 0,691
Alelos 253 (0,7) 129 (0,74) 1,00 (Ref.) - - - -
109 (0,3) 45 (0,26) 0,81(054-1,21) 0,316 0,999 0,843 1,000
rs2228570 n= 208 n=95
G/G 111 (0,53) 49 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IA 76 (0,37) 40 (0,42) 0,83(0,50-1,38) 0,493 1,000 0,463 1,000
A/A 21 (0,1) 6 (0,06) 1,46 (0,58 -3,66) 0,409 0,999 0,818 1,000
Gendtipos Modelo Dominante
G/G 111 (0,53) 49 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A + AIA 97 (0,47) 46 (0,48) 1,07 (0,66-1,73) 0,77 1,000 0,968 1,000
VDR Modelo Recessivo
G/G + G/IA 187 (0,9) 89 (0,94) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 21 (0,1) 6 (0,06) 0,63(0,26-1,53) 0,312 0,999 0,42 1,000
Alelos 298 (0,72) 138 (0,73) 1,00 (Ref.) - - - -
118 (0,28) 52 (0,27) 0,95(0,65-1,39) 0,812 1,000 0,704 1,000
rs731236 n= 182 n=93
Gendtipos
A/A 92 (0,51) 50 (0,54) 1,00 (Ref.) - - - -
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AIG 67 (0,37) 31(0,33) 1,16 (0,68-2,01) 0,569 1,000 0,565 1,000
G/IG 23 (0,13) 12 (0,13) 1,02 (0,18-2,18) 0,997 1,000 0,933 1,000
Modelo Dominante
A/A 92 (0,51) 50 (0,54) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG + GIG 90 (0,49) 43(0,46) 0,88(0,53-1,44) 0,614 1,000 0,621 1,000
Modelo Recessivo
AIA + AIG 159 (0,87) 81 (0,87) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IG 23 (0,13) 12 (0,13)  1,04(0,50-2,15) 0,912 1,000 0,932 1,000
Alelos 251 (0,69) 131 (0,7) 1,00 (Ref.) - - - -
113 (0,31) 55 (0,3) 0,93(0,63-1,37) 0,731 1,000 0,756 1,000
rs4760658 n= 205 n= 96
TIT 115 (0,56) 50 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
TIC 77 (0,38) 37(0,39)  0,90(0,54-1,50) 0,695 1,000 0,774 1,000
CI/C 13 (0,06) 9(0,09) 0,62 (0,25-1,49) 0,286 0,999 0,218 1,000
. Modelo Dominante
Genotipos
TIT 115 (0,56) 50 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
T/C + CIC 90 (0,44) 46 (0,48)  1,17(0,72-1,90) 0,511 1,000 0,516 1,000
Modelo Recessivo
TIT+T/C 192 (0,94) 87 (0,91) 1,00 (Ref.) - - - -
CI/C 13 (0,06) 9 (0,09) 1,54 (0,66 -3,62) 0,313 0,999 0,231 1,000
Alelos 307 (0,75) 137 (0,71) 1,00 (Ref.) - - - -
103 (0,25) 55 (0,29) 1,19 (0,81-1,75) 0,351 1,000 0,312 1,000
rs1861493 n= 96 n= 46
IFNG Gendtipos AlA 72 (0,75) 31 (0,67) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG 20 (0,21) 12 (0,26) 0,71 (0,31 1,59) 0,41 0,999 0,692 1,000
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G/IG 4 (0,04) 3(0,07) 0,55(0,14-2,21) 0,407 0,999 0,737 1,000
Modelo Dominante
A/A 72 (0,75) 31 (0,67) 1,00 (Ref.) - - - -
AG + G/G 24 (0,25) 15(0,33)  1,45(0,68-3,09) 0,327 0,999 0,637 1,000
Modelo Recessivo
AIG + G/G 92 (0,96) 43 (0,93) 1,00 (Ref.) - - - -
GIG 4 (0,04) 3(0,07) 1,65(0,42-6,46) 0,469 1,000 0,778 1,000
Alelos 164 (0,85) 74 (0,8) 1,00 (Ref.) - - - -
28 (0,15) 18 (0,2) 1,43 (0,75-2,71) 0,269 0,999 0,63 1,000
rs2069718 n= 207 n=97
A/A 56 (0,27) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG 96 (0,46) 43(0,44) 1,35(0,78-2,35) 0,28 0,999 0,327 1,000
G/IG 55 (0,27) 20(0,21)  1,65(0,85-3,18) 0,132 0,993 0,183 0,999
. Modelo Dominante
Genotipos
A/A 56 (0,27) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
AlG + G/G 151 (0,73) 63(0,65) 0,68(0,42-1,14) 0,15 0,997 0,202 1,000
Modelo Recessivo
AIA + AIG 152 (0,73) 77 (0,79) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IG 55 (0,27) 20(0,21)  0,72(0,41-1,28) 0,273 0,999 0,336 1,000
Alelos 208 (0,5) 111 (0,57) 1,00 (Ref.) - - rs1554286 -
206 (0,5) 83 (0,43) 0,75(0,53-1,06) 0,109 0,982 0,175 0,999
rs5743592 n=129 n= 60
TLR1 o AIA 92 (0,71) 36 (0,6) 1,00 (Ref.) - - - -
Gendotipos
AIG 34 (0,26) 22(0,37) 0,60(0,31-1,15) 0,129 0,992 0,724 1,000
GIG 3(0,02) 2 (0,03) 0,55(0,11-2,58) 0,451 0,999 0,578 1,000

106



Modelo Dominante

A/A 92 (0,71) 36 (0,6) 1,00 (Ref.) - - - -
AG + G/G 37 (0,29) 24 (0.4) 1'653(2'18)79 " 0118 0988 0544 1,000
Modelo Recessivo
AIA + AIG 126 (0,98) 58 (0,97) 1,00 (Ref.) - - - -
GIG 3(0,02) 2 (0,03) 1,54 (0,33-7,12) 0,577 1,000 0,775 1,000
Alelos 218 (0,84) 94 (0,78) 1,00 (Ref.) - - - -
40 (0,16) 26 (0,22) 1,51 (0,87 -2,60) 0,134 0,993 0,532 1,000
rs4833095 n=197 n=94
CIC 76 (0,39) 37 (0,39) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT 84 (0,43) 44 (0,47)  0,93(0,54-1,58) 0,791 1,000 0,734 1,000
TIT 37 (0,19) 13(0,14)  1,36(0,65-2,81) 0,404 0,999 0,778 1,000
Gendtipos Modelo Dominante
CIC 76 (0,39) 37 (0,39) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT+TIT 121 (0,61) 57 (0,61) 0,96 (0,58-1,58) 0,89 1,000 0,875 1,000
Modelo Recessivo
CIC+CIT 160 (0,81) 81 (0,86) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 37 (0,19) 13(0,14) 0,70(0,36-1,38) 0,312 0,999 0,652 1,000
Alelos 236 (0,6) 118 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
158 (0,4) 70 (0,37) 0,88 (0,62-1,26) 0,511 1,000 0,899 1,000
rs5743595 n= 180 n= 86
. A/A 135 (0,75) 56 (0,65) 1,00 (Ref.) - - - -
Genotipos
AIG 41 (0,23) 27(0,31) 0,62(0,35-1,11) 0,11 0,984 0,567 1,000
G/IG 4 (0,02) 3(0,03) 0,53(0,13-2,06) 0,365 0,999 0,892 1,000
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Modelo Dominante

A/A 135 (0,75) 56 (0,65) 1,00 (Ref.) - - - -
AlG + G/G 45 (0,25) 30(0,35) 1,60(0,92-2,78) 0,09 0,963 0,568 1,000
Modelo Recessivo
AIA + AIG 176 (0,98) 83 (0,97) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IG 4 (0,02) 3(0,03) 1,64 (0,43-6,27) 0,467 1,000 0,946 1,000
A 311 (0,86) 139 (0,81) 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos 49(0,14)  33(0.,19) 1’512(43’)93 " 0091 0965 0606 1,000
rs735883 n= 205 n= 97
G/G 102 (0,5) 47 (0,48) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IA 70 (0,34) 35(0,36) 0,92(0,54-1,55) 0,757 1,000 0,952 1,000
AIA 33(0,16) 15(0,15)  1,00(0,50-1,98) 0,996 1,000 0,815 1,000
. Modelo Dominante
Genotipos
TAP1 G/G 102 (0,5) 47 (0,48) 1,00 (Ref.) - - - -
GIA + AIA 103 (0,5) 50 (0,52)  1,05(0,65-1,70) 0,833 1,000 0,954 1,000
Modelo Recessivo
G/IG + G/IA 172 (0,84) 82 (0,85) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 33(0,16) 15(0,15) 0,96 (0,50-1,85) 0,92 1,000 0,791 1,000
Alelos 274 (0,67) 129 (0,66) 1,00 (Ref.) - - - -
136 (0,33) 65 (0,34) 1,01 (0,70-1,45) 0,924 1,000 0,865 1,000
rs1554286 n= 207 n= 97
IL10 . G/G 56 (0,27) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
Gendotipos
G/IA 96 (0,46) 43(0,44)  1,53(0,92-2,55) 0,096 0,978 0,226 1,000
A/A 55 (0,27) 20(0,21)  2,59(1,05-6,37) 0,037 0,733 0,12 0,989
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Modelo Dominante

G/G 56 (0,27) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IA + AIA 151 (0,73) 63(0,65) 0,58(0,36-0,95) 0,03 0,656 0,117 0,987
Modelo Recessivo
G/G + G/IA 152 (0,73) 77 (0,79) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 55 (0,27) 20(0,21)  0,47(0,19-1,21) 0,088 0,963 0,2 1,000
Alelos 208 (0,5) 111 (0,57) 1,00 (Ref.) - - - -
206 (0,5) 83 (0,43) 0,62 (0,42-0,90) 0,014 0,389 0,076 0,937
rs1800896 n=172 n= 83
TIT 86 (0,5) 38 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
T/C 72 (0,42) 32(0,39) 0,99(0,56-1,73) 0,974 1,000 0,588 1,000
CI/C 14 (0,08) 13(0,16) 0,47 (0,21-1,08) 0,077 0,939 0,08 0,946
. Modelo Dominante
Gendotipos
TIT 86 (0,5) 38 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
T/C + CIC 86 (0,5) 45(0,54)  1,18(0,70-1,98) 0,528 1,000 0,865 1,000
Modelo Recessivo
TIT+T/C 158 (0,92) 70 (0,84) 1,00 (Ref.) - - - -
CI/C 14 (0,08) 13(0,16) 2,09 (0,95-4,56) 0,063 0,897 0,045 0,842
Alelos 244 (0,71) 108 (0,65) 1,00 (Ref.) - - - -
C/IC 100 (0,29) 58 (0,35) 1,31(0,88-1,94) 0,175 0,999 0,287 1,000
rs1800890 n= 190 n=93
TIT 121 (0,64) 52 (0,56) 1,00 (Ref.) - - - -
Gendtipos TIA 58 (0,31) 32 (0,34) 0,77 (0,45-1,32) 0,356 0,999 0,191 0,999
A/A 11 (0,06) 9(0,1) 0,52 (0,21-1,28) 0,157 0,997 0,374 1,000

Modelo Dominante
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T/T 121 (0,64) 52 (0,56) 1,00 (Ref.) - - - -
TIA + AIA 69 (0,36) 41(0,44)  1,38(0,83-2,27) 0,205 0,999 0,218 1,000
Modelo Recessivo
TIT+T/IA 179 (0,94) 84 (0,9) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 11 (0,06) 9(0,1) 1,75(0,72-4,22) 0,209 0,999 0,248 1,000
Alelos 300 (0,79) 136 (0,73) 1,00 (Ref.) - - - -
80 (0,21) 50 (0,27) 1,38 (0,92-2,06) 0,117 0,987 0,151 0,997
rs1800871 n= 182 n=91
A/A 64 (0,35) 48 (0,53) 1,00 (Ref.) - -
AIG 85 (0,47) 34(0,37) 1,86(1,08-3,19) 0,023 0,558 0,051 0,840
G/IG 33 (0,18) 9(0,1) 2,65(1,19-5,88) 0,016 0,431 0,068 0,915
. Modelo Dominante
Gendotipos
A/A 64 (0,35) 48 (0,53) 1,00 (Ref.) - -
AlG + G/G 118 (0,65) 43(0,47)  0,48(0,29-0,81) 0,005 0,169 0,026 0,623
Modelo Recessivo
AIA + AIG 149 (0,82) 82 (0,9 1,00 (Ref.) - -
G/IG 33(0,18) 9(0,1) 0,51 (0,24-1,09) 0,083 0,952 0,157 0,997
Alelos 213 (0,59) 130 (0,71) 1,00 (Ref.) - -
151 (0,41) 52 (0,29) 0,56 (0,38-0,82) 0,003 0,998 0,023 0,558
rs9356058 n= 206 n= 96
TIT 110 (0,53) 56 (0,58) 1,00 (Ref.) - - - -
PACRG* Genditipos T/C 82 (0,4) 33(0,34) 1,25(0,75-2,09) 0,376 0,999 0,203 1,000
CI/C 17 (0,08) 7 (0,07) 1,19 (0,48-2,91) 0,698 1,000 0,414 1,000
Modelo Dominante
TIT 110 (0,53) 56 (0,58) 1,00 (Ref.) - - - -
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T/C+CIC 99 (0,48) 40 (0,42)  0,79(0,49-1,29) 0,355 0,999 0,167 0,998
Modelo Recessivo
T/IT+T/IC 192 (0,93) 89 (0,93) 1,00 (Ref.) - - - -
CI/C 17 (0,08) 7 (0,07) 0,92 (0,38-2,19) 0,853 1,000 0,589 1,000
Alelos 302 (0,72) 145 (0,76) 1,00 (Ref.) - - - -
116 (0,28) 47 (0,24) 0,84 (0,57-1,25) 0,405 0,999 0,194 0,999
rs755622 n= 205 n=95
G/G 118 (0,58) 44 (0,46) 1,00 (Ref.) - -
G/C 68 (0,33) 38 (0,4) 0,66 (0,39-1,12) 0,129 0,992 0,234 1,000
CI/C 19 (0,09) 13(0,14)  0,54(0,25-1,16) 0,116 0,987 0,454 1,000
Gendtipos Modelo Dominante
MIFAS G/G 118 (0,58) 44 (0,46) 1,00 (Ref.) - - - -
G/C + CIC 87 (0,42) 51(0,54) 1,56 (0,96-2,54) 0,069 0,918 0,205 1,000
Modelo Recessivo
G/G + GIC 186 (0,91) 82 (0,86) 1,00 (Ref.) - - - -
CI/C 19 (0,09) 13(0,14) 1,56 (0,75-3,24) 0,229 0,999 0,659 1,000
Alelos 304 (0,74) 126 (0,66) 1,00 (Ref.) - - - -
106 (0,26) 64 (0,34) 1,45(1,0-2,11) 0,046 0,877 0,258 1,000
rs2069845 n= 201 n=91
AIA 89 (0,44) 36 (0,4) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG 76 (0,38) 36 (0,4) 0,85(0,49-1,47) 0,574 1,000 0,309 1,000
L6 Gendtipos GIG 36 (0,18) 19(0,21) 0,76 (0,39-1,48) 0,415 0,999 0,422 1,000
Modelo Dominante
AIA 89 (0,44) 36 (0,4) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG + GIG 112 (0,56) 55 (0,6) 1,20(0,73-1,99) 0,454 0,999 0,298 1,000
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Modelo Recessivo

A/A + AIG 165 (0,82) 72 (0,79) 1,00 (Ref.) - - - -
G/G 36 (0,18) 19 (0,21) 1,21 (0,66 - 2,24) 0,523 1,000 0,445 1,000
Alelos 254 (0,63) 108 (0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
148 (0,37) 74 (0,41) 1,17 (0,82-1,68) 0,371 0,999 0,276 1,000
rs2069832 n=193 n=92
G/G 126 (0,65) 58 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A 61 (0,32) 29 (0,32) 0,96 (0,56 -1,64) 0,893 1,000 0,64 1,000
A/A 6 (0,03) 5 (0,05) 0,54 (0,17 -1,69) 0,296 0,999 0,293 1,000
. Modelo Dominante
Genotipos
G/G 126 (0,65) 58 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IA + AIA 67 (0,35) 34 (0,37) 1,10 (0,66-1,84) 0,701 1,000 0,464 1,000
Modelo Recessivo
G/G + G/A 187 (0,97) 87 (0,95) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 6 (0,03) 5 (0,05) 1,81(0,59-5,55) 0,297 0,999 0,321 1,000
Alelos 313 (0,81) 145 (0,79) 1,00 (Ref.) - - - -
73 (0,19) 39 (0,21) 1,15(0,75-1,78) 0,505 1,000 0,333 1,000
rs2069837 n= 68 n=32
o A/IA 55 (0,81) 23 (0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
Gendotipos
AIG 13 (0,19) 9 (0,28) 0,34 (0,12-0,94) 0,037 0,733 0,237 1,000
G/IG 0(0) 0(0) - - - -
Alelos 123 (0,9) 35(0,8) 1,00 (Ref.) - - - -
13(0,1) 9(0,2 2,44 (1,0-5,79) 0,049 0,828 0,237 1,000
rs2069840 n=190 n= 89
Genotipos
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C/IC 102 (0,54) 46 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
CIG 72 (0,38) 36 (0,4) 0,90(0,53-1,52) 0,697 1,000 0,923 1,000
G/IG 16 (0,08) 7 (0,08) 0,99 (0,40-2,47) 0,996 1,000 0,75 1,000
Modelo Dominante
G/G 102 (0,54) 46 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
G/C + CIC 88 (0,46) 43(0,48) 1,08(0,65-1,78) 0,753 1,000 0,984 1,000
Modelo Recessivo
G/IG +G/C 174 (0,92) 82 (0,92) 1,00 (Ref.) - - - -
CI/C 16 (0,08) 7 (0,08) 0,96 (0,39-2,31) 0,928 1,000 0,725 1,000
Alelos 276 (0,73) 128 (0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
104 (0,27) 50 (0,28) 1,03(0,70-1,54) 0,845 1,000 0,867 1,000
rs1800795 n= 203 n= 96
G/G 125 (0,62) 58 (0,6) 1,00 (Ref.) - - - -
G/C 68 (0,33) 32(0,33) 0,98(0,58-1,64) 0,949 1,000 0,509 1,000
CI/C 10 (0,05) 6 (0,06) 0,75(0,27-2,04) 0,577 1,000 0,51 1,000
Gendtipos Modelo Dominante
G/G 125 (0,62) 58 (0,6) 1,00 (Ref.) - - - -
G/C + CIC 78 (0,38) 38 (0,4) 1,05 (0,64-1,72) 0,839 1,000 0,426 1,000
Modelo Recessivo
G/G +GI/C 193 (0,95) 90 (0,94) 1,00 (Ref.) - - - -
C/C 10 (0,05) 6 (0,06) 1,32(0,49-3,52) 0,574 1,000 0,581 1,000
Alelos 318 (0,78) 148 (0,77) 1,00 (Ref.) - - - -
88 (0,22) 44 (0,23) 1,07 (0,71-1,62) 0,716 1,000 0,391 1,000
rs1799987 n= 149 n=76
CCR5 .
Gendotipos
G/G 50 (0,34) 21 (0,28) 1,00 (Ref.) - - - -
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G/IA 63 (0,42) 36 (0,47) 0,74 (0,38-1,40) 0,36 0,999 0,376 1,000
AIA 36 (0,24) 19(0,25)  0,79(0,38-1,66) 0,546 1,000 0,74 1,000
Modelo Dominante
G/G 50 (0,34) 21 (0,28) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A + AIA 99 (0,66) 55(0,72)  1,31(0,72-2,38) 0,375 0,999 0,447 1,000
Modelo Recessivo
G/G + G/IA 113 (0,76) 57 (0,75) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 36 (0,24) 19 (0,25) 1,05(0,56-1,97) 0,869 1,000 0,882 1,000
Alelos 163 (0,55) 78 (0,51) 1,00 (Ref.) - - - -
135 (0,45) 74 (0,49) 1,14 (0,77 -1,69) 0,829 1,000 0,7 1,000
rs1024611 n= 190 n= 89
AIA 111 (0,58) 46 (0,52) 1,00 (Ref.) - - - -
AIG 59 (0,31) 36 (0,4) 0,67 (0,39-1,15) 0,155 0,997 0,222 1,000
GIG 20 (0,11) 7 (0,08) 1,13 (0,47 -2,75) 0,77 1,000 0,994 1,000
. Modelo Dominante
Mcp-1  JEMOTPOS aua 111 (058) 46 (0,52) 1,00 (Ref) i i i i
AIG + GIG 79 (0,42) 43(0,48) 1,31(0,79-2,16) 0,288 0,999 0,298 1,000
Modelo Recessivo
A/A + AIG 170 (0,89) 82 (0,92) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IG 20 (0,11) 7 (0,08) 0,75(0,32-1,77) 0,521 1,000 0,775 1,000
Alelos A 281 (0,74) 128 (0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
G 99 (0,26) 50 (0,28) 1,11 (0,74 -1,65) 0,599 1,000 0,509 1,000
rs2107538 n=132 n= 60
CCLS Gendtipos CIC 68 (0,52) 33 (0,55) 1,00 (Ref.) - -
CIT 46 (0,35) 23(0,38) 0,96(0,50-1,83) 0,92 1,000 0,393 1,000
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T 18 (0,14) 4(0,07) 2,01(0,69-5,84) 0,199 0,999 0,897 1,000
Modelo Dominante
C/IC 68 (0,52) 33 (0,55) 1,00 (Ref.) - -
CIT+TIT 64 (0,48) 27 (0,45) 0,87 (0,47-1,59) 0,656 1,000 0,855 1,000
Modelo Recessivo
SS+MS 114 (0,86) 56 (0,93) 1,00 (Ref.) - -
MM 18 (0,14) 4(0,07) 0,49 (0,17-1,38) 0,18 0,999 0,359 1,000
Alelos 182 (0,69) 89 (0,74) 1,00 (Ref.) - -
82 (0,31) 31 (0,26) 0,77 (0,48-1,25) 0,306 0,999 0,578 1,000
rs7138803 n= 189 n=91
G/G 109 (0,58) 51 (0,56) 1,00 (Ref.) - - - -
G/A 70 (0,37) 30(0,33) 1,08(0,63-1,85) 0,76 1,000 0,526 1,000
A/A 10 (0,05) 10(0,11)  0,47(0,19-1,15) 0,099 0,974 0,344 1,000
. Modelo Dominante
Gendotipos
FAIM2 G/IG 109 (0,58) 51 (0,56) 1,00 (Ref.) - - - -
G/IA + AIA 80 (0,42) 40 (0,44) 1,06 (0,64-1,76) 0,791 1,000 0,825 1,000
Modelo Recessivo
G/G + G/IA 179 (0,95) 81 (0,89) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 10 (0,05) 10(0,11)  2,20(0,91-5,28) 0,077 0,939 0,263 1,000
Alelos 288 (0,76) 132 (0,73) 1,00 (Ref.) - - - -
90 (0,24) 50 (0,27) 1,21(0,81-1,81) 0,339 0,999 0,759 1,000
rs4074134 n= 204 n=97
BDNF-AS . CIT 147 (0,72) 64 (0,66) 1,00 (Ref.) - - - -
Genotipos
CIT 51 (0,25) 29 (0,3) 0,76 (0,44-1,30) 0,323 0,999 0,258 1,000
TIT 6 (0,03) 4 (0,04) 0,63(0,19-2,06) 0,447 0,999 0,323 1,000
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Modelo Dominante

c/C 147 (0,72) 64 (0,66) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT+TIT 57 (0,28) 33(0,34) 1,332322211 0,273 0,999 0,186 0,999
Modelo Recessivo
C/IC +CIT 198 (0,97) 93 (0,96) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 6 (0,03) 4 (0,04) 1,46 (0,45-4,75) 0,519 1,000 0,392 1,000
Alelos 345(0,85) 157 (0,81) 1,00 (Ref.) - - - -
63 (0,15) 37(0,19) 1,29(0,83-2,01) 0,252 1,000 0,157 0,997
rs2282697 n= 201 n=98
GIG 127 (0,63) 72 (0,73) 1,00 (Ref.) - -
GIC 65 (0,32) 25(0,26) 1,46 (0,85-2,49) 0,166 0,998 0,147 0,996
cic 9 (0,04) 1(0,01) 3'6106(2;37)6 " 0104 0979 0183 0,999
Gendtipos Modelo Dominante
GC GIG 127 (063)  72(0,73) 1,00 (Ref.) i :
GIC +CIC 74 (0,37) 26 (0,27) 0,62(0,36-1,05) 0,08 0,946 0,085 0,955
Modelo Recessivo
GIG + GIC 192 (0,96) 97 (0,99) 1,00 (Ref.) - -
ci/C 9 (0,04) 1(0,01)  0,31(0,06-1,45) 0,137 0,994 0,223 1,000
lelos 319(0,79) 169 (0,86) 1,00 (Ref.) - -
83 (0,21) 27 (0,14) 0,620793811 0,045 0,842 0,056 0,867
rs6013897 n= 159 n=75
CYP24A1 o T/T 96 (0,6) 38 (0,51) 1,00 (Ref.) - - - -
Genotipos
TIA 46 (0,29) 32(0,43) 0,57(0,31-1,01) 0,058 0,876 0,046 0,877
A/A 17 (0,11) 5(0,07) 1,26 (0,46-3,43) 0,639 1,000 0,831 1,000
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Modelo Dominante

TIT 96 (0,6) 38 (0,51) 1,00 (Ref.) - - - -
T/IA + AIA 63 (0,4) 37(0,49) 1,48(0,85-2,55) 0,159 0,998 0,102 0,977
Modelo Recessivo
TIT+T/IA 142 (0,89) 70 (0,93) 1,00 (Ref.) - - - -
A/A 17 (0,11) 5(0,07) 0,63 (0,24-1,67) 0,357 0,999 0,506 1,000
Alelos 238 (0,75) 108 (0,72) 1,00 (Ref.) - - - -
80 (0,25) 42 (0,28) 1,160517503 0,5 1,000 0,339 1,000
rs12785878 n= 208 n=96
G/G 82 (0,39) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
GIT 79 (0,38) 45 (0,47)  0,73(0,42-1,24) 0,251 0,999 0,254 1,000
TIT 47 (0,23) 17 (0,18) 1,13 (0,58-2,21) 0,711 1,000 0,799 1,000
. Modelo Dominante
Gendotipos
NADSYN1 G/G 82 (0,39) 34 (0,35) 1,00 (Ref.) - - - -
GIT+TIT 126 (0,61) 62 (0,65) 1,18 (0,71-1,94) 0,511 1,000 0,471 1,000
Modelo Recessivo
GIG+GIT 161 (0,77) 79 (0,82) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 47 (0,23) 17 (0,18) 0,74 (0,40-1,36) 0,347 0,999 0,413 1,000
Alelos 243 (0,58) 113 (0,59) 1,00 (Ref.) - - - -
173 (0,42) 79 (0,41) 0,98 (0,69-1,38) 0,924 1,000 0,982 1,000
rs1800450 n=205 n= 97
C/C 173 (0,84) 76 (0,78) 1,00 (Ref.) - - - -
MBL2 Gendtipos CIT 29 (0,14) 19 (0,2) 0,66 (0,35-1,24) 0,205 0,999 0,044 0,793
TIT 3(0,01) 2 (0,02) 0,61(0,13-2,82) 0,533 1,000 0,541 1,000

Modelo Dominante
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CIC 173 (0,84) 76 (0,78) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT+TIT 32 (0,16) 21(0,22) 1,50(0,82-2,74) 0,186 0,999 0,038 0,742
Modelo Recessivo
CIC+CIT 202 (0,99) 95 (0,98) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 3(0,01) 2 (0,02) 1,51 (0,33-6,90) 0,591 1,000 0,616 1,000
Alelos 375 (0,91) 171 (0,88) 1,00 (Ref.) - - - -
35 (0,09) 23 (0,12) 1,44 (0,83-2,50) 0,183 0,999 0,052 0,846
rs1800451 n= 187 n= 86
CIC 153 (0,82) 71 (0,83) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT 33 (0,18) 13(0,15)  1,15(0,58-2,28) 0,278 0,999 0,515 1,000
T 1 (0,01) 2 (0,02) 0,27 (0,04-1,70) 0,167 0,998 0,514 1,000
Modelo Dominante
Gendtipos  C/C 153 (0,82) 71 (0,83) 1,00 (Ref.) - - - -
CIT+TIT 34 (0,18) 15(0,17) 0,96 (0,50-1,85) 0,912 1,000 0,636 1,000
Modelo Recessivo
CIC+CIT 186 (0,99) 84 (0,98) 1,00 (Ref.) - - - -
CTIT 1(0,01) 2 (0,02) 3'6272(2'26)0 ) 0,157 0,997 0,495 1,000
Alelos 339 (0,91) 155 (0,9) 1,00 (Ref.) - - - -
35 (0,09) 17 (0,1) 1,07 (0,59-1,95) 0,809 1,000 0,798 1,000
rs7096206 n=193 n= 82
CIC 148 (0,77) 52 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
Genétipos CIG 42 (0,22) 27(0,33)  0,54(0,30-0,96) 0,037 0,733 0,084 0,954
G/IG 3(0,02) 3(0,04) 0,35(0,08-1,46) 0,151 0,997 0,121 0,989

Modelo Dominante
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c/c 148 (0,77 52 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -

CIG + GIG 45 (0,23) 30(0,37) 1,89(1,09-3,29) 0,023 0,558 0,044 0,793
Modelo Recessivo
CIC + CIG 190 (0,98) 79 (0,96) 1,00 (Ref.) - - - -
GIG 3(0,02) 3(0,04) 2,39(0,58-9,81) 0,224 0,999 0,159 0,998
Alelos 338 (0,88) 131 (0,8) 1,00 (Ref.) - - - -
48 (0,12) 33(0,2) 1,77 (1,09-2,87) 0,019 0,490 0,028 0,630
rs525891 n= 205 n=94
A/A 117 (0,57) 59 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
AT 69 (0,34) 32(0,34) 1,08(0,64-1,81) 0,762 1,000 0,077 0,939
TIT 19 (0,09) 3(0,03) 2,82(0,92-8,62) 0,068 0,915 0,741 1,000
Modelo Dominante
Gendtipos
TNFRSF1B AIA 117 (0,57) 59 (0,63) 1,00 (Ref.) - - - -
AT+TIT 88 (0,43) 35(0,37) 0,79(0,48-1,30) 0,357 0,999 0,357 1,000
Modelo Recessivo
AIA + AIT 186 (0,91) 91 (0,97) 1,00 (Ref.) - - - -
TIT 19 (0,09) 3(0,03) 0,36 (0,12-1,10) 0,073 0,930 0,083 0,952
303 (0,74) 150 (0,8) 1,00 (Ref.) - - - -
Alelos

107 (0,26) 38(02) 072(047-1,09) 0124 0993 0,144 0,996

Legenda:
p-valore : Este valor representa o p-valor ajustado pela correcao de Holm-Bonferroni, onde n = 35.
p-valord : Este valor representa o p-valor da regresséo logistica ajustada por peso e idade.

p-valor & : Este valor representa o p-valor da regresséo logistica ajustada por peso e idade e com a corre¢do de Holm-Bonferroni (n = 35).
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