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RELACAO ENTRE O POLIMORFISMO C677T NO GENE DA ENZIMA
METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUCTASE (MTHFR) E HIPERTENSAO
ARTERIAL EM INDIVIDUOS DE DUAS POPULACOES RIBEIRINHAS DA
AMAZONIA.

RESUMO

A enzima metilenotetrahidrofolato reductase (MTHFR) participa da via
metabdlica do aminoacido homaocisteina (Hcy), convertendo-o em metionina. O
SNP C677T no gene MTHFR promove a substituicdo de uma citosina por
timina, reduzindo a atividade enzimatica, levando a um acumulo de Hcy, que
tem sido relacionado a diferentes processos patolégicos, como alteracées
cardiovasculares, hipertensédo arterial, cancer, distarbios neuroldgicos, entre
outros. Neste sentido, este estudo objetivou identificar as frequéncias
genotipicas e alélicas do SNP C677T e relacionar com 0s niveis de pressao
arterial sistémica de individuos de uma comunidade no vale do rio Tocantins e
de duas comunidades no vale do rio Tapajés, todas no estado do Para. No
periodo compreendido entre junho de 2014 a setembro de 2016 foram
coletadas amostras de sangue e dados séciodemograficos de 311 individuos
das comunidades avaliadas. A genotipagem do SNP C677T no gene MTHFR
foi realizada por PCR-RFLP. Para aplicacdo dos testes estatisticos foi adotado
o nivel de significancia de 5%. Nas comunidades do vale do Tocantins e do
Tapajés verificou-se que havia entre os individuos amostrados uma maior
proporcdo de mulheres (70%), de cor parda ou negra (80%) e possuindo
apenas o ensino fundamental (70%). Observou-se diferenca estatisticamente
significativa em relacdo as caracteristicas: idade, estado civil, ocupacéo e
renda familiar dos individuos entre as regiées pesquisadas. A distribuicdo das
frequéncias genotipicas e alélicas do SNP C677T no gene MTHFR diferiu entre
0s sujeitos das comunidades estudadas, sendo que, a frequéncia do gendtipo
mutante TT foi mais elevada na populacdo do vale do rio Tocantins. A
prevaléncia de hipertensos foi de 23% e 21,5%, nas populacdes do rio
Tocantins e Tapajos, respectivamente. Foi constatada uma maior propor¢ao do
gendtipo TT entre os habitantes do vale do rio tapajos que apresentaram
presséao arterial alterada, assim como a idade avancgada constitui-se em um dos
fatores de risco associado a hipertensdo arterial em ambas as regides
estudadas. Tendo como base essas descobertas, a mutacdo C677T no gene
da MTHFR gquando em homozigose esta associado com o risco de hipertenséo
entre a populacdo do vale do rio Tapajos. Estes resultados preliminares séao
ainda inconclusivos e sugerem a necessidade de estudos posteriores para
melhor avaliar a associacao entre as variantes do gene MTHFR e hipertensao
em residentes da bacia hidrografica amaz6nica.

Palavras-Chave: SNP C677T, MTHFR, hipertenséo.
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1. INTRODUCAO

1.1 ENZIMA METILENOTETRAHIDROFOLATO REDUTASE (MTHFR)

A 5,10-metilenotetraidrofolato redutase (MTHFR) é uma flavoproteina
(dependente da flavina-adenina-dinucleotideo) constituida por 656 aminoacidos
(Kutzbach & Stoksad, 1971). Estruturalmente € um homodimero com
subunidades de 77 kDa que apresenta dois dominios distintos: um dominio
aminoterminal (-NH2) catalitico e um dominio carboxi-terminal (-COOH) de 37
kDa, que contém o sitio de ligagcdo para a S-adenosil metionina, localizado
entre os dois dominios (Goyette et al., 1994; Frosst et al., 1995).

Goyette e colaboradores (1994,1998) identificaram o gene humano para
a MTHFR na regiao cromossdmica 1p36.3, apresentando 11 exons que variam
em tamanho de 102 pares de bases (pb) a 432 pb e 10 introns de tamanhos
que variam entre 250 pb e 1,5 kilobases (kb), que resultam em uma enzima
cataliticamente ativa de aproximadamente 70 kiloDaltons (kDa).

A MTHFR possui um papel importante no processamento de
aminoacidos, particularmente na conversdo de homocisteina em metionina
(Urpia, 2009). Esta enzima catalisa a reducdo irreversivel da 5,10-
metilenotetrahidrofolato  (5,10-MTHF) a 5-metiltetrahidrofolato (5-MTHF),
principal e mais abundante, forma de folato circulante no organismo (Frosst et
al., 1995, Gokcen et al., 2011). O folato é o doador universal de grupamentos
metil (CH3) para a sintese de nucleotideos e para o processo de metilacao do
acido desoxirribonucleico (DNA), principal mecanismo epigenético de regulacdo
génica (Zacho et al., 2011).

1.2 POLIMORFISMO NO GENE MTHFR

Os polimorfismos séo frequentemente encontrados na sequencia de
acido ribonucleico (DNA) e, ocorrem quando, para um mesmo locus génico,
existem um ou mais alelos, sendo que a frequéncia do alelo mais raro deve ser
maior que 1% na populacdo em geral (Lopez-Cima et al.,, 2007). Quando

presentes em um determinado gene, os polimorfismos podem afetar sua



expressdo e ocasionar alteracbes funcionais em seus produtos. Os
polimorfismos mais abundantes sdo os de nucleotideo unico - SNP (do inglés
Single nucleotide polymorphism), que séo estaveis e amplamente distribuidos
no genoma humano. Muitos SNP tém sido considerados como biomarcadores
para suscetibilidade para varios processos de doenca (Brookmoller et al.,
2008).

Diversas mutagcfes no gene da MTHFR foram associadas a deficiéncia
grave da MTHFR, e individuos com estas mutacbes podem vir a exibir
atividade enzimatica residual de 0% a 20%, além de apresentar, na infancia ou
na adolescéncia, retardo mental, disfungcdo motora, distdrbios psiquiatricos,
entre outras anormalidades neuroldgicas, e risco elevado para doencas
vasculares (Frosst et al., 1995).

Das varias mutacGes que ocorrem no gene MTHFR, algumas resultam
na sintese de variantes termolabeis da MTHFR, ou seja, variantes que exibem
atividade enzimatica minima apos a desativacao por calor a 46°C (Kang et al.,
1988). Entre estas diversas mutacdes, o SNP C677T (rs1801133), resultante
da transicao de citosina (C) para timina (T) no cddon 677 do gene MTHFR, é o
mais comum encontrado na populagdo em geral (Liew & Gupta, 2015).

Outro SNP, no mesmo gene da MTHFR, A1298C, resulta na alteracéo
do cédon de glutamato para a alanina, conduzindo a diminuicdo na atividade da
MTHFR, a qual € mais pronunciada em homozigotos mutantes do que em
heterozigotos. A presenca do alelo C, entretanto, ndo foi associada a elevacéo
de homocisteina plasmatica ou a reducdo de acido félico no plasma,
fendmenos evidentes na mutacdo C677T (Van der Put et al., 1996).

1.3 POLIMORFISMO C677T NO GENE MTHFR

O gene humano que codifica a MTHFR foi mapeado na regiao
cromossomal 1p36.3, de aproximadamente 17 Kb, apresentando 11 éxons
(Rosemberg et al., 2002), estando a mutagdo C677T localizada no éxon 04
deste gene.

Individuos homozigotos mutantes e heterozigotos com variante
termolabil, que converte o cdédon da alanina para o cédon da valina, em

consequéncia da transicdo de citosina (C) para timina (T) no codon 677 no



gene que codifica a enzima MTHFR, apresentam diminuicdo na atividade
dessa enzima em cerca de 70% e 35%, respectivamente, promovendo uma
elevacdo moderada das concentracdes plasméaticas do aminoacido
homocisteina levando a um quadro de hiperhomocisteinemia (Kang, 1996;
Zetterberg, 2004).

Destaca-se que, a mutacdo parece ser neutra em relagcdo a
concentragdo plasmética de homaocisteina, quando o acido folico encontra-se
em quantidades adequadas no organismo, mas, naqueles individuos com baixa
concentracdo de acido félico, a homocisteina aumenta de forma acentuada nos
individuos homozigotos 677TT e, em valores intermediarios, nos heterozigotos.
A regido na qual se estabeleceu a mutacdo na enzima tem envolvimento com o
acido folico e, quando as concentracfes dessa vitamina estdo adequadas, a

enzima pode ser estabilizada (Melo, 2003).

1.3.1 PREVALENCIA DO POLIMORFISMO C677T

A frequéncia de alelos do SNP C677T varia de acordo com a populagéo
estudada, sendo que cerca de 8% da populacdo geral tem gendétipo
homozigoto alterado para a variante termolabil (Van der Put et al., 1996),
podendo variar também de acordo com grupos étnicos residentes em um
mesma regido (Antonio-Véjar et al., 2013)

Na China, a prevaléncia do genétipo mutante TT foi de 25,5% nos
homens e de 24,3% nas mulheres (Li et al., 2015). Na Indonésia e no Iran, a
frequéncia dessa variante genotipica foi de 4,2% e 4,5%, respectivamente
(Pramukarso et al., 2015; Ghaznavi et al., 2015). No Reino Unido, o genotipo
TT atingiu frequéncia de 7%.

Wilcken et al. (2003) estudaram a distribuicdo geogréfica e étnica do
SNP C677T no gene MTHFR em mais de 7.000 recém-nascidos de 16 areas
da Europa, Asia, Américas, Oriente Médio e Austrdlia. O gendtipo TT foi
particularmente comum no norte da China (20%), no sul da Italia (26%) e no
México (32%). Houve também algumas evidéncias de gradientes geograficos
na Europa (aumento do norte para o sul) e China (diminuicdo do norte para o
sul). A frequéncia do gendtipo TT foi baixa entre recém-nascidos de

ascendéncia africana, intermediaria entre recém-nascidos de origem européia e



alta entre recém-nascidos de ascendéncia hispanico-americana. As areas nos
extremos da distribuicdo de frequéncia mostraram desvios das expectativas de
Hardy-Weinberg (sul da Itdlia e sul da China). Estes resultados sugerem a
existéncia de pressodes seletivas que levam a uma variacdo acentuada.

Em um estudo realizado no estado de Guerero no México, para avaliar a
presenca do SNP C677T no gene MTHFR em trés diferentes grupos étnicos,
os Nahuas, os Mixtecas e os Mestizas, verificou-se uma frequéncia do genaétipo
TT de 51,9%, 50% e 39%, respectivamente (Antonio-Véjar et al., 2013). No
Brasil, em um estudo semelhante, a prevaléncia de homozigotos foi de 10%,
1,45% e 1,2% em populagbes caucasianas, negras e indigenas
respectivamente (Arruda et al., 1998).

Outros estudos realizados no Brasil em diferentes capitais descreveram
frequéncias genotipicas de 34% para o gendtipo CC; 13% TT; e 52% CT em
Curitiba-Parana (Herkenhoff et al., 2012), no Recife-PE, a proporcdo de
gendtipo CC foi de 62%, de 29% CT e 8% de TT (Muniz et al., 2006). Na
cidade de Salvador-BA, em uma amostra de 300 individuos, 63% possuiam o
gendtipo CC, 31% CT e 6% TT (Urpia et al., 2009).

1.4 POLIMORFISMO C677T E ALTERACOES FISIOLOGICAS

A presenca de mutacdes no gene da MTHFR gera interferéncia no
metabolismo do folato, reduzindo sua disponibilidade em vias essenciais de
sintese e metilagdo do acido desoxirribonucléico (DNA). Evidéncias apontam
qgue falhas na disjuncdo do cromossomo 21, na meiose | materna, possam
ocorrer em virtude de fenbmenos de hipometilacdo do DNA devido ao
metabolismo anormal do folato, decorrente de mutacdes nos genes que
codificam as enzimas responsaveis pela via de remetilacdo da homocisteina
em metionina (Grillo et al., 2002).

James et al. (1999) avaliaram os niveis plasmaticos de homocisteina em
maes americanas de filhos com Sindrome de Down (SD) e em maes controles,
verificando que os niveis de homocisteina eram significativamente elevados e
0s niveis de metionina eram reduzidos nas méaes que tinham a freqiiéncia da
mutacdo MTHFR C677T aumentada em 2,6 vezes, quando comparadas com

as maes controles. Porém, outros grupos de pesquisadores, também
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estudando a associagao entre a mutacao do gene da MTHFR na posicédo 677 e
a ocorréncia de trissomia 21 em mulheres de nacionalidades diferentes
concluiram que a mesma ndo é fator de risco para a ocorréncia desta
Sindrome (Gueant et al., 2003; Boduroglu et al., 2004; Takamura et al., 2004).

Em outros estudos, a relacdo da mutacdo MTHFR C677T com o risco de
ter filhos com SD somente foi observada quando associada com outras
mutacBes em genes envolvidos no metabolismo do folato. Grillo et al. (2002)
observaram que as mutacdes MTHFR 677C>T e MTHFR 1298 A>C eram mais
prevalentes entre maes de criancas com SD que em maes controles,
resultados similares foram observados ao relacionar MTHFR C677T e
Metionina Sintetase Redutase (MTRR) A66G (O’Leary et al., 2002).

O aumento nos niveis de homocisteina no organismo, causados pela
mutacdo C677T, e consequente aumento do estresse oxidativo, suportam a
hipétese de relacdo entre a mutacdo e aumento nos riscos de doencas
cardiovasculares. Em uma metandlise realizada por Xuan et al. (2014),
envolvendo 9.329 casos e 15.076 controles, foi observado que a mutacdo
MTHFR 677 em homozigose (TT) é um fator de risco para cardiopatia
congénita. Outros estudos associaram 0 polimorfismo com aumento de risco
para Doenca arterial Coronéria (DAC), nos quais a prevaléncia de portadores
do alelo foi maior no grupo de pacientes em relacdo aos controles (Jee et al.,
2002; Dedoussis et al., 2005).

O SNP C677T na enzima MTHFR pode apresentar consequéncias
diretas na incidéncia do cancer. Liew & Gupta (2015) observaram uma relacéo
entre a deficiéncia de folato e o aumento da incidéncia de céancer, devido a
deplecao de timidina e a ma incorporacéo de uracila no DNA, afetando o reparo
e desestabilizando a molécula de DNA, o que pode levar a aberracbes
cromossOmicas, bem como a reducédo na metilacdo da citosina nos deficientes
em folato, o que pode resultar na expressédo de pré-oncogenes e no potencial
de transformacgao maligna.

Yan et al. (2014) e Lv et al. (2014) realizaram uma meta-analise onde
constataram a significativa associacdo da mutacdo C677T ao risco do
desenvolvimento de cancer gastrico entre individuos asiaticos e caucasianos,
sendo maior nos individuos infectados por H. pylori. Lin et al. (2014) sugerem

que a presenca desta mutacdo, que parece influenciar na suscetibilidade do



11

cancer gastrico, pode fornecer informacdes importantes na pesquisa de
biomarcadores para serem utilizados na terapéutica e em estratégias de

prevencao do cancer.
1.5 HOMOCISTEINA

A homocisteina € um aminoacido sulfurado produzido intercelularmente
através da desmetilacdo da metionina provenientes da dieta (Vanucchi & Melo,
2009) que pode ocorrer por dois processos (Figura 1): a remetilacdo e a
transulfuracdo, que ocorre quando ha sobrecarga de metionina (Neves et al.,
2004). A concentracdo plasmatica de homocisteina € influenciada tanto por
fatores nutricionais, tais como o status do &cido félico e as vitaminas Bg e Bi,
quanto por fatores hereditarios, especialmente ligados as enzimas do
metabolismo da metionina e da cisteina, como a metionina sintetase (MS), 5,10
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e cistationina B-sintetase (CBS),
além de estados patolégicos, como a reducdo da funcao renal (Saw et al.,
2001; Andreassi et al., 2003).

No ciclo de remetilacdo da homocisteina, o folato 5-MTHF, participa na
conversao de homocisteina em metionina, neste processo, sendo transformada
em tetrahidrofolato (Cosar et al., 2014). A etapa final necessita da enzima
Metionina sintetase redutase (MSR) e da vitamina B12 que atua como cofator
para a reacdo de sintese da metionina. No figado, a metionina é catabolizada e
transformada em S-adenosilmetionina (SAM), S-adenosil-homocisteina (SAH) e
o ciclo € completado com a transformacéo de SAH para homocisteina (Neves
et al., 2004).

Na via de transulfuracdo, a homocisteina € catabolizada
irreversivelmente em cistationina pela enzima CBS dependente do fosfato
piridoxal (vitamina B6). Nesta reacdo, a homocisteina sofre uma condensacéo
com serina para formar a cistationina. A reagdo € positivamente regulada pela
SAM, o que serve para promover a deplecdo de um excesso de homocisteina,
qguando os niveis plasmaticos de metionina estao altos. A enzima seguinte na
reagao, y-cistationase, hidrolisa a cistationina para gerar cisteina (Bydlowski et
al., 1998, Neves et al., 2004).
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A alta concentracdo de Hcy, hiper-homocisteinemia (HHcy), esta
relacionada com aumento do risco para varias desordens no organismo,
incluindo doencas cardiovasculares (Mandaviya et al., 2014). A HHcy parece
causar principalmente alteracdes do endotélio vascular, mediadas pelo efeito
toxico-oxidativo da homocisteina. No plasma, parte da homocisteina é auto-
oxidada, formando superoxidos e peréxido de hidrogénio, o que poderia causar
lesdo da célula endotelial, ativacdo plaquetaria e trombose (Durand et al.,
1997). O aumento na producdo das espécies reativas de oxigénio pode
também estar envolvido no dano ao DNA induzido pela homocisteina e
apoptose celular, mediados pelo aumento da producao intracelular de peroxido
de hidrogénio. Assim, sugere-se que, em concentracbes elevadas, a
homocisteina desempenhe papel genotoxico (Crott & Fenech, 2001).

As causas mais importantes relacionadas a HHcy incluem, a deficiéncia
nutricional de folato e vitaminas do complexo B. deste modo, baixos niveis de
vitamina B12 e/ou folato estdo associados com altas concentragbes de Hcy,
bem como, com o aumento do risco de doencas cardiovasculares,
complicagbes na gravidez e defeitos no tubo neural (Mandaviya et al., 2014).
No entanto, a concentracdo plasmatica de homocisteina é influenciada por
eventos hereditarios, como muta¢cdes nas enzimas que atuam em sua via
metabolica, como as enzimas MS, MTHFR e CBS (Andreassi et al., 2003).
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Figura 1. Vias metabdlicas da homocisteina e as enzimas envolvidas. Fonte: Vanucchi
& Melo, 2009.

1.6 PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA

A pressdao arterial, medida em milimetros de mercurio (mmHg), é aquela
existente no interior do sistema arterial principal do corpo, fixado
convencionalmente pelas pressdes sistdlica e diastdlica. A medida minima de
pressdo aceita é determinada pelo adequado funcionamento dos 6rgaos vitais
sem sintomas de hipotensdo, sendo normalmente maior do que 90 mmHg
(sistélica) e 60 mmHg (diastdlica), podendo variar entre os pacientes (Borges et
al., 2007).

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) configura-se como uma doenca
cronica e um grave problema de saude publica, que ocorre quando a pressao
arterial atinge valores = 130/80 mmHg. A HAS também pode ser responsavel
pelo desenvolvimento de comorbidades, a exemplo da doenga coronariana,
acidentes vasculares cerebrais (AVC), insuficiéncia renal cronica, doencas
vasculares periféricas, aneurismas, lesées nos vasos sanguineos dos olhos,
entre outras. As comorbidades consistem em complicagbes da hipertenséo,

diferentemente dos fatores de risco que sao condi¢cdes e comportamentos que
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contribuem com o desenvolvimento da doenca hipertensiva (Lolio, 1990;
Machado et al., 2012).

O desenvolvimento da hipertensdo ndo ocorre instantaneamente, ha um
conjunto de fatores que estdo associados a sua evolucdo e agravo. Estes
fatores sdo conhecidos como fatores de risco e que, segundo as VI Diretrizes
Brasileiras de Hipertensao Arterial (2010), sdo: idade, sexo/género e etnia,
fatores socioecondmicos, ingestdo de sal, excesso de peso e obesidade,
ingestao de alcool, genética e sedentarismo.

Numeros da OMS (2014) indicam que ha cerca de 600 milhdes de
hipertensos no mundo. A doenca atinge, em média, 25% da populacao
brasileira, com variagcdes que vao de 22,3% a 43,9% na populacdo adulta,
chegando a mais de 50% na terceira idade e, surpreendentemente, a 5% dos
70 milhdes de criancas e adolescentes no Brasil, segundo dados da Sociedade
Brasileira de Hipertensdo — SBH (2012). A hipertensdo causa anualmente a
morte de 9,4 milh6es de pessoas no mundo e € responsavel por 45% dos
ataques cardiacos e 51% dos derrames cerebrais (OMS, 2014).

Ha, naturalmente, com o avancar da idade, reducdo da complacéncia
dos vasos, enrijecimento das artérias, e diminuicdo de sua elasticidade, entre
outros aspectos fisiopatoldégicos que comprometem a boa fungdo cardiaca e
contribuem de forma importante para o surgimento de HAS (Amado & Arruda,
2004). Esse fato é comprovado em estudos epidemiolégicos, como o de
Monteiro et al. (2005), em que a maior prevaléncia da doenca ocorreu em
pessoas mais velhas.

Nos ultimos 10 anos, muitos loci foram associados a hipertenséo através
de estudos de genes candidatos. A identificacdo de genes susceptiveis €
potencialmente util para elucidar os mecanismos genéticos complexos da
doenca. Recentemente, polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) em alguns
genes candidatos tém mostrado conferir susceptibilidade & doenca em alguns,
mas nao em todos 0s paises europeus e asiaticos (Hong et al., 2010, Liu et al.,
2011, Xi et al., 2014).

O polimorfismo C677T na MTHFR tem sido relatado como associado a
hipertensdo em virtude do seu papel na catalisacdo da formacdo de 5-
metilenotetrahidrofolato, co-substrato para a conversdo de homocisteina em

metionina. Estudos de associa¢ao tém sido relatados em diferentes populacdes
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(Qian et al., 2007; Liu et al., 2011). Entretanto, um grande numero de estudos
subsequentes produziu resultados contrarios (McColgan et al., 2008; Hanzi et
al., 2011; Zhao et al., 2013).

Diante do exposto, € relevante investigar a frequéncia do polimorfismo
MTHFR C677T em diferentes populagdes, para avaliar o seu papel no aumento
ou diminui¢ao do risco de desenvolver determinados tipos de doencgas. Assim,
este estudo teve por objetivos estimar as frequéncias alélicas e genotipicas em
funcdo do SNP C677T presente no gene MTHFR em individuos de
comunidades localizadas em diferentes regides hidrograficas da Amazonia e
comparar as distribuicdes genotipicas entre as populacdes estudadas, tracar o
perfil sociodemografico e identificar a prevaléncia da hipertensdo arterial
sistémica, bem como, correlacionar os niveis de pressao arterial sistémica com

0s gendtipos do SNP C677T no gene MTHFR nos individuos avaliados.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 TIPO DE PESQUISA

Trata-se de um estudo transversal, analitico-descritivo, que incluiu dados
epidemioldgicos e amostras de DNA gendmico de individuos residentes nos
municipios de Itaituba e Limoeiro do Ajurld, ambos no Estado do Para, obtidos

no periodo compreendido entre julho de 2014 a setembro de 2016.

2.2 CASUISTICA E LOCAL DE ESTUDO

Durante o periodo compreendido entre junho de 2014 a setembro de
2016 foram realizadas cinco expedicbes cientificas com equipe
multiprofissional, duas em direcdo a Limoeiro do Ajuru, no vale do rio Tocantins
e trés para o municipio de ltaituba, vale do rio Tapajos, onde foram coletadas
amostras de sangue dos voluntarios residentes nas comunidades ribeirinhas
localizadas no entorno destes municipios.

Durante as expedicdes cientificas, foram realizadas as coletas de dados

de cada participante através de questionarios com gquestdes direcionadas as
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caracteristicas  sociodemograficas e clinico-epidemiologicas, incluindo
informacgdes pessoais (idade, sexo, etnia, escolaridade, estado civil), de estilo
de vida (tabagismo, elitismo) e condi¢cbes econdmicas e de saude (ocupacdao,
renda, comorbidade).

O municipio de Itaituba possui varias comunidades distribuidas as
margens do rio Tapajos, habitadas por familias que vivem da agricultura
particularmente da mandioca e da pesca de subsisténcia. A populacdo
estimada é de 97.343 habitantes dentro de um territério de 62.041 Km2 (IBGE,
2010). Neste municipio foram avaliados moradores das comunidades de
Barreiras e Sao Luis do Tapajés.

A comunidade de Barreiras encontra-se a jusante da cidade de Itaituba e
esta situada a esquerda do rio Tapajos (Figura 2), cuja populacdo estimada é
de aproximadamente 930 habitantes, enquanto que, a comunidade de Sao Luiz
do Tapajos encontra-se a montante da cidade de Itaituba, a margem direita do
rio Tapajos (Figura 2), e possui uma populacdo estimada de 620 habitantes
(Dados coletados pelos agentes comunitarios de saude, 2009).

O municipio de Limoeiro do Ajuru limita-se ao norte com o Rio Tocantins
(Figura 2), ao sul com o municipio de Cameta, a leste com o municipio de
Ilgarapé Miri e a Oeste com o municipio de Oeiras do Pard. A sede do
municipio posiciona-se as margens do Rio Tocantins (Prefeitura Municipal de
Limoeiro do Ajuru, 2012). Possui uma populacdo de 23.284 habitantes dentro
de um territério de 1.490 km2 (IBGE, 2010), onde menos de 20% vive na area
urbana. A maior parte da populagéo sobrevive da pesca e da coleta do acai.

Uma estratégia de amostra por conveniéncia foi utilizada através de
recrutamento dos individuos durante palestras de esclarecimento do protocolo

da pesquisa e convite para participacdo voluntaria.
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Figura 2. Mapa do estado do Pard com destaque nas regides estudadas. A seta
verde destaca a localizagdo da comunidade de S&o Luiz do Tapajoés, situada a
margem direita do rio Tapajos. A seta vermelha indica a localizagdo da comunidade de
Barreiras, situada a margem esquerda do Rio Tapajés. A seta azul indica a localizagéo
do municipio de Limoeiro do Ajurq, situado as margens do rio Tocantins.

2.3 INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

Para o levantamento das informacfes epidemioldgicas foi utilizado um
questionario contendo questdes referentes ao perfil sociodemogréafico dos

participantes da pesquisa (Anexo).

2.4 EXAME CLINICO E VERIFICACAO DA PRESSAO SANGUINEA

O estudo incluiu um exame clinico geral de rotina que foi realizado por
um medico clinico experiente. Adicionalmente, foi mensurada a presséo
sanguinea sistélica e diastolica registrada em acréscimos de 1,0 cm Hg (10
mmHg) usando um esfigmomandmetro anerdide com estetoscopio Premium.

Cada entrevistado teve sua pressao aferida duas vezes: uma no inicio da
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entrevista e outra ao final, com intervalo minimo de cinco minutos entre elas.
Para fins de andlise, foi considerada a segunda medida da presséo arterial.
Ainda, a pressao arterial foi medida em ambos os bracos, direito e esquerdo, e
foi tirada uma média entre elas. Foi definido como hipertenso, segundo critérios
estabelecidos pelas VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensédo Arterial (2010), o
individuo que apresentou presséao sistdlica 2130 mmHg (PAS = 130 mmHg)
e/ou pressao diastolica =2 85 mmHg (PAD = 85 mmHg), ou individuos
sabidamente hipertensos que estivessem em uso regular de medicacdo anti-
hipertensiva cujos niveis pressoricos estivessem elevados ou ndo no momento

da entrevista.

2.5 ASPECTOS ETICOS

Foram incluidos neste estudo individuos com faixa etaria = 18 anos, ou
se menor de idade, mediante a autorizacdo do responsavel legal, residentes na
comunidade pesquisada por mais de um ano e que concordaram em participar
do estudo apds as devidas orientacbes e assinatura do termo de
consentimento livre esclarecido.

Este protocolo de pesquisa foi submetido a avaliagdo e aprovacéo pelo
Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos NMT. Todos os participantes
envolvidos na pesquisa concordaram em assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, assegurando-lhes a preservacdo do anonimato e sigilo no
tratamento dos dados.

2.6 DESCRICAO DAS TECNICAS LABORATORIAIS

2.6.1 Coleta das amostras de sangue

Foram coletados 5,0 ml de sangue total dos individuos através de
venopuncao de rotina, sendo dispensados a seguir em tubos de ensaio

contendo anticoagulante (EDTA) para processamento imediato e em seguida

estocado para posterior analise.
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2.6.2 Extracédo do DNA total

O DNA, obtido a partir de amostra de sangue, foi isolado pelo método do
Fenol-Cloroférmio modificado de Miller e colaboradores (1988). Brevemente,
nos tubos contendo um volume de 300ul do DNA foram adicionados 500 ul de
solucdo de lise de hemacias (RBC) e realizadas trés lavagens, em seguida
adicionou-se 500 ul de solucéo de lise de leucdcitos e 10ul de proteinase K,
incubando em banho-maria por 12 horas.

Apoés a incubacédo, volumes de 300uL de fenol e 300ul de cloroférmio
foram adicionados em cada tubo. Os tubos foram agitados mecanicamente por
15 minutos e centrifugados por 5 minutos a 14000 rotagdes por minuto. O
sobrenadante de cada tubo foi transferido para um tubo limpo e adicionado
500ul de solucédo cloroférmio/isopropanol (diluicdo 24:1), agitado por 15
minutos e centrifugado por 4 minutos a 14000 rpm, este procedimento foi
repetido duas vezes. Ao sobrenadante limpido adicionou-se 900 pl de alcool
isopropilico, para visualizacdo da “nuvem” de DNA, centrifugou-se por 10
minutos e o sobrenadante é descartado.

Para a eliminacdo dos residuos de alcool isopropilico os tubos séo
lavados com 200 ul de etanol a 80% e o excesso foi logo em seguida
desprezado; a amostra ficou a temperatura ambiente para evaporacdo do
alcool e adicionou-se 200 ul de agua bidestilada autoclavada para hidratar o
DNA.

2.6.3 Amplificacdo do segmento génico da MTHFR e Deteccao do
SNP C677T pela Analise do Polimorfismo de Pequenos Fragmentos de
Restricdo - RFLP

a) Deteccdo do segmento génico da enzima MTHFR. Foram utilizados
os oligonucleotideos iniciadores (primers) 677-R (5’-TGA AGG AGA AGG TGT
CTG GA -3) e 677-F (5 AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG -3) que
amplificam um fragmento génico de 198 pb (Gokcen et al., 2011). A reacéao foi
realizada contendo 8 pl de amostra de DNA, 5 pl tampdo PCR 10x
[50mMMKCI/10mM Tris-HCI, pH8.7), 200uM de cada deoxinucleotideo, 2,5
unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogem, USA), 1uL de cada primer
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(10pMol), 1,5 mM de MgCl, e dgua estéril até completar o volume final de 50
pl. As condigbes da PCR foram: temperatura inicial de desnaturagédo de 92°C
por 2 minutos, seguida de 35 ciclos com temperatura de desnaturacdo de 92°C
por 1 minuto, temperatura de anelamento de 61°C por 1 minuto e temperatura
de extensdo de 72°C por 30 segundos; e por fim a temperatura de extenséo
final de 72°C por 7 minutos. O produto de cada PCR foi aplicado em gel de
agarose a 2,0%, corado com brometo de etidio e visualizado sob Iluz
ultravioleta.

b) Analise de polimorfismo de pequenos fragmentos de restricédo
(RFLP). O produto final da PCR de 198 pares de bases foi submetido a
digestdo enzimética pela endonuclease de restricdo Hinfl (Biolabs, New
England) segundo instrucBes do fabricante. Para visualizacdo dos fragmentos
formados apods a clivagem foi realizada eletroforese em gel de agarose a 3%
corado com brometo de etidio e visualizado em luz ultravioleta.

A representacdo genotipica da variante C677T do gene MTHFR foi
baseada na presenca ou auséncia do sitio de restricdo enzimatico, de forma
gue as amostras que apos a digestdo apresentaram apenas o fragmento de
198 pb foram identificadas como 677 CC (normal), aquelas que apresentarem
fragmentos de 198, 175 e 23 pb foram identificadas como 677 CT
(heterozigotas), e as amostras com fragmentos de 175 e 23 pb foram
caracterizadas como 677TT (homozigoto/mutante).

Um marcador de peso molecular de 100 pb (Kasvi, Curitiba, Brasil) foi

aplicado em cada gel como referéncia.
2.7 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram analisados através da estatistica paramétrica
utilizando o software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007), considerando 95% o
nivel de significancia de p < 0,05. As informacdes epidemiologicas e as
frequéncias alélicas e genotipicas, bem como os dados de pressao arterial
sistémica foram comparadas entre os individuos das comunidades estudadas
através do teste do qui-quadrado com a correcdo de Yates (X%yaws) € do Teste
G. As distribuicdes de frequéncias genotipicas e alélicas foram avaliadas em

relacéo ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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3. RESULTADOS

Este estudo envolveu um total de 311 pessoas, distribuidas em trés
comunidades, sendo a populagéo de Limoeiro do Ajurd do vale do rio Tocantins
e as comunidades de S&o Luiz do Tapajés e Barreiras, localizadas no
municipio de Itaituba no vale do rio Tapajés. Na comunidade do vale do rio
Tocantins foram coletadas amostras de sangue de 148 individuos nas
comunidades do vale do rio Tapajos foram coletadas um total de 163 de
amostras de sangue, sendo, 75 da comunidade de S&o Luiz do Tapajos e 88
da comunidade de Barreiras.

A média de idade na comunidade do vale do rio Tocantins foi de 40,96 +
16,57 anos, com maxima e minima de 86 e 14 anos, respectivamente.
Enquanto nas comunidades do vale do rio Tapajés a média de idade foi de
46,65 + 16,0 anos, com maxima e minima de 80 e 14 anos, respectivamente.

De acordo com os dados obtidos dos participantes das trés
comunidades, uma no vale do rio Tocantins e duas no vale do rio Tapajés
observou-se que havia uma maior propor¢cdo de mulheres, correspondendo a
mais de 70% da amostra. A maioria dos sujeitos da pesquisa, ou seja, mais de
80%, eram pardos ou negros, sendo que mais de 60% deles possuia apenas o
ensino fundamental e mais de 70% declararam n&o apresentar nenhuma
comorbidade. Quanto aos habitos de vida dos investigados, envolvendo o
consumo de fumo e élcool, o nimero de individuos ndo tabagistas e nao
etilistas foi predominante na populacdo de estudo. N&do foram observadas
diferencas estatisticas significativas na distribuicao destas caracteristicas entre
as comunidades do Tocantins e do Tapajoés.

Por outro lado, a comunidade do vale do rio Tocantins diferiu
estatisticamente das comunidades do vale do rio Tapajos em relacdo as
variaveis sociodemograficas: idade (p= 0,03), estado civil (p= 0,0003),
ocupacdo (p= 0,0011) e renda familiar (p= 0,001), conforme verificado na
tabela 1.

Em relacdo a faixa etaria, 55% (171/311) dos individuos pesquisados
tinham idade igual ou inferior a 45 anos, sendo que, 62% dos individuos da

regido do rio Tocantins tinham idade igual ou inferior a 45 anos, enquanto que,



22

entre a populacao do rio Tapajés, 51,5% tinha mais de 45 anos. A maioria da
populacdo era casada ou estava vivendo em unido estavel, correspondendo a
66% (205/311), mas, aproximadamente 76% eram casados ou viviam em uniao
estavel na comunidade do vale do Tocantins, enquanto naquelas do vale do
Tapajés, somente 56% referiram este estado civil.

No que diz respeito a possuir uma ocupagao que gerasse renda, 88%
(273/311) dos investigados declarou exercer uma ocupacao remunerada, no
entanto, entre os individuos do vale do Tocantins, 19% declararam ndo exercer
atividade remunerada versus somente 6% do vale do Tapajés, sendo que,
aproximadamente 84% (260/311) declararam possuir uma renda igual ou
inferior a trés salarios minimos, com 23% versus 9% de individuos que nédo
exercem nenhuma atividade remunerada nos vales do Tapajos e Tocantins,

respectivamente.
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Tabela 1. Perfil sociodemogréfico de individuos de comunidades das regides
hidrogréaficas do vale do rio Tocantins e do vale do rio Tapajés no estado do

Para.
) COMUNIDADES
VARIAVEIS Vale do Tocantins Vale do Tapaj6s Teste
(n= 148) (n=163)

Sexo
Feminino 106 (71,6%) 126 (77,0%) X?yates= 1,038
Masculino 42 (28,4%) 37 (23,0%) p=0,31
Idade
< 45 anos 92 (62,0%) 79 (48,5%) XV ates=4,712
> 45 anos 56 (38,0%) 84 (51,5%) p=0,03
Cor da pele
Pardos/Negros 124 (83,8%) 131 (80,0%) X*ates= 0,403
Branco 24 (16,2%) 32 (20,0%) p= 0,52
Estado civil

Casado/Unido estavel
Solteiro

Nivel de Ensino
Analfabeto/Fundamental*
Médio” e Superior
Atividade laboral
Remunerada

N&o remunerada
Renda familiar

<3

>3

Comorbidade®

Sim

N&o

Tabagismo

Sim

N&o ou ex- fumante
Etilismo

Sim

Nao

113 (76,4%)
35 (23,6%)

94 (63,5%)
54 (36,5%)

120 (81,0%)
28 (19,0%)

135 (91,0%)
13 (9,0%)

34 (23,0%)
114 (77,0%)

12 (8,1%)
136 (91,9%)

31 (21,0%)
117 (79,0%)

92 (56,0%)
71 (44,0%)

118 (72,4%)
45 (27,6%)

153 (94,0%)
10 (6,0%)

125 (76,7%)
38 (23,3%)

45 (27,6%)
118 (72,4%)

18 (11,0%)
145 (89,0%)

31 (19,0%)
132 (81,0%)

X%\ ates= 12,814
p=0,0003

X yates= 2,424
p=0,12

X?yates= 10,66
p=0,0011

X?yates= 10,91
p= 0,001

XzYates: 0,65
p= 0,42

XZYates: 0,47
p= 0,49

XzYates: 0,08
p=0,78

Fundamental™: completo e incompleto; Médio®: completo e incompleto; Comorbidade®: inclui

diabetes, hipertensdo arterial sistémica, gastrite,

cardiovascular.

reumatismo, doenca renal crénica e
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Quanto a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo C677T no gene da enzima MTHFR entre os individuos das
comunidades dos rios Tocantins e Tapajos verificou-se diferencas
significativas, com maior prevaléncia do gendtipo TT (13,5%) nos individuos da

comunidade do Rio Tocantins (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas da mutacdo C677T no gene
MTHFR em individuos do vale dos rios Tocantins e Tapajés no Para.

Rio Tapajos Rio Tocantins Total

MTHFR X?(p valor)
N= 163 (%) N= 148 (%) N= 311 (%)
o CC 120 (74,0) 102 (69,0) 222 (71,0)
Q.
5 CT 38 (23,0) 26 (17,5) 64 (21,00 12,01 (0,0025)
c
& 1T 05 (3,0) 20 (13,5) 25 (8,0)
C 278 (85,0 230 (78,0 508 (82,0
k= (85,0) (78.0) (82,0 5,45 (0,0196)
= T 48 (15,0) 66 (22,0) 114 (18,0)

Em relacdo a regido do rio Tapajoés, frequéncias observadas de 74%,
23% e 3%, para os genotipos CC, CT e TT, respectivamente, e as frequéncias
alélicas de 85% para o alelo C e de 15% para o T, estdo de acordo com o
modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg (x2= 0,84; gl= 1; p= 0,36). Ja em
relacdo a comunidade do Tocantins, as frequéncias genotipicas observadas de
69% para CC, de 17,5% para CT e de 135% para TT diferiram
significativamente das frequéncias esperadas, revelando-se em desequilibrio
de Hardy-Weinberg (x2= 35,97; gl= 1; p= < 0,0001), cuja distribuicdo de
frequéncia do alelo C foi de 78% e do T foi de 22% (Tabela 2).

A andlise das medidas dos niveis de pressao arterial sistémica nos 148
individuos do vale do rio Tocantins demonstrou que deste total 77% (114/148)
estavam dentro da faixa de normotensos (PAs < 130 mmHg e/ou PAd < 85
mmHg) e 23% (34/148) apresentaram alguma alteragdo quanto aos niveis de
pressado arterial sistolica e/ou diastdlica (PAs =2 130 mmHg e/ou PAd = 85
mmHg ) de acordo com os padrdes determinados pela Sociedade Brasileira de

Hipertensdo (Figura 3). Entre os individuos com pressao alterada, 15% (5/34)
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relataram fazer uso de medicamento, e entre estes, apenas um apresentou
pressao arterial sistémica dentro dos niveis de normalidade.

Em relacdo aos 163 individuos do vale do rio Tapajos, verificou-se que
deste total, 78,5% (128/163) estavam dentro da faixa de normotensos,
enquanto que 21,5% (35/163) apresentaram alguma alteracdo quanto aos
niveis de presséo arterial sistolica e/ou diastolica de acordo com a Sociedade
Brasileira de Hipertenséo (Figura 3). Constatou-se ainda que 51% (18/35) dos
individuos com presséo arterial alterada relataram fazer uso de medicacao anti-
hipertensiva, sendo que destes, apenas quatro apresentaram niveis normais de
pressdo no momento da afericdo. Nao foi observada significancia estatistica
em relagdo as distribuicbes dos niveis de PA sistolica e/ou diastdlica entre os

individuos das regides avaliadas (Xzyates: 0,0011 e p=0,915).
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Figura 3. Distribuicdo das frequéncias dos individuos com presséo arterial sistémica
normal e alterada nas comunidades do vale dos rios Tocantins e Tapajos.
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Quando foram comparadas as distribuicbes genotipicas para o SNP
C677T no gene MTHFR com os resultados da afericdo da pressdo sanguinea
nos individuos das comunidades estudadas, ndo foram detectados diferencas
significativas entre 0s individuos normotensos e hipertensos com o0s
respectivos gendtipos, CC, CT e TT na populacdo do vale do rio Tocantins
(Teste G wiiams= 5,31, gl=1, p= 0,07), conforme verificado na tabela 3.

Por outro lado, diferenca estatisticamente significativa esteve presente
na populacdo do vale do rio Tapajos (Teste G yaes= 6,23, gl=1, p= 0,04),
constatando-se uma maior proporcao do genoétipo TT entre os individuos que
manifestaram presséo arterial alterada (Tabela 3), por outro lado, este mesmo
gendtipo também esteve presente em elevada frequéncia na populacdo do
Tocantins, entretanto, entre os individuos com pressdao normal, um provavel
viés amostral, pois esta populacdo encontrasse em desequilibrio de Hardy-

Weinberg quanto a distribuicdo destes gendtipos.

Tabela 3. Distribuicdo das frequéncias genotipicas do SNP C677T no gene
MTHFR em relacdo a pressao arterial sistémica dos individuos das populacdes
dos rios Tocantins e Tapajos.

] TOCANTINS TAPAJOS
GENOTIPO DO _ A
PRESSAO ARTERIAL SISTEMICA
SNP C677T
NORMAL ALTERADA NORMAL ALTERADA

cC 76 (66,6%) 26 (76%) 92 (72%) 28 (80%)

CT 19 (16,6%) 07 (21%) 34 (26,5%) 04 (11%)

TT 19 (16,6%) 01 (3%) 02 (1,5%) 03 (9%)
TOTAL 114 34 128 35

Ao se avaliar os padrdes de pressao arterial sanguinea, normal ou
alterada, e a faixa etaria nos individuos da populacdo do Tocantins e do
Tapajés, foram detectadas diferencas significativas, onde a propor¢ao dos
individuos com pressao arterial alterada era maior entre os individuos acima de

45 anos em ambas as comunidades, conforme verificado na tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo da faixa etdria em relacdo a pressao arterial dos
individuos dos vales dos rios Tocantins e Tapajos.

R TOCANTINS TAPAJOS
PRESSAO .
FAIXA ETARIA (ANOS)

ARTERIAL ,

<45 > 45 X <45 > 45 Teste G
NORMAL 77 (84%) 38 (68%) p= 73 (92,5%) 55 (65,5%) p=
ALTERADA 15 (16%) 18 (32%) 0,04 06 (7,5%) 29 (34,5%) <0,0001
TOTAL 92 56 79 84

Em uma analise de regressado logistica multipla como discriminado na
tabela 5, testou-se a relacdo existente entre a pressdo arterial sistémica
(variavel dependente Y) e as variaveis independentes: gendtipo e faixa etéria (<
45 e > 45 anos) nas duas comunidades investigadas. Estes achados
mostraram que a pressao arterial sistémica é dependente somente da idade
avancada (> 45 anos) na populacédo do Tocantins, enquanto que na populacdo
do Tapajos, verificou-se que ter idade mais avancada e possuir 0 genoétipo TT,
sao fatores de risco que aumentam a probabilidade de apresentar hipertenséo
arterial e outras patologias.

A partir do modelo de regresséao logistica multipla que foi aplicado para a
populacdo do Tapajos foram calculadas algumas possibilidades para estimar a
probabilidade de vir a ter hipertenséo frente a ocorréncia dos fatores de risco
acima mencionados, verificando-se que na presenca destes fatores de risco
esta probabilidade atinge 11%, enquanto que, a medida que um destes fatores
deixa de estar presente, observa-se uma reducdo nesta probabilidade, de
modo que, a probabilidade de ter hipertensdo na ocorréncia de um destes
fatores, ou seja, presente somente o genotipo ou somente a idade avancada,
corresponde a 10% e 0,37%, respectivamente. Por outro lado, a probabilidade

de ter hipertensao € de 0,35% na auséncia de ambos os fatores.



28

Tabela 5. Determinacdo de variaveis epidemiologicas e genéticas como
possiveis fatores de risco para a hipertensdo sanguinea na populacdo do
Tocantins e do Tapajos.

Populacéo do Vale do rio Tocantins

Variaveis O.R. IC 95% p-valor
Idade 1,0269 1.0-1.05 0,0289

Genotipo 0,3940 0,09-1.82 0,2329

Populacdo do Vale do rio Tapajés

Variaveis O.R. IC 95% p-valor
Idade 1.0855 1.05-1.12 < 0,0001

Genotipo 31.7240 3.23-311/4 0,003

4. DISCUSSAO

A mutacdo C677T no gene MTHFR causa hiperhomocisteinemia e reduz
os niveis de folato, além de estar associada com varias outras desordens
organicas. A distribuicdo geogréafica e étnica de seus alelos e genotipos
associados tém sido pesquisada no mundo todo (Wang et al.,, 2016). Estes
dados tem revelado uma significante heterogeneidade na frequéncia do alelo T
e da homozigose TT que existe em todas as populacbes e até mesmo em
grupos raciais.

Devido sua relevancia genética e médica, e a escassez de estudos
sobre sua prevaléncia na regido Amazonica, investigou-se as frequéncias
genotipicas do SNP C677T em comunidades ribeirinhas localizadas as
margens dos rios Tapajos e Tocantins, no estado do Para. Além disso, este
estudo buscou identificar a relacdo entre este polimorfismo e a hipertenséo
arterial, uma vez que tem sido considerado um fator de risco genético para
varios agravos a saude (Acécio et al., 2005; Urpia et al., 2009).

No Brasil, entre as suas regides geograficas constata-se uma elevada
heterogeneidade genética, cujas frequéncias estimadas diferem de acordo com
a contribuicdo étnica das populacbes, assim como observado para outras
populacdes do globo. De modo que, as frequéncias dos gendtipos C677T
variam de 44% (Para) a 64,9% (Minas Gerais) para o CC, de 28,7%

(Pernambuco) a 44% (Para) para o heterozigoto, CT, e de 2,7% (Minas Gerais)
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a 17,5% (Rio Grande do Sul) para o gendtipo homozigoto mutante TT, ja as
frequéncias alélicas variam de 62% (Rio Grande do Sul) a 77,3%
(Pernambuco) para o alelo C e de 19% (Minas Gerais) a 33,9% (Para) para o
alelo T (revisado em Ferreira-Fernandes et al., 2012).

As frequéncias genotipicas (CC= 74,0%, CT= 23,0% e TT= 3,0%) e
alélicas (C= 85,0% e T= 15,0%) encontradas na populacdo do vale do rio
Tapajés, sdo semelhantes aquelas verificadas por Urpia et al. (2009) em uma
populacao de adultos de Salvador, cujas frequéncias genotipicas foram de 63%
para o genadtipo CC, 31% para o heterozigoto CT e 6% para o TT e frequéncias
alélicas de 78% para o alelo C e 22% para o alelo T, estando também de
acordo com o modelo de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Em relacdo a populacdo do vale do rio Tocantins, as frequéncias
genotipicas de CC (69,0%), CT (17,5%) e TT (13,5%) verificadas neste estudo
ndo parecem, pelo menos virtualmente, ser tdo discrepantes daquelas ja
descritas em diferentes estados brasileiros, apesar de ndo se adequarem ao
modelo de equilibrio de Hardy-Weinberg. Romero-Sanchez et al. (2015)
também relataram uma prevaléncia semelhante do gendtipo TT (13.2%) na
Colébmbia, assim como Vieira (2013) em Belém do Pard (11%) e Ferreira-
Fernandez (2012) em Parnaiba-Piaui (8,5%). Adicionalmente, em relacdo a
regido Norte a frequéncia do gendtipo TT nao diferiu (9%) (Zanrosso et al.,
2005).

Como foi verificado que a amostra do vale do Tocantins nédo se
encontrava em Equilibrio de Hardy-Weinberg, para excluirmos qualquer
possibilidade de erro laboratorial, os testes foram repetidos, sempre utilizando
amostras controles para a digestdo enzimatica, e os resultados permaneceram
0S mesmos, tanto no primeiro quanto nos testes subsequentes. Isto nos leva a
acreditar que nédo se trata de um erro de tipificacdo do marcador génico
analisado. Por outro lado, estes achados devem inicialmente ser tomados com
cautela, pois sao dados ainda preliminares envolvendo um pequeno tamanho
amostral, que pode interferir no poder dos testes estatisticos, dificultando uma
analise de associacdo mais precisa e de certo modo revela a necessidade de
complementar e dar continuidade a este estudo com uma abordagem mais

extensiva a nivel molecular.
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A pressdo arterial, um bom indicador do risco para doenca
cardiovascular, € um parametro relativamente facil de medir em campo, mesmo
em condicbes remotas. No presente estudo, a frequéncia de hipertenséo
arterial foi semelhante nas duas localidades analisadas, 21,5% no vale do
Tapajés e 23% no vale do Tocantins. De acordo com a “VI Diretrizes Brasileiras
de Hipertenséo (2010)” estudos de prevaléncia, regionais e isolados, supdem
que em torno de 30 % da populacdo adulta no Brasil apresenta hipertenséo
arterial sistémica.

Constatou-se uma relacdo entre a idade avancada (= 45 anos) e a
pressdo alterada em ambas as populacdes estudadas, com prevaléncias de
32% no vale do Tocantins e de 34,5% no vale do Tapajés. Em um
levantamento realizado em 15 capitais brasileiras, foi demonstrado que na
capital do estado do Par4, Belém, a prevaléncia de hipertenséo foi de 26,3% e
39%, entre individuos nas faixas etérias de 40 a 59 anos e acima de 60 anos,
respectivamente (Brasil, 2006). No estudo realizado por Fillion et al. (2006) com
individuos adultos que viviam em seis diferentes comunidades ao longo do rio
Tapajés, incluindo Séo Luiz do Tapajos, uma das comunidades avaliadas neste
estudo, verificaram que a PA sistélica esteve positivamente associada com a
idade, onde a PA sistélica era elevada acima dos 50 anos de idade.

A hipertensdo é um dos mais importantes fatores de risco para o
desenvolvimento das doengas cardiacas e cerebrovasculares (Burgos et al.,
2014). Varios estudos indicam que o SNP C677T no gene da enzima MTHFR
esta associado a um risco aumentado para doencas cardiovasculares e
hipertensdo (Gupta et al., 2012; Bayramoglu et al., 2013; Kang et al., 2013;
Wang et al., 2013; Xu et al., 2013; Zhao & Jiang, 2013).

Na populacdo do Tapajés constatou-se uma dependéncia entre a
hipertensdo arterial e a variante termolabil do SNP C677T, fato também
constatado por Wen et al. (2015) em uma analise com hipertensos na China e
por Ghogomu et al. (2016) em camaroneses, onde a frequéncia do genotipo TT
apresentou-se superior nos individuos hipertensos em relagdo aqueles
normotensos. Assim, no presente estudo, a taxa do gendtipo TT foi
significativamente maior nos individuos com presséo alterada, do que naqueles
com pressédo normal, sugerindo que o SNP C677T no gene MTHFR pode ser

um fator de risco para hipertensao nesta populacdo. Por outro lado, na
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populacdo do Tocantins, houve uma maior propor¢cdo do gendtipo TT entre os
individuos normotensos.

Ressalta-se que na populagdo do Tocantins as frequéncias genotipicas
se encontravam em desequilibrio de Hardy-Weinberg, isto pode ser devido ao
grau de endogamia que ocorre nesta populacdo, em consequéncia de um
efeito fundador e do isolamento parcial entre os individuos proporcionado pela
distribuicdo destas comunidades entre as diferentes ilhas que formam a regiéo.

Deve ser salientado que dados contraditérios encontrados neste e em
diversos estudos da associacdo entre a pressao arterial e o SNP C677T,
podem ser resultantes de diferentes padrdes de exposicéo aos fatores de risco
ambientais e de uma combinacao aleatéria de variantes de suscetibilidade.

As comunidades avaliadas no rio Tapajés e no rio Tocantins possuem
caracteristicas em comum como 0s aspectos demogréaficos, de saneamento,
salde, habitos culturais, além da alimentacdo predominante ser o pescado. No
que diz respeito as variaveis sociodemograficas, estas comunidades diferiram
em relacdo a faixa etaria, ao estado civil, a atividade laboral e a renda familiar.
Ressalta-se que, devido a natureza remota da localizacdo destas comunidades
observou-se que elas apresentaram uma baixa renda familiar, sendo que a
maior propor¢cdo dos participantes foi de mulheres ribeirinhas, casada ou
vivendo em unido estavel e tendo como fonte de recursos o recebimento de
aposentadoria, no entanto, a maior propor¢édo de pessoas com idade acima de
45 anos estava presente no vale do Tapajos.

Entdo, os principais achados deste estudo revelaram uma associacao
entre o SNP C677T do gene MTHFR e a idade com a pressao arterial
sistémica, onde individuos portadores do alelo mutante T e com idade superior
a 45 anos demonstram predisposi¢cédo para a hipertensdo nas comunidades do

rio Tapajos.
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5. CONCLUSOES

v' As frequéncias genotipicas e fenotipicas da variante C677T no gene
MTHFR encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg somente na amostra
do vale do rio Tapajos.

v" Nao foram encontradas diferencas estatisticas significantes nos niveis

de presséo arterial sistolica e/ou diastolica entre as regides de estudo.

v" Foi observada uma maior proporcdo de individuos com presséo arterial

alterada nos individuos acima de 45 anos em ambas as populacdes estudadas.

v' Foi constatada uma dependéncia entre a hipertensdo arterial e a
presenca do SNP C677T no gene MTHFR, havendo uma maior frequéncia do
gendtipo TT em individuos com pressao alterada nos individuos do vale do

Tapajos.

v' O perfil sociodemografico das populacbes analisadas revelou que a
maioria era do sexo feminino, pardas ou negras, com ensino fundamental, que
nao apresentavam comorbidades associadas e que eram néo etilistas e

tabagistas.

v" Na populacéo do vale do Tapajos, a presenca do genoétipo TT e a faixa
etaria acima de 45 anos sao fatores de risco que aumentam a probabilidade de

apresentar hipertensao arterial.
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ANEXO

FORMULARIO DE PESQUISA

Municipio: Comunidade:

| VARIAVEIS SOCIOEPIDEMIOLOGICAS

1.Nome:

2. ldade: 3. Sexo: () Masculino ( ) Feminino
4. Raca/Cor: ( ) Branca ( ) Preta( ) Parda ( ) Amarela ( ) Indigena
5. Escolaridade:

() Sem escolaridade () Ens. Fundamental Incompleto
( ) Ens. Médio Completo () Ens. Fundamental Completo
() Ens. Superior Incompleto () Ens. Médio Incompleto

() Ens. Superior Completo
6. Estado Civil: ( ) Casada ( ) Solteira ( ) Unido Estavel ( ) Separada ( ) Vilva

7. Ocupacéo 8.Renda Familiar:

ANTECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS

NAO | SIM NAO | SIM
Hipertensao arterial? Doenga cardiovascular?
Diabetes mellitus? Doencga reumatica?
Doenga renal? Hepatite?
J& realizou endoscopia? Transfusdo Sanguinea?
Hemodialise? Internagdo Hospitalar?
Fumante? Tatuagem?
Ja tratou alguma DST? Etilista?
HISTORIA ALIMENTAR

EXAME FISICO

Queixa principal:

TAbd: TADbc:

Peso: Altura; IMC: G. CA:

Sinais vitais: PA: FC: FR: T:




