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RESUMO

VIANNA, R. Estudo de polimorfismo do gene que codifica a enzima Oxido nitrico sintase
(eNOS) e relacbes de ancestralidade de pacientes com insuficiéncia cardiaca. 2016. 98 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Programa de Pds-Graduacdo em Biociéncias,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016.

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome complexa que se caracteriza por
anormalidades no ventriculo esquerdo, resultando em menor ejecdo de sangue para 0S vVasos
sanguineos. Mesmo com o avanco da terapéutica, a IC continua sendo uma das maiores
causas de mortalidade, internagdo hospitalar e limitagdo funcional no Brasil e no mundo.
Diferentes estudos apontam para uma associacao entre o polimorfismo G894T, localizado no
gene responsavel por codificar a enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS), e o
desenvolvimento de IC, em certas populacdes. Porém, as frequéncias dos alelos e dos
genotipos para o polimorfismo G894T sdo bem variadas de acordo com as populagdes
estudadas, e a associacdo do G894T com a IC so foi encontrada em populagdes bem definidas
como europeia e afro-americana. Com base nisso, justifica-se a investigacdo numa populagéo
miscigenada como a brasileira, usando como ferramenta os marcadores informativos de
ancestralidade (AlMs) em cada individuo do estudo para diminuir os efeitos de estruturacéo
populacional recorrentes em estudos envolvendo a populagdo brasileira, por fim, evitando
uma associacdo espuria. Os objetivos deste estudo foram determinar as distribui¢bes das
frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo G894T da eNOS em amostras de pacientes
e de individuos saudaveis, considerando ancestralidade, e investigar uma possivel associacao
deste polimorfismo a IC. O estudo incluiu 210 individuos pertencentes a coorte do estudo de
pacientes com IC do Hospital Universitario Pedro Ernesto/UERJ e 106 individuos saudaveis.
A sequéncia de DNA contendo o polimorfismo G894T do gene da eNOS foi amplificada por
PCR e o alelo presente foi determinado utilizando uma enzima de restrigdo. A ancestralidade
foi determinada utilizando 46 marcadores autossdmicos AlIMs, genotipados por PCR seguida
de eletroforese capilar. Quanto ao perfil de ancestralidade, as amostras caso e controle
apresentaram maior proporcdo de heranca europeia, seguida de africana e amerindia, sem
diferenca significativa entre as duas amostras. As frequéncias do gendtipo homozigoto
selvagem (GG) e do alelo variante (T) foram superiores em pacientes, quando comparadas
com as dos individuos saudaveis. Essas diferencas demostraram significancia estatistica e um
valor de odds ratio indicativo para chance aumentada de IC em portadores do genétipo GG e
diminuida nos portadores do alelo T. As frequéncias de genétipos homozigotos (GG e TT)
foram maiores em pacientes com IC nédo-grave do que naqueles com IC grave, sendo esta
diferenga significativa e indicando uma maior incidéncia de casos graves de IC naqueles com
0 genotipo GT. Esse estudo sugere uma associa¢do do gendtipo GG a uma maior incidéncia
de IC e do alelo T a uma menor incidéncia.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Marcadores genéticos. Oxido nitrico sintase

endotelial. Ancestralidade.



ABSTRACT

VIANNA, R. A study of a polymorphism that encodes nitric oxide synthase enzyme (eNOS)
and ancestry relations on heart failure patients. 2016. 98 f. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias) — Programa de Pds-Graduagdo em Biociéncias, Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, 2016.

The heart failure (HF) is a complex syndrome characterized by an impairment of the
left ventricle that causes a lower blood ejection to the blood vessels. Even with the therapeutic
improvements, the HF is still one of the main causes of mortality, hospitalization, and
functional limitation in Brazil and worldwide. Some studies suggest an association between
the G894T polymorphism, located in the gene responsible for encoding endothelial nitric
oxide synthase enzyme (eNOS) and HF prognosis in certain populations. However, the allelic
and genotypic frequencies for the G894T polymorphism are very different according to the
studied populations, and the association between G894T and HF was only found in well-
defined populations such as European and African-American. Therefore, it is justified the
investigation in a admixed population as Brazilian, using ancestry informative markers
(AIMs) as a tool in each individual of the study in order to reduce the effects of population
stratification, a recurrent problem in studies involving the Brazilian population, avoiding
spurious association. The objectives of this study were to determine the allelic and genotypic
frequency distributions for the G894T polymorphism, located inside the eNOS gene, in
samples of patients and healthy individuals, considering the ancestral profiles, and to
investigate an association between the polymorphism and the HF. The study included 210
individuals from the study cohort involving patients with HF from the Hospital Universitario
Pedro Ernesto/UERJ and 106 healthy individuals. The DNA sequence including the G894T
polymorphism from the eNOS gene was amplified by PCR and genotyped by restriction
analysis. The ancestry information was obtained from 46 AIMs autosomal markers,
genotyped by PCR followed by capillary electrophoresis. Concerning the ancestry profile,
both the patients and controls showed a major European contribution, followed by African
and Native American, without a significant difference between the two groups. The
frequencies of the wild homozygous (GG) and the variant allele (T) were higher in HF
patients than in healthy individuals. These differences showed a statistical significance with
an associative odds ratio value for increased chance for IC prognosis in subjects with GG
genotype and a reduced chance for individuals with T allele. The frequencies of the
homozygous genotypes (GG and TT) were higher in patients with a non-severe case of HF
than in those with severe forms, a difference that was statistically significant and indicates a
higher incidence of severe cases on subjects with GT genotype. This study suggests an
association of GG genotype with a higher incidence of HF and a lower incidence in subjects
with T allele.

Keywords: Heart failure. Genetic markers. Endothelial nitric oxide synthase. Ancestry.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca

As doencas cardiovasculares (DCVs) sdo responsaveis pelo maior nimero de dbitos
no Brasil (DATASUS, 2014) e no mundo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Dentre as DCVs,
destacam-se a doenca arterial coronariana (DAC) e a insuficiéncia cardiaca (IC) como as mais
frequentes. Por este motivo, ressalta-se a importancia do aprofundamento no conhecimento
das mesmas, visando uma melhor profilaxia da patologia.

A DAC ¢ considerada a principal causa de IC no ocidente e uma das principais no
mundo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Esse nimero vem crescendo, conforme demonstrado
pelo classico estudo de Framingham (HO et al., 1993). O estudo apontou um crescimento de
41% a cada década nos casos de IC causados por DAC em homens e 25% em mulheres.

Além da DAC, outras doencas evoluem para um quadro de IC em seus estagios finais,
tais como cardiopatia isquémica, hipertenséo arterial (HA), valvulopatias, doenca de Chagas e
miocardiopatias (LIBBY et al., 2007).

A IC é uma condicdo patolégica cuja principal caracteristica € a incapacidade do
coracdo em bombear a quantidade de sangue necessaria para o bom funcionamento do
metabolismo (WIELENGA et al., 1997; MESQUITA et al., 2004). Essa incapacidade se
reflete nas altas taxas de mortalidade nas formas mais avangadas da doenca, podendo atingir
50% em um ano em pacientes com fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo muito baixa,
tornando-se maior naqueles que necessitam suporte inotropico para sua compensagdo
(BOCCHI, 1994).

A historia natural da IC pode ser modificada com a correcdo da cardiopatia, controle
dos fatores de agravamento da IC ou atraves de algumas medicagdes, mas também pode se
agravar devido ao uso de outras drogas (SACKS et al., 2014). Além da fragdo de ejecéo,
outros fatores como género e raga tém sido observados e associados a uma maior propensao
ao desenvolvimento da doenca, em que homens (STROMBERG e MARTENSSON, 2003) e
individuos afro-americanos sé@o mais afetados (BAHRAMI et al., 2008).

Mesmo com os atuais avangos terapéuticos, a IC continua sendo uma das principais
causas de mortalidade, internacdo hospitalar e limitacdo funcional no pais e no mundo. No

ano de 2012 houve cerca de 240 mil hospitalizagfes com diagndstico de 1C no Brasil. J& em
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relagio & mortalidade, 28,6% das mortes registradas pelo Sistema Unico de Sadde foram
causadas por DCVs no Brasil neste mesmo ano, sendo 39,1% dessas, decorrentes de quadros
de IC (DATASUS, 2014).

Disfuncéo endotelial

Com a IC causando a ineficiéncia do sistema de bombeamento de sangue, 0 organismo
busca mecanismos compensatorios, como a ativacdo do sistema nervoso central e a liberacdo
de neurotransmissores, para manter a estabilidade hemodinamica (FERREIRA et al., 2008).
Porém, como consequéncia da ativacdo desses sistemas compensatorios, ocorrem mudancas
prejudiciais em diversos tecidos como na musculatura esquelética (DREXLER et al., 1992) e
no préprio coracdo (FERREIRA et al., 2008).

O principal prejuizo incidente na musculatura esquelética é a reduzida perfusao
sanguinea que causa uma diminuicdo do aporte de oxigénio e de nutrientes aos vasos que
suprem o musculo ativo. Consequentemente ocorrem alteracdes neuro-humorais que
aumentam a resisténcia vascular periférica através da vasodilatacdo e mantém o sangue em
constante movimento apesar da citada ineficiéncia do bombeamento cardiaco. Essas
alteracdes neuro-humorais provocam também reducdo do fluxo sanguineo (BERNJAK et al.,
2008), aumento da atividade simpéatica (BERNJAK et al., 2008; FERREIRA et al., 2008;
MEDEIRO et al., 2008) e acimulo de fatores vasoativos locais, como por exemplo, o lactato
(TYNI-LENNE, GORDON, et al., 1999; TYNI-LENNE, JANSSON, et al., 1999).

A baixa perfusdo sanguinea provocada pela IC da origem a disfuncdo endotelial, que €
um fendbmeno caracterizado pela reducdo na disponibilidade sanguinea de um componente
especifico, o 0xido nitrico (NO) (WISLQFF et al., 2007). O NO é um importante componente
para a estabilidade hemodinamica porque sua principal acéo é a vasodilatagéo.

A producdo de NO é mediada por estimulo fisico consequente do intenso fluxo
sanguineo na parede do endotélio, viabilizando o aumento da luz dos vasos. Porém, os
pacientes de IC possuem menores taxas de perfusdo sanguinea e, por conta disso, a producao
de NO é reduzida e sua agdo é prejudicada (WISLQGFF et al., 2007; DWORAKOWSKI et al.,
2008). Outra justificativa que explica a baixa disponibilidade sanguinea de NO em pacientes
de IC é apresentada num estudo que constata que espécies reativas de oxigénio e radicais
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livres encontram-se mais disponiveis na circulagdo em pacientes e, com isso, ocorre oxidacdo
de moléculas de NO e inibicao de sua agdo (DWORAKOWSKI et al., 2008).

Sintese de NO

Em termos moleculares, a producdo de NO resulta da reacdo de oxidacdo de um dos
nitrogénios guanidino da molécula de L-arginina, que é convertida em NO e L-citrulina, numa
reacdo que é catalisada pela enzima oxido nitrico sintase (NOS), conforme representado na
figura 1. Diversas isoformas da enzima NOS tém sido identificadas em diferentes tecidos de
mamiferos, sendo elas categorizadas em dois grupos: NOS constitutiva (cNOS) e NOS
induzivel (iNOS). Estudos bioquimicos determinaram que estas isoformas constituem uma
familia de proteinas codificadas por genes distintos (MARLETTA, 1994).

A cNOS e a iNOS diferenciam-se quanto ao peso molecular, a forma de ativagdo e a
capacidade de mediar a sintese de NO (MARLETTA, 1994). A isoforma constitutiva abrange
a NOS neuronal (nNOS), descrita e presente fundamentalmente nos neurdnios (BREDT e
SNYDER, 1989; KNOWLES et al., 1989), e a NOS endotelial (eNOS), presente nas células
endoteliais vasculares (MONCADA et al., 1991) e nas plaguetas (RADOMSKI et al., 1990).

Enquanto a cNOS produz baixas quantidades de NO e sua ativacdo depende da
interagdo molecular com a calmodulina, controlada por niveis de calcio, a iINOS ndo é
produzida em condi¢des normais, e sim por acao de citocinas em uma variedade de células,
como linfécitos T, midcitos, hepatocitos, células endoteliais, neutrdfilos e plagquetas
(MONCADA et al., 1991). O nivel de NO produzido por essa segunda isoforma é bem maior
que o produzido pela cNOS, poréem a iINOS demanda algumas horas para que comece a ser
expressa e sua inibicdo so ocorre quando ocorre ha deplecdo de L-arginina e cofatores de
producdo no meio intracelular ou em caso de morte celular (DUSTING e MACDONALD,
1995).
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Figura 1 — Producéo de 6xido nitrico (NO) por agdo da enzima 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS) tendo por substrato a L-arginina
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Nota: Cofatores como a tetrahidrobiopterina (BH4), a calmodulina e a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato reduzida (NADPH) estdo envolvidos no processo. A estimulacdo da eNOS por agonistas
vasodilatores ou shear stress (atrito celular no endotélio) é mediada pelo aumento de calcio intracelular
(Ca?"). O NO pode ser degradado por radicais livres (O?), produzindo peroxinitrito (OONO"), que é
vasoativo. O NO atua nas células musculares lisas vasculares causando relaxamento por ativacdo a

guanilato ciclase (GC), entdo elevando o nivel de guanosina monofosfato ciclica intracelular (cGMP).
Fonte: BRAUNWALD et al, 2001(com modificacdes).
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Metabolismo da eNOS

A eNOS, pertencente a classe das cNOS, possui um papel fundamental no processo de
relaxamento do vaso sanguineo. Esse relaxamento decorre da ativagdo dos receptores da
membrana das células endoteliais por estimulos solGveis ou quando acontece um aumento no

atrito ocasionado pelas células circulantes sobre a camada endotelial (shear-stress), causando
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a ativacdo da eNOS e, consequentemente, a produgdo de NO por essas células (BUSCONI e
MICHEL, 1993).

Por estar ancorada a membrana da célula endotelial, a eNOS favorece a
disponibilidade de grandes quantidades de NO préximo a camada muscular do vaso e as
células sanguineas circulantes. Em resposta a moléculas agonistas, como a bradicinina, ocorre
a fosforilagdo da eNOS, ocasionando sua translocacdo para o citosol. Este mecanismo tem
papel fundamental na regulacdo da producdo de NO in situ e na sua atividade bioldgica. O NO
sintetizado na célula endotelial difunde-se rapidamente para o midcito e para o limen
vascular. Esta difusdo ocorre rapidamente por conta de sua pequena dimensdo e sua
caracteristica lipofilica (MICHEL et al., 1993).

No interior do miocito, o NO desempenha sua atividade ao interagir com a enzima
guanilato ciclase, alterando sua conformacdo e ativando-a, tornando-se capaz de produzir
guanosina monofosfato ciclica (GMPc). O aumento de concentracdo de GMPc na célula
muscular resulta no relaxamento da célula, conforme pode ser visto ainda na figura 1. Esse
relaxamento promove a reducio da entrada de Ca?* para a célula e o reticulo endoplasmatico
deixa de liberar Ca?*, passando apenas a capturar moléculas de Ca?* para o seu interior
(GEWALTIG e KOJDA, 2002).

Por outro lado, 0 NO que deixa a célula endotelial com destino a corrente sanguinea,
pode penetrar nas plaquetas, principalmente naquelas que se encontram aderidas a parede do
vaso, ou nas hemacias. No interior das plaquetas, 0 NO também promove aumento de GMPc

e os niveis de Ca?* livre sdo reduzidos, inibindo a ativacdo plaquetaria (WOLIN, 2000).

Polimorfismos genéticos

Com o advento do projeto Genoma, acredita-se que cerca de 400 genes regulem 0s
processos de funcdo endotelial, inflamacdo, coagulacdo e metabolismo de macromoléculas. O
uso de novas ferramentas da biologia molecular tem possibilitado desvendar mecanismos
causadores e vias fisiologicas de véarias doengcas (MCNAMARA et al., 2003).

Frequentemente estudos de associagédo sdo realizados com o objetivo de identificar as
bases genéticas de caracteristicas quantitativas, como a susceptibilidade a doencas complexas
(HIBI et al., 1998; SHIMASAKI et al., 1998; HINGORANI et al., 1999; MATSA et al., 2013;

YAO et al., 2013). Além disso, a existéncia de polimorfismos genéticos — mutacdes genéticas
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néo-letais presentes em mais de 1% da populacdo — pode ajudar a explicar as diferencas na
evolucdo clinica e na resposta terapéutica entre pacientes com a mesma patologia e que

utilizam as mesmas medicacdes.

Polimorfismos da eNOS

O gene que codifica a eNOS localiza-se na extremidade do braco longo do
cromossomo 7 (7g936.2) e possui grande relevancia no cenario de genética clinica. Esta
relevancia comeca a se destacar a partir da década de 90, com o surgimento de estudos
ressaltando a importdncia das alteracbes genéticas e sua responsabilidade pelo
desenvolvimento da IC. Dentre os estudos, trés polimorfismos da eNOS ganharam destaque
em casos de associacdo com a IC: o T786C, o0 VNTR 4a/b e o G894T. A localizacdo dos
polimorfismos pode ser vista na figura 2.

Figura 2 — Localizagéo dos polimorfismos do gene da eNOS

158,998 K 153,995 K 151 M llEl_ElEiE K 151,814 K

T786C VNTR 4a/b MBSl Gene eNOS ._.J

g7t Hi——tH——H3

Legenda: Roxo (toda a extensdo do gene eNOS); azul (localizagdo do polimorfismo T786C: regido promotora
do gene eNOS); verde (localizac¢do do polimorfismo VNTR 4a/b: intron 4 do gene eNOS); e vermelho
(localizag&o do polimorfismo G894T: exon 7 do gene eNOS).

Fonte: NCBI dbSNP, 2016 (com modificaces).

O polimorfismo T786C (rs2070744) é caracterizado por uma mutagdo pontual (SNP)
na regido promotora do gene da eNOS, em que ha uma troca do nucleotideo timina por uma
citosina. Esse polimorfismo associa-se ao desenvolvimento de IC por estar relacionado com a
reducdo da atividade da enzima eNOS em plagquetas (DOSENKO et al., 2006) e diminuicao
dos niveis de RNA mensageiro em cardiomiocitos (DOSHI, A. A. et al., 2010). Além disso,
estudos indicaram uma associagao dessa variante com quadros de doenca coronariana (ROSSI
et al., 2003) e hipertensdo (CRUZ-GONZALEZ et al., 2009).

O VNTR 4a/b é um polimorfismo causado por uma repeticdo de 27 pb no intron 4 do

gene da eNOS. Esse polimorfismo esta ligado a uma variacdo fisiolégica das concentracdes
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plasméticas dos metabdlitos do NO (TSUKADA et al., 1998). Essa variacdo de concentracéo
foi associada com a evolugdo da estenose coronéria severa (WANG et al., 1996) e um risco
aumentado de infarto do miocéardio (JEMAA et al., 2007).

O polimorfismo G894T (rs1799983) é um SNP que ocorre no exon 7 do gene,
havendo substituicdo da base nitrogenada guanina por uma timina na posi¢ao 894 que resulta
numa substituicdo do aminoécido glutamina por aspartato na posi¢do 298 (Glu298Asp) na
estrutura da eNOS (PHILIP et al., 1999). Esta substituicdo de nucleotideos é identificada com
base na técnica de enzima de restri¢do, especificamente com o uso da enzima Mbol, conforme
mostrado na figura 3. O aspartato na posi¢cdo 298 ocasiona, em hipertensos, resisténcia a
terapia anti-hipertensiva convencional, por n&o ativar corretamente a eNOS, e

consequentemente, seu efeito vasodilatador (KELLY et al., 1996).

Figura 3 — Mutacdo pontual (SNP) que ocorre na posi¢cdo G894T

Polimorfismo G894T

sG AT GA|G|C CC C Cs Individuo1

G A T|G A|ITI|C C C C C 3 Individuo2

A enzima Mbol reconhece
e cliva a sequéncia GATC’

Nota: Na mutagdo pontual ocorre a troca de guanina (G) por timina (T). Também é ilustrado na figura o sitio de
acdo da enzima de restricdo Mbol que cliva o DNA quando se faz presente o alelo T no gene,
caracterizando a sequéncia GATC’ que ¢ o alvo da enzima.

Fonte: O autor, 2015.

Diversas doencas tém sido relacionadas com disfuncbes na eNOS causadas pelo
polimorfismo G894T, e por isso destaca-se a importancia dessa variante em especial. Dentre
as investigacdes acerca do papel do G894T em doengas, figura um estudo populacional que
associa fortemente o polimorfismo G894T a doenca arterial coronariana (HINGORANI et al.,
1999) e outro que associa 0 polimorfismo a uma maior propensdo de desenvolvimento de

acidente vascular cerebral isquémico numa amostra da populacédo asiatica (YAO et al., 2013).
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Além desses estudos, hd um forte indicio numa investigacdo na populagdo indiana de que esse
polimorfismo esteja intimamente associado ao desenvolvimento de um quadro de

cardiomiopatia dilatada que é capaz de se agravar causando IC (MATSA et al., 2013).

Estudos envolvendo G894T e IC

Dois estudos com amostras bem distintas de pacientes de IC e individuos saudaveis
possuem grande relevancia no cenario investigativo que envolve o polimorfismo G894T e a
IC. O primeiro estudo, denominado GRACE (Genetic Risk Assessment of Cardiac Events),
utilizou amostras da populacdo norte-americana exclusivamente de cor de pele branca e
origem europeia. Enquanto o segundo, chamado de GRAHF (Genetic Risk Assessment of
Heart Failure), baseou suas amostras em norte-americanos afrodescendentes.

O estudo GRACE consistiu na avaliacdo do impacto do polimorfismo G894T na
sobrevida dos pacientes de IC. Os resultados indicaram uma associacdo do alelo mutado T
com uma piora na sobrevida de pacientes com cardiomiopatia do tipo n&o-isquémica
(MCNAMARA et al., 2003).

O estudo GRAHF observou o perfil genotipico dos pacientes do banco de dados A-
HEFT (African-American Heart Failure Trial) com base no polimorfismo G894T,
verificando-se um predominio do alelo G entre os pacientes autodeclarados afro-americanos,
caracterizando o que foi chamado de polimorfismo étnico (MCNAMARA et al., 2009).

H4, contudo, um estudo norte-americano com amostra predominantemente caucasiana
que evidencia que o alelo T do polimorfismo G894T ndo influencia na sintese de RNA
mensageiro nem na expressdo proteica, em termos de reducdo de biodisponibilidade de NO
(DOSHI, A.A. et al., 2010).
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Variacoes de frequéncia do polimorfismo G894T

O polimorfismo G894T sofre uma grande variacdo de suas frequéncias alélicas e
genotipicas de acordo com a populacdo estudada. Um grande exemplo disso encontra-se na
comparacdo entre os valores de frequéncia dos estudos GRACE e GRAHF, realizados com
amostras etnicamente bem distintas. Foi verificado que a frequéncia do alelo G é bem inferior
em individuos com forte heranca europeia do que naqueles de heranca africana mais marcante
(MCNAMARA et al., 2003; MCNAMARA et al., 2009).

Um estudo realizado na populacdo brasileira, que conta com um elevado indice de
miscigenacdo, aponta uma variacdo da distribuicdo do polimorfismo do gene a nivel regional
e verifica que a combinagdo de heranga africana e genotipo GG estaria relacionada com o
desenvolvimento de IC e HA (VELLOSO et al., 2010).

Estudos genéticos frequentemente investigam associacdo entre um gene suspeito e
uma determinada doenca atraveés de uma estratégia denominada estudo de caso-controle,
porém nem sempre as diferencas de frequéncias do polimorfismo encontradas entre os dois
grupos de amostras estdo associadas com a referida patologia. Em alguns casos, as diferencas
de frequéncias encontradas podem ser o resultado de uma diferente ancestralidade dos
individuos incluidos nas duas amostras. A tabela 1 apresenta valores de frequéncia para
genotipos e alelos do polimorfismo G894T em populacdes de diferentes paises e continentes.
E conforme pode ser observado na tabela citada, as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo G894T variam de acordo com as populacdes (TIAN et al., 2006), tendo sido

determinadas em estudos relacionados com diferentes patologias.



Tabela 1 — Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo G894T em populacdes
mundiais por patologia
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n Gendtipos (%) Alelos (%0)
Populagéo GG | GT | TT G T Patologia Tipo Referéncia

Africa

Ovambos 123 | 90,2 | 98 | 0,0 | 952 | 4,8 Espasmo Coronariano Paciente 1

Ghana 118 | 856 | 119 | 25 | 916 | 8,4 Espasmo Coronariano Paciente 1

Xhosa 95 93,7 | 6,3 0,0 | 969 | 31 Espasmo Coronariano Paciente 1
América

Brasil-RS | 585 | 47,0 | 42,0 | 11,0 | 68,0 | 32,0 Disfung¢éo Cardiovascular Paciente 2

Brasil -RJ | 100 | 49,0 | 47,0 | 4,0 | 725 | 27,5 Insuficiéncia Cardiaca Paciente 3

Brasil -RJ | 103 | 35,0 | 49,5 | 15,5 | 59,7 | 40,3 Insuficiéncia Cardiaca Controle 3

México 452 | 62,0 | 33,0 | 50 | 78,0 | 22,0 | Sindrome Coronéria Aguda | Paciente 4

México 283 | 61,0 | 340 | 50 | 78,0 | 22,0 | Sindrome Coronéria Aguda | Controle 4

EUA 5033 | 60,4 | 33,1 | 65 | 77,0 | 23,0 Hipertenséo Arterial Paciente 5

EUA 9318 | 51,8 | 39,7 | 85 | 71,7 | 28,3 Hipertenséo Arterial Controle 5
Asia

China 224 | 728 | 254 | 1,8 | 855 | 14,5 | Trombose Venosa Profunda | Paciente 6

China 580 | 81,0 | 17,8 | 1,2 | 89,9 | 10,1 | Trombose Venosa Profunda | Controle 6

india 100 | 56,0 | 30,0 | 14,0 | 71,0 | 29,0 | Infarto Agudo do Miocéardio | Paciente 7

india 100 | 67,0 | 31,0 | 2,0 | 83,0 | 17,0 | Infarto Agudo do Miocéardio | Controle 7
Europa

Turquia 194 | 575|358 | 6,7 | 754 | 24,6 Espondilite Anquilosante Paciente 8

Turquia 113 | 50,9 | 438 | 54 | 72,8 | 27,2 Espondilite Anquilosante Controle 8

Alemanha 64 | 34,0 | 53,0 | 13,0 | 61,0 | 39,0 Pressdo Irregular Paciente 9

Alemanha 200 | 44,0 | 44,0 | 12,0 | 66,0 | 34,0 Pressdo Irregular Controle 9

Legenda: As referéncias representam os seguintes estudos: 'FUJIHARA et al, 2011; 2FRAGA et al, 2013;
SVELLOSO et al, 2010; “VARGAS-ALARCON et al, 2013; 3KINGAH et al, 2010; ®QIN et al, 2013;
TANGELINE et al, 2010; 8SARI et al, 2013; *WEISS et al, 2012.

Fonte: O autor, 2015.
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Se uma frequéncia de um polimorfismo é bem superior em um grupo étnico do que em
outro, e um destes grupos étnicos é mais prevalente numa amostra do que em outra, levando
em consideracdo estudos de comparacdo de amostras caso e controle, essas diferencas nas
frequéncias entre amostras podem ser erroneamente interpretadas como fator de associacédo
qguando na verdade sdo fruto de uma diferente ancestralidade entre as amostras. Essas
associacOes errdneas sdo denominadas associag¢fes espdrias e ocorrem quando a estratificacdo
populacional ndo consegue ser percebida durante a investigacdo (TIAN et al., 2006).

A estratificacdo populacional resultante de diferentes componentes étnicos é bem mais
frequente em populacbes miscigenadas como a brasileira do que em populagbes bem
definidas como a europeia ou a africana. A determinacéo da ancestralidade por autodeclaragéo
de cor de pele ou etnia ¢ bem menos eficiente do que a utilizacdo de ferramentas moleculares.
A estimativa da ancestralidade de cada individuo permite agrupa-los adequadamente a fim de
minimizar as diferencas de ancestralidade entre amostras, evitando o aparecimento de

associagdes espdrias.

Ancestralidade da populacéo brasileira

A populacdo brasileira é conhecida por possuir uma distribuicdo bastante heterogénea
das trés principais contribuicGes ancestrais que sdo os amerindios, 0s europeus e os africanos.
Estes trés povos se relacionaram e deram origem a uma grande mistura genética de diferentes

formas ao longo do tempo, gerando uma populagéo bastante miscigenada e multiétnica.

Histérico

A colonizagdo do Brasil pelos europeus teve seu inicio no século XVI através do
litoral e expandiu-se ao interior do pais ao longo do tempo. Antes da chegada dos europeus, 0
pais era exclusivamente ocupado por povos amerindios. Além dessas duas contribuigdes
genéticas, a colonizagdo europeia teve grande influéncia africana por conta da méao-de-obra

escrava presente no periodo. Apesar desse padrdo de contribuicéo tri-hibrida se fazer presente
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ao longo de toda a extensdo territorial do pais, essas proporc¢des se diferenciam dependendo
da regido, de acordo com o nivel e tipo de colonizacdo ocorrida (IBGE, 2000).

Esse processo complexo de colonizagéo do pais, que possui dimensdes continentais, se
reflete na heterogeneidade da composicdo genética da populacdo ao longo das regifes do
Brasil (CALLEGARI-JACQUES et al., 2003; GODINHO et al., 2008; SANTOS et al., 2010).

Uso de marcadores genéticos

As primeiras tentativas de se estimar a diversidade étnica no Brasil foram realizadas
baseando-se em grupos sanguineos e marcadores proteicos. Os resultados demonstraram uma
grande heterogeneidade étnica que existe associada a diferentes regides geogréficas do pais
(SCHNEIDER e SALZANO, 1979; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2002).

Com o avanco da tecnologia, novas ferramentas foram sendo utilizadas nos estudos de
genética de populacdes com o objetivo de definir padrdes de miscigenacdo no Brasil. Uma
delas, a analise do DNA mitocondrial, teve grande relevancia, pois permitiu identificar
linhagens ancestrais com base nesse material genético que possui heranca transmitida
exclusivamente de forma materna (ALVES-SILVA et al., 2000). De forma complementar, a
analise do cromossomo Y permitiu o desenho da linhagem paterna em diversas regides do
Brasil, pois se trata de um material genético de heranca transmitida de forma paterna (SILVA
et al., 2006).

Ultimamente, marcadores autossomicos passaram a ser utilizados na identificacdo de
padrdes de heranga, visto que permitem uma abordagem biparental, ou seja, ndo se limitam a
identificar unicamente a heranga materna ou paterna como ocorre com DNA mitocondrial e
cromossomo Y. Dentre os marcadores autossomicos, destaca-se o uso de marcadores de
insercbes e delecdes (Indels) para a identificacdo de ancestralidade, os chamados AIMs
(Ancestry Informative Markers) porque apresentam a facilidade de serem identificados de
forma simples através de uma PCR seguida de uma eletroforese capilar e foram capazes de
determinar ancestralidade em populacdes brasileiras (GODINHO et al., 2008; SANTOS et al.,
2010; PEREIRA et al., 2012).
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Justificativa

A IC continua sendo uma das principais causas de mortalidade, internacdo hospitalar e
limitacdo funcional no pais e no mundo. No ano de 2012, ocorreram cerca de 240 mil
hospitalizagbes com diagnostico de IC no Brasil, mesmo com o avango do tratamento da
doenca (DATASUS, 2014).

Atualmente, esse tratamento se baseia em diversas medidas adotadas a partir das
descobertas realizadas em grandes ensaios clinicos randomizados (ANAND e FLOREA,
2008). Porém, os beneficios advindos desse tipo de tratamento ndo conseguiram atingir sequer
metade dos pacientes estudados, demonstrando uma resposta individualizada a terapia
(JOHNSON e EVANS, 2002), e que essas diferencas de respostas ao tratamento sdo atreladas
a varios fatores como interagcbes medicamentosas, hbitos alimentares e fatores genéticos.

Ou seja, mesmo com a intensificacdo do tratamento, ndo foi possivel beneficiar o
paciente apos certo estagio e ainda foram aumentados os riscos associados a terapéutica.

Com base nisso, justifica-se 0 uso da pesquisa envolvendo polimorfismos genéticos
com o intuito de aperfeicoar a abordagem individual em funcdo do perfil genético do
individuo e da gravidade da IC, com base em marcadores genéticos como 0 G894T da eNOS.

Além disso, salienta-se o fato de que o polimorfismo G894T possui frequéncias
genotipicas e alélicas extremamente variaveis dependendo da ancestralidade do individuo
(MCNAMARA et al.,, 2003; MCNAMARA et al.,, 2009) e por isso essas diferentes
frequéncias por si s6é ndo podem ser assumidas como fatores de propensdo ao prognoéstico de
IC sem uma analise criteriosa da homogeneidade amostral, principalmente no que se refere a
ancestralidade. Em uma populacdo tdo miscigenada como a brasileira, que possui um
historico de colonizagdo complexo a investigacdo analitica nessa direcdo requer ainda mais
cuidado, o que ainda néo foi feito em estudos brasileiros para esse polimorfismo.

Aliado ao conceito de variacdo de frequéncia do G894T, certas drogas utilizadas no
tratamento da IC respondem de forma diferente em populacgdes distintas. Por exemplo, a
terapéutica com hidralazina e dinitrato de isossorbida possui resposta mais positiva em
pacientes com ancestralidade africana do que europeia, devido a presenca mais frequente do
gendtipo GG na populacdo africana (CARSON et al., 1999).

A fim de identificar o perfil de ancestralidade de cada individuo e, assim, reduzir
possiveis associacBes espurias numa populagcdo miscigenada como a brasileira, 0 uso de

marcadores de ancestralidade do tipo AIM-Indels surge com uma ferramenta indispensavel.
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O estabelecimento de associagdo entre alguns atributos, tais como genétipo do G894T,
gravidade da IC, género, cor de pele, faixa etaria e ancestralidade pode indicar um horizonte

de susceptibilidade a IC.
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1 OBJETIVOS

1.1  Objetivo geral

O objetivo geral foi avaliar o polimorfismo G894T do gene da enzima éxido nitrico
sintase endotelial em uma amostra de pacientes com insuficiéncia cardiaca e uma amostra de
individuos saudaveis da populacdo do estado do Rio de Janeiro, considerando seus variados
atributos, incluindo a ancestralidade, que possui impacto relevante nas frequéncias deste

polimorfismo.

1.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos foram determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo G894T do gene eNOS em uma amostra caracterizada por ancestralidade
molecular, visando minimizar associacfes espUrias causadas por heterogeneidade de
ancestralidades das amostras.

Além de comparar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo G894T entre
0s grupos de cada amostra, estratificando-os por critérios demograficos (idade, género e cor
de pele), clinicos (gravidade da IC) e de ancestralidade, para analise de associa¢do genética.

E comparar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo G894T entre

pacientes de IC e individuos saudaveis.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras

O presente trabalho faz parte de uma linha de pesquisa envolvendo medicina gendmica
que conta com amostras coletadas por trés diferentes projetos aprovados no Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto sob os numeros CAAE:
12144313.8.0000.5259, 2541-CEP/HUPE — CAAE: 0176.0.228.000-09 e 2549-CEP/HUPE —
CAAE: 0175.0.228.000-09 (Anexos A, B e C). O Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo D) foi elaborado e aprovado pela Comissdo Cientifica e pelo
Comité de Etica, sendo aplicado aos participantes do estudo antes de qualquer procedimento.
Os pacientes foram orientados quanto a participacéo do estudo, a coleta laboratorial de sangue
e ao uso do seu historico médico, e sé participaram apos a assinatura do TCLE.

Dois grupos de individuos foram selecionados para participacdo no presente estudo:

pacientes acometidos por IC e individuos saudaveis.

2.1.1 Tipo de estudo

Estudo de coorte observacional, retrospectivo (desde o inicio de acompanhamento
médico do paciente no servigo de cardiologia) e prospectivo (a partir do inicio do trabalho em
2011).

2.1.2 Local de realizacdo

a) Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE);
b) Policlinica Piquet Carneiro (PPC);
c) Laboratério de Diagndsticos por DNA (LDD) da Universidade do Estado

do Rio de Janeiro.
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2.1.3 Amostra de pacientes de IC

A amostra de pacientes com IC foi composta por 210 individuos que foram
acompanhados e selecionados a partir da coorte de pacientes em acompanhamento médico, no
ambulatorio de IC do Servico de Cardiologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), através de equipe multidisciplinar formada
por médicos clinicos cardiologistas, enfermeiros, nutricionista e bidlogo. A escolha dos
pacientes foi realizada respeitando a metodologia.

Atualmente, os pacientes sdo orientados quanto as medidas ndo farmacologicas e
tratamento medicamentoso conforme orientacOes das diretrizes da Sociedade Brasileira de
Cardiologia, da American Heart Association e diretrizes internacionais.

Visto que a maioria desses individuos ja era previamente acompanhada na clinica de
IC, optou-se por fazer uma andlise retrospectiva do prontuario para a coleta de dados dessa
coorte. Desse modo, obtiveram-se dados clinicos e laboratoriais de todos os pacientes desde
inicio do acompanhamento.

A caracterizacdo do paciente como acometido pela IC foi definida a partir do
julgamento clinico do médico assistente, o qual normalmente é definido a partir da exclusao
das causas mais comuns como doenca coronariana, Doenca de Chagas, entre outras.

Os dados coletados foram: género, cor de pele, idade, fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo, data de diagnostico, tempo de acompanhamento no servigo, etiologia da IC, classe
funcional, uso e dose de betabloqueadores, uso e dose de indutor de enzima conversora de
angiotensinogénio, uso e dose de diurético, uso de Espironolactona/Digital/Amiodarona,
frequéncia cardiaca e presséo arterial ao final do acompanhamento, indice de massa corporal,
numero de hospitalizacGes, presenca de comorbidades, presenca de arritmia, adesdo ao
tratamento e condi¢do socioecondmica. J& os utilizados no presente estudo foram: género, cor
de pele, idade e gravidade da IC.

Os exames complementares foram realizados a partir do julgamento clinico do médico
assistente sem frequéncia periodica estabelecida. Esses dados foram coletados pelos médicos
do ambulatorio da clinica de IC.

A anélise genética foi possivel a partir da coleta de amostra de sangue realizada por

biodloga especializada e armazenamento para posterior transporte para o Laboratério de
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Diagnosticos por DNA (LDD) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, onde as analises

genéticas foram realizadas.

2.1.3.1 Critérios de inclusdo

a) Individuos maiores de 18 anos;

b) Diagndstico de IC através dos critérios de Framingham/Boston;

c) Fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo <50% ao Ecocardiograma;

d) Informacdo meédica incluindo exames laboratoriais e ecocardiograficos
disponiveis no prontuario da Clinica IC-HUPE;

e) Tempo de seguimento ambulatorial na Clinica IC-HUPE superior a um
ano;

f) Assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido apos leitura e

compreensdo do documento.

1.2.1.2 Critérios de exclusdo

a) Individuos menores de 18 anos;
b) Pacientes sem registro medico adequado.

2.1.4 Amostra de individuos saudaveis

A amostra de saudaveis corresponde a 106 individuos que voluntariamente
concordaram em participar do estudo sendo selecionados pelo Setor de Hipertenséo Arterial
do Servico de Cardiologia do HUPE/UERJ e que ndo apresentaram nenhum historico de IC e
tampouco foram diagnosticados com alguma DCV. Desse modo, foram agrupados e

determinados como saudaveis para a doenga alvo em estudo.
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Ao contrério do ocorrido na formacgdo da amostra de pacientes de IC, em que 0s
proprios possuiam um extenso prontudrio no ambulatério de IC com uma vasta gama de
informacdes contidas, na formacdo da amostra de individuos saudaveis, a quantidade de
informacdes disponiveis era menor, e por este motivo, ndo foi utilizada a informacao de cor

de pele na amostra controle. Os dados utilizados foram género e idade, apenas.

2.2 Extracdo de DNA

Para ambas as amostras da populacdo estudada, a técnica de extracdo de DNA
utilizada foi salting-out (MILLER et al., 1988).

Primeiramente, uma aliquota de sangue total (2 mL) foi transferida para um tubo
conico. Adicionou-se 2 mL de tampéo de lise de hemécias (NH4Cl 155 mM, KHCOs 10 mM
e EDTA 1 mM), homogeneizando-se a solucéo contida no tubo e centrifugando-a a 3.000 rpm
por 5 minutos. Terminada a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante. Observou-se a
presenca de um pellet que foi desprendido manualmente e a este foram acrescentados 500 pL
de tampdo de lise de célula e 30 pL de proteinase K 20mg/mL. Homogeneizou-se o tubo
manualmente e incubou-se a 37 °C por 12 horas. Apds a digestdo, adicionou-se 300 pL de
NaCl 6 M e fez-se o agito da solucéo por cerca de 30 segundos. O tubo foi centrifugado por
10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo coénico, adicionou-
se a este 1 mL de etanol gelado, homogeneizou-se o tubo, descartou-se o etanol. Observando
a precipitacdo de DNA ap0s o descarte do alcool. Ao precipitado foram adicionados 300 pL
de TE (Tris pH 8,0 10 mM; EDTA pH 8,0 1,0 mM) e a amostra foi mantida a -20 °C em

freezer.

2.3 Analise do Polimorfismo G894T do gene da eNOS

Um produto de 206 pb do gene do eNOS, incluindo o polimorfismo G894T, foi
amplificado através de PCR utilizando os primers flanqueadores do gene eNOS F 5'- CAT
GAG GCT CAG CCC CAG AAC -3'e eNOS R 5- AGT CAATCCCTT TGG TCA C -3

(Figura 4). O programa de amplificacdo consistiu de uma desnaturacéo inicial a 96 °C por 2
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minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagéo a 95 °C por 1 minuto, anelamento a 63 °C por 1
minuto, extensdo a 72 °C por 2 minutos e uma extensdo final a 72 °C por 10 minutos,
realizado em termociclador modelo Veriti (ThermoFisher Scientific). Ambas informac6es de
primers e condicbes de PCR foram idénticas ao descrito por Borroni e colaboradores
(2006).

Figura 4 — Esquema ilustrativo da disposicao das fitas de DNA do gene da eNOS

<3’ ACTCGTGGTTTCCCTAACTGACCC 5°
s  AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA.......... (G/T)ernnnns < TGAGCACCAAAGGGATTGACTGGG 3’
LCCCCCLLLLEELEEELLL LLLCLLLLLLELL LT
3>  TTCCGTCCTCTGTCACCTACCT......... (C/A) e eeeennnn. ACTCGTGGTTTCCCTAACTGACCC  5°
5* AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 37

Amplicon de 206 pb

Legenda: Sequéncia em azul (primer forward para amplificacdo da regido-alvo); sequéncia em vermelho
(primer reverse para amplificacdo da regido-alvo); regido entre parénteses (mutacdo pontual do
polimorfismo G894T).

Nota: A figura ilustra o posicionamento dos primers em cada fita de DNA e ainda explicita o tamanho do

fragmento resultante da reacgdo, de 206 pb.

Fonte: O autor, 2015.

O volume total de reagdo foi 20 pL utilizando-se: 0,2 puL da enzima Tag DNA
polimerase (QIAGEN); 5 pL de tampé&o Platinum (QIAGEN) 4X contendo MgCl> 1,5mM; 2
puL de DNA (2 ng/mL); 4 pL dos primers flanqueadores a 10 uM; e 8,8 uL de agua. O
produto da PCR foi separado através de eletroforese em gel de agarose 2%, corado com
brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta a 312 nm,
observando-se a presenca de uma banda de 206 pares de base (pb).

Para a determinacdo do polimorfismo G894T, todo o produto da amplificacdo por
PCR (20 pL) foi submetido a anélise de restricdo com 1 unidade da enzima Mbol em tampéo
especifico N3 (Fermentas). A mistura foi incubada e a digestéo foi feita a 37°C, por 12 horas.
Os fragmentos de restricdo foram separados em agarose 3%, detectados com brometo de
etidio e visualizados em transiluminador de ultravioleta em comprimento de onda a 254 nm.
A leitura do gendtipo foi realizada a partir do padrdo de separacdo dos fragmentos, conforme

demonstrado na figura 5.



Figura 5 — Esquema ilustrativo dos produtos de PCR do polimorfismo G894T

206 pb

119 pb
87 pb

Genotipo Genotipo Gendtipo
GG GT 1T
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Nota: A figura indica os padrfes de leitura do polimorfismo G894T. Na coluna 1 encontra-se indicado o
genotipo selvagem GG com apenas uma banda de 206 pb; na coluna 2, o gen6tipo GT é determinado pela
presenca de trés bandas de diferentes tamanhos: 206 pb, 119 pb e 87 pb; e na coluna 3, o gen6tipo TT €
indicado pela presenca de duas bandas de 119 pb e 87 pb.

Fonte: O autor, 2015.

2.4 Estimativa de ancestralidade por AIMs

Com o objetivo de estimar a ancestralidade de cada individuo do presente estudo, foi

utilizado o sistema multiplex AIMs descrito por Pereira et al (2012), que inclui 46 marcadores

(Tabela 2) com frequéncias alélicas significativamente diferentes entre africanos, europeus,

asiaticos e amerindios, e por isso, sdo altamente informativos para cada um dos quatro grupos

populacionais.
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Cédigo rs MID Cromossomo | Posi¢éo (pb) Alelos descritos no dbSNP
rs2307666 | MID-1470 11 64729920 -/IGTTAC
rs1610863 | MID-777 16 6551830 -IGAA
rs16635 MID-196 6 99789775 -ICAT
rs1610965 | MID-881 5 79746093 -IACTT
rs35451359 | MID-3122 18 45110983 -IATCT
rs140837 | MID-548 6 3708909 -ICT
rs1160893 | MID-659 2 224794577 -ICT
rs2308203 | MID-2011 2 109401291 -/CTAGA
rs33974167 | MID-2929 8 87813725 -ITA
rs1160852 | MID-593 6 137345857 -TT
rs1610884 | MID-798 5 56122323 -IGGGAAA
rs2067280 | MID-1193 5 89818959 -IAT
rs2308067 | MID-1871 7 127291541 -TT
rs4183 MID-17 3 3192524 -ITAAC
rs3054057 | MID-2538 15 86010538 -/AACA
rs2307840 | MID-1644 1 36099090 -IGT
rs60612424 | MID-3854 6 84017514 -ITCTA
rs3033053 | MID-2275 14 42554496 -ITCAGCAG
rs16384 MID-94 22 42045009 -/AAC
rs34611875 | MID-3072 18 67623917 -/GCCCCCA
rs1610859 | MID-772 5 128317275 -ITAG
rs3045215 | MID-2313 1 234740917 -IATTATAACT
rs25621 | MID-397 6 139858158 -[TTCT
rs2307832 | MID-1636 1 55590789 -IAA
rs16343 MID-51 4 17635560 -ITTTAT
rs3031979 | MID-2431 8 73501951 -IATTG
rs34122827 | MID-2264 13 63778778 -IAAGT
rs133052 | MID-2256 22 41042364 -ICAT
rs6490 MID-128 12 108127168 -IATT
rs4181 MID-15 2 42577803 -/AAATACACAC
rs3030826 | MID-2241 6 67176774 -/IGTCCAATA
rs140708 | MID-419 6 170720016 -IAATGGCA
rs1611026 | MID-943 5 82545545 -ITGAT
rs16438 MID-159 20 25278470 -/CCCCA
rs2308161 | MID-2005 10 69800909 -IAACAAT
rs16687 | MID-250 7 83887882 -ICA
rs2307998 | MID-1802 5 7814345 -IGGA
rs2307803 | MID-1607 3 108981031 -ITG
rs2307930 | MID-1734 6 84476378 -/CCAT
rs25630 MID-406 6 14734341 -IAG
rs2307582 | MID-1386 1 247768775 -/AAACTATTCATTTTTCCT
rs2307922 | MID-1726 1 39896964 | -/CAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT
rs11267926 | MID-3626 15 45526069 -IAATATAATTTCTCCA
rs25584 MID-360 12 112145217 -IAA
rs2307799 | MID-1603 5 70828427 -TTGT
rs34541393 | MID-2719 20 30701405 -IAACT

Legenda: Identificacdo do marcador genético no banco de dados dbSNP versdao 132 (Cdédigo rs); nomenclatura
do marcador de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic Insertion/Deletion Polymorphisms

Fonte:

(MID).

Pereira et al, 2012.
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Na PCR foi utilizado o QIAGEN Multiplex PCR kit (QIAGEN). A mistura de
reagentes consistiu em 2 ng de DNA gendmico, 1 pL de primer mix a 2 pM cada primer
(relacdo completa na tabela 3) e 5 UL master mix 2x concentrado num volume final de 10 pL.
As condicbes de temperatura foram: etapa inicial de 95°C por 15 minutos; 30 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 45 segundos; e 72°C por uma hora de
extensdo final. A reagdo foi executada no termociclador modelo Veriti (ThermoFisher

Scientific).



Tabela 3 — Listagem dos primers utilizados
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Cadigo rs MID Primer marcado com fluorescéncia Primer ndo-marcado
rs2307666 | MID-1470 | 6FAM-GAGTCTGACCCTTCATAAGC |gCCATGGTGATATTACGTCCC
rs1610863 | MID-777 | 6FAM-TGGAAGACACGTCCTAAGAG |gTATTCCTCCAGGCTCTTTGC
rs16635 | MID-196 |6FAM-CCAAGTTCTAGCCATATGGA | gtttctGACTATCTTCTCTGACCATC
rs1610965 | MID-881 | 6FAM-TTGGCTCCCTATGATAATCC |gtttcTTGTGTTCCCAAAGTTCTCC
rs35451359 | MID-3122 | 6FAM-TCACAAGTCCGGAATACCAG | gAGTTATGGGATGGGAAGGAG
rs140837 | MID-548 | 6FAM-AGTCAGGACTGAAGAAACCC | gttCAGTAAAACAAGAGCCCGTG
rs1160893 | MID-659 | 6FAM-CACTGCATCAGACTGACTTC |gtttcttGGCTGCTTTGCTTTGAATTG
rs2308203 | MID-2011 | 6FAM-TGAGAAACTAGGAGCTCTGG | gtTTCCTAAGAGCCACTGACAT
rs33974167 | MID-2929 | 6FAM-TGTGATGTGGATAGGCAAGG | gAGGCTCCATTTGTTAAGAGG
rs1160852 | MID-593 | 6FAM-TGCTCACTTTAGTGGAGACC |gtTTGCGTTTAGGTCCCTTCTG
rs1610884 | MID-798 | 6FAM-ACGACAGTGTTCACAAAGAG |gCTGTTGTCTGACCTGTGAAG
rs2067280 | MID-1193 | 6FAM-GCTGGGTAGTTTTTTCCTCC |gtTCCACCATCTACCTTCTATG
rs2308067 | MID-1871 | 6FAM-TTGTAGTCAGAGAGTGTGCC |gAGCCTTTTCCCTAACGTCAC
rs4183 MID-17 | 6FAM-AGAAACTGCAACCCTCCAAG | GATCCCAGACACTGAAGATG
rs3054057 | MID-2538 | 6FAM-CTCGCAAAGTAGGCAAGTTC | gACACCAACAATCTTGGCACC
rs2307840 | MID-1644 | 6FAM-ACACCACTGAAGATCTGACC | GGTCTAAAGTCAGTGCACAG
rs60612424 | MID-3854 | VIC-TCACCCTTATTCAGGGTTGC GCCAGGGATTTAGTGTAGAG
rs3033053 | MID-2275 | VIC-CTACCTGACTACCACCTATG gACCCAGCCTATCTGACTTTG
rs16384 MID-94 |VIC-TGGTGGCTCATGCACTTTTG gtttACAGGGTCTCGCTATGATGC
rs34611875 | MID-3072 | VIC-AGCTTTTTCCGGCAACTCTC gitTGGATGTGTCTGAGCTCAAC
rs1610859 | MID-772 | VIC-GTCTCRTTTTCCTGCAGTAG gtttctt ATCCTTCTGCTCACTCTACC
rs3045215 | MID-2313 | VIC-GCACACATGCAGAAATGCAG GTTGTAACATCTGTGAGGTC
rs25621 | MID-397 | VIC-TGGGCTTCTTCTGGGAAAAC gCCACATTCAGGCGTTTTGTC
rs2307832 | MID-1636 | VIC-TTAGGAAGAGGTGCTATGGG |gCCTCCTTTGAAGACACACAG
rs16343 MID-51 | VIC-AAGATTGGAGGGAAAAGTGC |gCGTCCTCCACCTTCTTTTTC
rs3031979 | MID-2431 | VIC-AGGAGGAGCTGATAGACTTC GCAGTGTTGCAACTGATACG
rs34122827 | MID-2264 | VIC-CTTTGGCTATCCTGTCTCAC GTAGGAGACCACTCACATTC
rs133052 | MID-2256 | NED-ATCGAACCGTTCCTAAGGAC |GCAAGAAAAGGAATCCAGGC
rs6490 MID-128 | NED-ATCAGGAGACAATCCAGCAG |gTCCAGCCATTCAGACAAAGG
rs4181 MID-15 | NED-GGGTTATTTGCCTCATCTCC gtttct AGGTATTCTCTGTTCCCACG
rs3030826 | MID-2241 | NED-ACATACACGTGGAAGACTGC |gttACTGTCGACTGATCCAATAG
rs140708 | MID-419 | NED-CAGGAAAGTATGGCCCATTC |GTCCATGTTTTCTTTGAGCATC
rs1611026 | MID-943 | NED-TCTTCCTACCCCTGTTAGTG GACAAGATCACTAGCTTGAC
rs16438 MID-159 | NED-ACCAGAGCACTACAGCCTTT gCAAGGYAGTAACAATGAGGG
rs2308161 | MID-2005 | NED-TGTAGCGGCAATATAGGCAG |GAAAGTTGTGGCTTAACTGG
rs16687 MID-250 | NED-ATGGAGCAGTAAAGCAGCAC |GTCACTTTGGTTTTTGCAGG
rs2307998 | MID-1802 | NED-ACGGTCAACTTTGTAGCTCC |gCCAGTTGAGAATCACTGCAC
rs2307803 | MID-1607 | NED-TGTTGCAGAAGAACTCAACC |GATAAGCACCTAACTCCCAG
rs2307930 | MID-1734 | PET-TTCGTGTTCTCACACTGTCC GTGCATCCCATACAACTGAC
rs25630 | MID-406 | PET-TGGCTGCTGTAGATTGTAGG gACAAATGGACAACGGCCAAG
rs2307582 | MID-1386 | PET-AGAGGATCATGGAGACCAAC | gtttATGTTCCAAGTCAGCAGCAC
rs2307922 | MID-1726 | PET-GGTCCAAATGCACCACAATC GCTCTGCTATTTTGGTTTGC
rs11267926 | MID-3626 | PET-TGTTGGTTCTCTCCTTTTCC GGTGACCCCTTCTTTATCTC
rs25584 | MID-360 | PET-AGATCAACTGCCAATCTGGG |gCTCAAGTGACCAACCCACCT
rs2307799 | MID-1603 | PET-TTACAATTTCAAGCCTCCGC GGAGCTGTTAGTCTGAGTAG
rs34541393 | MID-2719 | PET-GTCAGGAGTCTAGAAACTTC GGGTGATGAAATGTTCCGAA

Legenda: ldentificacdo do marcador genético no banco de dados dbSNP versdo 132 (C6digo rs); nomenclatura

do marcador de acordo com o banco de dados Marshfield Diallelic Insertion/Deletion Polymorphisms

(MID).

Nota: Os primers marcados com fluorescéncia foram divididos em quatro canais (6FAM, VIC, NED e PET). As
letras mindsculas dos primers ndo-marcados representam sequéncias de caudas adicionadas aos primers.

Fonte: Pereira et al, 2012.
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Os produtos resultantes da reacdo multiplex de PCR foram submetidos a separagcdo em
eletroforese capilar no aparelho automéatico ABI 3500, apds adicionar 8,8 pL de formamida e
0,2 pL de padrdo de tamanho GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (ThermoFisher Scientific)
a 1 pL do produto de PCR.

A andlise dos resultados da eletroforese capilar e a leitura dos alelos foram feitas
através do software GeneMapper ID v4.1 (ThermoFisher Scientific).

2.5 Analise estatistica

2.5.1 Critérios de agrupamento

A amostra de pacientes de IC foi dividida em varios grupos, em funcdo de alguns
atributos candidatos a fatores de risco coletados dos individuos, como género (masculino ou
feminino), cor de pele (branco, pardo ou negro), faixa etaria (acima ou até 60 anos) e
gravidade da IC (ndo-grave ou grave). Apés a analise dos AlMs, os pacientes foram também
agrupados por ancestralidade (africana, europeia, amerindia ou miscigenada)

A cor da pele dos individuos foi definida segundo autodeclaracdo dos mesmos em
relacdo a sua cor, sendo identificadas trés classes: brancos, pardos e negros.

A idade de corte escolhida foi de 60 anos por se tratar da média de idade encontrada
na amostra da populagéo estudada. E os grupos separados por faixa etaria foram comparados
apenas com relacdo a incidéncia de casos graves e ndo-graves, ja que as frequéncias do
polimorfismo G894T e dos AlIMs néo sofrem influéncia de acordo com a idade do individuo.

O critério utilizado para agrupar individuos com IC grave ou ndo-grave foi a fracdo de
ejecdo de sangue no ventriculo esquerdo de cada individuo. Foram considerados ndo-graves
os individuos com valores iguais ou superiores a 35%. Enquanto aqueles com valores
inferiores a 35% foram julgados graves.

O agrupamento segundo a ancestralidade levou em conta a maior propor¢édo de
ancestralidade de cada individuo. Aqueles com alguma proporcao de ancestralidade (africana,
europeia ou amerindia) superior a 70% foram incluidos no grupo nomeado segundo a
respectiva ancestralidade. Ja aqueles em que nenhuma das trés proporcdes de ancestralidade

foram maiores que 70%, foram agrupados como miscigenados.
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A amostra de individuos saudaveis foi dividida em grupos com base nos atributos
género (masculino ou feminino) e ancestralidade (africana, europeia, amerindia ou
miscigenada). Visto que os dados de cor de pele ndo foram coletados para essa amostra e a
divisdo por faixa etaria nao foi necessaria por ser uma amostra para comparacdes meramente

genéticas.

2.5.2 Testes estatisticos

Os testes realizados para verificar homogeneidade das amostras e diferencas em
distribuicdo de proporcGes tais como o qui-quadrado de Pearson e o F de ANOVA foram
processados atraveés do software IBM SPSS v20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp).

Os calculos das frequéncias alélicas e genotipicas observadas para os 46 marcadores
de ancestralidade e para o polimorfismo G894T, bem como, as analises de diversidade
genética, teste exato, distancia genética (Fst) par a par, € o teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg foram realizados a partir do software Arlequin v3.5 (EXCOFFIER et al., 2005).

O teste exato foi a ferramenta utilizada para apontar a probabilidade de dois grupos
comparados serem representativos da mesma populacdo e com isso suas diferentes
frequéncias alélicas do polimorfismo G894T serem frutos de amostragem e ndo de populacdes
diferentes. Este teste foi descrito por Raymond e Rousset (1995) e Goudet et al. (1996) e foi
executado através do Arlequin v3.5.

A fim de associar um alelo ou genétipo do polimorfismo G894T com o prognoéstico de
IC ou o desenvolvimento da doenca para uma forma mais grave, foi utilizado o teste de odds
ratio (OR) no software IBM SPSS v20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp) que gerou valores de chance de
acontecimento da doenca nos determinados genotipos e seus intervalos de confianca de 95%
(95% IC).

As distancias genéticas (Fst) par a par, bem como os correspondentes valores de
probabilidade de nao-diferenciagdo, foram obtidos levando em consideracéo os 46 marcadores
AlMs, segundo método descrito por Reynolds et al. (1983), tal como implementado no

software acima descrito.
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As estimativas das proporgdes de ancestralidade individual e global das amostras
estudadas neste trabalho foram obtidas usando software STRUCTURE v2.3.4 (PRITCHARD
et al., 2000). Esta analise foi feita com base nos perfis genéticos obtidos para os marcadores
informativos de ancestralidade, tendo-se utilizado como referéncias populacbes africana,
europeia e amerindia do painel de diversidade HGDP-CEPH (H952) (PEREIRA et al., 2012).

Para obter uma representacdo gréfica das distancias (Fst) dos grupos das amostras
comparadas, foi realizada a analise do escalonamento multidimensional (MDS), utilizando o
software IBM SPSS v20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp).
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3 RESULTADOS

Analise demografica das amostras
A média de idade observada em pacientes com IC foi de 62,58 + 12,79 anos. A média
para os pacientes com IC ndo-grave foi de 62,96 + 13,74 anos, proxima da média observada

para o grupo com IC grave de 62,17 £ 11,78 anos. Ja a média de idade dos individuos

saudaveis incluidos no estudo foi de 42,71 + 12,68 anos, conforme pode ser visto na tabela 4.

Tabela 4 — Dados demogréaficos das amostras

Amostra n Média de idade + dp (anos) | Homens (%0)
Pacientes de IC | 210 | 62,58 + 12,79 66,2

IC Nao-grave | 107 | 62,96 + 13,74 64,5

IC Grave 103 | 62,17 £ 11,78 68,0
Saudaveis 106 | 42,71 £ 12,68 39,6

Legenda: desvio padréo (dp).

Nota: A tabela apresenta os valores médios de idade das amostras caso e controle em anos e também informa o
percentual de homens presente em cada amostra estudada.

Fonte: O autor, 2015.

Com o intuito de verificar a homogeneidade das amostras, o teste F de ANOVA foi
realizado e a diferenca de média de idade entre as amostras caso e controle possui
significancia de p=0,001.

Os perfis de género das amostras caso e controle também foram testados para suas
proporcOes. A amostra de pacientes de IC foi composta por 66,2% de homens e 33,8% de
mulheres. Enquanto a amostra de individuos saudaveis teve um maior percentual de
individuos do sexo feminino (60,4%) quando comparado aos do sexo masculino (39,6%).
Segundo o teste qui-quadrado de Pearson, a diferenca dos perfis de género encontrada possui
significancia com o valor de p=0,001.

Dentre os pacientes de IC, que tiveram as respectivas informacdes de cor de pele
coletadas, o maior percentual foi de pessoas de cor de pele branca (60,0%), seguido de negros

(25,7%) e pardos (14,3%), como pode ser observado na tabela 5.
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Tabela 5 — Informaces sobre cor de pele dos pacientes de IC

Cor de pele | Pacientes de IC | IC Nao-grave | IC Grave
Branca 60,0% (126) 63,6% (68) 56,3% (58)

Negra 25,7% (54) 21,5% (23) | 30,1% (31)
Parda 14,3% (30) 15,0% (16) | 13,6% (14)
Total 100,0% (210) | 100,0% (107) | 100,0% (103)

Nota: A tabela indica os percentuais de individuos com cor de pele branca, negra ou parda e o nimero absoluto
em parénteses. Nas colunas encontram-se a amostra de pacientes de IC e seus grupos separados por
gravidade da doenga.

Fonte: O autor, 2015.

O teste de qui-quadrado de Pearson foi realizado para determinar se houve diferenca
significativa nos perfis de cor de pele dos grupos de IC de gravidades distintas. O resultado do
teste apontou a auséncia de significancia na diferenca com o um valor de p=0,361.

Com relacdo as proporc¢des de casos de IC ndo-grave e grave nos grupos classificados
por género, cor de pele e faixa etaria, testes de qui-quadrado de Pearson também foram
executados. Os resultados ndo indicaram significancia nas diferencas de proporgdes, que

podem ser vistas na figura 6.

Figura 6 — Distribuigdo dos casos ndo-graves e graves de IC entre grupos
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Nota: A figura representa as proporc6es dos casos de IC grave (vermelho) e ndo-grave (azul) em cada grupo
organizado por género, cor de pele e faixa etaria.
Fonte: O autor, 2015.
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3.2 Analise molecular

Todas os individuos das amostras de pacientes e controles tiveram seus genotipos para
o0 polimorfismo G894T detectados atraves da visualizagdo em eletroforese em gel de agarose

conforme pode ser visto na figura 7.

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose para determinacdo do polimorfismo G894T

Nota: Resultado de uma eletroforese em gel de agarose 3,5% dos produtos de amplificagdo do polimorfismo
G894T do gene eNOS, digeridos pela enzima de restricdo Mbol. Na coluna da esquerda, o fragmento
Unico (206 pb) indica o genotipo GG; na coluna do meio, os trés fragmentos (206 pb, 119 pb e 87 pb)
indicam o gendtipo GT; e na coluna da direita, os dois fragmentos (119 pb e 87 pb) indicam a presenca do
genotipo TT.

Fonte: O autor, 2015.

Ja a deteccdo dos alelos dos AlMs foi feita através de PCR multiplex seguida de
eletroforese em capilar no aparelho ABI 3500 (ThermoFisher Scientific) e leitura no software

de analise GeneMapper v4.1 (ThermoFisher Scientific), conforme pode ser visto na figura 8.



Figura 8 — Leitura de eletroforese em capilar dos marcadores AIMs
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Nota:

A figura ilustra a representacdo dos alelos presentes nos 46 marcadores de ancestralidade feita pelo
software GeneMapper v4.1. O eixo X representa o tamanho dos fragmentos e, o eixo Y, a intensidade da
fluorescéncia. As quatro linhas com picos em cores diferentes indicam o uso de diferentes fluorescéncias.
As caixas em cor cinza indicam a localizacdo de cada locus. Os picos indicam a presenga do alelo
especifico em cada locus.

Fonte: O autor, 2015.
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3.3 Identificagéo dos perfis de AIMs

Apbs a interpretacdo da leitura dos alelos dos marcadores AIMs, as informacdes
alélicas de cada individuo foram processadas pelo software STRUCTURE v2.3.4,
comparando cada perfil alélico a trés populacdes referéncias (africana, europeia e amerindia).

Os resultados das amostras caso e controle podem ser vistos nas figuras de 9 a 12.

Figura 9 — Estimativas de ancestralidade individuais de pacientes de IC

AFR EUR NAM Ic

Legenda: Populacdo referéncia de africanos (AFR); populagdo referéncia de europeus (EUR); populagdo

referéncia de amerindios (NAM); amostra de pacientes de IC (IC).

Nota: llustracdo gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparacdo das informacdes alélicas de cada
individuo com trés populagdes bem estabelecidas como referéncia pelo painel HGDP-CEPH. O eixo X
indica a proporcéo de ancestralidade. Cada coluna indica um individuo da amostra analisada. Essa coluna
pode ser segmentada em trés cores (vermelho: ancestralidade africana; verde: ancestralidade europeia; e
azul: ancestralidade amerindia) de acordo com os valores de propor¢des de ancestralidade de cada
individuo.

Fonte: O autor, 2015.
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Figura 10 —Perfil de ancestralidade dos individuos pertencentes a amostra de pacientes de IC

NAM

AFR EUR

Legenda: Populacdo referéncia de africanos (AFR); populacio referéncia de europeus (EUR); populacéo
referéncia de amerindios (NAM). Individuos da populacéo referéncia africana estdo representados em
vermelho; europeus em verde; amerindios em azul; e pacientes de IC em laranja.

Nota: llustracdo gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparacdo das informagdes alélicas de cada
individuo com trés populagdes bem estabelecidas como referéncia pelo painel HGDP-CEPH. A
proximidade a cada Vvértice do tridngulo indica o grau de similaridade com a populagéo referéncia.

Fonte: O autor, 2015.
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Figura 11 —Estimativas de ancestralidade individuais de individuos saudaveis
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Legenda: Populacdo referéncia de africanos (AFR); populagdo referéncia de europeus (EUR); populagéo

referéncia de amerindios (NAM); amostra de individuos saudaveis (RO).

Nota: llustracdo gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparacdo das informacdes alélicas de cada
individuo com trés populacbes bem estabelecidas como referéncia pelo painel HGDP-CEPH. O eixo X
indica a proporcdo de ancestralidade. Cada coluna indica um individuo da amostra analisada. Essa coluna
pode ser segmentada em trés cores (vermelho: ancestralidade africana; verde: ancestralidade europeia; e
azul: ancestralidade amerindia) de acordo com os valores de propor¢des de ancestralidade de cada
individuo.

Fonte: O autor, 2015.

Figura12 —  Perfil de ancestralidade dos individuos pertencentes a amostra de saudaveis

NAM

AFR EUR

Legenda: Populacdo referéncia de africanos (AFR); populacdo referéncia de europeus (EUR); populacéo
referéncia de amerindios (NAM). Individuos da populacéo referéncia africana estdo representados em
vermelho; europeus em verde; amerindios em azul; e individuos saudaveis em violeta.

Nota: llustracdo gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparacdo das informacdes alélicas de cada
individuo com trés populacbes bem estabelecidas como referéncia pelo painel HGDP-CEPH. A
proximidade a cada vértice do triangulo indica o grau de similaridade com a populacéo referéncia.

Fonte: O autor, 2015.



47

A amostra de pacientes de IC teve por média dos individuos incluidos na amostra,
57,1% de ancestralidade europeia, seguida de 30,2% e 12,7% de ancestralidades africana e
amerindia, respectivamente. J& a amostra de individuos saudaveis apresentou 63,2% de

ancestralidade europeia, 24,0% africana e 12,8% amerindia (tabela 6).

Tabela 6 — Proporgdes de ancestralidade em cada grupo de amostras

N Ancestralidade Ancestralidade Ancestralidade
Africana Europeia Amerindia

Pacientes 210 30,2% 57,1% 12,7%
Brancos 126 19,0% 68,3% 12,7%
Negros 54 56,8% 31,0% 12,3%
Pardos 30 29,3% 57,2% 13,5%
GG 134 33,1% 53,9% 13,0%
GT 67 26,1% 61,5% 12,4%
TT 9 17,1% 72,4% 10,5%
Homens 139 27,3% 59,7% 13,0%
Mulheres 71 35,8% 52,1% 12,1%
IC Néo-grave | 107 27,6% 59,4% 13,0%
IC Grave 103 32,9% 54,7% 12,4%
Saudaveis 106 24,0% 63,2% 12,8%
GG 51 27,2% 58,9% 13,9%
GT 49 21,1% 67,0% 12,0%
TT 6 20,6% 69,5% 9,9%
Homens 42 25,7% 61,8% 12,6%
Mulheres 64 22,9% 64,2% 12,9%

Nota: A tabela indica em percentuais as ancestralidades das amostras caso e controle e respectivos subgrupos
determinados por cor de pele, genotipo do polimorfismo G894T, género e gravidade da IC.
Fonte: O autor, 2015.
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3.4 Comparacao dos perfis ancestrais

Com base nas informacdes alélicas dos marcadores AIMs das amostras de pacientes de
IC e de individuos saudaveis, o calculo de distanciamento genético Fst foi realizado com o
uso do software Arlequin v3.5. A tabela suplementar com todos os valores de distancia pode
ser vista no apéndice A. Além disso, valores de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fst das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs foram obtidos para
comparacOes de grupos de interesse a fim de inferir se um grupo possui distancia significativa
de outro grupo analisado, conforme demonstrado nas tabelas 7 a 14.

Tabela 7 — Valores de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs de populacdes de referéncia

Africanos | Europeus | Amerindios
Africanos + +
Europeus <0,01 +
Amerindios| <0,01 <0,01
Legenda: Populacio referéncia do painel HGDP-CEPH da Africa (africanos); populacio referéncia do painel
HGDP-CEPH da Europa (europeus); populacdo referéncia do painel HGDP-CEPH de nativos
americanos (amerindios); + (diferenca significativa); e — (diferenca ndo-significativa).
Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciagdo com base
na distancia genética Fsr.
Fonte: O autor, 2015.

Segundo os valores de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base nas distancias
genéticas Fst, as amostras caso e controle ndo apresentaram diferengas significativas
(p=0,28), vide tabela 8.

Tabela 8 — Valor de probabilidade de néo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AlMs entre pacientes e saudaveis

Pacientes de IC | Individuos Saudaveis
Pacientes de IC -
Individuos Saudaveis 0,23
Legenda: + (diferenca significativa); e — (diferenca ndo-significativa).
Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fsr.
Fonte: O autor, 2015.
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Tabela 9 — Valores de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AlMs dos grupos de pacientes segundo a

cor de pele
IC Brancos | IC Negros | IC Pardos
IC Brancos + -
IC Negros <0,01 +
IC Pardos 0,27 <0,01

Legenda: + (diferenga significativa); e — (diferenca ndo-significativa).

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fsr.

Fonte: O autor, 2015.

Tabela 10 —Valor de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AlMs dos grupos de pacientes segundo a
gravidade da IC

Pacientes de IC Nao-grave | Pacientes de IC Grave
Pacientes de IC N&o-grave -
Pacientes de IC Grave 0,50
Legenda: + (diferenca significativa); e — (diferenga ndo-significativa).
Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciagdo com base
na distancia genética Fsr.
Fonte: O autor, 2015.

Tabela 11 —Valor de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes segundo o
género

Pacientes Homens | Pacientes Mulheres
Pacientes Homens +
Pacientes Mulheres 0,01
Legenda: + (diferenca significativa); e — (diferenca nao-significativa).
Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fsr.
Fonte: O autor, 2015.
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Tabela 12 —Valor de probabilidade de néo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AlMs dos grupos de saudaveis segundo o

género

Homens Saudaveis

Mulheres Saudaveis

Homens Saudaveis

Mulheres Saudaveis

0,80

Legenda: + (diferenga significativa); e — (diferenca ndo-significativa).

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fsr.

Fonte: O autor, 2015.

Tabela 13 —Valor de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes e
saudaveis do sexo masculino

Pacientes Homens | Homens Saudéaveis
Pacientes Homens -
Homens Saudaveis 0,64
Legenda: + (diferenca significativa); e — (diferenga ndo-significativa).
Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciagdo com base
na distancia genética Fsr.
Fonte: O autor, 2015.

Tabela 14 —Valor de probabilidade de ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fst
das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes e
saudaveis do sexo feminino

Pacientes Mulheres

Mulheres Saudaveis

Pacientes Mulheres

+

Mulheres Saudaveis

<0,01

Legenda: + (diferenca significativa); e — (diferenca nao-significativa).

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base
na distancia genética Fsr.

Fonte: O autor, 2015.

Os valores de Fst entre as populac@es referéncia do painel HGDP-CEPH da Africa,
Europa e Nativos Americanos, além dos grupos de pacientes de IC e individuos saudaveis
ambos classificados por ancestralidade (africana, europeia ou miscigenada) foram
processados pelo software IBM SPSS v20 para construcdo de um grafico multidimensional de
escalonamento (MDS), conforme pode ser visto na figura 13. A medida de stress, utilizada

para mensurar a qualidade do ajuste da analise do MDS, foi de 0,00790.
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Figura 13 —Grafico MDS das amostras estudadas
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Legenda: Populacio referéncia do painel HGDP-CEPH da Africa (africanos); populacio referéncia do painel
HGDP-CEPH da Europa (europeus); populagdo referéncia do painel HGDP-CEPH de nativos
americanos (amerindios); grupo de pacientes de IC com mais de 70% de ancestralidade africana
(africanos IC); grupo de pacientes de IC com mais de 70% de ancestralidade europeia (europeus IC);
grupo de pacientes de IC sem uma ancestralidade superior a 70% (mistos IC); grupo de individuos
saudaveis com mais de 70% de ancestralidade africana (africanos saudaveis); grupo de individuos
saudaveis com mais de 70% de ancestralidade europeia (europeus saudaveis); grupo de individuos
saudaveis sem uma ancestralidade superior a 70% (mistos saudaveis).

Nota: Gréfico de escalonamento multidimensional (MDS) gerado pelo IBM SPSS v20 a partir da comparagao

dos valores de distancia genética Fsr dos AlMs..

Fonte: O autor, 2015.

Stress: 0.00790
RSQ: 0.99974

N -
[

3.5 A cor de pele como indicador de ancestralidade

Na amostra de pacientes de IC, em que a informacéo de autodeclaracdo de cor de pele
esteve presente, foi possivel tentar estabelecer um paralelo entre a cor de pele e as proporcoes
de ancestralidade, conforme demonstrado na figura 14. Nela pode ser observado que entre
pacientes de cor de pele branca, as ancestralidades africana e amerindia apresentaram valores
baixos, tendo a maioria dos individuos compreendidos na faixa de 0% a 20%, enquanto que a
europeia foi mais prevalente dentre 0s pacientes brancos, estando em sua maioria
compreendida na faixa de 70% a 90%. Ja em negros, a ancestralidade africana foi mais
predominante possuindo valores mais frequentes entre 60% e 70%, seguida da europeia,
frequente no intervalo de 10% a 40% e da amerindia, em que a maior parte dos pacientes
negros apresentou valores baixos de 0% a 10%. Os pacientes autodeclarados pardos

demonstraram um padréo de forte miscigenacao no histograma apresentado pela figura 14, em
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que a ancestralidade africana foi bem distribuida na faixa de 0% a 60%, a europeia entre 20%
e 90% e a amerindia foi mais frequente em baixas propor¢des de 0% a 20%.

Figura 14 —Histogramas de distribuicdo das ancestralidades genéticas africana, europeia e
amerindia estratificadas entre pacientes com cor de pele autodeclarada
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Nota: Os nove histogramas apresentados pela figura representam em cada barra o percentual de pacientes do
grupo (eixo Y) que possui a proporcdo da determinada ancestralidade compreendida num intervalo de
10% cada (eixo X). Os trés histogramas da esquerda representam os pacientes autodeclarados brancos, os
trés do meio, negros, e os trés da direita, pardos. Os trés histogramas da parte superior indicam
frequéncias de ancestralidade africana entre pacientes, os trés do meio, ancestralidade europeia, e 0s trés
inferiores, ancestralidade amerindia.

Fonte: O autor, 2015.
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Apesar de indicar uma tendéncia de ancestralidade, os dados de cor de pele em muitos
momentos da figura 14 apresentam sobreposicdo de valores de ancestralidade especialmente
no que se refere aos pacientes autodeclarados pardos e com relacdo a indicador de

ancestralidade amerindia.

3.6 Levantamento das frequéncias do polimorfismo G894T

Com base nos resultados de genotipagem, foi possivel determinar as frequéncias
alélicas e genotipicas, conforme observado nas tabelas 15 e 16. As frequéncias alélicas do
polimorfismo G894T para os alelos G e T foram de 79,76% e 20,24% para 0s pacientes com
IC e de 71,23% e 28,77% para os individuos saudaveis, respectivamente. Ja as frequéncias
genotipicas foram de 63,81% para 0 gendtipo GG, 31,90% para GT e 4,29% para TT em
pacientes de IC. Em individuos saudaveis, o genétipo GG foi um pouco menos frequente
(48,11%), seguido de GT (46,23%) e TT (5,66%).

As genotipagens obtidas também foram empregadas para calculos de parametros
estatisticos de diversidade genética e comparacdo populacional, utilizando o software
Arlequin v3.5. Os parametros de diversidade génica das amostras de pacientes com IC sdo
também apresentados nas tabelas 15 e 16. As heterozigosidades observadas e esperadas para o
locus, de acordo com o teste para equilibrio de Hardy-Weinberg, ndo apresentaram diferencas

significativas para os agrupamentos estabelecidos.
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Tabela 15 —Distribuicdo das frequéncias do polimorfismo G894T em pacientes de IC e seus grupos

Diversidade génica/

Pacientes de IC Frequéncias genotipicas Frequéncias alélicas EHW (E)
Grupos N GG GT TT G T HE HO p
Geral 210 63,81% 31,90% 4,29% 79,76%  20,24% 32,36% 31,90% 0,83
Mulheres 71 67,61% 28,17% 4,22% 81,69% 18,31% 30,13% 28,17% 0,69
>0 Homens 139 61,87% 33,81% 4,32% 78,78%  21,22% 33,56% 33,81% 1,00
Brancos 126 59,52% 35,71% 4,76% 77,38% 22,62% 35,14% 35,71% 1,00
Etnia Negros 54 72,22% 24,01% 3,70% 84,26% 15,74%  26,77% 24,07% 0,60
Pardos 30 66,67% 30,0000 3,33% 81,67% 18,33% 30,45% 30,00% 1,00
IC ndo-grave 107 67,29% 25,23% 7,48% 79,91% 20,09% 32,26% 25,23% 0,33

Gravidade

IC grave 103 60,19% 38,84% 0,97% 79,61% 20,39% 32,62% 38,83% 0,07
Africana 20 80,00% 20,00% 0,00% 90,00% 10,00%  18,46% 20,00% 1,00
Ancestralidade Europeia 82 54,88% 37,80% 7,32% 73,78% 26,22% 38,93% 37,80% 0,78
Miscigenada 108 67,59% 29,63% 2,78% 82,41% 17,59% 29,13% 29,63% 1,00

Legenda: Numero de individuos na amostra (N); parametros de diversidade génica (HE: heterozigosidade esperada; HO: heterozigosidade observada); valor de significancia
para teste exato de Fisher (E) para equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p).

Nota: Padréo de heterozigosidade, teste para equilibrio de Hardy-Weinberg e valores de significancia também estdo mostrados na tabela.

Fonte: O autor, 2015.



55

Tabela 16 —Distribuicdo das frequéncias do polimorfismo G894T em individuos saudaveis e seus grupos

Diversidade génica/

Individuos Saudaveis Frequéncias genotipicas Frequéncias alélicas EHW (E)
Grupos N GG GT TT G T HE HO p
Geral 106 48,11% 46,23%  5,66% 71,23% 28,77% 41,18% 46,23% 0,24
Mulheres 64 42,19% 48,44%  9,37% 66,41% 33,59% 44,97% 48,44% 0,58

Sexo

Homens 42 57,14% 42,86%  0,00% 78,57% 21,43% 34,08% 42,86% 0,16
Africana 4 75,00% 25,00% 0,00% 87,50% 12,50% 25,00% 25,00% 1,00
Ancestralidade Europeia 48 45,83% 47,92%  6,25% 69,79% 30,21% 42,61% 47,92% 0,50
Miscigenada 54 48,15% 46,30% 5,56% 71,30% 28,70% 41,31% 46,30% 0,51

Legenda: Numero de individuos na amostra (N); pardmetros de diversidade génica (HE: heterozigosidade esperada; HO: heterozigosidade observada); valor de significancia
para teste exato de Fisher (E) para equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p).

Nota: Padrdo de heterozigosidade, teste para equilibrio de Hardy-Weinberg e valores de significancia também estdo mostrados na tabela.

Fonte: O autor, 2015.
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3.7 Comparagdes do polimorfismo G894T entre grupos

O teste exato foi utilizado com o intuito de se avaliar possiveis niveis de diferenciacao
entre as amostras e 0s grupos, com base nas distribuicdes das frequéncias genotipicas do
polimorfismo G894T. Os resultados do teste evidenciaram diferenca significativa entre
diversos pares, destacando-se: casos x controles (p=0,03); mulheres com IC x mulheres
saudaveis (p=0,01); e entre pacientes com IC ndo-grave x IC grave (p=0,01). Os valores

podem ser observados na tabela 17.
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Tabela 17 —Valores de p para o teste exato de comparacao das frequéncias genotipicas do polimorfismo G894T das amostras e grupos

8 @ @ g 8 ] 2y a ” 9 @

9§ QE 9§9§9§9é9§9§9§9§9§ E§ EEEEE’%E%Eé
IC Geral - - - - - - - - - - + + - - - -
IC Mulheres | 0,88 - - - - - - - - - + + - - + -
IC Homens | 0,94 | 0,71 - - - - - - - - - + - - - -
IC Brancos | 0,76 | 0,55 | 0,93 - - - - - - - - - - - - -
IC Negros | 0,52 | 0,89 | 0,43 | 0,27 - - - - - - + + - - + +
IC Pardos | 1,00 | 1,00 | 0,93 | 0,88 | 0,83 - - - - - - - - - - -
IC Néo-grave | 0,29 | 0,71 | 0,25 | 0,19 | 0,68 | 0,78 + - - - + + + - + +
IC Grave 0,20 | 0,15 | 0,29 | 0,26 | 0,09 | 0,34 | 0,01 - - - - + - - - -
IC Africanos | 0,40 | 0,62 | 0,34 | 0,26 | 0,87 | 0,71 | 0,51 | 0,27 - - + + - - + +
IC Europeus | 0,27 | 0,27 | 0,45 | 0,66 | 0,14 | 0,58 | 0,17 | 0,09 | 0,13 - - - - - - -
IC Mistos | 0,74 | 0,87 | 0,61 | 042 | 0,72 | 1,00 | 0,27 | 0,26 | 0,66 | 0,13 + + - - + +
RJ Saudaveis | 0,03 | 0,04 | 0,21 | 0,21 | 0,01 | 0,17 | 0,01 | 0,06 | 0,03 | 0,52 | 0,01 - - - - -
RJ Mulheres | 0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,06 | 0,01 | 0,10 |<0,01| 0,01 | 0,01 | 0,31 |<0,01| 0,55 - - - -
RJ Homens | 0,23 | 0,45 | 0,34 | 0,41 | 0,06 | 0,23 | 0,03 | 0,79 | 0,09 | 0,23 | 0,21 | 0,27 | 0,08 - - -
RJ Africanos | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 |{ 1,00 | 0,74 | 1,00 | 0,69 | 0,55 | 0,63 - -
RJ Europeus | 0,06 | 0,05 | 0,14 | 0,26 | 0,02 | 0,20 | 0,02 | 0,06 | 0,04 | 0,55 | 0,03 | 0,96 | 0,84 | 0,25 | 0,69 -

RJ Mistos 0,08 | 0,07 | 0,21 | 0,33 | 0,03 | 0,29 | 0,03 | 0,20 | 0,05 | 0,67 | 0,04 | 1,00 | 0,69 | 0,32 | 0,69 | 1,00

Legenda: Pacientes de IC do estudo (IC geral); mulheres com IC (IC mulheres); homens com IC (IC homens); pacientes com IC de cor de pele branca (IC brancos); pacientes
negros com IC (IC negros); pacientes pardos com IC (IC pardos); pacientes com IC de gravidade ndo-grave (IC ndo-grave); pacientes com IC grave (IC grave);
pacientes de IC com ancestralidade africana (IC africanos); pacientes de IC com ancestralidade europeia (IC europeus); pacientes de IC com ancestralidade
miscigenada (IC mistos); individuos saudaveis do estudo (RJ saudaveis); mulheres saudaveis (RJ mulheres); homens saudaveis (RJ homens); individuos saudaveis
com ancestralidade africana (RJ africanos); individuos saudaveis com ancestralidade europeia (RJ europeus); individuos saudaveis com ancestralidade miscigenada
(RJ mistos).

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significAncia com base no teste exato para diferenciacdo populacional. Todos os valores de p<0,05 encontrados nos testes

multiplos tiveram o teste exato refeito para uma comparagéo exclusiva 2x2 entre os grupos e todas as significancias foram mantidas.

Fonte: O autor, 2015.
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3.8 Testes de associagdo do polimorfismo G894T

3.8.1 Associacdo do desenvolvimento de IC em controles

O teste foi realizado em funcdo da auséncia (GG) ou presenca (GT+TT) do alelo T
porque o0 numero de individuos com o genotipo TT presentes no estudo foi muito baixo,
impossibilitando a anélise de OR por genétipos (GG, GT ou TT) em alguns casos. Pelo
mesmo motivo, ndo foi realizado o teste de OR para auséncia (TT) ou presenca (GT+GG) do
alelo G. O valor de frequéncia de individuos TT sé pdde ser testado para OR quando
combinado com GG ou GT.

A frequéncia do genétipo GG quando foi combinada com a frequéncia de TT nédo
apresentou niveis de associa¢do com IC (homozigotos GG+TT x heterozigoto GT). Ja quando
a frequéncia do gendtipo TT foi combinada com a de GT, os resultados do teste de OR para
amostras de pacientes e de controles evidenciaram uma chance aumentada de IC em
individuos com genétipo GG (OR: 1,901; 95% IC: 1,184-3,054). Enquanto que naqueles com
genotipos GT e TT, a chance é diminuida (OR: 0,526; 95% IC: 0,327-0,845).

O teste foi ajustado para as varidveis disponiveis que sdo género e ancestralidade.
Quando ajustado para género, a associacdo manteve-se apenas nas mulheres (GG OR: 2,860;
95% IC: 1,417-5,772). J& quando ajustado para ancestralidade, a associacdo manteve-se
apenas nos individuos pertencentes aos grupos denominados miscigenados (GG OR: 2,246;
95% IC: 1,151-4,384). Todos os valores encontrados no teste podem ser observados na tabela
18.
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Tabela 18 —Valores de odds ratio e intervalos de confianca para associacdo de genotipos ao

desenvolvimento de IC

GG GT+TT

OR 95% IC OR 95% IC
Geral 1,901 | 1,184-3,054 | 0,526 | 0,327-0,845
Africanos | 1,333 | 0,108-16,480 | 0,750 | 0,061-9,270
Europeus | 1,437 | 0,703-2,939 | 0,696 | 0,340-1,422
Miscigenados | 2,246 | 1,151-4,384 | 0,445 | 0,228-0,869
Homens 1,217 | 0,604-2,452 | 0,822 | 0,408-1,655
Mulheres | 2,860 | 1,417-5,772 | 0,350 | 0,173-0,706

Legenda: OR: valor de odds ratio; 95% IC: valores referentes ao intervalo de 95% de confianga do teste.

Nota: A tabela indica os valores de OR e seus respectivos intervalos de confianga para associagdo do genotipo
com a IC. Valores de OR inferiores a 1 indicam chance diminuida do desenvolvimento da doenga no
respectivo gendtipo, valores superiores a 1, chance aumentada. Intervalos de confianga que ndo abranjam
o valor 1 indicam significancia do OR (p<0,05).

Fonte: O autor, 2015.

3.8.2 Associacdo do desenvolvimento da forma grave da IC em ndo-graves

Da mesma forma como na associacdo do desenvolvimento de IC em controles, o

gendtipo TT precisou ser analisado pelo OR em conjunto com outro genétipo, seja ele GT ou

GG, devido a sua baixa frequéncia na amostra estudada.

O gendtipo TT ao ser analisado em conjunto com GT, contra 0 genétipo GG, ndo

apresentou associagdo significativa a uma maior chance de agravamento do quadro de IC.

Contudo, quando realizado em conjunto com o genétipo GG, o teste de OR resultou em

valores de chance aumentada de IC grave em pacientes com genétipo GT (OR: 1,881; 95%
IC: 1,044-3,391) e diminuida para aqueles portadores dos genotipos GG+TT (OR 0,532; 95%
IC: 0,295-0,958). Porem, ao realizar os testes nos grupos separados pelas variaveis de género

e ancestralidade, a significancia foi perdida, conforme visualizado na tabela 19.
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Tabela 19 —Valores de odds ratio e intervalos de confianca para associacdo de genotipos ao
desenvolvimento da forma grave da IC

GG+TT GT
OR 95% IC OR 95% IC
Geral 0,532 | 0,295-0,958 | 1,881 | 1,044-3,391

Africanos | 1,000 | 0,112-8,947 | 1,000 | 0,112-8,947
Europeus | 0,449 | 0,181-1,117 | 2,226 | 0,895-5,537
Miscigenados | 0,497 | 0,211-1,171 | 2,012 | 0,854-4,741
Homens 0,570 | 0,279-1,162 | 1,754 | 0,860-3,577

Mulheres 0,467 | 0,163-1,339 | 2,143 | 0,747-6,149

Legenda: OR: valor de odds ratio; 95% IC: valores referentes ao intervalo de 95% de confianca do teste.

Nota: A tabela indica os valores de OR e seus respectivos intervalos de confianga para associagdo do gen6tipo
ao desenvolvimento da forma grave da IC. Valores de OR inferiores a 1 indicam prote¢do do gen6tipo a
forma grave da IC, valores superiores a 1, risco aumentado. Intervalos de confian¢a que ndo abranjam o
valor 1 indicam significancia do OR (p<0,05).

Fonte: O autor, 2015.
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4 DISCUSSAO

Polimorfismos genéticos sdo alvos de frequentes estudos que visam estabelecer
associagao com susceptibilidade e progndsticos de doengas em geral. Os relatos na literatura
envolvendo polimorfismos e IC séo cada vez mais numerosos (MCNAMARA et al., 2003;
MCNAMARA et al., 2009; VELLOSO et al., 2010; MARTINELLI et al., 2012; TARDIN et
al., 2013). O polimorfismo genético que tem sido o maior alvo é 0 G894T, presente no gene
que codifica a enzima eNOS. Recentes resultados demonstraram que as frequéncias dos alelos
do marcador G894T variam dependendo da populagéo analisada (RAI et al., 2014). Visto que
0s principais trabalhos realizados sdo baseados em populacdes bem definidas e com pouca
miscigenacdo como, por exemplo, os estudos GRAHF e GRACE (MCNAMARA et al., 2003;
MCNAMARA et al., 2009), o presente estudo utilizou-se dos marcadores genéticos AIMs,
ferramenta capaz de discriminar individuos por ancestralidade, visando evitar associagdo
espuria entre 0 G894T e a IC decorrente de possiveis variacdes de ancestralidade entre as
amostras do estudo.

Adicionalmente, com o objetivo de avaliar a associagdo entre 0 G894T e a IC na
populacdo brasileira, o presente estudo investigou as frequéncias alélicas e genotipicas do
G894T numa amostra de 210 individuos com IC, acompanhados pela sec¢do de cardiologia do
Hospital Universitario Pedro Ernesto, e 106 individuos saudaveis sem registro de IC ou
DCVs. Ciente de que as DCVs possuem padrao multifatorial quanto a sua origem, um estudo
dessa natureza visa contribuir para a identificacdo de varidveis genéticas que expliquem os
mecanismos moleculares envolvidos com o desenvolvimento da IC e com o padrdo de
resposta individual a doenca.

Os resultados obtidos nesse trabalho apontaram algumas diferengas significativas que

serdo abordadas e discutidas em se¢Ges a seguir.

4.1 Dados gerais das amostras

As amostras de pacientes com IC e de individuos saudaveis tiveram diferentes médias
de idade (p<0,05). A chance dessa selegdo de amostras com caracteristicas diferentes quanto a
idade diminuir o impacto da associagdo € pouco provavel, pois mesmo o numero de

internacOes por IC sendo maior na faixa etaria da amostra de pacientes (50 a 69 anos), o
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percentual de individuos da populagdo do Estado do Rio de Janeiro que foram internados é de
apenas 0,32%, segundo dados cruzados do IBGE e do DATASUS para o0 ano de 2010. Isso
representa uma probabilidade muito baixa de associacdo espuria na amostra de saudaveis do
presente estudo que conta com 106 individuos, apesar da IC ser uma doenca que possui
incidéncia maior em idades mais avangadas (JUGDUTT, 2010).

Individuos do sexo masculino estiveram em maioria na amostra de pacientes de IC
(66,2%), enquanto a amostra de saudaveis foi composta majoritariamente de mulheres
(60,2%), verificando-se diferenca significativa nos dois perfis de amostras (p<0,05). Visto
que ndo houve preferéncia de género no acolhimento dos individuos para o estudo, 0s
percentuais da amostra de individuos saudaveis acompanharam o perfil da populagdo geral do
estado do Rio de Janeiro em que as mulheres na faixa etaria de 30 a 49 anos sdo a maioria da
populacdo (52,7%) segundo o IBGE (2010). Além disso, na amostra de pacientes, observa-se
que os resultados para a frequéncia de género observados corroboram com a literatura que
indica uma maior incidéncia IC em homens (STROMBERG e MARTENSSON, 2003).

Apenas individuos pertencentes a amostra de pacientes de IC tiveram a informacéo de
cor de pele colhida. Dentre os mesmos, ndo foi encontrada diferenca significativa quanto as
ancestralidades segundo os AlIMs (p>0,05), reafirmando a populacdo brasileira, mais
especificamente do Rio de Janeiro, como um resultado de forte miscigenacdo, conforme ja
destacado na literatura (SANTOS et al., 2010; MANTA et al., 2013).

A distribuicdo de casos ndo-graves e graves de IC variou entre 0s grupos estudados,
apresentando a maior proporcao de ndo-graves em brancos (54,0%) e o maior percentual de
casos graves em negros (57,4%). No entanto, ap0s andlises estatisticas, concluiu-se que as
diferencas encontradas entre os grupos nao foram significativas (p>0,05). Esse resultado ¢
similar ao ja descrito na literatura por um recente estudo na popula¢do norte-americana em
gue observa-se uma leve prevaléncia dos casos mais graves em pacientes negros, porém sem
significancia na diferenca e sem uma justificativa bem fundamentada, sugerindo apenas uma

diferente resposta a terapia medicamentosa como possibilidade (DICKSON et al., 2015).
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4.2 Frequéncias do G894T entre individuos saudaveis e pacientes de 1C

Os resultados da analise do polimorfismo G894T indicaram uma frequéncia genotipica
do homozigoto selvagem (GG) significativamente mais elevada em pacientes (63,8%) do que
em individuos saudaveis (48,1%). Similar ao resultado obtido por Velloso e colaboradores
(VELLOSO et al., 2010) em que também ao comparar 0s genoétipos de amostras saudaveis e
controles da populacdo do Rio de Janeiro, encontrou uma maior prevaléncia de GG em
pacientes, porém sem significancia estatistica.

Esta diferenga significativa entre amostras de pacientes e controles sugere um modelo
recessivo, em que a auséncia do alelo variante T no polimorfismo G894T da enzima eNOS
esteja associada com uma maior chance de desenvolvimento de IC na populagédo brasileira
através da elevada expressdao de NO, conforme sugerem estudos (VELLOSO et al., 2010;
MARTINELLI et al., 2012). Em termos de valores, o teste de OR encontrou 1,901, o que
indica uma chance aumentada em 90,1% de individuos portadores do gendtipo GG
desenvolverem IC. Além disso, o teste também encontrou o valor de 0,526 para a presenca
dos gendtipos GT ou TT, sugerindo uma chance reduzida em 47,4% nos individuos
portadores desses gendétipos em desenvolver IC.

Contudo, por se tratar de uma popula¢do com altos indices de miscigenagcdo como a
brasileira, esse resultado significativo entre frequéncias observadas poderia ser fruto de
variacdo das ancestralidades entre as amostras. Por esse motivo, no atual estudo, marcadores
de ancestralidade foram utilizados e as frequéncias do polimorfismo foram também

comparadas levando em conta o perfil de ancestralidade das amostras.

4.3 Frequéncias do G894T entre ancestralidades

O polimorfismo G894T apresentou varia¢fes da frequéncia dos seus alelos entre 0s
grupos discriminados por ancestralidade, de acordo com o que ja havia sido descrito na
literatura (MCNAMARA et al., 2003) em que foi relatada uma baixa frequéncia do genotipo
GG em pacientes de IC brancos, de origem europeia, quando comparada a frequéncia descrita
por outro estudo que analisou uma amostra de pacientes de IC negros, de origem afro-
americana (MCNAMARA et al., 2009).
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No presente estudo, o genotipo GG foi mais frequente em pacientes de IC com forte
ancestralidade africana (80,0%) do que naqueles com ancestralidade miscigenada (67,6%) ou
europeia (54,9%). O mesmo padréo foi observado na amostra controle, em que o GG foi mais
prevalente em africanos (75,0%) do que em miscigenados (48,1%) ou europeus (45,8%).

Um estudo brasileiro realizado por Velloso e colaboradores (VELLOSO et al., 2010)
também comparou a frequéncia do G894T entre grupos étnicos, porém utilizando o critério de
autodeclaracdo de cor de pele. Apesar de subjetivo, este critério foi responsavel por também
indicar uma maior prevaléncia de GG em individuos negros do que em brancos, corroborando
os dados encontrados no atual estudo.

Sabendo que o Brasil possui uma populacdo bastante miscigenada, a utilizagdo do
agrupamento por ancestralidade para comparar as frequéncias entre pacientes e controles se
faz necessaria para minimizar erros e associacfes espurias. Com base nisso, viu-se atraveés dos
resultados que a diferenca significativa nos perfis genotipicos entre pacientes e controles ndo
se manteve nem para 0s grupos separados por ancestralidade africana (p=1,00) e tampouco
europeia (p=0,55). Mas entre os individuos de ancestralidade miscigenada, chamados assim
por ndo apresentarem uma ancestralidade majoritaria com valor superior a 70%, a diferenca
significativa entre os perfis genotipicos do G894T para pacientes e controles se manteve
(p<0,05), continuando a apontar uma chance aumentada de desenvolvimento de IC naqueles
com geno6tipo GG (OR: 2,246; 95% IC: 1,151-4,384) e diminuida naqueles com o alelo T
presente (OR: 0,445; 95% IC: 0,228-0,869). A associacao da IC com o grupo de miscigenados
¢ importante visto que se trata do grupo mais representativo de ambas amostras, fazendo parte

deles, 51% dos individuos de cada amostra.

4.4 Frequéncias do G894T entre géneros

As frequéncias do polimorfismo G894T variaram em relacdo ao género dos individuos
saudaveis e controles, porém a unica diferenca significativa encontrada (p=0,01) foi entre a
frequéncia genotipica das pacientes de IC do sexo feminino e a frequéncia das mulheres
saudaveis. As pacientes de IC tiveram a frequéncia do genotipo selvagem GG maior (67,6%)
do que as mulheres saudaveis do estudo (42,2%).

Apesar do resultado indicar uma prevaléncia maior do genoétipo selvagem GG em

mulheres com IC, sugerindo uma tendéncia maior ao desenvolvimento da doenca conforme o
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observado na amostra total, essa diferenca no perfil genotipico é explicada a partir da anélise
de ancestralidade de ambas as amostras de mulheres. A amostra de pacientes de IC do sexo
feminino possui em sua composicdo ancestral 35,8% de contribuicdo africana, 52,1%
europeia e 12,1% amerindia. Ja a amostra de mulheres saudaveis possui 22,9% de
contribuicdo africana, 64,2% europeia e 12,9% amerindia. Ao comparar ambas amostras, 0
valor de probabilidade de ndo-diferenciacdo por Fst foi inferior a 0,01, indicando uma
diferenca significativa em relacédo aos perfis de ancestralidade dessas duas amostras.

Visto que individuos com heranca genética africana e europeia diferem
significativamente nas frequéncias genotipicas do polimorfismo G894T (MCNAMARA et al.,
2003; MCNAMARA et al., 2009), € possivel afirmar que a diferenca significativa indicada
nos grupos de mulheres com IC e mulheres saudaveis € resultado dos diferentes padrdes de
ancestralidade dos grupos e ndo de um possivel fator de susceptibilidade ao desenvolvimento

da IC pelos valores de GG.

4.5 Frequéncias do G894T entre gravidades de IC

As frequéncias genotipicas do polimorfismo G894T variaram significativamente entre
0 grupo de pacientes de IC com a forma ndo-grave e grave da doenca (p=0,01). No grupo de
pacientes com IC ndo-grave, a frequéncia do genotipo heterozigoto GT foi menor (25,2%) do
que no grupo de pacientes graves (38,8%). Essa diferenca nas frequéncias foi apontada pelo
teste de OR como o gendtipo GT associado a uma maior chance de agravamento dos quadros
de IC (OR: 1,881; 95% IC: 1,044-3,391).

O resultado sugere que apesar do alelo T estar ligado a uma menor chance de
desenvolvimento de IC, quando um individuo possui um genotipo heterozigoto, ou seja, com
as copias do alelo G e T, a chance de IC grave ¢ aumentada em rela¢do aos outros genétipos.
Uma explicacdo para que o genoétipo GG, ligado a maior chance de IC, ndo seja também
relacionado para uma chance aumentada dos casos de IC grave é uma melhor resposta
medicamentosa dos individuos GG comparados com aqueles com gendtipo GT. McNamara e
colaboradores (MCNAMARA et al., 2009) relataram um impacto positivo de um tratamento
com dose-fixa de uma combinagédo de dinitrato isossorbida e hidralazina em pacientes com

genotipo GG em relacdo aos demais, resultando num remodelamento reverso.



66

Por outro lado, um recente estudo realizado com uma populagédo europeia indica uma
pior sobrevida dos pacientes de genétipo GG, justificando essa diferenca a resposta
terapéutica da administracdo de nitrato exdgeno nesses individuos, que resulta em altos niveis
de expressdo de NO e uma acdo deletéria num caso avancado de IC. No mesmo estudo, a
melhor sobrevida dos pacientes esta associada ao genotipo TT (AZZAM et al., 2015).

Muitos dos pacientes acompanhados no estudo, receberam algum tipo de medicamento
durante os ultimos anos e por conta disso, podem ter estabilizado a IC num quadro ainda néo-
grave, ou até mesmo ter apresentado alguma evolucdo de um quadro grave para nao-grave
quando portadores de algum gendtipo homozigoto, seja ele GG (MCNAMARA et al., 2009)
ou TT (AZZAM et al., 2015). Apesar disso, o papel do polimorfismo G894T em termos

moleculares e na evolucdo da IC ainda € controverso como visto nos estudos apresentados.

4.6 Impactos do polimorfismo G894T na IC

O polimorfismo G894T foi investigado com relacdo a IC levando em consideragdo sua
possivel influéncia nos niveis de NO de acordo com o gendtipo. As variacGes nos niveis de
NO podem ocorrer, inclusive, no meio intracelular (PHILIP et al., 1999). Entretanto, o
polimorfismo G894T pode ndo ser o Unico agente a alterar esses niveis, tendo outros
polimorfismos associados em conjunto. O resultado encontrado de que a auséncia do alelo T,
representado pelo gendtipo GG, estaria ligada a uma maior chance de ocorréncia de IC pode
ser ampliado e ter diferentes consequéncias quando combinado com variantes dos
polimorfismos T786C e VNTR 4a/b também localizados no gene da eNOS, por exemplo.
Tanto o polimorfismo T786C como 0 VNTR 4a/b ja foram associados por estudos a variacdes
nos niveis de NO e, consequentemente, a doencas (WANG et al., 1996; ROSSI et al., 2003;
JEMAA et al., 2007; CRUZ-GONZALEZ et al., 2009).

Um estudo realizado com a populacdo canadense investigou a associacdo da
combinacdo entre diversos polimorfismos, incluindo o G894T e o T786C, e o progndstico de
IC, porém nenhuma associacgéo significativa foi encontrada (ZAKRZEWSKI-JAKUBIAK et
al., 2008). Ja no Brasil, um estudo realizado recentemente analisou os polimorfismos G894T,
T786C e VNTR 4a/b combinados como haplétipos e encontrou uma associagdo para maior
ocorréncia de IC entre individuos afrodescendentes com o gen6tipo GG para G894 T, somado
ao gendtipo TT para T786C e homozigoto 4a no polimorfismo VNTR 4a/b (MARTINELLI et
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al., 2012). Esse resultado reforca a ideia de que o polimorfismo G894T possui impacto nos
niveis de NO e no desenvolvimento de IC, porém nédo é o Unico agente e sofre influéncia de

outros polimorfismos.

4.7 Poder de discriminagdo dos AIMs

O conjunto de 46 marcadores genéticos de insercdo e delecdo para estimativa de
ancestralidade humana descrito por Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2012) ja haviam
sido testado e comprovado sua eficadcia em populacbes de diferentes regides do Brasil
(MANTA et al., 2013), porém nesse atual estudo foi utilizado pela primeira vez para
caracterizar amostras caso e controle quanto a proporgdes de ancestralidade.

O resultado positivo dessa ferramenta pode ser visto nas tabelas 8 a 14 e no apéndice
B em que foram demonstrados os valores de significancia para o distanciamento genético dos
grupos. Os valores apontaram diferenca significativa entre os grupos de pacientes de IC com
ancestralidade africana, europeia e miscigenada, indicando um agrupamento satisfatorio. A
significancia também foi observada entre o0s grupos de individuos saudaveis com
ancestralidade africana, europeia e miscigenada.

Além disso, quando esses seis grupos classificados por ancestralidade foram
comparados a trés populacdes referéncias do painel HGDP-CEPH, houveram diferencas
significativas em todas as comparagOes par a par realizadas, indicando que mesmo quando
agrupadas por ancestralidade, as amostras estudadas, do Rio de Janeiro, sdo de individuos
bem miscigenados e diferentes de populagGes referéncias com ancestralidade bem definidas.

O critério de autodeclaragéo de cor de pele foi capaz de discriminar com significancia
as ancestralidades nas comparagdes de pacientes de IC brancos x negros (p<0,01) e negros X
pardos (p<0,01), porém na comparacdo de brancos x pardos, essa diferenca ndo obteve
significancia (p=0,27). O grupo de pacientes de IC autodeclarados negros apresentou 56,8%
de ancestralidade africana, ja os brancos tiveram seu maior percentual pertencente a
ancestralidade europeia com 68,3%. Esses dados corroboram com resultados recentes de um
estudo realizado com amostras dos estados de Ceard e Bahia em que individuos
autodeclarados negros tiveram sua maior porcentagem de ancestralidade africana e brancos,
europeia quando analisados marcadores genéticos de ancestralidade (MAGALHAES DA
SILVA et al., 2014).
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No entanto, mesmo 0s grupos de pacientes de IC autodeclarados negros e brancos
terem apresentado cada um deles uma ancestralidade mais prevalente, esses percentuais ndo
atingiram o valor de 70% utilizados como ponto de corte no agrupamento no presente estudo
e em outro estudo envolvendo associacdo em populacdo miscigenada (AL-ALEM et al.,
2014). Por este motivo, apesar de um bom indicador de ancestralidade, a ferramenta de
autodeclaragéo de cor de pele apresenta algumas falhas de caracterizagdo que sdo corrigidas

em sua totalidade com o uso dos marcadores AIMs (LINS et al., 2011).
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A partir dos dados apresentados no presente estudo, podemos concluir que:

a)

O critério de autodeclaracao de cor de pele demonstrou ter menor eficiéncia
em classificar os individuos por ancestralidade do que os AIMs nas

amostras colhidas de pacientes do Rio de Janeiro;

b) As frequéncias do polimorfismo G894T variam dentro da amostra de

individuos do Rio de Janeiro conforme seu padrdo de ancestralidade, sendo
0 gendtipo GG mais prevalente em individuos com forte ancestralidade

africana e menos prevalente em europeia;

c) Apesar da forte influéncia da ancestralidade nas frequéncias alélicas

d)

encontradas para o polimorfismo G894T, foi constatada uma associagéo do
gend6tipo GG a uma maior chance de desenvolvimento de IC nos individuos
com ancestralidade miscigenada, a predominante na amostra total. E,
opostamente, 0s genotipos possuindo o alelo T demonstraram uma reducéo
nessa chance;

O gendtipo GT apresentou uma incidéncia maior em pacientes de casos
graves de IC em relacdo aos outros genotipos, podendo a resposta a terapia

medicamentosa estar ligada a esse resultado.

Este trabalho contribuiu para a caracterizagdo do polimorfismo G894T na populagéo

do estado do Rio de Janeiro, associando-0 a IC, com baixa possibilidade de associagédo espuria

devido ao uso de ferramentas moleculares de ancestralidade.

Tendo em posse os resultados promissores de associacdo genética trazidos por este

estudo, a perspectiva do projeto é incluir novos polimorfismos de regides alvos de estudos em

populacdes de outros paises e verificar a possibilidade de associacdo a IC na populagédo do

Rio de Janeiro, utilizando-se dos marcadores de ancestralidade para tal.
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APENDICE A - Valores de distancia Fst das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs das amostras e grupos (continua)
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Africanos
Europeus | 0,366
Amerindios | 0,438 | 0,297
IC Geral 0,194 | 0,047 | 0,225
IC Brancos | 0,259 | 0,021 | 0,237 | 0,003
IC Negros | 0089 |0,155 | 0,282 | 0,032 | 0,067
IC Pardos | 0,226 | 0,049 | 0,247 | -0,004 | 0,002 | 0,038
IC GG 0,184 | 0,059 | 0,231 | -0,002 | 0,008 | 0,023 | -0,002
ICGT 0,230 | 0,037 | 0,242 | -0,001 | -0,001 | 0,045 | -0,003 | 0,004
ICTT 0,307 | 0,006 | 0,287 | 0,005 | -0,006 | 0,077 | -0,001 | 0,013 | 0,001
IC Homens | 0,215 | 0,040 | 0,231 | -0,002 | 0,001 | 0,041 | -0,004 | 0,001 | -0,003 | -0,001
IC Mulheres | 0,178 | 0,069 | 0,243 | -0,001 | 0,013 | 0,017 | 0,001 | -0,002 | 0,005 | 0,018 | 0,005
IC N&o-grave | 0,207 | 0,045 | 0,231 | -0,002 | 0,002 | 0,035 | -0,004 | -0,001 | -0,002 | 0,001 | -0,003 | 0,002
IC Grave |0,196 {0,053 | 0,238 | -0,002 | 0,005 | 0,028 | -0,004 | -0,002 | -0,001 | 0,010 | -0,001 | -0,002 | 0,001
IC Africanos | 0,023 | 0,253 | 0,368 | 0,092 | 0,143 (0,012 | 0,100 | 0,079 | 0,114 | 0,164 | 0,106 | 0,070 | 0,096 | 0,089
IC Europeus | 0,326 | 0,004 | 0,284 | 0,022 | 0,004 | 0,111 | 0,019 | 0,031 | 0,013 | -0,005 | 0,016 | 0,040 | 0,021 | 0,026 | 0,204
IC Mistos | 0,164 | 0,077 | 0,215 | 0,001 | 0,016 | 0,014 | 0,001 | -0,001 | 0,006 | 0,022 | 0,005 |-0,002 | 0,002 | 0,001 | 0,065 | 0,046
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APENDICE A — Valores de distancia Fst das frequéncias alélicas dos marcadores AIMs das amostras e grupos (conclusio)

Sl el5|8| 2|2 8|8 8|5 2|9fzg o|efegs|rg g 5| 5| 2|rERiag s
Tla| gl elelel =7 gl g2 g g ¢ § ||\ 2| 3 F d¢z
RJ Saudaveis | 0,232 | 0,032 | 0,232 | 0,001 | 0,001 | 0,049 | 0,001 | 0,003 | 0,001 | -0,005 | 0,001 [ 0,006 | 0,001 | 0,001 | 0,118 | 0,013 | 0,009
RJ GG 0,225 | 0,043 | 0,240 | 0,001 | 0,005 | 0,040 | 0,001 | 0,003 | 0,002 | -0,004 | 0,002 | 0,003 | 0,001 | 0,001 | 0,107 | 0,021 | 0,007 | -0,004
RJGT 0,257 | 0,026 | 0,249 | 0,002 | -0,003 | 0,059 | -0,002 | 0,005 | 0,001 | -0,005 | -0,001 | 0,009 | 0,001 | 0,003 | 0,129 | 0,008 | 0,013 | -0,004 | 0,004
RITT 0,285 | 0,032 | 0,287 | 0,002 | -0,001 | 0,059 | 0,004 | 0,007 | 0,001 | -0,002 | 0,001 | 0,009 | 0,006 | -0,001 | 0,152 | 0,010 | 0,013 | -0,004 | 0,001 | 0,003
RJ Homens | 0,238 0,036 | 0,251 | 0,001 | 0,001 | 0,046 | -0,001 | 0,002 | 0,001 | -0,005 | -0,001 | 0,005 | -0,001 | 0,001 | 0,114 | 0,016 | 0,007 | -0,005 | -0,005 | -0,004 | -0,001
RJ Mulheres | 0,242 | 0,032 | 0,237 | 0,001 | -0,001 | 0,050 | -0,001 | 0,003 | 0,001 | -0,006 | 0,001 | 0,006 | 0,001 | 0,001 | 0,121 | 0,011 | 0,010 | -0,005 | -0,004 | -0,004 | -0,006 | -0,002
RJ Africanos | 0,041 | 0,235 | 0,367 | 0,071 | 0,120 | 0,005 | 0,075 | 0,058 | 0,094 | 0,136 | 0,085 | 0,048 | 0,076 | 0,067 | -0,008 | 0,185 | 0,043 | 0,093 | 0,076 | 0,110 | 0,142 | 0,083 | 0,100
RJ Europeus | 0,326 | 0,004 | 0,280 | 0,019 | 0,002 | 0,104 | 0,017 | 0,027 | 0,013 | -0,010 | 0,014 | 0,035 | 0,018 | 0,021 | 0,198 | -0,005 | 0,041 | 0,007 | 0,015 | 0,004 | 0,003 | 0,010 | 0,005 | 0,180
RJ Mistos | 0,189 | 0,065 | 0,225 | 0,001 | 0,012 | 0,025 | 0,001 | 0,001 | 0,005 | 0,011 | 0,004 | -0,001 | 0,002 | 0,001 | 0,077 | 0,038 | 0,001 | 0,001 | -0,003 | 0,004 | 0,005 | -0,002 | 0,001 | 0,055 | 0,032

Legenda: populagio referéncia do painel HGDP-CEPH da Africa (africanos); populacdo referéncia do painel HGDP-CEPH da Europa (europeus); populagdo referéncia do
painel HGDP-CEPH de nativos americanos (amerindios); pacientes de IC do estudo (IC geral); pacientes com IC de cor de pele branca (IC brancos); pacientes
negros com IC (IC negros); pacientes pardos com IC (IC pardos); pacientes de IC com gen6tipo GG para o polimorfismo G894T (IC GG); pacientes de IC com
gendtipo GT (IC GT); pacientes de IC com genétipo TT (IC TT); homens com IC (IC homens); mulheres com IC (IC mulheres); pacientes com IC de gravidade
ndo-grave (IC ndo-grave); pacientes com IC grave (IC grave); pacientes de IC com mais de 70% de ancestralidade africana (IC africanos); pacientes de IC com
mais de 70% de ancestralidade europeia (IC europeus); pacientes de IC sem uma ancestralidade superior a 70% (IC mistos); individuos saudaveis do estudo (RJ
saudaveis); individuos saudaveis com genétipo GG para o polimorfismo G894T (RJ GG); individuos saudaveis com genétipo GT (RJ GT); individuos saudaveis
com gen6tipo TT (RJ TT); homens saudaveis (RJ homens); mulheres saudaveis (RJ mulheres); individuos saudéveis com ancestralidade africana superior a 70%
(RJ africanos); individuos saudaveis com ancestralidade europeia superior a 70% (RJ europeus); individuos sauddveis sem uma ancestralidade superior a 70% (RJ

mistos).
Fonte: O autor, 2015.
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APENDICE B — Valores de probabilidade de nio-diferenciacdo com base na distancia genética Fst das frequéncias alélicas dos marcadores
AlIMs das amostras e grupos (continua)
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Africanos + + + + + + + + + + + + + + + S I S N I R I O I
Europeus | <0,01 + + + + + + + - + + + + + + + |+ |+ |+ |+ |+ ]+ |+ ]+
Amerindios |<0,01 | <0,01 + + + + + + + + + + + + + + |+ |+ |+ |+ |+ ]|+ + ]|+ ]|+
IC Geral |<0,01|<0,01|<0,01 + + - - - - - - - - + + I N T I B T R
IC Brancos |<0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 + - + - - - + - + + + + | - |+ - - - -+ | - |+
1C Negros |<0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 + + + + + + + + + + + |+ |+ |+ |+ ]+ |+ -]+ |+
IC Pardos |<0,01|<0,01|<0,01| 0,96 | 0,27 | <0,01 - - - - - - - + + I N T I B T R
IC GG <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,99 |<0,01|<0,01| 0,91 + - - - - - + + N O e e
ICGT <0,01 | <0,01 <0,01| 0,77 | 0,72 | <0,01| 0,85 | 0,01 - - + - - + + EO [ R I I T N B B
ICTT <0,01| 0,21 {<0,01| 0,29 | 0,80 |<0,01| 050 | 0,07 | 0,53 - - - - + - - -]+ -]-
IC Homens | <0,01 | <0,01|<0,01| 0,99 | 0,38 |<0,01| 098 | 0,41 | 0,98 | 0,56 + - - + + + - - -] -+ +] -
IC Mulheres | <0,01|<0,01 | <0,01| 0,57 |<0,01|<001| 0,44 | 0,97 | 0,03 | 0,07 | 0,01 - - + + e I T o I o I I N
1C N&o-grave | <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,99 | 0,06 | <0,01| 0,96 | 0,90 | 0,91 | 0,37 | 0,99 | 0,18 - + + + - - - - - -] -
IC Grave |<0,01|<0,01|<0,01| 099 |<0,01|<0,01| 093|099 | 059|017 | 0,75 | 0,95 | 0,41 + + T e e e e N
IC Africanos | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 + o T R T I I R
IC Europeus | <0,01 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | 0,01 | <0,01 | <0,01|<0,01 |<0,01| 0,77 |<0,01 | <0,01|<0,01 | <0,01 | <0,01 S T IR I I B I
IC Mistos | <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,08 |<0,01|<0,01| 0,38 | 0,84 | <0,01 | <0,01|<0,01| 092 | 0,03 | 0,48 |<0,01|<0,01 N o I e e R N
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APENDICE B — Valores de probabilidade de nio-diferenciacdo com base na distancia genética Fst das frequéncias alélicas dos marcadores
AlIMs das amostras e grupos (concluséo)

. . el e 2 | . T.T.7.
E| S| Bl ool &lelelelf|s| |3 |s|a|ld|&|e|=|2L|3%|ad]|3
N S il Ml Sl elo|l Tlelel =g 2l 2l 2| 2|2
RJ Saudaveis | <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,28 | 0,52 | <0,01| 0,53 | 0,01 | 0,39 | 0,74 | 0,55 |<0,01| 0,32 | 0,17 |<0,01 | <0,01 | <0,01 - - - - - + + R
RJ GG <0,01|<0,01|<0,01| 0,20 | 0,02 | <0,01| 0,28 | 0,09 | 0,14 | 0,64 | 0,24 | 0,12 | 0,24 | 0,28 | <0,01 | <0,01 | <0,01 | 0,99 - - - - + + -
RJ GT <0,01|<0,01|<0,01| 0,17 | 0,97 | <0,01| 0,63 | 0,02 | 0,38 | 0,69 | 0,56 | 0,02 | 0,26 | 0,13 | <0,01|<0,01 |<0,01| 0,99 | 0,05 - - - + - +
RIJTT <0,01| 0,01 |<0,01| 0,40 | 0,52 |<0,01| 0,33 | 0,31 | 0,50 | 0,46 | 0,40 | 0,23 | 0,31 | 0,59 | <0,01| 0,27 | 0,05 | 0,66 | 0,42 | 0,36 - - + - -
RJ Homens | <0,01|<0,01|<0,01| 051 | 0,44 |<0,01| 0,56 | 0,24 | 0,50 | 0,70 | 0,71 | 0,05 | 0,67 | 0,43 | <0,01 | <0,01|<0,01| 0,99 | 0,98 | 0,95 | 0,60 - + + -
RJ Mulheres | <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,38 | 0,77 | <0,01| 0,58 | 0,02 | 0,42 | 0,83 | 0,55 [<0,01| 0,31 | 0,44 |<0,01|<0,01|<0,01| 0,99 | 0,97 | 0,99 | 0,61 0,77 + + -
RJ Africanos | 0,04 | <0,01|<0,01 |<0,01|<0,01| 0,32 |<0,01]<0,01|<0,01|<0,01|<0,01| 0,01 |<0,01|<0,01| 0,68 |<0,01|<0,01| 0,01 | 0,01 |<0,01]0,02]<0,01]|<0,01 + +
RJ Europeus | <0,01| 0,03 |<0,01|<0,01| 0,14 |<0,01|<0,01|<0,01|<0,01| 0,86 |<0,01|<0,01|<0,01]<0,01]|<0,01| 0,99 |<0,01]<0,01]|<0,01| 0,10 |0,23|<0,01| 0,01 |<0,01 +
RJ Mistos | <0,01 | <0,01 | <0,01| 0,23 | <0,01|<0,01| 0,33 | 0,49 | 0,03 | 0,05 | 0,05 | 0,62 | 0,20 | 0,43 | <0,01 |<0,01| 0,34 | 0,39 | 0,89 | 0,04 |0,31| 0,83 | 0,34 |<0,01 |<0,01

Legenda: populacéo referéncia do painel HGDP-CEPH da Africa (africanos); populacio referéncia do painel HGDP-CEPH da Europa (europeus); populagéo referéncia do
painel HGDP-CEPH de nativos americanos (amerindios); pacientes de IC do estudo (IC geral); pacientes com IC de cor de pele branca (IC brancos); pacientes
negros com IC (IC negros); pacientes pardos com IC (IC pardos); pacientes de IC com genétipo GG para o polimorfismo G894T (IC GG); pacientes de IC com
gendtipo GT (IC GT); pacientes de IC com genétipo TT (IC TT); homens com IC (IC homens); mulheres com IC (IC mulheres); pacientes com IC de gravidade
ndo-grave (IC ndo-grave); pacientes com IC grave (IC grave); pacientes de IC com mais de 70% de ancestralidade africana (IC africanos); pacientes de IC com
mais de 70% de ancestralidade europeia (IC europeus); pacientes de IC sem uma ancestralidade superior a 70% (IC mistos); individuos saudaveis do estudo (RJ
saudaveis); individuos saudaveis com genétipo GG para o polimorfismo G894T (RJ GG); individuos saudaveis com genétipo GT (RJ GT); individuos saudaveis
com geno6tipo TT (RJ TT); homens saudaveis (RJ homens); mulheres saudaveis (RJ mulheres); individuos saudaveis com ancestralidade africana superior a 70%
(RJ africanos); individuos saudaveis com ancestralidade europeia superior a 70% (RJ europeus); individuos saudaveis sem uma ancestralidade superior a 70% (RJ
mistos).

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significancia de acordo com o teste ndo-diferenciacdo com base na distancia genética Fsr.

Fonte: O autor, 2015.



83

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto

%

3‘\‘“‘!‘% UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO =

E u’%& + HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO ;
 rora COMITE DE ETICA EM PESOUISA

Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Wille Gigman

Para: Aut. Felipe Neves de Albuquergue
Orient. Prof, Andréa de Araljo Brand@o

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Emesto, apés avaliagdo,
considerou o projeto (2541-CEP/HUPE — CAAE: 0176.0.228.000-09) "AVALIAGAO DO IMPACTO
DE POLIMORFISMOS GENETICOS SOBRE A MORBIDADE E MORTALIDADE CARDIOVASCULARES
EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA CARDIACA DE ETIOLOGIA NAO-ISQUEMICA®, aprovado,
encontrando-se este dentro dos padrbes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme
Resolugdo n.°196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do
Consetho Nacional de Saiide, bem come o termo de consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
‘decorrer da pesquisa.

O Comité de Ftica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta
comissao um surnario dos resultados do projeto.

PNPRSN

Prof. Wil
Presidente do Comité de Etica e

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 ~ FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br



ANEXO B - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto

2R,
S €y UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO -
% viks s HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO c
? tsmon COMITE DE ETICA EM PESOUISA :

Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Wille Oigman

Para: Aut. Gustavo Salgado Duque
Orient. Profa. Dayse Aparecida da Silva

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, apds avaliagdo,
considerou o projeto (2549-CEP/HUPE - CAAE: 0175.0.228.000-09) "AVALIACAO DA
IMPORTANCIA DO POLIMORFISMO GENETICO NO PROGNOSTICO E RESPOSTA TERAPEUTICA
EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA CARDIACA DE ETIOLOGIA ISQUEMICA", aprovado,
encontrando-se este dentro dos padrdes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme
Resolucdo n.0196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do
Conselho Nacional de Satide, bem como o termo de consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador deverd informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no

decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica solicita a V. S2., que ao término da pesquisa encaminhe a esta
comissdo um sumario dos resultados do projeto.

g
\ o~ 0
Pyof. Wille Oi
Presidente do Comité de Etica em
N e

CEP - COMITE DE ETICA EM PESQUISA
AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP 20551-030
TEL: 21 2587-6353 — FAX: 21 2264-0853 - E-mail: cep-hupe@uerj.br
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (continua)

'.ig'"#"-;t Hl .Y HOSPITAL UNIVERSITARIO
X
A

i

 ox PEDRO ERNESTO/ Cm‘"‘“
i UNIVERSIDADE DO ESTADO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGUISA

Tiule da Peequiza: Polimomsmos gendiicos 40 metabollsmo lipldico, varlavels pressoricas,
antropoméiricas e laboratorials em Individuos [ovens

Pesquisador: Rossana Ghessa Andrade oe Frafias

Area Tematica: Area 1. Gendtica Humana
(Trata-5e de pesquisa envoivendo gendtica humana ndo conemplada acima.);

Versdo: 2
CAAE: 12144313.6.0000.5259

Insttbulg:o Proponents: Hospital Univarsitany Pedr Emesto/UER)
Patrocinador Principal: Fnanciamenio Proprio

DADOS DO PARECER

Himen: dio Parecer: 235134
Diaia da Relatonia: 13022013

Apragsntagio oo Projsto;

As doengas cardovasculares (DCVS) 530 3 principal causa de morte no mundo, dados publicados pela ONU
em 2011 revelam que das 57 milhdes de moras 0comdas no munda no and de 2008, 17 milhdes foram
devidas a5 DOV, (590 comesponde 3 44% de tnd3s a5 monies peomidas no mundo. Mo Brasll, as DCVS
concentram 29,4% do tofal de dbiins declarados no ano de 2007, seguniiio dados da Salde Grasl. Clante
destes dados, 3 defecgdo precocs de Individuns de alo fscd & o estabeledimento de esfratéglas de
prewenpan & de fundamenial Import3nda para a redugdo dos Indices de morbidade & mortzldads & todos oS
EETOMG0E d2vem Ger feling para prevenir o primeiro evento cardiovascuiar, pols ele pode ser fatal,
Incapaciants, além de represeniar um aio cusi com culdadas médlcos. Mo entanin, o5 malomes desaflos
atuaimente estdo relacionados com o estabelecimento de critérios que permitam determinar novos
Ma:adores de rsco que possam 587 INCOMoTasos a pratica clinlca,

Objefivo da Pesqulsa;

Determinar a relao entre variavels cinicas, antropoméiricas, aboratortals & polimorismos genédicos do
metaboiismo Lipidico am indlviduos jovens

Endaretn:  Aeefuda 28 da Salerbse 7T - Tiimes

Babtrc. 'Yiw hatel CEP: o) 854435
LF: R Bunidipla: R0 DE LBNERD
Telefone |71 0EaaAE Fas: [0 008% Eemall: coc=tucafum

Fibgra It o 51
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto

(continuacao)

% U]'Il.'l
.I"'u,pl'l"

Hl HOSPITAL UNIVERSITARIO

PEDRO ERNESTO! Cw
UNIVERSIDADE DO ESTADO

Avallaiho dos Riscos & Genaficios:

Rlscos: De acordo com a metodologla proposta, entende-se que ndo hd risco nenhum associado a
canducdo deste projeto em relacdo aos Indlviduos avallados @ esiudados. O Onieo desconforta esta
relacionado 4 refirada de sangue venosn, enfretantn, 26t 1ecnica & wlizada usualmenie na pratica cliniza.
Beneficios: 08 benefitios desle 2studo relacionam-se cOm O conhecimentos destes polimormismos na

papulacda brashelra, ass0cia008 35 contribuigies para detzcpdo precoce de ateragdes no melabolismo
lipidico & de doengas cartliovascuianes em individuos jovens, baseadd nos dados |aboratonals das frages

lipidicas estudadas e na andlise genedica dos pollmorismes realzadas no presents estudo que I3
possiolitar uma Infervengdo precoce & preventva, possiblitando um menor tempa de Infemagso @ menor
gasto em saide.

Comentaros & Conslderagdes sobre a Peaquisa:
© projeto est3 condzente com boas praticas em pesquisa

Conslderaghes sobre 0a Termos de apressntagao obrigatoria:

(3 TCLE fiol alferado cometamenia

Recomentagbes:

Conclusdes ou Pendénclss & Liata de Inadequaghas:

Projetn esta agto para U3 realizaggo.

Sttuagao do Parecer:

Agrovado

Necessita Apreciagio da CONEP:;

Mao

Conslderagias Finals a critéro do CEP:

1. Comunikar toda & qualquer aiteragio do projeto & temo de consentimento Ihre & esclarecido. Nestas
cimunstinclas 3 Inciusio de pacientes deve ser temporanaments infemompida 3% 3 resposta do Comise,
apts anallse das Mudangas propostas. 2. O daos INAVIoUGS de 10035 35 elapas 03 pesquisa devem sar
Miantices em ool S2gUD POr 5 aNos para possivel audhona oo ordos competentat. 3. O Comite de Etica
soilciia a V. 54, que a0 1emming da pesquisa encaminne 3 esta comissan um sumdno dos resulzdos do

FeOfED.

Confnusgic 42 Pemcar 25114

Endaregey.  Leeidi 28 da Salermbse 77 - Tiies

Balire. Wi abel CEP: 21 884.0%)

LiF: R Munidpla: R0 [E JANERD

Telefone: |71 Eag gocs Fag: [0 00Es E-mail: cip-ticafu]
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ANEXO C — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (conclusao)

2 OSPITAL UNIVERSITARIO
o H' ‘ PEDRO ERNESTO!/ Q%W“M mo
UNIVERSIDADE DO ESTADO
Cortouncic 42 Pascar 230 14
RIO DE JANEIRO, 04 d2 Junho de 2013
Asslinador por.
WILLE OIGMAN
(Coordenador)
Enderego.  Avencs 25 de Selerriye 77 - Thee
Baltre: Vi lsatel CEP. 205510%
UF. RJ Munidiplo. R0 DE JANERO
Telefone: (1 D8ASH06S Fax: (212840855 E-mab: _cw-tuce@ue] b
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ANEXO D - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua)

2

-

f <N l R
S H c
&y L
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO POR ESCRITO
AUTOR[ZAC}‘.O PARA PARTICIPAR DE UM PROIJETO DE PESQUISA

B

PROJETO DE PESQUISA:
Avaliaciio da importincia do polimorfismo genético no prognostico e
resposta terapéutica em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Professor responsavel: Prof. Felipe Neves de Albuguerque

Colaboradores: Prof. Gustavo Salgado Duque, Prof' Dr' Dayse Aparecida da Silva, Prof. Dr. Ricardo

Mourilhe Rocha e Prof. Dr. Denilson Campos de Albuquerque

Instituigdo: Hospital Universitirio Pedro Emesto, Faculdade de Ciéncias Médicas | UERJ

Disciplina/Servigo de Cardiologia e Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Patologia
O QUE E INSUFICIENCIA CARDIACA?

A insuficiéncia cardiaca ¢ uma doenca que se caracteriza pela falha no funcionamento normal do
coragdo. A fungdo de bomba exercida normalmente é prejudicada pelo aumento de tamanho do
coragdo, causando cansago, falta de ar, inchago nas pernas e dificuldade para realizar as tarefas
comuns. Sdo virias as causas, mas a principal ¢ a doenga arterial coronariana (ex: infarto agudo do

miocardio).
QUAL E O PAPEL DA GENETICA NA INSUFICIENCIA CARDIACA?

O papel atual da genética no tratamento da insuficiéncia cardiaca ¢ cada vez maior. O estudo do perfil
genético de pacientes com insuficiéneia cardiaca ja possibilitou a identifica¢do de alguns marcadores
diretamente ligado a esta doenca. Assim, individuos com determinadas caracteristicas genéticas tem
maior chance de apresentar ¢ evoluir com insuficiéncia cardiaca. [ mesmo acontece com o
tratamento: alguns individuos tem melhor resposta do que outros utilizando o mesmo tratamento.

Vocé esta sendo convidado (a) para participar de um estudo. Antes de vocé decidir participar, ¢
importante que vocé entenda porque a pesquisa esta sendo feita, quais siio as etapas do estudo e os
possiveis beneficios e riscos que pode causar. Leia com calma as informagdes abaixo e converse com
seu médico esclarecendo todas as dividas que tiver. O seu médico discutira estas informagdes com
vocé e, se for necessirio, explicard todas as suas dividas.

Se, depois de ler e entender todas as informagdes, vocé decidir participar, favor assinar o termo de

consentimento no local indicado. Vocé recebera uma copia deste documento de consentimento.



ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuagéo)

1) FUNDAMENTO E OBJETIVO DESTE ESTUDO

Esse estudo pretende verificar se as pessoas acompanhadas na Cardiologia do Hospital Universitario
Pedro Ernesto por insuficiéncia cardiaca apresentam alteragdes genéticas responsdveis pela evolugio e
diferenga de resposta ao tratamento, que favoregam a piora da doenga ou que possam alterar o
tratamento da mesma.

2) VOLUNTARIEDADE

Vocé tem o direito de ndo participar deste estudo ou de se retirar do estudo a qualquer momento. Sua
ndo participagio ndo prejudicara o seu atendimento ¢ o tratamento de sua doenga neste hospital em
qualquer momento.

3) RISCOS E DESCONFORTOS

Este estudo ndo oferece quaisquer riscos ao paciente ou dificuldades adicionais 4 rotina assistencial de
um paciente com insuficiéncia cardiaca, além do desconforto relacionado a coleta de sangue.

4) BENEFICIOS DA PESQUISA

Aquele que participar deste estudo contribuird para melhorar o conhecimento da influéncia genética na
insuficiéncia cardiaca. Adicionalmente, ha a possibilidade, apos a comprovagio da relagio entre
genética e resposta terapéutica, de individualiza¢io do tratamento permitindo a adequagdo do seu
tratamento para uso apenas de farmacos comprovadamente com beneficios.

5) CONFIDENCIALIDADE

Qualquer informagio relacionada a esse projeto com respeito ao senhor(a), tais como, historia meédica,
exame fisico, resultados de exames complementares, serio mantidos em sigilo e apenas as pessoas
envolvidas neste estudo e o seu médico assistente terdo acesso.

6) CUSTOS

A participagio neste estudo ndo tem objetivo de submeter vocé a um tratamento, € ndo tera custo para
vocé. Pelo fato deste projeto de acompanhamento ser voluntirio, nem vocé ou os médicos que

dele participam receberio qualquer compensaciio financeira.
7) DIREITOS PELA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO

Vocé entende que a participagio neste estudo ¢ voluntaria ¢ que se decidir néo participar, vocé ndo sofrera
nenhuma penalidade ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Se resolver participar, vocé podera
mudar de idéia sobre continuar no estudo. Caso isso aconteca, vocé entende que terd de informar seu
médico sobre esta decisio imediatamente. Esta ciente de que tal decisiio de sua parte ndo tera nenhuma
influéncia sobre a disponibilidade de cuidados médicos futuros ou outros beneficios aos quais vocé tem

direito, independente de sua participagio neste grupo.
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuagéo)

8) AS INFORMACOES COLETADAS NO ESTUDO SERAO CONFIDENCIAIS?

Sim. Vocé esta ciente de que todos os registros médicos e materiais de pesquisa que poderiam identificé-
lo (a) serdo mantidos em segredo € que, dentro do que € permitido pelas leis e/ou regulamentos aplicaveis,
ndo estarfio disponiveis publicamente. Vocé compreende que se os resultados deste estudo forem

publicados na literatura médica, sua identidade ndo sera revelada.

9) CONTATO

Se vocé tiver alguma davida durante o estudo, entre em contato com os médicos da Disciplina de
Cardiologia na Av. 28 de Setembro, 77 — 2° andar - cardiologia e no telefone (21) 2587-6684.

Se vocé tiver dividas em relagiio aos seus direitos como participante da pesquisa entre em contato com
do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitirio Pedro Ernesto na Av. 28 de Setembro, 77
— Térreo e no telefone (21) 2587-6775.

0 QUE ACONTECERA COM VOCE SE DECIDIR PARTICIPAR?

O médico ira ler este Termo de Consentimento com vocé. Apos a assinatura do mesmo, serd feita uma
coleta tinica de aproximadamente 10 (dez) mililitros de sangue por um profissional especializado.
Esta coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciard o seu tratamento. Esta amostra
serd encaminhada ao Laboratério de Biologia Molecular da Disciplina de Patologia Geral onde serd

guardado e utilizado no periodo de dois anos, periodo este da pesquisa.
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (concluséo)

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO
PROJETO DE PESQUISA:

Avaliacgiio da importiancia do polimorfismo genético no progndstico e resposta terapéutica
em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Investigador Principal: Dr. Felipe Neves de Albuquerque & Dr. Gustavo Salgado Duque

Instituig¢do: Hospital Universitario Pedro Eresto - Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Eu esclareci todas as davidas que tinha a respeito deste projeto de pesquisa.

Eu li e entendi 0 que esta escrito neste formulario. Eu aceito participar deste projeto.

Nome do paciente por extenso

Assinatura do paciente data

Assinatura do investigador data

Nome da testemunha* por extenso

Assinatura da testemunha*® data

* A assinatura da testemunha ¢é necessdria quando o paciente for analfabeto e /ou assinar com

impressdo datiloscopica.



92

ANEXO E - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua)

wu\l‘@?
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? 0 ® H :
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO POR ESCRITO
AUTORIZACAO PARA PARTICIPAR DE UM PROJETO DE PESQUISA

gy

PROJETO DE PESQUISA:

Avaliacdo da importincia do polimorfismo genético no prognéstico e resposta
terapéutica em pacientes com insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia isquémica
Médico responsavel: Gustavo Salgado Duque

Colaboradores: Felipe Neves de Albuquerque, Dayse Aparecida da Silva, Ricardo Mourilhe Rocha e

Denilson Campos de Albuquerque

Instituigdo: Hospital Universitario Pedro Ernesto, Faculdade de Ciéncias Médicas | UERJ —

Disciplina/Servigo de Cardiologia e Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Patologia

O QUE E INSUFICIENCIA CARDIACA?

A insuficiéncia cardiaca ¢ uma doenga que se caracteriza pela falha no funcionamento normal do
coragdo. A fungdo de bomba exercida normalmente ¢ prejudicada pelo aumento de tamanho do
coragdo, causando cansago, falta de ar, inchago nas pernas e dificuldade para realizar as tarefas
comuns. S3o varias as causas, mas a principal ¢ a doenga arterial coronariana (ex: infarto agudo do

miocardio).

QUAL E O PAPEL DA GENETICA NA INSUFICIENCIA CARDIACA?

O papel atual da genética no tratamento da insuficiéncia cardiaca é cada vez maior. O estudo do perfil
genético de pacientes com insuficiéncia cardiaca ja possibilitou a identificagdo de alguns marcadores
diretamente ligado a esta doenga. Assim, individuos com determinadas caracteristicas genéticas tem
maior chance de apresentar e evoluir com insuficiéncia cardiaca. O mesmo acontece com o
tratamento: alguns individuos tem melhor resposta do que outros utilizando o mesmo tratamento.

Vocé esta sendo convidado (a) para participar de um estudo. Antes de vocé decidir participar, ¢
importante que vocé entenda porque a pesquisa esta sendo feita, quais sdo as etapas do estudo e os
possiveis beneficios e riscos que pode causar. Leia com calma as informagdes abaixo e converse com
seu médico esclarecendo todas as duvidas que tiver. O seu médico discutira estas informagdes com
vocé e, se for necessario, explicara todas as suas duvidas.

Se, depois de ler e entender todas as informagdes, vocé decidir participar, favor assinar o termo de

consentimento no local indicado. Vocé receberd uma copia deste documento de consentimento.



ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuagéo)

1) FUNDAMENTO E OBJETIVO DESTE ESTUDO

Esse estudo pretende verificar se as pessoas acompanhadas na Cardiologia do Hospital Universitario
Pedro Ernesto por insuficiéncia cardiaca apresentam alteragdes genéticas responsaveis pela evolucdo e
diferenga de resposta ao tratamento, que favoregam a piora da doenga ou que possam alterar o

tratamento da mesma.

2) VOLUNTARIEDADE

Vocé tem o direito de ndo participar deste estudo ou de se retirar do estudo a qualquer momento. Sua
ndo participacdo ndo prejudicard o seu atendimento e o tratamento de sua doenga neste hospital em
qualquer momento.

3) RISCOS E DESCONFORTOS

Este estudo ndo oferece quaisquer riscos ao paciente ou dificuldades adicionais a rotina assistencial de
um paciente internado com insuficiéncia cardiaca, além do desconforto relacionado a coleta de sangue.
4) BENEFICIOS DA PESQUISA

Aquele que participar deste estudo contribuira para melhorar o conhecimento da influéncia genética na

insuficiéncia cardiaca. Adicionalmente, ha a possibilidade, apds a comprovagdo da relagdo entre
genética e resposta terapéutica, de individualizagdo do tratamento permitindo a adequacdo do seu
tratamento para uso apenas de farmacos comprovadamente com beneficios.

S) CONFIDENCIALIDADE

Qualquer informag@o relacionada a esse projeto com respeito ao senhor(a), tais como, historia médica,
exame fisico, resultados de exames complementares, serdo mantidos em sigilo e apenas as pessoas
envolvidas neste estudo e o seu médico assistente terdo acesso.

6) CUSTOS

A participacdo neste estudo ndo tem objetivo de submeter vocé a um tratamento, e ndo tera custo para
vocé. Pelo fato deste projeto de acompanhamento ser voluntirio, nem vocé ou os médicos que

dele participam receberido qualquer compensacio financeira.

7) DIREITOS PELA PARTICIPACAQ NESTE ESTUDO

Vocé entende que a participagdo neste estudo € voluntaria e que se decidir ndo participar, vocé ndo sofrera
nenhuma penalidade ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Se resolver participar, vocé podera
mudar de idéia sobre continuar no estudo. Caso isso aconteca, vocé entende que tera de informar seu
médico sobre esta decisdo imediatamente. Esta ciente de que tal decisdo de sua parte ndo tera nenhuma
influéncia sobre a disponibilidade de cuidados médicos futuros ou outros beneficios aos quais vocé tem

direito, independente de sua participagdo neste grupo.
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuagéo)

8) AS INFORMACOES COLETADAS NO ESTUDO SERAQ CONFIDENCIAIS?

Sim. Vocé esta ciente de que todos os registros médicos e materiais de pesquisa que poderiam identifica-
lo (a) serio mantidos em segredo e que, dentro do que é permitido pelas leis e/ou regulamentos aplicaveis,
nio estario disponiveis publicamente. Vocé compreende que se os resultados deste estudo forem

publicados na literatura médica, sua identidade ndo sera revelada.

9) CONTATO

Se vocé tiver alguma davida durante o estudo, entre em contato com os médicos da Disciplina de
Cardiologia na Av. 28 de Setembro, 77 — 2° andar - cardiologia e no telefone (21) 2587-6684.

Se vocé tiver davidas em relagio aos seus direitos como participante da pesquisa entre em contato com
do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto na Av. 28 de Setembro, 77

— Térreo e no telefone (21) 2587-6775.

O QUE ACONTECERA COM VOCE SE DECIDIR PARTICIPAR?

O médico ira ler este Termo de Consentimento com vocé. Apés a assinatura do mesmo, sera feita uma
coleta unica de aproximadamente 10 (dez) mililitros de sangue por um profissional especializado.
Esta coleta sera feita apenas para este estudo e em nada influenciara o seu tratamento. Esta amostra
serd encaminhada ao Laboratorio de Biologia Molecular da Disciplina de Patologia Geral onde sera

guardado e utilizado no periodo de dois anos, periodo este da pesquisa.
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ANEXO E — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (concluséo)

DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO

PROJETO DE PESQUISA:

Importancia do polimorfismo genético no prognéstico e resposta terapéutica em pacientes

com insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatia isquémica

Investigador Principal: Dr. Gustavo Salgado Duque

Institui¢do: Hospital Universitario Pedro Ernesto - Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Eu esclareci todas as davidas que tinha a respeito deste projeto de pesquisa.

Eu li e entendi o que esta escrito neste formulario. Eu aceito participar deste projeto.

Nome do paciente por extenso

Assinatura do paciente data

Assinatura do investigador data

Nome da testemunha* por extenso

Assinatura da testemunha* data

* A assinatura da testemunha ¢ necessaria quando o paciente for analfabeto e /ou assinar com

impressdo datiloscopica.



ANEXO F — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua)

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Faculdade de Ciéncias Médicas

Hospital Universitario Pedro Ernesto
Servico/Disciplina de Cardiologia

Setor de Hipertensao Arterial e Lipides
Laboratério de Diagnésticos por DNA

Consentimento Informado
1- Afirmacio Introdutéria

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo de investigagdo clinica e
genética. Para decidir se vocé deseja ou ndo participar, vocé precisa entender as vantagens e
desvantagens do mesmo, para poder formar a sua opinido.

2- Objetivo do Estudo

Embora tenha havido muitos avangos no diagndstico e tratamento das doencas
cardiovasculares, elas ainda permanecem como causa de grande morbidade e mortalidade em
vérios paises, inclusive o Brasil, sendo uma causa comum de afastamento do trabalho ou
mesmo de aposentadoria precoce. Considerdvel soma de recursos estdo destinadas em todo o
mundo, para pesquisas e programas cientificos com o objetivo méximo de identificar,
controlar e prevenir estas doengas.

Uma das formas de fazer esta prevencio é identificar desde cedo certas condicdes,
chamadas de fatores de risco cardiovascular, que aumentam a chance das pessoas de terem
angina ou infarto, derrame, ou ouros problemas do coragdo e da circula¢do. S@o eles: pressdo
alta, diabetes ou agticar alto no sangue, excesso de peso, problemas de colesterol alto e outros
héabitos como ma alimentagdo, fumar ou usar bebida alcodlica além de néo praticar atividade
fisica. Além disso, sabemos hoje que estes fatores de risco costumam estar presentes em
védrios membros da mesma familia, o que quer dizer que se vocé ou algum parente seu tem
alguma dessas anormalidades, as outras pessoas da sua familia também poderdo ter essas
mesmas doengas.

Com o objetivo de esclarecer alguns destes fatores de risco, estamos convidando vocg,
para comparecer ao Hospital Universitdrio Pedro Ernesto e realizar avalia¢des clinicas e
exame de sangue. Depois de toda a avaliagdo, podemos saber se vocé tem algum problema no
coracdo ou alguma dessas anormalidades que poderdo causar esses problemas, no futuro. Na
visita médica aqui no Hospital, serdo feitos a medida da pressdo arterial e verificacdo do seu
peso, de sua altura, a medida da sua cintura, além da coleta de sangue para dosar as gorduras:
colesterol, HDL, LDL e triglicerideos, 1ém de lipoproteinas (apolipoproteina A ¢
apolipoproteina B e lipoproteina A). O sangue também serd utilizado para realizar exames em
genes relacionados as gorduras (colesterol, HDL, LDL, triglicerideos e lipoproteinas). Nesta
avaliacdo, ndo serdo administrados medicamentos. Depois do resultado dos exames, caso seja
necessdrio e de seu interesse, vocé poderd realizar o tratamento no Servico de Cardiologia
deste hospital, ou levar os exames para o seu médico particular.

Além disso, vocé saberd como estd a sua saude cardiovascular geral e a pritica de
hdbitos sauddveis de vida podera ser adotada.
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ANEXO F — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuagéo)

3- Procedimentos Médicos a Serem Seguidos

Ap6s ler, entender ¢ concordar, vocé assinard o Consentimento Informado, e somente
depois, os médicos irdo examinar vocé e colher o seu sangue para os exames laboratoriais. Se
vocé estiver tomando algum remédio prescrito pelo seu médico, eles deverdo ser mantidos,
ou, a critério do seu médico, poderdo ser modificados no futuro, de acordo com o resultado
de seus exames. A avaliacio constard de uma visita médica, onde serdo realizados o exame
clinico, antropométrico ¢ a coleta de sangue, Apds esta visita, vocé terd acesso a todos os
resultados e poderd ser acompanhado aqui no Hospital Pedro Ernesto ou levar estes
resultados para seu médico particular.

4- Desconfortos e Riscos

Nenhum novo medicamento ou forma de tratamento serd testado em vocé e o tnico
desconforto serd o da coleta de sangue, através da puncdo do sangue de sua veia, como ¢ feito
habitualmente.

5- Exclusoes

Se vocé ndo entender alguma palavra do texto, peca explicacdes ao médico que o estd
atendendo. Se ndo for da sua vontade, vocé€ ndo tem obrigacdo de participar do estudo.

6- Beneficios aos participantes

As doencas do coragdo sdo a principal causa de morte no nosso pais e no mundo.
Virias sdo as situagdes que, quando presentes, aumentam o risco do individuo ter um
problema do coragdo: pressdo alta, diabetes, colesterol elevado, fumo, obesidade, falta de
exercicio fisico sdo algumas das mais conhecidas. Estas condi¢des sdo reconhecidas hoje
como os fatores de risco cardiovascular. Hoje se sabe que, quanto mais cedo estes fatores sdo
identificados, mesmo que a pessoa ndo sinta nada, maior o beneficio que esta pessoa terd com
o tratamento imediato.

Ao participar de estudos como este, vocé estard colaborando para que um maior
conhecimento médico e cientifico em nosso pafs seja alcancado. Além disso, vocé estard
realizando uma revisdo ampla da sua saide cardiovascular ¢ em sendo encontrada alguma
anormalidade, vocé serd devidamente informado, e as orientagdes médicas serdo fornecidas.

E possivel também que nos individuos, onde os fatores de risco cardiovascular estdo
mais presentes, sejam identificados e possam ser alertados para mudangas nos seus hdbitos,
com vistas a preven¢do das doengas do corag@o.

7- Dados confidenciais

A menos que sejam requeridos por lei, apenas o investigador, o comité de revisdo e a
comissdo de ética terdo acesso aos dados confidenciais que identificam vocé pelo nome. Os
resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou em publicagdes; no
entanto, vocé€ ndo serd identificado nestas apresentacdes. Todo o material bioldgico coletado
neste estudo serd exclusivamente utilizado para as pesquisas dos fatores de risco
cardiovascular e avaliagdo genética. Qualquer outro exame a ser realizado com este material
serd solicitado novo consentimento, informando detalhadamente o fim a que se destina.
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ANEXO F — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (concluséo)

8- Novas descobertas

Se no decorrer deste estudo ou ao seu final, surgir alguma conclus@o relevante para
seu beneficio, vocé serd informado a respeito.

9- Pessoas para contato

O pesquisador ou seu substituto responderd a todas as perguntas. Se vocé tiver
questdes adicionais no decorrer deste estudo sobre a pesquisa ou seus direitos como um
participante da pesquisa, poderd dirigi-las a Rossana Ghessa Andrade de Freitas, ou Dra.
Maria Eliane Magalhdes no setor de Hipertensdo Arterial e Lipides da Cardiologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, tel: (21) 2587-6482 ou Dra. Dayse Aparecida da
Silva no Laboratério de Diagndsticos por DNA da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
tel: (21) 2334-0594.

10-  Participacdo voluntaria

Vocé estd participando voluntariamente deste estudo. Vocé pode se recusar a
participar do mesmo a qualquer momento, sem penalidades nem perda dos beneficios a que
voce ja tem direito.

Li o texto acima e estou ciente do conteido deste formuldrio de consentimento.
Minhas perguntas foram respondidas. Consinto voluntariamente em participar. Recebi uma
cépia deste formulério de consentimento.

Este termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa do Hospital Universitirio Pedro Ernesto (CEP/HUPE) e qualquer divida
pode-se entrar em contato através do endereco: CEP/HUPE:CEP - COMITE DE ETICA EM
PESQUISA. AV. VINTE E OITO DE SETEMBRO, 77 TERREO - VILA ISABEL - CEP
20551-030. Ou pelo telefone: (21) 2868-8253, ou através do e-mail: cep-hupe @uerj.br.

Nome do paciente:

Assinatura: Data:

Nome do investigador:

Assinatura: Data:

Nome da testemunha:

Assinatura: Data:
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