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RESUMO 

 

 

VIANNA, R. Estudo de polimorfismo do gene que codifica a enzima óxido nítrico sintase 

(eNOS) e relações de ancestralidade de pacientes com insuficiência cardíaca. 2016. 98 f. 

Dissertação (Mestrado em Biociências) – Programa de Pós-Graduação em Biociências, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro, 2016. 

 

A insuficiência cardíaca (IC) é uma síndrome complexa que se caracteriza por 

anormalidades no ventrículo esquerdo, resultando em menor ejeção de sangue para os vasos 

sanguíneos. Mesmo com o avanço da terapêutica, a IC continua sendo uma das maiores 

causas de mortalidade, internação hospitalar e limitação funcional no Brasil e no mundo. 

Diferentes estudos apontam para uma associação entre o polimorfismo G894T, localizado no 

gene responsável por codificar a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), e o 

desenvolvimento de IC, em certas populações. Porém, as frequências dos alelos e dos 

genótipos para o polimorfismo G894T são bem variadas de acordo com as populações 

estudadas, e a associação do G894T com a IC só foi encontrada em populações bem definidas 

como europeia e afro-americana. Com base nisso, justifica-se a investigação numa população 

miscigenada como a brasileira, usando como ferramenta os marcadores informativos de 

ancestralidade (AIMs) em cada indivíduo do estudo para diminuir os efeitos de estruturação 

populacional recorrentes em estudos envolvendo a população brasileira, por fim, evitando 

uma associação espúria. Os objetivos deste estudo foram determinar as distribuições das 

frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo G894T da eNOS em amostras de pacientes 

e de indivíduos saudáveis, considerando ancestralidade, e investigar uma possível associação 

deste polimorfismo à IC. O estudo incluiu 210 indivíduos pertencentes à coorte do estudo de 

pacientes com IC do Hospital Universitário Pedro Ernesto/UERJ e 106 indivíduos saudáveis. 

A sequência de DNA contendo o polimorfismo G894T do gene da eNOS foi amplificada por 

PCR e o alelo presente foi determinado utilizando uma enzima de restrição. A ancestralidade 

foi determinada utilizando 46 marcadores autossômicos AIMs, genotipados por PCR seguida 

de eletroforese capilar. Quanto ao perfil de ancestralidade, as amostras caso e controle 

apresentaram maior proporção de herança europeia, seguida de africana e ameríndia, sem 

diferença significativa entre as duas amostras. As frequências do genótipo homozigoto 

selvagem (GG) e do alelo variante (T) foram superiores em pacientes, quando comparadas 

com as dos indivíduos saudáveis. Essas diferenças demostraram significância estatística e um 

valor de odds ratio indicativo para chance aumentada de IC em portadores do genótipo GG e 

diminuída nos portadores do alelo T. As frequências de genótipos homozigotos (GG e TT) 

foram maiores em pacientes com IC não-grave do que naqueles com IC grave, sendo esta 

diferença significativa e indicando uma maior incidência de casos graves de IC naqueles com 

o genótipo GT. Esse estudo sugere uma associação do genótipo GG a uma maior incidência 

de IC e do alelo T a uma menor incidência. 

 

Palavras-chave: Insuficiência cardíaca. Marcadores genéticos. Óxido nítrico 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. Dissertação (Mestrado em 

Biociências) – Programa de Pós-Graduação em Biociências, 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 Universitário 

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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INTRODUÇÃO 

 

 

A insuficiência cardíaca 

 

 

As doenças cardiovasculares (DCVs) são responsáveis pelo maior número de óbitos 

no Brasil (DATASUS, 2014) e no mundo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Dentre as DCVs, 

destacam-se a doença arterial coronariana (DAC) e a insuficiência cardíaca (IC) como as mais 

frequentes. Por este motivo, ressalta-se a importância do aprofundamento no conhecimento 

das mesmas, visando uma melhor profilaxia da patologia. 

A DAC é considerada a principal causa de IC no ocidente e uma das principais no 

mundo (MOZAFFARIAN et al., 2015). Esse número vem crescendo, conforme demonstrado 

pelo clássico 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 doenças evoluem para um quadro de IC em seus estágios finais, 

tais como cardiopatia isquêmica, hipertensão arterial (HA), valvulopatias, doença de Chagas e 

miocardiopatias (LIBBY et al., 2007). 

A IC é uma condição patológica cuja principal característica é a incapacidade do 

coração em bombear a quantidade de sangue necessária 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 avançadas da doença, podendo atingir 

50% em um ano em pacientes com fração de ejeção do ventrículo esquerdo muito baixa, 

tornando-se maior naqueles que necessitam suporte inotrópico para sua compensação 

(BOCCHI, 1994). 

A história natural da IC pode ser modificada com a correção da cardiopatia, controle 

dos fatores de agravamento da IC ou através de algumas medicações, mas também pode se 

agravar devido ao uso de outras drogas (SACKS et al., 2014). Além da fração de ejeção, 

outros fatores como gênero e raça têm sido observados e associados a uma maior propensão 

ao desenvolvimento da doença, em que homens (STROMBERG e MARTENSSON, 2003) e 

indivíduos afro-americanos são mais afetados (BAHRAMI et al., 2008). 

Mesmo com os atuais avanços terapêuticos, a IC continua sendo uma das principais 

causas de mortalidade, internação hospitalar e limitação funcional no país e no mundo. No 

ano de 2012 houve cerca de 240 mil hospitalizações com diagnóstico de IC no Brasil. Já em 
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relação à mortalidade, 28,6% das mortes registradas pelo Sistema Único de Saúde foram 

causadas por DCVs no Brasil neste mesmo ano, sendo 39,1% dessas, decorrentes de quadros 

de IC (DATASUS, 2014). 

 

 

Disfunção endotelial 

 

 

Com a IC causando a ineficiência do sistema de bombeamento de sangue, o organismo 

busca mecanismos compensatórios, como a ativação do sistema nervoso central e a liberação 

de neurotransmissores, para manter a estabilidade hemodinâmica (FERREIRA et al., 2008). 

Porém, como consequência da ativação desses sistemas compensatórios, ocorrem mudanças 

prejudiciais em diversos tecidos como na musculatura esquelética (DREXLER et al., 1992) e 

no próprio coração (FERREIRA et al., 2008). 

O principal prejuízo incidente na musculatura esquelética é a reduzida perfusão 

sanguínea que causa uma diminuição do aporte de oxigênio e de nutrientes aos vasos que 

suprem o músculo ativo. Consequentemente ocorrem alterações neuro-humorais que 

aumentam a resistência vascular periférica através da vasodilatação e mantém o sangue em 

constante movimento apesar da citada ineficiência do bombeamento cardíaco. Essas 

alterações neuro-humorais provocam também redução do fluxo sanguíneo (BERNJAK et al., 

2008), aumento da atividade simpática (BERNJAK et al., 2008; FERREIRA et al., 2008; 

MEDEIRO et al., 2008) e acúmulo de fatores vasoativos locais, como por exemplo, o lactato 

(TYNI-LENNÉ, GORDON, et al., 1999; TYNI-LENNÉ, JANSSON, et al., 1999). 

A baixa perfusão sanguínea provocada pela IC dá origem à disfunção endotelial, que é 

um fenômeno caracterizado pela redução na disponibilidade sanguínea de um componente 

específico, o óxido nítrico (NO) (WISLØFF et al., 2007). O NO é um importante componente 

para a estabilidade hemodinâmica porque sua principal ação é a vasodilatação. 

A produção de NO é mediada por estímulo físico consequente do intenso fluxo 

sanguíneo na parede do endotélio, viabilizando o aumento da luz dos vasos. Porém, os 

pacientes de IC possuem menores taxas de perfusão sanguínea e, por conta disso, a produção 

de NO é reduzida e sua ação é prejudicada (WISLØFF et al., 2007; DWORAKOWSKI et al., 

2008). Outra justificativa que explica a baixa disponibilidade sanguínea de NO em pacientes 

de IC é apresentada num estudo que constata que espécies reativas de oxigênio e radicais 
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livres encontram-se mais disponíveis na circulação em pacientes e, com isso, ocorre oxidação 

de moléculas de NO e inibição de sua ação (DWORAKOWSKI et al., 2008).  

 

 

Síntese de NO 

 

 

Em termos moleculares, a produção de NO resulta da reação de oxidação de um dos 

nitrogênios guanidino da molécula de L-arginina, que é convertida em NO e L-citrulina, numa 

reação que é catalisada pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), conforme representado na 

figura 1. Diversas isoformas da enzima NOS têm sido identificadas em diferentes tecidos de 

mamíferos, sendo elas categorizadas em dois grupos: NOS constitutiva (cNOS) e NOS 

induzível (iNOS). Estudos bioquímicos determinaram que estas isoformas constituem uma 

família de proteínas codificadas por genes distintos (MARLETTA, 1994). 

A cNOS e a iNOS diferenciam-se quanto ao peso molecular, à forma de ativação e à 

capacidade de mediar a síntese de NO (MARLETTA, 1994). A isoforma constitutiva abrange 

a NOS neuronal (nNOS), descrita e presente fundamentalmente nos neurônios (BREDT e 

SNYDER, 1989; KNOWLES et al., 1989), e a NOS endotelial (eNOS), presente nas células 

endoteliais vasculares  (MONCADA et al., 1991) e nas plaquetas (RADOMSKI et al., 1990). 

Enquanto a cNOS produz baixas quantidades de NO e sua ativação depende da 

interação molecular com a calmodulina, controlada por níveis de cálcio, a iNOS não é 

produzida em condições normais, e sim por ação de citocinas em uma variedade de células, 

como linfócitos T, miócitos, hepatócitos, células endoteliais, neutrófilos e plaquetas 

(MONCADA et al., 1991). O nível de NO produzido por essa segunda isoforma é bem maior 

que o produzido pela cNOS, porém a iNOS demanda algumas horas para que comece a ser 

expressa e sua inibição só ocorre quando ocorre há depleção de L-arginina e cofatores de 

produção no meio intracelular ou em caso de morte celular (DUSTING e MACDONALD, 

1995). 
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Figura 1 – Produção de óxido nítrico (NO) por ação da enzima óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS) tendo por substrato a L-arginina 

 

 
Nota: Cofatores como a tetrahidrobiopterina (BH4), a calmodulina e a nicotinamida adenina dinucleotídeo 

fosfato reduzida (NADPH) estão envolvidos no processo. A estimulação da eNOS por agonistas 

vasodilatores ou shear stress (atrito celular no endotélio) é mediada pelo aumento de cálcio intracelular 

(Ca2+). O NO pode ser degradado por radicais livres (O2-), produzindo peroxinitrito (OONO-), que é 

vasoativo. O NO atua nas células musculares lisas vasculares causando relaxamento por ativação a 

guanilato ciclase (GC), então elevando o nível de guanosina monofosfato cíclica intracelular (cGMP). 

Fonte: BRAUNWALD et al, 2001(com modificações). 

 

 

Metabolismo da eNOS 

 

 

A eNOS, pertencente à classe das cNOS, possui um papel fundamental no processo de 

relaxamento do vaso sanguíneo. Esse relaxamento decorre da ativação dos receptores da 

membrana das células endoteliais por estímulos solúveis ou quando acontece um aumento no 

atrito ocasionado pelas células circulantes sobre a camada endotelial (shear-stress), causando 
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a ativação da eNOS e, consequentemente, a produção de NO por essas células (BUSCONI e 

MICHEL, 1993). 

Por estar ancorada à membrana da célula endotelial, a eNOS favorece a 

disponibilidade de grandes quantidades de NO próximo à camada muscular do vaso e às 

células sanguíneas circulantes. Em resposta a moléculas agonistas, como a bradicinina, ocorre 

a fosforilação da eNOS, ocasionando sua translocação para o citosol. Este mecanismo tem 

papel fundamental na regulação da produção de NO in situ e na sua atividade biológica. O NO 

sintetizado na célula endotelial difunde-se rapidamente para o miócito e para o lúmen 

vascular. Esta difusão ocorre rapidamente por conta de sua pequena dimensão e sua 

característica lipofílica (MICHEL et al., 1993). 

No interior do miócito, o NO desempenha sua atividade ao interagir com a enzima 

guanilato ciclase, alterando sua conformação e ativando-a, tornando-se capaz de produzir 

guanosina monofosfato cíclica (GMPc). O aumento de concentração de GMPc na célula 

muscular resulta no relaxamento da célula, conforme pode ser visto ainda na figura 1. Esse 

relaxamento promove a redução da entrada de Ca2+ para a célula e o retículo endoplasmático 

deixa de liberar Ca2+, passando apenas a capturar moléculas de Ca2+ para o seu interior 

(GEWALTIG e KOJDA, 2002). 

Por outro lado, o NO que deixa a célula endotelial com destino à corrente sanguínea, 

pode penetrar nas plaquetas, principalmente naquelas que se encontram aderidas à parede do 

vaso, ou nas hemácias. No interior das plaquetas, o NO também promove aumento de GMPc 

e os níveis de Ca2+ livre são reduzidos, inibindo a ativação plaquetária (WOLIN, 2000). 

 

 

Polimorfismos genéticos 

 

 

 Com o advento do projeto Genoma, acredita-se que cerca de 400 genes regulem os 

processos de função endotelial, inflamação, coagulação e metabolismo de macromoléculas. O 

uso de novas ferramentas da biologia molecular tem possibilitado desvendar mecanismos 

causadores e vias fisiológicas de várias doenças (MCNAMARA et al., 2003). 

Frequentemente estudos de associação são realizados com o objetivo de identificar as 

bases genéticas de características quantitativas, como a susceptibilidade a doenças complexas 

(HIBI et al., 1998; SHIMASAKI et al., 1998; HINGORANI et al., 1999; MATSA et al., 2013; 

YAO et al., 2013). Além disso, a existência de polimorfismos genéticos – mutações genéticas 
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não-letais presentes em mais de 1% da população – pode ajudar a explicar as diferenças na 

evolução clínica e na resposta terapêutica entre pacientes com a mesma patologia e que 

utilizam as mesmas medicações. 

 

 

Polimorfismos da eNOS 

 

 

O gene que codifica a eNOS localiza-se na extremidade do braço longo do 

cromossomo 7 (7q36.2) e possui grande relevância no cenário de genética clínica. Esta 

relevância começa a se destacar a partir da década de 90, com o surgimento de estudos 

ressaltando a importância das alterações genéticas e sua responsabilidade pelo 

desenvolvimento da IC. Dentre os estudos, três polimorfismos da eNOS ganharam destaque 

em casos de associação com a IC: o T786C, o VNTR 4a/b e o G894T. A localização dos 

polimorfismos pode ser vista na figura 2. 

 

 

Figura 2 – Localização dos polimorfismos do gene da eNOS 

 

 
Legenda: Roxo (toda a extensão do gene eNOS); azul (localização do polimorfismo T786C: região promotora 

do gene eNOS); verde (localização do polimorfismo VNTR 4a/b: íntron 4 do gene eNOS); e vermelho 

(localização do polimorfismo G894T: exon 7 do gene eNOS). 

Fonte: NCBI dbSNP, 2016 (com modificações). (NCBI, 2016) 

 

 

O polimorfismo T786C (rs2070744) é caracterizado por uma mutação pontual (SNP) 

na região promotora do gene da eNOS, em que há uma troca do nucleotídeo timina por uma 

citosina. Esse polimorfismo associa-se ao desenvolvimento de IC por estar relacionado com a 

redução da atividade da enzima eNOS em plaquetas (DOSENKO et al., 2006) e diminuição 

dos níveis de RNA mensageiro em cardiomiócitos (DOSHI, A. A. et al., 2010). Além disso, 

estudos indicaram uma associação dessa variante com quadros de doença coronariana (ROSSI 

et al., 2003) e hipertensão (CRUZ-GONZALEZ et al., 2009). 

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

gene da eNOS. Esse polimorfismo está ligado a uma variação fisiológica das concentrações 
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plasmáticas dos metabólitos do NO (TSUKADA et al., 1998). Essa variação de concentração 

foi associada com a evolução da estenose coronária severa (WANG et al., 1996) e um risco 

aumentado de infarto do miocárdio (JEMAA et al., 2007). 

O polimorfismo G894T (rs1799983) é um SNP que ocorre no exon 7 do gene, 

havendo substituição da base nitrogenada guanina por uma timina na posição 894 que resulta 

numa substituição do aminoácido glutamina por aspartato na posição 298 (Glu298Asp) na 

estrutura da eNOS (PHILIP et al., 1999). Esta substituição de nucleotídeos é identificada com 

base na técnica de enzima de restrição, especificamente com o uso da enzima MboI, conforme 

mostrado na figura 3. O aspartato na posição 298 ocasiona, em hipertensos, resistência à 

terapia anti-hipertensiva convencional, por não ativar corretamente a eNOS, e 

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

 

 

Figura 3 – Mutação pontual (SNP) que ocorre na posição G894T 

 
Nota: Na mutação pontual ocorre a troca de guanina (G) por timina (T). Também é ilustrado na figura o sítio de 

ação da enzima de restrição MboI que cliva o DNA quando se faz presente o alelo T no gene, 

caracterizando a sequência GATC’ que é o alvo da enzima. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Diversas doenças têm sido relacionadas com disfunções na eNOS causadas pelo 

polimorfismo G894T, e por isso destaca-se a importância dessa variante em especial. Dentre 

as investigações acerca do papel do G894T em doenças, figura um estudo populacional que 

associa fortemente o polimorfismo G894T à doença arterial coronariana (HINGORANI et al., 

1999) e outro que associa o polimorfismo a uma maior propensão de desenvolvimento de 

acidente vascular cerebral isquêmico numa amostra da população asiática (YAO et al., 2013). 
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Além desses estudos, há um forte indício numa investigação na população 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 indivíduos saudáveis 

possuem grande relevância no cenário investigativo que envolve o polimorfismo G894T e a 

IC. O primeiro estudo, denominado GRACE (Genetic Risk Assessment of Cardiac Events), 

utilizou amostras da população 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 avaliação do impacto do polimorfismo G894T na 

sobrevida dos pacientes de IC. Os resultados indicaram uma associação do alelo mutado T 

com uma piora na sobrevida de pacientes com cardiomiopatia do tipo não-isquêmica 

(MCNAMARA et al., 2003). 

O estudo GRAHF observou o perfil genotípico dos pacientes do banco de dados A-

HEFT (African-American Heart Failure Trial) com base no polimorfismo G894T, 

verificando-se um predomínio do alelo G entre os pacientes autodeclarados afro-americanos, 

caracterizando o que foi chamado de polimorfismo étnico (MCNAMARA et al., 2009). 

Há, contudo, um estudo norte-americano com amostra predominantemente caucasiana 

que evidencia que o alelo T do polimorfismo G894T não influencia na síntese de RNA 

mensageiro nem na expressão proteica, em termos de redução de biodisponibilidade de NO 

(DOSHI, A.A. et al., 2010). 
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Variações de frequência do polimorfismo G894T 

 

 

O polimorfismo G894T sofre uma grande variação de suas frequências alélicas e 

genotípicas de acordo com a população estudada. Um grande exemplo disso encontra-se na 

comparação entre os valores de frequência dos estudos GRACE e GRAHF, realizados com 

amostras etnicamente bem distintas. Foi verificado que a frequência do alelo G é bem inferior 

em indivíduos com forte herança europeia do que naqueles de herança africana mais marcante 

(MCNAMARA et al., 2003; MCNAMARA et al., 2009). 

Um estudo realizado na população brasileira, que conta com um elevado índice de 

miscigenação, aponta uma variação da distribuição do polimorfismo do gene a nível regional 

e verifica que a combinação de herança africana e genótipo GG estaria relacionada com o 

desenvolvimento de IC e HA (VELLOSO et al., 2010). 

Estudos genéticos frequentemente investigam associação entre um gene suspeito e 

uma determinada doença através de uma estratégia denominada estudo de caso-controle, 

porém nem sempre as diferenças de frequências do polimorfismo encontradas entre os dois 

grupos de amostras estão associadas com a referida patologia. Em alguns casos, as diferenças 

de frequências encontradas podem ser o resultado de uma diferente ancestralidade dos 

indivíduos incluídos nas duas amostras. A tabela 1 apresenta valores de frequência para 

genótipos e alelos do polimorfismo G894T em populações de diferentes países e continentes. 

E conforme pode ser observado na tabela citada, as frequências alélicas e genotípicas do 

polimorfismo G894T variam de acordo com as populações (TIAN et al., 2006), tendo sido 

determinadas em estudos relacionados com diferentes patologias. 
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Tabela 1 – Frequências genotípicas e alélicas do polimorfismo G894T em populações 

mundiais por patologia 

 

 n Genótipos (%) Alelos (%)    

População  GG GT TT G T Patologia Tipo Referência 

África          

     Ovambos 123 90,2 9,8 0,0 95,2 4,8 Espasmo Coronariano Paciente 1 

     Ghana 118 85,6 11,9 2,5 91,6 8,4 Espasmo Coronariano Paciente 1 

     Xhosa 95 93,7 6,3 0,0 96,9 3,1 Espasmo Coronariano Paciente 1 

América          

     Brasil - RS 585 47,0 42,0 11,0 68,0 32,0 Disfunção Cardiovascular Paciente 2 

     Brasil - RJ 100 49,0 47,0 4,0 72,5 27,5 Insuficiência Cardíaca Paciente 3 

     Brasil - RJ 103 35,0 49,5 15,5 59,7 40,3 Insuficiência Cardíaca Controle 3 

     México 452 62,0 33,0 5,0 78,0 22,0 Síndrome Coronária Aguda Paciente 4 

     México 283 61,0 34,0 5,0 78,0 22,0 Síndrome Coronária Aguda Controle 4 

     EUA 5033 60,4 33,1 6,5 77,0 23,0 Hipertensão Arterial Paciente 5 

     EUA 9318 51,8 39,7 8,5 71,7 28,3 Hipertensão Arterial Controle 5 

Ásia          

     China 224 72,8 25,4 1,8 85,5 14,5 Trombose Venosa Profunda Paciente 6 

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

     Índia 100 56,0 30,0 14,0 71,0 29,0 Infarto Agudo do Miocárdio Paciente 7 

     Índia 100 67,0 31,0 2,0 83,0 17,0 Infarto Agudo do Miocárdio Controle 7 

Europa          

     Turquia 194 57,5 35,8 6,7 75,4 24,6 Espondilite Anquilosante Paciente 8 

     Turquia 113 50,9 43,8 5,4 72,8 27,2 Espondilite Anquilosante Controle 8 

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

     Alemanha 200 44,0 44,0 12,0 66,0 34,0 Pressão Irregular Controle 9 

Legenda: As referências representam os seguintes estudos: 1FUJIHARA et al, 2011; 2FRAGA et al, 2013; 
3VELLOSO et al, 2010; 4VARGAS-ALARCON et al, 2013; 5KINGAH et al, 2010; 6QIN et al, 2013; 
7ANGELINE et al, 2010; 8SARI et al, 2013; 9WEISS et al, 2012. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Se uma frequência 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 consideração estudos de comparação de amostras caso e controle, essas diferenças nas 

frequências entre amostras podem ser erroneamente interpretadas como fator de associação 

quando na verdade são fruto de uma diferente ancestralidade entre as amostras. Essas 

associações errôneas são denominadas associações espúrias e ocorrem quando a estratificação 

populacional não consegue ser percebida durante a investigação (TIAN et al., 2006). 

A estratificação populacional resultante de diferentes componentes étnicos é bem mais 

frequente em populações miscigenadas como a brasileira do que em populações bem 

definidas como a europeia ou a africana. A determinação da ancestralidade por autodeclaração 

de cor de pele ou etnia é bem menos eficiente do que a utilização de ferramentas moleculares. 

A estimativa da ancestralidade de cada indivíduo permite agrupá-los adequadamente a fim de 

minimizar as diferenças de ancestralidade entre amostras, evitando o aparecimento de 

associações espúrias. 

 

 

Ancestralidade da população brasileira 

 

 

A população brasileira é conhecida por possuir uma distribuição bastante heterogênea 

das três principais contribuições ancestrais que são os ameríndios, os europeus e os africanos. 

Estes três povos se relacionaram e deram origem a uma grande mistura genética de diferentes 

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

 

 

Histórico 

 

 

A colonização do Brasil pelos europeus teve seu início no século XVI através do 

litoral e expandiu-se ao interior do país ao longo do tempo. Antes da chegada dos europeus, o 

país era exclusivamente ocupado por povos ameríndios. Além dessas duas contribuições 

genéticas, a colonização europeia teve grande influência africana por conta da mão-de-obra 

escrava presente no período. Apesar desse padrão de contribuição tri-híbrida se fazer presente 
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ao longo de toda a extensão territorial do país, essas proporções se diferenciam dependendo 

da região, de acordo com o nível e tipo de colonização ocorrida (IBGE, 2000). 

Esse processo complexo de colonização do país, que possui dimensões continentais, se 

reflete na heterogeneidade da composição genética da população ao longo das regiões 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 sanguíneos e marcadores proteicos. Os resultados demonstraram uma 

grande heterogeneidade étnica que existe associada a diferentes regiões geográficas do país 

(SCHNEIDER e SALZANO, 1979; RIBEIRO-DOS-SANTOS et al., 2002). 

Com o avanço da tecnologia, novas ferramentas foram sendo utilizadas nos estudos de 

genética de populações com o objetivo de definir padrões de miscigenação no Brasil. Uma 

delas, a análise do DNA mitocondrial, teve grande relevância, pois permitiu identificar 

linhagens ancestrais com base nesse material genético que possui herança transmitida 

exclusivamente de forma materna (ALVES-SILVA et al., 2000). De forma complementar, a 

análise do cromossomo Y permitiu o desenho da linhagem paterna em diversas regiões do 

Brasil, pois se trata de um material genético de herança transmitida de forma paterna (SILVA 

et al., 2006). 

Ultimamente, marcadores autossômicos passaram a ser utilizados na identificação de 

padrões de herança, visto que permitem uma abordagem biparental, ou seja, não se limitam a 

identificar unicamente a herança materna ou paterna como ocorre com DNA mitocondrial e 

cromossomo Y. Dentre os marcadores autossômicos, destaca-se o uso de marcadores de 

inserções e deleções (Indels) para a identificação 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 populações 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, internação hospitalar e 

limitação funcional no país e no mundo. No ano de 2012, ocorreram cerca de 240 mil 

hospitalizações com diagnóstico de IC no Brasil, mesmo com o avanço do tratamento da 

doença (DATASUS, 2014). 

Atualmente, esse tratamento se baseia em diversas medidas adotadas a partir das 

descobertas realizadas em grandes ensaios clínicos randomizados (ANAND e FLOREA, 

2008). Porém, os benefícios advindos desse tipo de tratamento não conseguiram atingir sequer 

metade dos pacientes estudados, demonstrando uma resposta individualizada à terapia 

(JOHNSON e EVANS, 2002), e que essas diferenças de respostas ao tratamento são atreladas 

a vários fatores como interações medicamentosas, hábitos alimentares e fatores genéticos. 

Ou seja, mesmo com a intensificação do tratamento, não foi possível beneficiar o 

paciente após certo estágio e ainda foram aumentados os riscos associados à terapêutica. 

Com base nisso, justifica-se o uso da pesquisa envolvendo polimorfismos genéticos 

com o intuito de aperfeiçoar a abordagem individual em função do perfil genético do 

indivíduo e da gravidade da IC, com base em marcadores genéticos como o G894T da eNOS. 

Além disso, salienta-se o fato de que o polimorfismo G894T possui frequências 

genotípicas e alélicas extremamente variáveis dependendo da ancestralidade do indivíduo 

(MCNAMARA et al., 2003; MCNAMARA et al., 2009) e por isso essas diferentes 

frequências por si só não podem ser assumidas como fatores de propensão ao prognóstico de 

IC sem uma análise criteriosa da homogeneidade amostral, principalmente no que se refere a 

ancestralidade. Em uma população tão miscigenada como a brasileira, que possui um 

histórico de colonização complexo a investigação analítica nessa direção requer ainda mais 

cuidado, o que ainda não foi feito em estudos brasileiros para esse polimorfismo.  

Aliado ao conceito de variação de frequência do G894T, certas drogas utilizadas no 

tratamento da IC respondem de forma diferente em populações distintas. Por exemplo, a 

terapêutica com hidralazina e dinitrato de isossorbida possui resposta mais positiva em 

pacientes com ancestralidade africana do que europeia, devido à presença mais frequente do 

genótipo GG na população africana (CARSON et al., 1999). 

A fim de identificar o perfil de ancestralidade de cada indivíduo e, assim, reduzir 

possíveis associações espúrias numa população miscigenada como a brasileira, o uso de 

marcadores de ancestralidade do tipo AIM-Indels surge com uma ferramenta indispensável.  
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O estabelecimento de associação entre alguns atributos, tais como genótipo do G894T, 

gravidade da IC, gênero, cor de pele, faixa etária e ancestralidade pode indicar um horizonte 

de susceptibilidade à IC. 
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1 OBJETIVOS 

 

1.1 Objetivo geral 

 

 

O objetivo geral foi avaliar o polimorfismo G894T do gene da enzima óxido nítrico 

sintase endotelial em uma amostra de pacientes com insuficiência cardíaca e uma amostra de 

indivíduos saudáveis da população do estado do Rio de Janeiro, considerando seus variados 

atributos, incluindo a ancestralidade, que possui impacto relevante nas frequências deste 

polimorfismo.  

 

 

1.2 Objetivos específicos 

 

 

Os objetivos específicos foram determinar as frequências alélicas e genotípicas do 

polimorfismo G894T do gene eNOS em uma amostra caracterizada por ancestralidade 

molecular, visando minimizar associações espúrias causadas por heterogeneidade de 

ancestralidades das amostras. 

Além de comparar as frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo G894T entre 

os grupos de cada amostra, estratificando-os por critérios demográficos (idade, gênero e cor 

de pele), clínicos (gravidade da IC) e de ancestralidade, para análise de associação genética. 

E comparar as frequências alélicas e genotípicas do polimorfismo G894T entre 

pacientes de IC e indivíduos saudáveis. 
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2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1 Amostras 

 

 

O presente trabalho faz parte de uma linha de pesquisa envolvendo medicina genômica 

que conta com amostras coletadas por três diferentes projetos aprovados no Comitê de Ética 

em Pesquisa do Hospital Universitário Pedro Ernesto sob os números 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 Comissão Científica e pelo 

Comitê de Ética, sendo aplicado aos participantes do estudo antes de qualquer procedimento. 

Os pacientes foram orientados quanto à participação do estudo, à coleta laboratorial de sangue 

e ao uso do seu histórico médico, e só participaram após a assinatura do TCLE. 

Dois grupos de indivíduos foram selecionados para participação no presente estudo: 

pacientes acometidos por IC e indivíduos saudáveis. 

 

 

2.1.1 Tipo de estudo 

 

 

Estudo de coorte observacional, retrospectivo (desde o início de acompanhamento 

médico do paciente no serviço de cardiologia) e prospectivo (a partir do início do trabalho em 

2011). 

 

 

2.1.2 Local de realização 

 

 

a) Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE); 

b) Policlínica Piquet Carneiro (PPC); 

c) Laboratório de Diagnósticos 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 indivíduos que foram 

acompanhados e selecionados a partir da coorte de pacientes em acompanhamento médico, no 

ambulatório de IC do Serviço de Cardiologia do Hospital Universitário Pedro Ernesto da 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), através de equipe multidisciplinar formada 

por médicos clínicos cardiologistas, enfermeiros, nutricionista e biólogo. A escolha dos 

pacientes foi realizada respeitando a metodologia. 

Atualmente, os pacientes são orientados quanto às medidas não farmacológicas e 

tratamento medicamentoso conforme orientações das diretrizes da Sociedade Brasileira de 

Cardiologia, da American Heart Association e diretrizes internacionais. 

Visto que a maioria desses indivíduos já era previamente acompanhada na clínica de 

IC, optou-se por fazer uma análise retrospectiva do prontuário para a coleta de dados dessa 

coorte. Desse modo, obtiveram-se dados clínicos e laboratoriais de todos os pacientes desde 

início do acompanhamento. 

A caracterização do paciente como acometido pela IC foi definida a partir do 

julgamento clínico do médico assistente, o qual normalmente é definido a partir da exclusão 

das causas mais comuns como doença coronariana, Doença de Chagas, entre outras. 

Os dados coletados foram: gênero, cor de pele, idade, fração de ejeção do ventrículo 

esquerdo, data de diagnóstico, tempo de acompanhamento no serviço, etiologia da IC, classe 

funcional, uso e dose de betabloqueadores, uso e dose de indutor de enzima conversora de 

angiotensinogênio, uso e dose de diurético, uso de Espironolactona/Digital/Amiodarona, 

frequência cardíaca e pressão arterial ao final do acompanhamento, índice de massa corporal, 

número de hospitalizações, presença de comorbidades, presença de arritmia, adesão ao 

tratamento e condição socioeconômica. Já os utilizados no presente estudo foram: gênero, cor 

de pele, idade e gravidade da IC. 

Os exames complementares foram realizados a partir do julgamento clínico do médico 

assistente sem frequência periódica estabelecida. Esses dados foram coletados pelos médicos 

do ambulatório da clínica de IC. 

A análise genética foi possível a partir da coleta de amostra de sangue realizada por 

bióloga especializada e armazenamento para posterior transporte para o Laboratório de 
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Diagnósticos por DNA (LDD) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, onde as análises 

genéticas foram realizadas. 

 

 

2.1.3.1 Critérios de inclusão 

 

 

a) Indivíduos maiores de 18 anos; 

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

c) Fração de ejeção do ventrículo esquerdo <50% ao Ecocardiograma; 

d) Informação médica incluindo exames laboratoriais e ecocardiográficos 

disponíveis no prontuário da Clínica IC-HUPE; 

e) Tempo de seguimento ambulatorial na Clínica IC-HUPE superior a um 

ano; 

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

compreensão do documento. 

 

 

1.2.1.2 Critérios de exclusão 

 

 

a) Indivíduos menores de 18 anos; 

b) Pacientes sem registro médico adequado. 

 

 

2.1.4 Amostra de indivíduos saudáveis 

 

 

A amostra de saudáveis corresponde a 106 indivíduos que voluntariamente 

concordaram em participar do estudo sendo selecionados pelo Setor de Hipertensão Arterial 

do Serviço de Cardiologia do HUPE/UERJ e que não apresentaram nenhum histórico de IC e 

tampouco foram diagnosticados com alguma DCV. Desse modo, foram agrupados e 

determinados como saudáveis para a doença alvo em estudo. 
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Ao contrário do ocorrido na formação da amostra de pacientes de IC, em que os 

próprios possuíam um extenso prontuário no ambulatório de IC com uma vasta gama de 

informações contidas, na formação da amostra de indivíduos saudáveis, a quantidade de 

informações disponíveis era menor, e por este motivo, não foi utilizada a informação de cor 

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

 

 

2.2 Extração de DNA 

 

 

Para ambas as amostras da população estudada, a técnica de extração de DNA 

utilizada foi salting-out (MILLER et al., 1988). 

Primeiramente, uma alíquota de sangue total (2 mL) foi transferida para um tubo 

cônico.  Adicionou-se 2 mL de tampão de lise de hemácias (NH4Cl 155 mM, KHCO3 10 mM 

e EDTA 1 mM), homogeneizando-se a solução contida no tubo e centrifugando-a a 3.000 rpm 

por 5 minutos. Terminada a centrifugação descartou-se o sobrenadante. Observou-se a 

presença de um pellet que foi desprendido manualmente e a este foram acrescentados 500 µL 

de tampão de lise de célula e 30 µL de proteinase K 20mg/mL.  Homogeneizou-se o tubo 

manualmente e incubou-se a 37 ºC por 12 horas. Após a digestão, adicionou-se 300 µL de 

NaCl 6 M e fez-se o agito da solução por cerca de 30 segundos. O tubo foi centrifugado por 

10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cônico, adicionou-

se a este 1 mL de etanol gelado, homogeneizou-se o tubo, descartou-se o etanol. Observando 

a precipitação de DNA após o descarte do álcool. Ao precipitado foram adicionados 300 µL 

de TE (Tris pH 8,0 10 mM; EDTA pH 8,0 1,0 mM) e a amostra foi mantida a -20 ºC em 

freezer. 

 

 

2.3 Análise 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 CAA TCC CTT TGG TCA C -3' 

(Figura 4). O programa de amplificação consistiu de uma desnaturação inicial a 96 ºC por 2 
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minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturação a 95 ºC por 1 minuto, anelamento a 63 ºC por 1 

minuto, extensão a 72 ºC por 2 minutos e uma extensão final a 72 ºC por 10 minutos, 

realizado em termociclador modelo Veriti (ThermoFisher Scientific). Ambas informações de 

primers e condições de PCR foram idênticas ao descrito por Borroni e colaboradores 

(2006).(BORRONI et al., 2006) 

 

 

Figura 4 – Esquema ilustrativo da disposição das fitas de DNA do gene da eNOS  

 

 
Legenda: Sequência em azul (primer forward para amplificação da região-alvo); sequência em vermelho 

(primer reverse para amplificação da região-alvo); região entre parênteses (mutação 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 reação, de 206 pb. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

O volume total de reação foi 20 µL utilizando-se: 0,2 µL da enzima Taq DNA 

polimerase (QIAGEN); 5 µL de tampão Platinum (QIAGEN) 4X contendo MgCl2 1,5mM; 2 

µL de DNA (2 ng/mL); 4 µL dos primers flanqueadores a 10 µM; e 8,8 µL de água. O 

produto da PCR foi separado através de eletroforese em gel de agarose 2%, corado com 

brometo de etídio (0,5 µg/mL) e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta a 312 nm, 

observando-se a presença de uma banda de 206 pares de base (pb). 

Para a determinação do polimorfismo G894T, todo o produto da amplificação por 

PCR (20 µL) foi submetido à análise de restrição com 1 unidade da enzima MboI em tampão 

específico N3 (Fermentas). A mistura foi incubada e a digestão foi feita a 37ºC, por 12 horas.  

Os fragmentos de restrição foram separados em agarose 3%, detectados com brometo de 

etídio e visualizados em transiluminador de ultravioleta em comprimento de onda a 254 nm. 

A leitura do genótipo foi realizada a partir do padrão de separação dos fragmentos, conforme 

demonstrado na figura 5. 
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Figura 5 – Esquema ilustrativo dos produtos de PCR do polimorfismo G894T  

 

 
Nota: A figura indica os padrões de leitura do polimorfismo G894T. Na coluna 1 encontra-se indicado o 

genótipo selvagem GG com apenas uma banda de 206 pb; na coluna 2, o genótipo GT é determinado pela 

presença de três bandas de diferentes tamanhos: 206 pb, 119 pb e 87 pb; e na coluna 3, o genótipo TT é 

indicado pela presença 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 indivíduo do presente estudo, foi 

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

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

asiáticos e ameríndios, e por isso, são altamente informativos para cada um dos quatro grupos 

populacionais. 
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Tabela 2 – Listagem dos AIMs utilizados 

 
Código rs MID Cromossomo Posição (pb) Alelos descritos no dbSNP 

rs2307666 MID-1470 11 64729920 -/GTTAC 

rs1610863 MID-777 16 6551830 -/GAA 

rs16635 MID-196 6 99789775 -/CAT 

rs1610965 MID-881 5 79746093 -/ACTT 

rs35451359 MID-3122 18 45110983 -/ATCT 

rs140837 MID-548 6 3708909 -/CT 

rs1160893 MID-659 2 224794577 -/CT 

rs2308203 MID-2011 2 109401291 -/CTAGA 

rs33974167 MID-2929 8 87813725 -/TA 

rs1160852 MID-593 6 137345857 -/TT 

rs1610884 MID-798 5 56122323 -/GGGAAA 

rs2067280 MID-1193 5 89818959 -/AT 

rs2308067 MID-1871 7 127291541 -/TT 

rs4183 MID-17 3 3192524 -/TAAC 

rs3054057 MID-2538 15 86010538 -/AACA 

rs2307840 MID-1644 1 36099090 -/GT 

rs60612424 MID-3854 6 84017514 -/TCTA 

rs3033053 MID-2275 14 42554496 -/TCAGCAG 

rs16384 MID-94 22 42045009 -/AAC 

rs34611875 MID-3072 18 67623917 -/GCCCCCA 

rs1610859 MID-772 5 128317275 -/TAG 

rs3045215 MID-2313 1 234740917 -/ATTATAACT 

rs25621 MID-397 6 139858158 -/TTCT 

rs2307832 MID-1636 1 55590789 -/AA 

rs16343 MID-51 4 17635560 -/TTTAT 

rs3031979 MID-2431 8 73501951 -/ATTG 

rs34122827 MID-2264 13 63778778 -/AAGT 

rs133052 MID-2256 22 41042364 -/CAT 

rs6490 MID-128 12 108127168 -/ATT 

rs4181 MID-15 2 42577803 -/AAATACACAC 

rs3030826 MID-2241 6 67176774 -/GTCCAATA 

rs140708 MID-419 6 170720016 -/AATGGCA 

rs1611026 MID-943 5 82545545 -/TGAT 

rs16438 MID-159 20 25278470 -/CCCCA 

rs2308161 MID-2005 10 69800909 -/AACAAT 

rs16687 MID-250 7 83887882 -/CA 

rs2307998 MID-1802 5 7814345 -/GGA 

rs2307803 MID-1607 3 108981031 -/TG 

rs2307930 MID-1734 6 84476378 -/CCAT 

rs25630 MID-406 6 14734341 -/AG 

rs2307582 MID-1386 1 247768775 -/AAACTATTCATTTTTCCT 

rs2307922 MID-1726 1 39896964 -/CAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT 

rs11267926 MID-3626 15 45526069 -/AATATAATTTCTCCA 

rs25584 MID-360 12 112145217 -/AA 

rs2307799 MID-1603 5 70828427 -/TTGT 

rs34541393 MID-2719 20 30701405 -/AACT 

Legenda: Identificação do marcador genético no banco de dados dbSNP versão 132 (Código rs); nomenclatura 

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

(MID). 

Fonte:  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 genômico, 1 µL de primer mix a 2 µM cada primer 

(relação completa na tabela 3) e 5 µL master mix 2x concentrado num volume final de 10 µL. 

As condições 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 

extensão final. A reação foi executada no termociclador modelo Veriti (ThermoFisher 

Scientific). 
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Tabela 3 – Listagem dos primers utilizados 

 
Código rs MID Primer marcado com fluorescência Primer não-marcado 

rs2307666 MID-1470 6FAM-GAGTCTGACCCTTCATAAGC  gCCATGGTGATATTACGTCCC  

rs1610863 MID-777 6FAM-TGGAAGACACGTCCTAAGAG  gTATTCCTCCAGGCTCTTTGC  

rs16635 MID-196 6FAM-CCAAGTTCTAGCCATATGGA  gtttcttGACTATCTTCTCTGACCATC  

rs1610965 MID-881 6FAM-TTGGCTCCCTATGATAATCC  gtttcTTGTGTTCCCAAAGTTCTCC  

rs35451359 MID-3122 6FAM-TCACAAGTCCGGAATACCAG  gAGTTATGGGATGGGAAGGAG  

rs140837 MID-548 6FAM-AGTCAGGACTGAAGAAACCC  gtttCAGTAAAACAAGAGCCCGTG  

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  gttTGGATGTGTCTGAGCTCAAC  

rs1610859 MID-772 VIC-GTCTCRTTTTCCTGCAGTAG  gtttcttATCCTTCTGCTCACTCTACC  

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  gtttctAGGTATTCTCTGTTCCCACG  

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: Identificação do marcador genético no banco de dados dbSNP versão 132 (Código rs); nomenclatura 

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

(MID). 

Nota: Os primers marcados com fluorescência foram divididos em quatro canais (6FAM, VIC, NED e PET). As 

letras minúsculas dos primers não-marcados representam sequências de caudas adicionadas aos primers. 

Fonte: Pereira et al, 2012. 
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Os produtos resultantes da reação multiplex de PCR foram submetidos à separação em 

eletroforese capilar no aparelho automático ABI 3500, após adicionar 8,8 µL de formamida e 

0,2 µL de padrão de tamanho GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (ThermoFisher Scientific) 

a 1 µL do produto de PCR. 

A análise dos resultados da eletroforese capilar e a leitura dos alelos foram feitas 

através do software GeneMapper ID v4.1 (ThermoFisher Scientific). 

 

 

2.5 Análise estatística 

 

 

2.5.1 Critérios de agrupamento 

 

 

A amostra de pacientes de IC foi dividida em vários grupos, em função de alguns 

atributos candidatos a fatores de risco coletados dos indivíduos, como gênero (masculino ou 

feminino), cor de pele (branco, pardo ou negro), faixa etária (acima ou até 60 anos) e 

gravidade da IC (não-grave ou grave). Após a análise dos AIMs, os pacientes foram também 

agrupados por ancestralidade (africana, europeia, ameríndia ou miscigenada) 

A cor da pele dos indivíduos foi definida segundo autodeclaração dos mesmos em 

relação à sua cor, sendo identificadas três 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 população estudada. E os grupos separados por faixa etária foram comparados 

apenas com relação à incidência de casos graves e não-graves, já que as frequências do 

polimorfismo G894T e dos AIMs não sofrem influência de acordo com a idade do indivíduo. 

O critério utilizado para agrupar indivíduos com IC grave ou não-grave foi a fração de 

ejeção de sangue no ventrículo esquerdo de cada indivíduo. Foram considerados não-graves 

os indivíduos 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 proporção de 

ancestralidade de cada indivíduo. Aqueles com alguma proporção de ancestralidade (africana, 

europeia ou ameríndia) superior a 70% foram incluídos no grupo nomeado segundo a 

respectiva ancestralidade. Já aqueles em que nenhuma das três proporções de ancestralidade 

foram maiores que 70%, foram agrupados como miscigenados.  
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A amostra de indivíduos saudáveis foi dividida em grupos com base nos atributos 

gênero (masculino ou feminino) e ancestralidade (africana, europeia, ameríndia ou 

miscigenada). Visto que os dados de cor de pele não foram coletados para essa amostra e a 

divisão por faixa etária não foi necessária por ser uma amostra para comparações meramente 

genéticas. 

 

 

2.5.2 Testes estatísticos 

 

 

Os testes realizados para verificar homogeneidade das amostras e diferenças em 

distribuição de proporções tais como o qui-quadrado de Pearson e o F de ANOVA foram 

processados através do software IBM SPSS v20 (IBM Corp. Released 2011. IBM SPSS 

Statistics for Windows, Version 20.0. Armonk, NY: IBM Corp). 

Os cálculos das frequências alélicas e genotípicas observadas para os 46 marcadores 

de ancestralidade e para o polimorfismo G894T, bem como, as análises de diversidade 

genética, teste exato, distância genética (FST) par a par, e o teste de equilíbrio 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 população e com isso suas diferentes 

frequências alélicas do polimorfismo G894T serem frutos de amostragem e não de populações 

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 genótipo do polimorfismo G894T com o prognóstico de 

IC ou o desenvolvimento da doença 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 doença nos determinados genótipos e seus intervalos de confiança de 95% 

(95% IC). 

As distâncias genéticas (FST) par a par, bem como os correspondentes valores de 

probabilidade de não-diferenciação, foram obtidos levando em consideração os 46 marcadores 

AIMs, segundo método descrito por Reynolds et al. (1983), tal como implementado no 

software acima descrito.  
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As estimativas das proporções de ancestralidade individual e global das amostras 

estudadas neste trabalho foram obtidas usando software STRUCTURE v2.3.4 (PRITCHARD 

et al., 2000). Esta análise foi feita com base nos perfis genéticos obtidos para os marcadores 

informativos de ancestralidade, tendo-se utilizado como referências populações africana, 

europeia e ameríndia do painel de diversidade HGDP-CEPH (H952) (PEREIRA et al., 2012). 

Para obter uma representação gráfica das distâncias (FST) dos grupos das amostras 

comparadas, foi realizada a análise 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 

 

Análise demográfica 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 não-grave foi de 62,96 ± 13,74 anos, próxima da média observada 

para o grupo com IC grave de 62,17 ± 11,78 anos. Já a média de idade dos indivíduos 

saudáveis incluídos no estudo foi de 42,71 ± 12,68 anos, conforme pode ser visto na tabela 4. 

 

 

Tabela 4 – Dados demográficos das amostras 

 

Amostra n Média de idade ± dp (anos) Homens (%) 

Pacientes de IC 210 62,58 ± 12,79 66,2 

     IC Não-grave 107 62,96 ± 13,74 64,5 

     IC Grave 103 62,17 ± 11,78 68,0 

Saudáveis 106 42,71 ± 12,68 39,6 
Legenda: desvio padrão (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 diferença de média de idade entre as amostras caso e controle possui 

significância de p=0,001. 

Os perfis de gênero das amostras caso e controle também foram testados para suas 

proporções. A amostra de pacientes de IC foi composta por 66,2% de homens e 33,8% de 

mulheres. Enquanto a amostra de indivíduos saudáveis teve um maior percentual de 

indivíduos do sexo feminino (60,4%) quando comparado aos do sexo masculino (39,6%). 

Segundo o teste qui-quadrado de Pearson, a diferença dos perfis de gênero encontrada possui 

significância com o valor de p=0,001. 

Dentre os pacientes de IC, que tiveram as respectivas informações 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 – Informações sobre cor de pele dos pacientes de IC 

 

Cor de pele Pacientes de IC IC Não-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 indivíduos com cor de pele branca, negra ou parda e o número absoluto 

em parênteses. Nas colunas encontram-se a amostra de pacientes de IC e seus grupos separados por 

gravidade da doença. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

O teste de qui-quadrado de Pearson foi realizado para determinar se houve diferença 

significativa nos perfis de cor de pele dos grupos de IC de gravidades distintas. O resultado do 

teste apontou a ausência de significância na diferença com o um valor de p=0,361. 

Com relação às proporções de casos de IC não-grave e grave nos grupos classificados 

por gênero, cor de pele e faixa etária, testes de qui-quadrado de Pearson também foram 

executados. Os resultados não indicaram significância nas diferenças de proporções, que 

podem ser vistas na figura 6. 

 

  

Figura 6 – Distribuição dos casos não-graves e graves de IC entre grupos  

 

 
Nota: A figura representa as proporções dos casos de IC grave (vermelho) e não-grave (azul) em cada grupo 

organizado por gênero, cor de pele e faixa etária. 

Fonte: O autor, 2015. 
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3.2 Análise molecular 

 

 

Todas os indivíduos das amostras de pacientes e controles tiveram seus genótipos para 

o polimorfismo G894T detectados através da visualização em eletroforese em gel de agarose 

conforme pode ser visto na figura 7. 

 

 

Figura 7 – Eletroforese em gel de agarose para determinação do polimorfismo G894T 
 

 
Nota: Resultado de uma eletroforese em gel de agarose 3,5% dos produtos de amplificação do polimorfismo 

G894T do gene eNOS, digeridos pela enzima de restrição MboI. Na coluna da esquerda, o fragmento 

único (206 pb) indica o genótipo GG; na coluna do meio, os três fragmentos (206 pb, 119 pb e 87 pb) 

indicam o genótipo GT; e na coluna da direita, os dois fragmentos (119 pb e 87 pb) indicam a presença do 

genótipo TT. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Já a detecção dos alelos dos AIMs foi feita através de PCR multiplex seguida de 

eletroforese em capilar no aparelho ABI 3500 (ThermoFisher Scientific) e leitura no software 

de análise GeneMapper v4.1 (ThermoFisher Scientific), conforme pode ser visto na figura 8. 
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Figura 8 – Leitura de eletroforese em capilar dos marcadores AIMs 
 

 
Nota: A figura ilustra a representação 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 

fluorescência. As quatro linhas com picos em cores diferentes indicam o uso de diferentes fluorescências. 

As caixas em cor cinza indicam a localização de cada locus. Os picos indicam a presença do alelo 

específico em cada locus. 

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

 

 

Após a interpretação da leitura dos alelos dos marcadores AIMs, as informações 

alélicas de cada indivíduo foram processadas pelo software STRUCTURE v2.3.4, 

comparando cada perfil alélico a três populações referências (africana, europeia e ameríndia). 

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 
 

 
Legenda: População referência de africanos (AFR); população referência de europeus (EUR); população 

referência de ameríndios (NAM); amostra de pacientes de IC (IC).  

Nota: Ilustração gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparação das informações alélicas de cada 

indivíduo com três populações bem estabelecidas como referência pelo painel HGDP-CEPH. O eixo X 

indica a proporção de ancestralidade. Cada coluna indica um indivíduo da amostra analisada. Essa coluna 

pode ser segmentada em três cores (vermelho: ancestralidade africana; verde: ancestralidade europeia; e 

azul: ancestralidade ameríndia) de acordo com os valores de proporções de ancestralidade de cada 

indivíduo. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Figura 10 – Perfil de ancestralidade dos indivíduos pertencentes à amostra de pacientes de IC 
 

 
Legenda: População referência de africanos (AFR); população referência de europeus (EUR); população 

referência de ameríndios (NAM). Indivíduos da população referência africana estão representados em 

vermelho; europeus em verde; ameríndios em azul; e pacientes de IC em laranja.  

Nota: Ilustração gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparação das informações alélicas de cada 

indivíduo com três populações bem estabelecidas como referência pelo painel HGDP-CEPH. A 

proximidade a cada vértice do triângulo indica o grau de similaridade com a população referência. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Figura 11 – Estimativas de ancestralidade individuais de indivíduos saudáveis 
 

 
Legenda: População referência de africanos (AFR); população referência de europeus (EUR); população 

referência de ameríndios (NAM); amostra de indivíduos saudáveis (RO).  

Nota: Ilustração gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparação das informações alélicas de cada 

indivíduo com três populações bem estabelecidas como referência pelo painel HGDP-CEPH. O eixo X 

indica a proporção de ancestralidade. Cada coluna indica um indivíduo da amostra analisada. Essa coluna 

pode ser segmentada em três cores (vermelho: ancestralidade africana; verde: ancestralidade europeia; e 

azul: ancestralidade ameríndia) de acordo com os valores de proporções de ancestralidade de cada 

indivíduo. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Figura 12 – Perfil de ancestralidade dos indivíduos pertencentes à amostra de saudáveis 

 

 
Legenda: População referência de africanos (AFR); população referência de europeus (EUR); população 

referência de ameríndios (NAM). Indivíduos da população referência africana estão representados em 

vermelho; europeus em verde; ameríndios em azul; e indivíduos saudáveis em violeta. 

Nota: Ilustração gerada pelo STRUCTURE v2.3.4 a partir da comparação das informações alélicas de cada 

indivíduo com três populações bem estabelecidas como referência pelo painel HGDP-CEPH. A 

proximidade a cada vértice do triângulo indica o grau de similaridade com a população referência. 

Fonte: O autor, 2015. 



47 

 

 

A amostra de pacientes de IC teve por média dos indivíduos incluídos na amostra, 

57,1% de ancestralidade europeia, seguida de 30,2% e 12,7% de ancestralidades africana e 

ameríndia, respectivamente. Já a amostra de indivíduos saudáveis apresentou 63,2% de 

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

 

 

Tabela 6 – Proporções de ancestralidade em cada grupo de amostras 

 

 N 
Ancestralidade 

Africana 

Ancestralidade 

Europeia 

Ancestralidade 

Ameríndia 

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 Não-grave 107 27,6% 59,4% 13,0% 

IC Grave 103 32,9% 54,7% 12,4% 

Saudáveis 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, genótipo do polimorfismo G894T, gênero e gravidade da IC. 

Fonte: O autor, 2015. 
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3.4 Comparação dos perfis ancestrais 

 

 

Com base nas informações alélicas dos marcadores AIMs das amostras de pacientes de 

IC e de indivíduos saudáveis, o cálculo de distanciamento genético FST foi realizado com o 

uso do software Arlequin v3.5. A tabela suplementar com todos os valores de distância pode 

ser vista no apêndice A. Além disso, valores de probabilidade de não-diferenciação com base 

na distância genética FST das frequências alélicas dos marcadores AIMs foram obtidos para 

comparações de grupos de interesse a fim de inferir se um grupo possui distância significativa 

de outro grupo analisado, conforme demonstrado nas tabelas 7 a 14. 

 

 

Tabela 7 – Valores de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs de populações de referência 

 

 
Africanos Europeus Ameríndios 

Africanos  + + 

Europeus <0,01 
 

+ 

Ameríndios <0,01 <0,01  
Legenda: População referência do painel HGDP-CEPH da África (africanos); população referência do painel 

HGDP-CEPH da Europa (europeus); população referência do painel HGDP-CEPH de nativos 

americanos (ameríndios); + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Segundo os valores de probabilidade de não-diferenciação com base nas distâncias 

genéticas FST, as amostras caso e controle não apresentaram diferenças significativas 

(p=0,28), vide tabela 8. 

 

 

Tabela 8 – Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs entre pacientes e saudáveis 

 

 
Pacientes de IC Indivíduos Saudáveis 

Pacientes de IC 
 

- 

Indivíduos Saudáveis 0,23 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Tabela 9 – Valores de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs 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: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Tabela 10 –Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes segundo a 

gravidade da IC 

 

 
Pacientes de IC Não-grave Pacientes de IC Grave 

Pacientes de IC Não-grave 
 

- 

Pacientes de IC Grave 0,50 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Tabela 11 –Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes segundo o 

gênero 

 

 
Pacientes Homens Pacientes Mulheres 

Pacientes Homens 
 

+ 

Pacientes Mulheres 0,01 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Tabela 12 –Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de saudáveis segundo o 

gênero 

 

 
Homens Saudáveis Mulheres Saudáveis 

Homens Saudáveis 
 

- 

Mulheres Saudáveis 0,80 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Tabela 13 –Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes e 

saudáveis do sexo masculino 

 

 
Pacientes Homens Homens Saudáveis 

Pacientes Homens 
 

- 

Homens Saudáveis 0,64 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Tabela 14 –Valor de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST 

das frequências alélicas dos marcadores AIMs dos grupos de pacientes e 

saudáveis do sexo feminino 

 

 
Pacientes Mulheres Mulheres Saudáveis 

Pacientes Mulheres 
 

+ 

Mulheres Saudáveis <0,01 
 

Legenda: + (diferença significativa); e – (diferença não-significativa). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base 

na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

Os valores de FST entre as populações referência do painel HGDP-CEPH da África, 

Europa e Nativos Americanos, além dos grupos de pacientes de IC e indivíduos saudáveis 

ambos classificados por ancestralidade (africana, europeia ou miscigenada) foram 

processados pelo software IBM SPSS v20 para construção de um gráfico multidimensional de 

escalonamento (MDS), conforme pode ser visto na figura 13. A medida de stress, utilizada 

para mensurar a qualidade do ajuste da análise do MDS, foi de 0,00790. 
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Figura 13 – Gráfico MDS das amostras estudadas 
 

 
Legenda: População referência do painel HGDP-CEPH da África (africanos); população referência do painel 

HGDP-CEPH da Europa (europeus); população referência do painel HGDP-CEPH de nativos 

americanos (ameríndios); 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 indivíduos 

saudáveis com mais de 70% de ancestralidade africana (africanos saudáveis); grupo de indivíduos 

saudáveis com mais de 70% de ancestralidade europeia (europeus saudáveis); grupo de indivíduos 

saudáveis sem uma ancestralidade superior a 70% (mistos saudáveis).  

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

dos valores de distância genética FST dos AIMs.. 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

3.5 A cor de pele como indicador de ancestralidade 

 

 

Na amostra de pacientes de IC, em que a informação de autodeclaração de cor de pele 

esteve presente, foi possível tentar estabelecer um paralelo entre a cor de pele e as proporções 

de ancestralidade, conforme demonstrado na figura 14. Nela pode ser observado que entre 

pacientes de cor de pele branca, as ancestralidades africana e ameríndia apresentaram valores 

baixos, tendo a maioria dos indivíduos compreendidos na faixa de 0% a 20%, enquanto que a 

europeia foi mais prevalente dentre os pacientes brancos, estando em sua maioria 

compreendida na faixa de 70% a 90%. Já 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 ameríndia, em que a maior parte dos pacientes 

negros apresentou valores baixos de 0% a 10%. Os pacientes autodeclarados pardos 

demonstraram um padrão de forte miscigenação no histograma apresentado pela figura 14, em 
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que a ancestralidade africana foi bem distribuída na faixa de 0% a 60%, a europeia entre 20% 

e 90% e a ameríndia foi mais frequente em baixas proporções de 0% a 20%. 

 

 

Figura 14 – Histogramas de distribuição das ancestralidades genéticas africana, europeia e 

ameríndia estratificadas entre pacientes com cor de pele autodeclarada 

 

 

Nota: Os nove histogramas apresentados pela figura representam em cada barra o percentual de pacientes do 

grupo (eixo Y) que possui a proporção da determinada ancestralidade compreendida num intervalo de 

10% cada (eixo X). Os três histogramas da esquerda representam os pacientes autodeclarados brancos, os 

três do meio, negros, e os três da direita, pardos. Os três histogramas da parte superior indicam 

frequências de ancestralidade africana entre pacientes, os três do meio, ancestralidade europeia, e os três 

inferiores, ancestralidade ameríndia. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Apesar de indicar uma tendência de ancestralidade, os dados de cor de pele em muitos 

momentos da figura 14 apresentam sobreposição de valores de ancestralidade especialmente 

no que se refere aos pacientes autodeclarados pardos e com relação a indicador de 

ancestralidade ameríndia. 

 

 

3.6 Levantamento das frequências do polimorfismo G894T 

 

 

Com base nos resultados de genotipagem, foi possível determinar as frequências 

alélicas e genotípicas, conforme observado nas tabelas 15 e 16. As frequências alélicas do 

polimorfismo G894T para os alelos G e T foram de 79,76% e 20,24% para os pacientes com 

IC e de 71,23% e 28,77% para os indivíduos saudáveis, respectivamente. Já as frequências 

genotípicas foram de 63,81% para o genótipo GG, 31,90% para GT e 4,29% para TT em 

pacientes de IC. Em indivíduos saudáveis, o genótipo GG foi um pouco menos frequente 

(48,11%), seguido de GT (46,23%) e TT (5,66%). 

As genotipagens obtidas também foram empregadas para cálculos de parâmetros 

estatísticos de diversidade genética e comparação populacional, utilizando o software 

Arlequin v3.5. Os parâmetros de diversidade gênica das amostras de pacientes com IC são 

também apresentados nas tabelas 15 e 16. As heterozigosidades observadas e esperadas para o 

locus, de acordo com o teste para equilíbrio de Hardy-Weinberg, não apresentaram diferenças 

significativas para os agrupamentos estabelecidos. 
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Tabela 15 –Distribuição das frequências do polimorfismo G894T em pacientes de IC e seus grupos 

 

Pacientes de IC    Frequências genotípicas  Frequências alélicas  
Diversidade gênica/ 

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 

Sexo 
Mulheres  71  67,61% 28,17% 4,22%  81,69% 18,31%  30,13% 28,17% 0,69 

Homens  139  61,87% 33,81% 4,32%  78,78% 21,22%  33,56% 33,81% 1,00 

Etnia 

Brancos  126  59,52% 35,71% 4,76%  77,38% 22,62%  35,14% 35,71% 1,00 

Negros  54  72,22% 24,07% 3,70%  84,26% 15,74%  26,77% 24,07% 0,60 

Pardos  30  66,67% 30,00% 3,33%  81,67% 18,33%  30,45% 30,00% 1,00 

Gravidade 
IC não-grave  107  67,29% 25,23% 7,48%  79,91% 20,09%  32,26% 25,23% 0,33 

IC grave  103  60,19% 38,84% 0,97%  79,61% 20,39%  32,62% 38,83% 0,07 

Ancestralidade 

Africana  20  80,00% 20,00% 0,00%  90,00% 10,00%  18,46% 20,00% 1,00 

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: Número de indivíduos na amostra (N); parâmetros de diversidade gênica (HE: heterozigosidade esperada; HO: heterozigosidade observada); valor de significância 

para teste exato de Fisher (E) para equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p). 

Nota: Padrão de heterozigosidade, teste para equilíbrio de Hardy-Weinberg e valores de significância também estão mostrados na tabela. 

Fonte: O autor, 2015. 
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Tabela 16 –Distribuição das frequências do polimorfismo G894T em indivíduos saudáveis e seus grupos 

 

Indivíduos Saudáveis    Frequências genotípicas  Frequências alélicas  
Diversidade gênica/ 

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 

Sexo 
Mulheres  64  42,19% 48,44% 9,37%  66,41% 33,59%  44,97% 48,44% 0,58 

Homens  42  57,14% 42,86% 0,00%  78,57% 21,43%  34,08% 42,86% 0,16 

Ancestralidade 

Africana  4  75,00% 25,00% 0,00%  87,50% 12,50%  25,00% 25,00% 1,00 

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: Número de indivíduos na amostra (N); parâmetros de diversidade gênica (HE: heterozigosidade esperada; HO: heterozigosidade observada); valor de significância 

para teste exato de Fisher (E) para equilíbrio de Hardy-Weinberg (EHW) (p). 

Nota: Padrão de heterozigosidade, teste para equilíbrio de Hardy-Weinberg e valores de significância também estão mostrados na tabela. 

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

 

 

O teste exato foi utilizado com o intuito de se avaliar possíveis níveis de diferenciação 

entre as amostras e os grupos, com base nas distribuições das frequências genotípicas do 

polimorfismo G894T. Os resultados do teste evidenciaram diferença significativa entre 

diversos pares, destacando-se: casos x controles (p=0,03); mulheres com IC x mulheres 

saudáveis (p=0,01); e entre pacientes com IC não-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 comparação das frequências genotípicas do polimorfismo G894T das amostras e grupos 
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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 Não-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 0,42 0,72 1,00 0,27 0,26 0,66 0,13 
 

+ + - - + + 

RJ Saudáveis 0,03 0,04 0,11 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 0,15 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 0,10 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 não-grave (IC não-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); indivíduos saudáveis do estudo (RJ saudáveis); mulheres saudáveis (RJ mulheres); homens saudáveis (RJ homens); indivíduos saudáveis 

com ancestralidade africana (RJ africanos); indivíduos saudáveis com ancestralidade europeia (RJ europeus); indivíduos saudáveis com ancestralidade miscigenada 

(RJ mistos). 

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

múltiplos tiveram o teste exato refeito para uma comparação exclusiva 2x2 entre os grupos e todas as significâncias foram mantidas. 

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

 

 

3.8.1 Associação do desenvolvimento de IC em controles 

 

 

O teste foi realizado em função da ausência (GG) ou presença (GT+TT) do alelo T 

porque o número de indivíduos com o genótipo TT presentes no estudo foi muito baixo, 

impossibilitando a análise de OR por genótipos (GG, GT ou TT) em alguns casos. Pelo 

mesmo motivo, não foi realizado o teste de OR para ausência (TT) ou presença (GT+GG) do 

alelo G. O valor de frequência de indivíduos TT só pôde ser testado para OR quando 

combinado com GG ou GT. 

A frequência do genótipo GG quando foi combinada com a frequência de TT não 

apresentou níveis de associação com IC (homozigotos GG+TT x heterozigoto GT). Já quando 

a frequência do genótipo 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 

indivíduos com genótipo GG (OR: 1,901; 95% IC: 1,184-3,054). Enquanto que naqueles com 

genótipos GT e TT, a chance é diminuída (OR: 0,526; 95% IC: 0,327-0,845).  

O teste foi ajustado para as variáveis disponíveis que são gênero e ancestralidade. 

Quando ajustado para gênero, a associação manteve-se apenas nas mulheres (GG OR: 2,860; 

95% IC: 1,417-5,772). Já quando ajustado para ancestralidade, a associação manteve-se 

apenas nos indivíduos 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 confiança para associação de genótipos 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 confiança do teste. 

Nota: A tabela indica os valores de OR e seus respectivos intervalos de confiança para associação do genótipo 

com a IC. Valores de OR inferiores a 1 indicam chance diminuída do desenvolvimento da doença no 

respectivo genótipo, valores superiores a 1, chance aumentada. Intervalos de confiança que não abranjam 

o valor 1 indicam significância do OR (p<0,05). 

Fonte: O autor, 2015. 

 

 

3.8.2 Associação do desenvolvimento da forma grave da IC em não-graves 

 

 

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

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

GG, devido a sua baixa frequência na amostra estudada. 

O genótipo TT ao ser analisado em conjunto com GT, contra o genótipo GG, não 

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

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

valores de chance aumentada de IC grave em pacientes com genótipo GT (OR: 1,881; 95% 

IC: 1,044-3,391) e diminuída para aqueles portadores dos genótipos GG+TT (OR 0,532; 95% 

IC: 0,295-0,958). Porém, ao realizar os testes nos grupos separados pelas variáveis de gênero 

e ancestralidade, a significância foi perdida, conforme visualizado na tabela 19. 
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Tabela 19 –Valores de odds ratio e intervalos de confiança para associação de genótipos 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 confiança do teste. 

Nota: A tabela indica os valores de OR e seus respectivos intervalos de confiança para associação do genótipo 

ao desenvolvimento da forma grave da IC. Valores de OR inferiores a 1 indicam proteção do genótipo à 

forma grave da IC, valores superiores a 1, risco aumentado. Intervalos de confiança que não abranjam o 

valor 1 indicam significância do OR (p<0,05). 

Fonte: O autor, 2015. 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

Polimorfismos genéticos são alvos de frequentes estudos que visam estabelecer 

associação com susceptibilidade e prognósticos de doenças em geral. Os relatos na literatura 

envolvendo polimorfismos e IC são 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 o G894T, presente no gene 

que codifica a enzima eNOS. Recentes resultados demonstraram que as frequências dos alelos 

do marcador G894T variam dependendo da população analisada (RAI et al., 2014). Visto que 

os principais trabalhos realizados são baseados em populações bem definidas e com pouca 

miscigenação 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 indivíduos por ancestralidade, visando evitar associação 

espúria entre o G894T e a IC decorrente de possíveis variações de ancestralidade entre as 

amostras do estudo.  

Adicionalmente, com o objetivo de avaliar a associação entre o G894T e a IC na 

população brasileira, o presente estudo investigou as frequências alélicas e genotípicas do 

G894T numa amostra de 210 indivíduos com IC, acompanhados pela seção de cardiologia do 

Hospital Universitário Pedro Ernesto, e 106 indivíduos saudáveis sem registro de IC ou 

DCVs. Ciente de que as DCVs possuem padrão multifatorial quanto a sua origem, um estudo 

dessa natureza visa contribuir para a identificação de variáveis genéticas que expliquem os 

mecanismos moleculares envolvidos com o desenvolvimento da IC e com o padrão de 

resposta individual à doença. 

Os resultados obtidos nesse trabalho apontaram algumas diferenças significativas que 

serão abordadas e discutidas em seções a seguir. 

 

4.1 Dados gerais das amostras 

 

 

As amostras de pacientes com IC e de indivíduos saudáveis tiveram diferentes médias 

de idade (p<0,05). A chance dessa seleção de amostras com características diferentes quanto à 

idade diminuir o impacto da associação é pouco provável, pois mesmo o número de 

internações por IC sendo maior na faixa etária da amostra de pacientes (50 a 69 anos), o 
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percentual de indivíduos da população do Estado do Rio de Janeiro que foram internados é de 

apenas 0,32%, segundo dados cruzados do IBGE e do DATASUS para o ano de 2010. Isso 

representa uma probabilidade muito baixa de associação espúria na amostra de saudáveis do 

presente estudo que conta com 106 indivíduos, apesar da IC ser uma doença que possui 

incidência maior em idades mais avançadas (JUGDUTT, 2010). (IBGE, 2010)  

Indivíduos do sexo masculino estiveram em maioria na amostra de pacientes de IC 

(66,2%), enquanto a amostra de saudáveis foi composta majoritariamente de mulheres 

(60,2%), verificando-se diferença significativa nos dois perfis de amostras (p<0,05). Visto 

que não houve preferência de gênero no acolhimento dos indivíduos para o estudo, os 

percentuais da amostra de indivíduos saudáveis acompanharam o perfil da população geral do 

estado do Rio de Janeiro em que as mulheres na faixa etária de 30 a 49 anos são a maioria da 

população (52,7%) segundo o IBGE (2010). Além disso, na amostra de pacientes, observa-se 

que os resultados para a frequência de gênero observados corroboram com a literatura que 

indica uma maior incidência IC em homens (STROMBERG e MARTENSSON, 2003). 

Apenas indivíduos pertencentes à amostra de pacientes de IC tiveram a informação de 

cor de pele colhida. Dentre os mesmos, não foi encontrada diferença significativa quanto às 

ancestralidades segundo os AIMs (p>0,05), reafirmando a população brasileira, mais 

especificamente do Rio de Janeiro, como um resultado de forte miscigenação, conforme já 

destacado na literatura (SANTOS et al., 2010; MANTA et al., 2013). 

A distribuição de casos não-graves e graves de IC variou entre os grupos estudados, 

apresentando a maior proporção de não-graves em brancos (54,0%) e o maior percentual de 

casos graves em negros (57,4%). No entanto, após análises estatísticas, concluiu-se que as 

diferenças encontradas entre os grupos não foram significativas (p>0,05). Esse resultado é 

similar ao já descrito na literatura por um recente estudo na população norte-americana em 

que observa-se uma leve prevalência dos casos mais graves em pacientes negros, porém sem 

significância na diferença e sem uma justificativa bem fundamentada, sugerindo apenas uma 

diferente resposta à terapia medicamentosa como possibilidade (DICKSON et al., 2015). 
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4.2 Frequências do G894T entre indivíduos saudáveis e pacientes de IC 

 

 

Os resultados da análise do polimorfismo G894T indicaram uma frequência genotípica 

do homozigoto selvagem (GG) significativamente mais elevada em pacientes (63,8%) do que 

em indivíduos saudáveis (48,1%). Similar ao resultado obtido por Velloso e colaboradores 

(VELLOSO et al., 2010) em que também ao comparar os genótipos de amostras saudáveis e 

controles da população do Rio de Janeiro, encontrou uma maior prevalência de GG em 

pacientes, porém sem significância estatística. 

Esta diferença significativa entre amostras de pacientes e controles sugere um modelo 

recessivo, em que a ausência do alelo variante T no polimorfismo G894T da enzima eNOS 

esteja associada com uma maior chance de desenvolvimento de IC na população brasileira 

através da elevada expressão 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 indivíduos portadores do genótipo GG 

desenvolverem IC. Além disso, o teste também encontrou o valor de 0,526 para a presença 

dos genótipos GT ou TT, sugerindo uma chance reduzida em 47,4% nos indivíduos 

portadores desses genótipos em desenvolver IC. 

Contudo, por se tratar de uma população com altos índices de miscigenação como a 

brasileira, esse resultado significativo entre frequências observadas poderia ser fruto de 

variação das ancestralidades entre as amostras. Por esse motivo, no atual estudo, marcadores 

de ancestralidade foram utilizados e as frequências do polimorfismo foram também 

comparadas levando em conta o perfil de ancestralidade das amostras. 

 

 

4.3 Frequências do G894T entre ancestralidades 

 

 

O polimorfismo G894T apresentou variações da frequência dos seus alelos entre os 

grupos discriminados por ancestralidade, de acordo com o que já havia sido descrito na 

literatura (MCNAMARA et al., 2003) em que foi relatada uma baixa frequência do genótipo 

GG em pacientes de IC brancos, de origem europeia, quando comparada à frequência 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 genótipo 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 padrão 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 frequência do G894T entre grupos étnicos, porém utilizando o critério de 

autodeclaração de cor de pele. Apesar de subjetivo, este critério foi responsável por também 

indicar uma maior prevalência de GG em indivíduos negros do que em brancos, corroborando 

os dados encontrados no atual estudo. 

Sabendo que o Brasil possui uma população bastante miscigenada, a utilização do 

agrupamento por ancestralidade para comparar as frequências entre pacientes e controles se 

faz necessária para minimizar erros e associações espúrias. Com base nisso, viu-se através dos 

resultados que a diferença significativa nos perfis genotípicos entre pacientes e controles não 

se manteve nem para os grupos separados por ancestralidade africana (p=1,00) e tampouco 

europeia (p=0,55). Mas entre os indivíduos de ancestralidade miscigenada, chamados assim 

por não apresentarem uma ancestralidade majoritária com valor superior a 70%, a diferença 

significativa entre os perfis genotípicos do G894T para pacientes e controles se manteve 

(p<0,05), continuando a apontar uma chance aumentada de desenvolvimento de IC naqueles 

com genótipo GG (OR: 2,246; 95% IC: 1,151-4,384) e diminuída naqueles com o alelo T 

presente (OR: 0,445; 95% IC: 0,228-0,869). A associação da IC com o grupo de miscigenados 

é importante visto que se trata do grupo mais representativo de ambas amostras, fazendo parte 

deles, 51% dos indivíduos de cada amostra. 

 

 

4.4 Frequências do G894T entre gêneros 

 

 

As frequências do polimorfismo G894T variaram em relação ao gênero dos indivíduos 

saudáveis e controles, porém a única diferença significativa encontrada (p=0,01) foi entre a 

frequência genotípica das pacientes de IC do sexo feminino e a frequência das mulheres 

saudáveis. As pacientes de IC tiveram a frequência do genótipo selvagem GG maior (67,6%) 

do que as mulheres saudáveis do estudo (42,2%). 

Apesar do resultado indicar uma prevalência maior do genótipo selvagem GG em 

mulheres com IC, sugerindo uma tendência maior ao desenvolvimento da doença conforme o 
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observado na amostra total, essa diferença no perfil genotípico é explicada a partir da análise 

de ancestralidade de ambas as amostras de mulheres. A amostra de pacientes de IC do sexo 

feminino possui em sua composição ancestral 35,8% de contribuição africana, 52,1% 

europeia e 12,1% ameríndia. Já a amostra de mulheres saudáveis possui 22,9% de 

contribuição africana, 64,2% europeia e 12,9% ameríndia. Ao comparar ambas amostras, o 

valor de probabilidade de não-diferenciação por FST foi inferior a 0,01, indicando uma 

diferença significativa em relação aos perfis de ancestralidade dessas duas amostras. 

Visto que indivíduos com herança genética africana e europeia diferem 

significativamente nas frequências genotípicas do polimorfismo G894T (MCNAMARA et al., 

2003; MCNAMARA et al., 2009), é possível afirmar que a diferença significativa indicada 

nos grupos de mulheres com IC e mulheres saudáveis é resultado dos diferentes padrões de 

ancestralidade dos grupos e não de um possível fator de susceptibilidade ao desenvolvimento 

da IC pelos valores de GG. 

 

 

4.5 Frequências do G894T entre gravidades de IC 

 

 

As frequências genotípicas do polimorfismo G894T variaram significativamente entre 

o grupo de pacientes de IC com a forma não-grave e grave da doença (p=0,01). No grupo de 

pacientes com IC não-grave, a frequência do genótipo heterozigoto GT foi menor (25,2%) do 

que no grupo de pacientes graves (38,8%). Essa diferença nas frequências foi apontada pelo 

teste de OR como o genótipo 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 indivíduo possui um genótipo heterozigoto, ou seja, com 

as cópias do alelo G e T, a chance de IC grave é aumentada em relação aos outros genótipos. 

Uma explicação para que o genótipo GG, ligado a maior chance de IC, não seja também 

relacionado para uma chance aumentada dos casos de IC grave é uma melhor resposta 

medicamentosa dos indivíduos GG comparados com aqueles com genótipo GT. McNamara e 

colaboradores (MCNAMARA et al., 2009) relataram um impacto positivo de um tratamento 

com dose-fixa de uma combinação de dinitrato isossorbida e hidralazina em pacientes com 

genótipo GG em relação aos demais, resultando num remodelamento reverso. 
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Por outro lado, um recente estudo realizado com uma população europeia indica uma 

pior sobrevida dos pacientes de genótipo GG, justificando essa diferença à resposta 

terapêutica da administração de nitrato exógeno nesses indivíduos, que resulta em altos níveis 

de expressão de NO e uma ação deletéria num caso avançado de IC. No mesmo estudo, a 

melhor sobrevida dos pacientes está associada ao genótipo TT (AZZAM et al., 2015). 

Muitos dos pacientes acompanhados no estudo, receberam algum tipo de medicamento 

durante os últimos anos e por conta disso, podem ter estabilizado a IC num quadro ainda não-

grave, ou até mesmo ter apresentado alguma evolução de um quadro grave para não-grave 

quando portadores de algum genótipo 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 evolução da IC ainda é controverso como visto nos estudos apresentados. 

 

 

4.6 Impactos do polimorfismo G894T na IC 

 

 

O polimorfismo G894T foi investigado com relação à IC levando em consideração sua 

possível influência nos níveis de NO de acordo com o genótipo. As variações nos níveis de 

NO podem ocorrer, inclusive, no meio intracelular (PHILIP et al., 1999). Entretanto, o 

polimorfismo G894T pode não ser o único agente a alterar esses níveis, tendo outros 

polimorfismos associados em conjunto. O resultado encontrado de que a ausência do alelo T, 

representado pelo genótipo GG, estaria ligada a uma maior chance de ocorrência de IC pode 

ser ampliado e ter diferentes consequências quando combinado com variantes dos 

polimorfismos T786C e VNTR 4a/b também localizados no gene da eNOS, por exemplo. 

Tanto o polimorfismo T786C como o VNTR 4a/b já foram associados por estudos a variações 

nos níveis de NO e, consequentemente, a doenças (WANG et al., 1996; ROSSI et al., 2003; 

JEMAA et al., 2007; CRUZ-GONZALEZ et al., 2009). 

Um estudo realizado com a população canadense investigou a associação da 

combinação entre diversos polimorfismos, incluindo o G894T e o T786C, e o prognóstico de 

IC, porém nenhuma associação significativa foi encontrada (ZAKRZEWSKI-JAKUBIAK et 

al., 2008). Já no Brasil, um estudo realizado recentemente analisou os polimorfismos G894T, 

T786C e VNTR 4a/b combinados como haplótipos e encontrou uma associação para maior 

ocorrência de IC entre indivíduos afrodescendentes com o genótipo GG para G894T, somado 

ao genótipo TT para T786C e homozigoto 4a no polimorfismo VNTR 4a/b (MARTINELLI et 
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al., 2012). Esse resultado reforça a ideia de que o polimorfismo G894T possui impacto nos 

níveis de NO e no desenvolvimento de IC, porém não é o único agente e sofre influência de 

outros polimorfismos. 

 

 

4.7 Poder de discriminação dos AIMs 

 

 

O conjunto de 46 marcadores genéticos de inserção e deleção para estimativa de 

ancestralidade humana descrito por Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2012) já haviam 

sido testado e comprovado sua eficácia em populações de diferentes regiões do Brasil 

(MANTA et al., 2013), porém nesse atual estudo foi utilizado pela primeira vez para 

caracterizar amostras caso e controle quanto a proporções de ancestralidade. 

O resultado positivo dessa ferramenta pôde ser visto nas tabelas 8 a 14 e no apêndice 

B em que foram demonstrados os valores de significância para o distanciamento genético dos 

grupos. Os valores apontaram diferença significativa entre os grupos de pacientes de IC com 

ancestralidade africana, europeia e miscigenada, indicando um agrupamento satisfatório. A 

significância também foi observada entre os grupos de indivíduos saudáveis com 

ancestralidade africana, europeia e miscigenada. 

Além disso, quando esses seis grupos classificados por ancestralidade foram 

comparados a três populações referências do painel HGDP-CEPH, houveram diferenças 

significativas em todas as comparações par a par realizadas, indicando que mesmo quando 

agrupadas por ancestralidade, as amostras estudadas, do Rio de Janeiro, são de indivíduos 

bem miscigenados e diferentes de populações referências com ancestralidade bem definidas. 

O critério de autodeclaração de cor de pele foi capaz de discriminar com significância 

as ancestralidades nas comparações de pacientes de IC brancos x negros (p<0,01) e negros x 

pardos (p<0,01), porém na comparação de brancos x pardos, essa diferença não obteve 

significância (p=0,27). O grupo de pacientes de IC autodeclarados negros apresentou 56,8% 

de ancestralidade africana, já os brancos tiveram seu maior percentual pertencente à 

ancestralidade europeia com 68,3%. Esses dados corroboram com resultados recentes de um 

estudo realizado com amostras dos estados de Ceará e Bahia em que indivíduos 

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 os grupos de pacientes de IC autodeclarados negros e brancos 

terem apresentado cada um deles uma ancestralidade mais prevalente, esses percentuais não 

atingiram o valor de 70% utilizados como ponto de corte no agrupamento no presente estudo 

e em outro estudo envolvendo associação em população miscigenada (AL-ALEM et al., 

2014). Por este motivo, apesar de um bom indicador de ancestralidade, a ferramenta de 

autodeclaração de cor de pele apresenta algumas falhas de caracterização que são corrigidas 

em sua totalidade com o uso dos marcadores AIMs (LINS et al., 2011). 
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CONCLUSÃO 

 

 

A partir dos dados apresentados no presente estudo, podemos concluir que: 

a) O critério de autodeclaração de cor de pele demonstrou ter menor eficiência 

em classificar os indivíduos por ancestralidade do que os AIMs nas 

amostras colhidas de pacientes do Rio de Janeiro; 

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

indivíduos do Rio de Janeiro conforme seu padrão de ancestralidade, sendo 

o genótipo GG mais prevalente em indivíduos com forte ancestralidade 

africana e menos prevalente em europeia; 

c) Apesar da forte influência da ancestralidade nas frequências alélicas 

encontradas para o polimorfismo G894T, foi constatada uma associação do 

genótipo GG a uma maior chance de desenvolvimento de IC nos indivíduos 

com ancestralidade miscigenada, a predominante na amostra total. E, 

opostamente, os genótipos possuindo o alelo T demonstraram uma redução 

nessa chance; 

d) O genótipo GT apresentou uma incidência maior em pacientes de casos 

graves de IC em relação aos outros genótipos, podendo a resposta à terapia 

medicamentosa estar ligada a esse resultado. 

 

Este trabalho contribuiu para a caracterização do polimorfismo G894T na população 

do estado do Rio de Janeiro, associando-o à IC, com baixa possibilidade de associação espúria 

devido ao uso de ferramentas moleculares de ancestralidade. 

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

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

populações de outros países e verificar a possibilidade de associação à IC na população do 

Rio de Janeiro, utilizando-se dos marcadores de ancestralidade para tal. 

******Adicionador de referências*****(REYNOLDS et al., 1983; ROUSSET e 

RAYMOND, 1995; SLATKIN, 1995; GOUDET et al., 1996; BRAUNWALD et al., 2001; 

ANGELINE et al., 2010; KINGAH et al., 2010; FUJIHARA et al., 2011; KIMURA et al., 

2012; WEISS et al., 2012; FRAGA et al., 2013; QIN et al., 2013; SARI et al., 2013; 

VARGAS-ALARCON et al., 2013) 
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APÊNDICE A – Valores de distância FST das frequências alélicas dos marcadores AIMs das amostras e grupos (continua) 
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Africanos  

                         
Europeus 0,366  

                        
Ameríndios 0,438 0,297  

                       
IC Geral 0,194 0,047 0,225  

                      
IC Brancos 0,259 0,021 0,237 0,003  

                     
IC Negros 0,089 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  

                  
IC GT 0,230 0,037 0,242 -0,001 -0,001 0,045 -0,003 0,004  

                 
IC TT 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 Não-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  

          



 

 

 

8
0
 

APÊNDICE A – Valores de distância FST das frequências alélicas dos marcadores AIMs das amostras e grupos (conclusão) 
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RJ Saudáveis 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  

       
RJ GT 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  

      
RJ TT 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: população referência do painel HGDP-CEPH da África (africanos); população referência do painel HGDP-CEPH da Europa (europeus); população referência do 

painel HGDP-CEPH de nativos americanos (ameríndios); 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 genótipo GG para o polimorfismo G894T (IC GG); pacientes de IC com 

genótipo GT (IC GT); pacientes de IC com genótipo TT (IC TT); homens com IC (IC homens); mulheres com IC (IC mulheres); pacientes com IC de gravidade 

não-grave (IC não-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); indivíduos saudáveis do estudo (RJ 

saudáveis); indivíduos saudáveis com genótipo GG para o polimorfismo G894T (RJ GG); indivíduos saudáveis com genótipo GT (RJ GT); indivíduos saudáveis 

com genótipo TT (RJ TT); homens saudáveis (RJ homens); mulheres saudáveis (RJ mulheres); indivíduos saudáveis com ancestralidade africana superior a 70% 

(RJ africanos); indivíduos saudáveis com ancestralidade europeia superior a 70% (RJ europeus); indivíduos saudáveis sem uma ancestralidade superior a 70% (RJ 

mistos). 

Fonte: O autor, 2015. 
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APÊNDICE B – Valores de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST das frequências alélicas dos marcadores 

AIMs das amostras e grupos (continua) 
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Africanos  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Europeus <0,01 
 

+ + + + + + + - + + + + + + + + + + + + + + + + 

Ameríndios <0,01 <0,01  + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

IC Geral <0,01 <0,01 <0,01 
 

+ + - - - - - - - - + + - - - - - - - + + - 

IC Brancos <0,01 <0,01 <0,01 <0,01  + - + - - - + - + + + + - + - - - - + - + 

IC 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  - - - - - - - + + - - - - - - - + + - 

IC GG <0,01 <0,01 <0,01 0,99 <0,01 <0,01 0,91 
 

+ - - - - - + + - + - + - - + + + - 

IC GT <0,01 <0,01 <0,01 0,77 0,72 <0,01 0,85 0,01  - - + - - + + + - - - - - - + + + 

IC TT <0,01 0,21 <0,01 0,29 0,80 <0,01 0,50 0,07 0,53 
 

- - - - + - + - - - - - - + - - 

IC Homens <0,01 <0,01 <0,01 0,99 0,38 <0,01 0,98 0,41 0,98 0,56  + - - + + + - - - - - - + + - 

IC Mulheres <0,01 <0,01 <0,01 0,57 <0,01 <0,01 0,44 0,97 0,03 0,07 0,01 
 

- - + + - + - + - + + + + - 

IC Não-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 0,99 <0,01 <0,01 0,93 0,99 0,59 0,17 0,75 0,95 0,41 
 

+ + - - - - - - - + + - 

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  + + + + + + + + - + + 

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 
 

+ + + + - + + + - + 

IC Mistos <0,01 <0,01 <0,01 0,08 <0,01 <0,01 0,38 0,84 <0,01 <0,01 <0,01 0,92 0,03 0,48 <0,01 <0,01  + + + - + + + + - 
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APÊNDICE B – Valores de probabilidade de não-diferenciação com base na distância genética FST das frequências alélicas dos marcadores 

AIMs das amostras e grupos (conclusão) 
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RJ Saudáveis <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 
 

- - - - - + + - 

RJ GG <0,01 <0,01 <0,01 0,20 0,02 <0,01 0,28 0,09 0,14 0,64 0,14 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 
 

- - - + - + 

RJ TT <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 0,17 0,05 0,66 0,42 0,36  - - + - - 

RJ Homens <0,01 <0,01 <0,01 0,51 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: população referência do painel HGDP-CEPH da África (africanos); população referência do painel HGDP-CEPH da Europa (europeus); população referência do 

painel HGDP-CEPH de nativos americanos (ameríndios); 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 genótipo GG para o polimorfismo G894T (IC GG); pacientes de IC com 

genótipo GT (IC GT); pacientes de IC com genótipo TT (IC TT); homens com IC (IC homens); mulheres com IC (IC mulheres); pacientes com IC de gravidade 

não-grave (IC não-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); indivíduos saudáveis do estudo (RJ 

saudáveis); indivíduos saudáveis com genótipo GG para o polimorfismo G894T (RJ GG); indivíduos saudáveis com genótipo GT (RJ GT); indivíduos saudáveis 

com genótipo TT (RJ TT); homens saudáveis (RJ homens); mulheres saudáveis (RJ mulheres); indivíduos saudáveis com ancestralidade africana superior a 70% 

(RJ africanos); indivíduos saudáveis com ancestralidade europeia superior a 70% (RJ europeus); indivíduos saudáveis sem uma ancestralidade superior a 70% (RJ 

mistos). 

Nota: Os valores de p inferiores a 0,05 indicam significância de acordo com o teste não-diferenciação com base na distância genética FST. 

Fonte: O autor, 2015. 
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ANEXO A – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto 
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ANEXO B – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto 
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ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (continua) 
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ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto 

(continuação) 
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ANEXO C – Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital Pedro Ernesto (conclusão) 
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua) 

 

 



89 

 

 

ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuação) 
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuação) 
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ANEXO D – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (conclusão) 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua) 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuação) 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuação) 
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ANEXO E – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (conclusão) 
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ANEXO F – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continua) 
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ANEXO F – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (continuação) 
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ANEXO F – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (conclusão) 

 


