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RESUMO

ALBUQUERQUE, Felipe Neves de. Impacto dos polimorfismos genéticos da enzima
conversora de angiotensina sobre desfechos clinicos e ecocardiograficos em pacientes
com insuficiéncia cardiaca ndo isquémica. 2013. 124f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Médicas). Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

O papel dos polimorfismos genéticos da ECA (PGECA) na insuficiéncia
cardiaca (IC) como preditor de desfechos clinicos e ecocardiogréficos ainda nédo esta
estabelecido. E necessario identificar o perfil genotipico local para se observar se o
impacto clinico desses gendtipos € igual entre populacdes estrangeiras e a brasileira. O
objetivo deste trabalho foi determinar a frequéncia das variantes do PGECA e sua
relacdo com a evolucdo clinica de pacientes com IC de etiologia ndo isquémica de
uma populagéo do Rio de Janeiro, utilizando desfechos clinicos, ecocardiogréficos e do
Seattle Heart Failure Model (SHFM).Para isso, realizou-se analise secundaria de
prontuarios de 111 pacientes, acompanhados de forma prospectiva e retrospectiva,
além da analise genética com identificacdo da variante do PGECA e sua classificagao. Os
pacientes foram acompanhados em média por 64,9+3,9 meses, tinham 59,5+1,3
(26-89) anos, predominio do sexo masculino (60,4%) e da cor da pele branca
(51,4 %), mas com alta prevaléncia de pretos (36 %). A distribuicdo do PGECA
observada foi: 51,4 % DD, 44,1 % DI e apenas 4,5 % Il. Hipertensao arterial foi a
comorbidade mais frequentemente observada (70,3 %). O tratamento farmacolégico
estava bastante otimizado: 98,2 % em uso de betabloqueadores e 89,2 % em uso de
inibidores da ECA ou losartana. Nenhuma das caracteristicas clinicas ou do tratamento
medicamentoso variou entre os grupos. Cerca de metade da coorte (49,5 %)
apresentou fracdo de ejecdo de VE (FEVE) <35 %. O diametro sistolico do VE
(DSVE) final foi a unica variavel ecocardiografica isolada significativamente diferente
entre os PGECA: 59,2+1,8 DD x 52,3+1,9 DI x 59,245,2 (p=0,029). Quando analisadas
de maneira evolutiva, todas as variaveis (FEVE, DSVE e DDVE) diferiram de maneira
significativa entre o0s genoétipos: p=0,024 para AFE, p=0,002 para ADSVE e
p=0,021 para ADDVE. O gendtipo DI se associou ao melhor parametro
ecocardiogréfico (aumento de FEVE e diminui¢cdo de didametros de VE), enquanto que o
DD e Il apresentaram padréo inverso. Os valores derivados do SHFM (expectativa de
vida, mortalidade em um ano e mortalidade em cinco anos) ndo variaram de forma
significativa entre os genaotipos, mas notou-se um padrdo com o DD associado a piores
estimativas, DI a estimativas intermediarias e Il a valores mais benignos. Ndo houve
diferenca significativa entre desfechos clinicos isolados (6bitos: p=0,552; internagéo
por IC: p=0,602 e PS por IC: p=0,119) ou combinados (6bitos + internacdo por IC:
p=0,559). Na andlise multivariada, o peso alelo D foi preditor independente da variagdo do
DSVE (p=0,023). Em relagcdo aos preditores independentes de Obito + internacdo por
IC, foram identificados classe funcional NYHA final (p=0,018), frequéncia cardiaca final
(p=0,026) e uso de furosemida (p=0,041). Em suma, a frequéncia alélia e das
variantes do PGECA foram diferentes da maioria do estudos internacionais. O alelo D
foi associado de forma independente a pior evolucdo ecocardiografica. Nao houve
diferencas significativas em relacdo aos parametros derivados do SHFM, embora o
gendtipo 1l parega estar associado com o melhor perfil clinico. Por ultimo, ndo houve
diferencas em relacdo aos desfechos clinicos entre os PGECA.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Polimorfismo genético. Enzima conversora da

angiotensina.



ABSTRACT

ALBUQUERQUE, Felipe Neves de. Impact of angiotensin-converting enzyme
polymorphisms on clinical and echo-cardiographic outcomes in patients with non-
ischemic heart failure. 2013. 124f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas).
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2013.

The role of angiotensin-converting enzyme polymorphisms (ACEGP) has not
yet been established as predictors of clinical outcomes in Heart Failure (HF). The
local genotype profile must be identified in order to discover whether the clinical
impact of these genotypes is the same in the Brazilian and foreign populations.
The objective was to define the frequency of ACEGP variants and its relationship
with the clinical progress of HF patients with non-ischemic etiology for a population in
Rio de Janeiro, using clinical outcomes, echocardiogram parameters and the
Seattle Heart Failure Model (SHFM). The medical records of 111 patients monitored
prospectively and retrospectively were studied through a secondary data analysis, in
addition to a genetic analysis with identification of the ACEGP variant and its
classification. Aged 59.5+1.3 (26-89) years old, the patients were followed for an
average of 64.9+3.9 months, mainly men (60.4%) and white (51.4%), but with a
high prevalence of black (36 %). The observed ACEGP distribution was: 51.4%
DD, 44.1% DI and only 4.5% Il. High blood Arterial Hypertension was the co-
morbidity most frequently observed (70.3%). Pharmacological treatment was highly
optimized: 98.2% were taking beta blockers and 89.2% were taking ACE inhibitors
or losartan. There was no significant difference in clinical characteristics or medical
treatment among the groups. Almost half the cohort (49.5%) presented a left
ventricular ejection fraction (LVEF) of <35%. The final left ventricular systolic
diameter (LVSD) was the only isolated echo-cardiographic variable that differed
significantly among the ACEGP: 59.2+1.8 DD x 52.3%£1.9 DI x 59.24+5.2 (p=0.029).
When final and initial echocardiograms were compared, the variation of these
variables (LVEF, LVSD and LVDD) differed significantly among the genotypes:
p=0.024 for AEF, p=0.002 for ALVSD and p=0.021 for ALVDD. The DI genotype was
associated with the best echocardiographic pattern (increased LVEF and smaller LV
diameters), while DD and Il presented an inverse pattern. The values derived from
the SHFM (life expectancy, one-year mortality and five-years mortality) did not vary
significantly among the genotypes, although a pattern was noted for DD associated
with poorer estimates, intermediate DI estimates and Il with the most benign
values. There were no significant differences among clinical outcomes
separately (deaths: p=0.552; hospitalization for HF: p=0.602 and emergency room
visits for HF: p=0.119) or combined (deaths + hospitalization for HF: p=0.559). In
the multivariate analysis, each copy of the D allele, was a predictor for LVSD
change (p=0.023). In terms of independent predictors of death and hospitalization for
HF, the following were identified: final functional class NYHA (p=0.018), final heart
rate (p=0.026) and use of furosemide (p=0.041). Hence, the allele and ACEGP
frequency differed from most of the international studies. The D allele was associated
independently with the worst evolutive echocardiogram pattern. There were no
statistically significant differences in terms of SHFM-based parameters, although
genotype Il seems to be associated with the best clinical profile. Finally, there were
no differences in terms of the clinical outcomes among the ACEGP.

Keywords: Heart failure. Genetic polymorphism. Angiotensin-converting enzyme.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome resultante da faléncia do coracao
em fornecer sangue suficiente para perfusao dos demais 6rgaos. Atualmente é a
segunda principal causa de internacédo hospitalar do Sistema Unico de Saude no
Brasil, seguindo-se a pneumonia'. Nos Estados Unidos da América, estima-se em
32 bilhdes de ddlares o total de gastos somente para o ano de 20132. Além do
impacto socioecondmico, a qualidade de vida desses pacientes torna-se gravemente
comprometida?®.

Apesar de ter sido observada diminuicdo da morbidade e mortalidade apods o
desenvolvimento de novas drogas e dispositivos, esse ganho nao foi uniforme e a
resposta terapéutica de cada paciente pode variar*, bem como a evolugéo clinica
do paciente pode ser desfavoravel, a despeito do emprego de todos os recursos
terapéuticos disponiveis. Um dos mecanismos que pode justificar essas diferencgas
na resposta terapéutica e na histéria natural da doencga é a genética.

A participacdo da genética na IC tem sido largamente estudada tanto em
pequenos estudos como em grandes ensaios clinicos. Essa influéncia genética,
que abrange todas as etapas dessa sindrome® ja foi estudada nas fases de: pré-
instalagao®’ (predisposicéo e fatores de risco), durante as alteragcbes morfolégicas®®
(fisiopatologia) e finalmente na fase clinica (histéria natural da doencga™ e resposta
terapéutica’'%). Os resultados, porém, ainda sdo controversos'. Tendo sido esses
estudos realizados com populagdes estrangeiras, observa-se uma lacuna no que se
refere a influéncia da genética na IC, no contexto da populacao brasileira.

Medicina personalizada €, potencialmente, a nova revolugédo na area médica,
com implicagdes diagnosticas, terapéuticas e prognodsticas. A utilizagdo do gene
BRCA como fator de risco e mau progndstico nas mulheres com cancer de mama’®
€ um exemplo disso. A possibilidade de se identificar a melhor droga a partir do
sequenciamento do DNA individual tem sido foco de diversos trabalhos cientificos.

Isso ja é possivel e utilizado com sucesso na Oncologia com a identificagdo do
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cromossomo Philadelphia, desde 2001, marcador de boa resposta ao imatinibe na
leucemia mieloide crénica.

Na area da Cardiologia, essa relagdao pode ser bem estreita, como na
cardiomiopatia hipertrofica (CMPH) em que foram identificadas as mutacdes
responsaveis pela sintese do sarcOmero cardiaco alterado'™ ou na cardiomiopatia
dilatada familiar com varios gendétipos relacionados a defeitos estruturais™. No
aspecto da evolugao clinica, sucesso semelhante foi alcangcado em alguns cenarios
como na prevencao de morte subita na cardiomiopatia hipertrofica. Testes genéticos
ja sao utilizados como marcador de mau progndstico para estratificar esses
pacientes como de mais alto risco para eventos arritmicos?’. Associados a outras
caracteristicas clinicas como histéria familiar de morte subita precoce, por exemplo,
participam na indicacéo de cardiodesfibriladores implantaveis™e.

A fase avangada da IC também é impactada pela genética como a variagéo na
taxa de rejeicao a transplantes cardiacos?', embora essa informacéo ainda nao seja
utilizada clinicamente em larga escala.

A genética se associa com as causas mais frequentes de IC como a doencga
arterial coronariana (DAC)? e a hipertensao arterial sistémica (HAS)?. A pesquisa
de histdria familiar € obrigatéria em qualquer anamnese desses pacientes, sendo
a heranca genética a responsavel pelo aumento na susceptibilidade dessas
enfermidades. Sao varias as etiologias de IC que tém origem genética e que utilizam
testes especificos para esse diagnostico?*. Entretanto, as publicagdes envolvendo
pacientes com IC sem DAC associada sdo menos frequentes e o estudo do
comportamento de cada etiologia e sua relagédo com os gendtipos séo escassos na
literatura. Além disso, como o numero de opg¢des de polimorfismos genéticos (PG)
relacionados a IC é muito amplo, publicagdes envolvendo determinado PG para uma
doencga especifica sdo ainda mais raras e abrangem numero pequeno de pacientes,
o que dificulta a analise estatistica e restringem as conclusdes.

No campo do tratamento, destaca-se que ha, atualmente, 28 medicacdes

disponiveis para o tratamento de IC, separadas em 10 classes segundo seus
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diferentes mecanismos de acao®2¢. No Brasil, sdo 22 farmacos no mercado?.
Selecionar o melhor tratamento nesse imenso arsenal é desafiador. Uma das frentes
de desenvolvimento do conhecimento é a avaliagado da resposta aos farmacos de
acordo com o perfil genético. O ensaio clinico Beta Blocker Evaluation of Survival Trial
Investigators (BEST)?°, publicado em 2001, foi o primeiro a utilizar na IC marcadores
genéticos como critério de prescri¢ao. O estudo ndo demonstrou beneficio clinico com
o bucindolol comparado a placebo quando analisada toda a amostra populacional.
No entanto, uma analise posterior, utilizando o estudo genético desses pacientes,
identificou um subgrupo com um tipo de genétipo que apresentou menor incidéncia
de desfechos clinicos, abrindo espaco para o langamento do bucindolol com um kit
comercial de testagem genética’%. Este é, possivelmente, o primeiro de muitos
ensaios clinicos que propuseram esse formato no tratamento da IC.

Entretanto, uma das mais importantes participa¢des da genética é na modulagao
da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) e do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA) que promovem oremodelamento e dilatagao cardiacos associados
a retencao hidrossalina, caracteristicos da IC. Esses sistemas sao ativados durante
uma deletéria resposta neuroenddcrina secundaria a faléncia cardiaca, que € a base
da resposta fisiopatoldgica da IC. Assim, variagdes na atividade desses sistemas em
qualquer nivel celular (receptores de membrana, enzimas, mediadores inflamatérios
ou neuro-hormdnios) determinariam diferentes respostas fisiopatoldgicas e, portanto,
evolugao clinica variavel.

A base do tratamento atual da IC é a inibicAdo desses processos neuro-
humorais. Esse bloqueio foi obtido a partir de multiplos medicamentos com melhora
da sobrevida e da qualidade de vida demonstrada em diversos ensaios clinicos®"-¥.
Variagdes genéticas relacionadas a diferencas na resposta terapéutica individual ja
foram observadas em trabalhos com pequenas amostras populacionais®1215.38-40,

A eficacia/agao de cada farmaco esta ligada ao grau de ativacdo dos SNS e
SRAA. Niveis mais altos de angiotensina observados em determinados genétipos

correlacionam-se a maior gravidade e tém maior impacto do tratamento com
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inibidores da enzima de conversdao da angiotensina (IECA) ou bloqueadores de
receptor da angiotensina (BRA)*'. Da mesma maneira, variantes genéticas expressam
diferentes tipos de receptores beta-adrenérgicos que respondem com maior ou menor
grau de ativagao simpatica e, consequentemente, com maior ou menor resposta aos
betabloqueadores (BB)".

Ja foi identificada uma série de marcadores genéticos relacionados a diversos
mecanismos celulares na fisiopatologia da IC. Chamados de PG, foram relacionados
e participam de diversos processos celulares tais como os receptores beta-
adrenérgicos' e de aldosterona*’, a sintese de angiotensina**, o metabolismo do
oxido nitrico (NO)* e a enzima de conversdao da angiotensina (ECA)*7" que é o
objeto principal deste estudo.

A ECA e, principalmente, o seu produto a angiotensina Il (ATIl) participam de
forma decisiva na fisiopatologia de diversas doengas do sistema cardiocirculatorio.
Esse hormoénio atua como vasoconstrictor no remodelamento cardiaco da IC, na
hipertrofia ventricular da HAS, no remodelamento vascular e isquemia na DAC e na
sintese de aldosterona“.

Foram realizados diversos estudos para identificar marcadores genéticos
dos dois principais sistemas envolvidos na resposta metabdlica a IC: SNS'27273
e SRAA#4347.5574  Torna-se necessario identificar quais desses PG tém maior
participacado na variagao dos principais hormdnios envolvidos na IC, nas diferentes
evolugdes clinicas e o mais importante, como este dado podera ser usado pelos
clinicos.

Em relacdo ao SRAA, o principal e com maior associagao a eventos clinicos
e parametros ecocardiograficos foi o PG da ECA delecaol/inser¢gao do intron 16
(PGECA)*"5. O PGECA, em especial o genétipo DD, foi associado a risco de IC’8,
mortalidade por todas as causas®, rejeicdo a transplantes cardiacos?' e a variagoes
de parametros do ecocardiograma (ECO)%. Entretanto, também ha publicagdes nas
quais essa relacédo nao foi observada* 778,

Os estudos dos PG na IC apresentam limitagdo importante, relacionada
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ao tamanho das amostras populacionais que limitaram conclusdes sobre o tema.
Também ha necessidade de ensaios clinicos randomizados e com grande numero de
pacientes que permitam considerar a utilizagao dos PG na prescrigdo medicamentosa
desses pacientes. Mais ainda, o grau de participagao desses gendétipos sobre os
mecanismos moleculares e seu consequente impacto sobre a historia natural e a
evolucgao clinica ainda nao foi definido.

Assim, os trabalhos publicados até entdo tém resultados controversos,
pequeno tamanho amostral e sao realizados em populagdes diferentes do ponto de
vista geografico, epidemioldgico e étnico, sendo necessario identificar qual o perfil
genotipico da populacgéo brasileira e comparar aos dados internacionais, observando
se o impacto clinico desses gendtipos € igual entre populagdes estrangeiras e a
brasileira.

Neste contexto insere-se o presente estudo como contribuicdo para o melhor
conhecimento sobre os polimorfismos genéticos da ECA e a evolugao clinica de

pacientes portadores de IC de origem nao isquémica.
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OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo sao:

Objetivo primario

. Determinar a frequéncia das variantes do polimorfismo genético da enzima de
conversao da angiotensina (PGECA) e sua relagdao com a evolugéao clinica de
pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia ndo isquémica acompanhados

no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE).

Objetivos secundarios

. Avaliar a relagao entre parametros ecocardiograficos e as variantes dos PGECA.
. Avaliar a relacado do escore Seattle Heart Failure Model (SHFM) e as variantes
dos PGECA.

. Avaliar a relacao entre desfechos clinicos (6bitos, internagcédo hospitalar por IC e
atendimentos em servigos de emergéncia por IC) e as variantes dos PGECA.

. Avaliar a relagao entre os parametros clinicos, incluindo a classe funcional pela

New York Heart Association (NYHA), e as variantes do PGECA.
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2  REVISAO DE LITERATURA

No Brasil, a insuficiéncia cardiaca é a principal causa de internagao entre as
doengas cardiovasculares. Observa-se estabilidade no numero de hospitalizagdes
por IC desde 2008 (estimado em 185 mil por ano); entretanto houve aumento de
24,8 % dos gastos, num total de mais de R$ 208 milhdes em 2011. Esses numeros,
subestimados no Brasil, sdo ainda mais impressionantes nos Estados Unidos da
América, onde existem 5,1 milhdes de individuos com IC, com mortalidade anual maior
que 274 mil mortes em 20092. O numero de pacientes devera crescer 25 % até o ano
de 2030, provocado pelo envelhecimento da populagao e pelo crescimento do numero
de idosos, nos quais a prevaléncia de IC é ainda maior. O impacto socioeconémico
dessa sindrome €, portanto, de grande magnitude.

Nas duas ultimas décadas houve grande desenvolvimento do conhecimento
acerca do tratamento farmacolégico da IC. Os principais ensaios clinicos dos
ultimos 25 anos®-¥ demonstraram beneficio clinico altamente significativo. O
bloqueio neuro-hormonal em resposta as novas drogas traduziu-se em aumento
na sobrevida e melhora da qualidade de vida. Entretanto, mesmo com o tratamento
otimizado, observam-se evolugdes clinicas distintas, em que diversos fatores estao
envolvidos.

Sem duvida, o arsenal terapéutico com as inUmeras op¢des atuais é bastante
amplo. No entanto, uma redugdo no ritmo de langamento de novos medicamentos
ficou evidente nos ultimos cinco anos € mesmo as poucas novas moléculas aprovadas
nao tiveram o mesmo impacto na mortalidade e ndo estdo indicadas para todos os
pacientes?-2879,

Por outro lado, o grande numero de opgdes de farmacos e suas necessarias
associagdes provocaram dificuldades na hora da prescricdo. Muitos dos farmacos
compartilham efeitos colaterais (a hipotensao arterial € um dos principais) que limitam
suas respectivas doses. Estudos foram desenhados para comparar estratégias de

prescricao priorizando algumas das classes na tentativa de identificar aquela com
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maior beneficio®. A principal questdo no final do século XX e inicio do século XXI
em relacao ao tratamento da IC era: afinal, qual a melhor estratégia terapéutica para
esses pacientes — priorizar os IECA/BRA ou BB?

Alguns autores observaram que, em alguns casos, os remédios prescritos nao
apresentavam todos os beneficios demonstrados nos grandes ensaios clinicos.
De fato, a maioria dos pacientes tinha alguma limitacdo (como efeitos adversos ou
intolerancia a medicacéo) que restringia a atuagao da droga®'.

A questao principal passou a ser outra: qual a melhor opg¢ao de droga para um
determinado paciente? Com tantas opgdes terapéuticas, os cardiologistas podiam
escolher aquela com menor potencial de efeitos adversos e maiores beneficios? A
primeira estratégia foi identificar caracteristicas clinicas potencialmente relacionadas
a melhor resposta terapéutica, como o uso de IECA em pacientes com HAS e
diabetes mellitus (DM)%.

Entretanto, aadocao de um perfil clinico individual é insuficiente para determinar
a eficacia/seguranca de farmacos, especialmente se utilizados em associacédo. O
trabalho de Juurlink et al.#2 demonstrou isso, quando os autores realizaram analise
de prescri¢gdes relacionando-as com as causas de hospitalizagbes de mais de 1,3
milhdo de pacientes acima de 66 anos, durante o periodo de 1994 a 2001, na
cidade de Ontario, Canada. Observando-se apenas pacientes em uso de |IECA,
houve um incremento no uso de espironolactona de uma média estimada em 30-34
por 1000 pacientes de 1994 a 1999 para 149 por 1000 pacientes no final de 2001,
periodo que sucedeu a publicagdo do ensaio clinico RALES34. O maior uso de
espironolactona a partir do RALES, que comprovara seu beneficio em pacientes com
IC sistdlica, foi acompanhado de mais hospitalizagcdes relacionadas a hipercalemia
(média de 2,4 a 4,0 por 1000 de 1994 a 1999 para 11 por 1000 ao final de 2001).
A elevacao do potassio € um dos principais efeitos adversos desse medicamento,
principalmente em associagdo com um bloqueador do SRAA; o aumento da sua
incidéncia relaciona-se ao aumento do numero de prescricdes, comprovando o

risco do uso ainda que seguindo suas indicagoes.
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2.1 Genética e caracteristicas clinicas na insuficiéncia cardiaca

Etiologia da IC

Mais de 50 % dos casos de IC tém a DAC como causa e as etiologias nao
isquémicas representam a minoria nas publicagdes. No ensaio clinico randomizado
MERIT-HF, que estudou 3991 pacientes com IC com o objetivo de avaliar o beneficio
do metoprolol, as causas nao isquémicas representavam apenas 35 % da amostra
populacional®®.

Além disso, o grupo de doencas nao isquémicas causadoras de IC nao é
homogéneo. Sao diferencgas relacionadas a: fisiopatologia, histéria natural, achados
nos exames complementares e tratamento especifico da doenca de base®?¢. Essa
diversidade também se reflete na area genética.

Follath et al.* publicaram abrangente artigo de revisdo sobre a diversidade de
respostas terapéuticas individuais em funcao da etiologia da IC, explorando as causas
dessas diferengcas. Os mecanismos seriam particularidades em nivel molecular,
observados apenas na cardiomiopatia dilatada idiopatica como a participagdo do
sistema imune na producdo de anticorpos antimiosina® ou antirreceptores beta-
adrenérgicos®.

Pacientes com DAC tém um padrao clinico diferente daqueles com cardiomiopatia
dilatada nao isquémica. Essa diferencga inclui uma evolucgéo clinica distinta, com maior
gravidade para os isquémicos, heterogeneidade na resposta farmacolégica e também
diferentes medicamentos utilizados.

Avariabilidade na resposta terapéutica foi comprovada em alguns trabalhos como
o Digitalis Investigator Groups Trial — DigTrial’’. Nesse ensaio clinico, foram avaliados
6800 pacientes com fragcdo de ejegao de ventriculo esquerdo (FEVE) <45 % e
observado o impacto da digoxina sobre desfechos clinicos durante seguimento médio
de 37 meses. Na analise de subgrupos, foi observada menor incidéncia de morte ou
internacao por IC naqueles pacientes com etiologia ndo isquémica (RR: 0,67 para nao

isquémicos x RR: 0,79 para isquémicos). Diferencas na resposta clinica a BB ou
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IECA® sdo menos consistentes mas também ja foram demonstradas.

Essas particularidades também sao observadas em cada uma das etiologias
nao isquémicas. Cada doenca responsavel pelo desenvolvimento de IC pode
apresentar um comportamento singular em relagao a caracteristicas clinicas, exames

complementares e também da influéncia genética.

Etnia

O impacto dos genétipos € altamente variavel e depende de outros fatores, como
o tratamento farmacoldgico, alteragdes em outros genes, fatores ambientais e também
de fatores clinicos como a etiologia da IC, comorbidades e a cor da pele do individuo.
Confirmar associagdes entre fatores clinicos/ambientais e determinados gendétipos é
um campo promissor na area da genética e da IC.

Ja foi possivel associar a cor da pele a diferentes padrdes de resposta do SRAA.
Isso ficou comprovado na publicacdo de Preston et al.®°, um ensaio clinico com
1105 hipertensos randomizados para diferentes anti-hipertensivos (hidroclorotiazida,
captopril, diltiazem, prazosin, clonidina e atenolol). Em 1031 desses pacientes, a
renina plasmatica foi avaliada e verificou-se que individuos pretos tendiam a valores
mais baixos de renina em relacédo a brancos. A atividade do SRAA nesses pacientes
seria menor do que em brancos. Alguns outros trabalhos analisaram ainda mais
profundamente o tema.

Exner et al.®" selecionaram pacientes do classico ensaio clinico SOLVD¥,
publicado em 1991, e comprovaram a eficacia do enalapril na IC. Uma amostra
populacional composta por 800 pretos e 1196 brancos foi construida de modo
qgue ambos 0s grupos apresentassem as mesmas caracteristicas demograficas
e clinicas e apenas a cor da pele fosse diferente entre os dois. Os individuos
pretos apresentaram maior incidéncia de mortes (12,2 x 9,7 por 100 pessoas-
ano) configurando uma populagdo de maior risco. Quanto ao tratamento
com enalapril, o risco de hospitalizagdo por IC foi 44 % menor em brancos

(RR=0,56; p<0,001). No subgrupo dos afrodescendentes, ndo houve diferenca
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significativa (RR=0,96; 1C=0,74-1,24). As doses de enalapril foram equivalentes
nos dois grupos, que apresentaram apenas pequenas diferengas para pretos e
brancos, respectivamente, em relacao a: idade (57 x 59 anos); tempo de estudo
(individuos que tinham apenas o ciclo basico: 28 % x 17 %); nivel socioecondmico
(endividamento no ultimo ano: 37 % x 24 %); e uso de medica¢des concomitantes
(aspirina: 26 % x 45 %, BB 10 % x 15 %, diuréticos: 66 % x 55% e antiarritmicos:
12 % x 20 %). A etiologia isquémica foi maior em brancos (78 % x 54 %), enquanto
pretos tinham a causa hipertensiva como principal causa (62 % x 35 %).

Wallace e Drazner®?analisaram as principais publicagdes sobre as particularidades
do tratamento com IECA e vasodilatadores em individuos afrodescendentes. Um
resumo desses achados estd publicado no Quadro 1. Apesar de ter havido uma
diferenca significativa de hospitalizagao por IC entre afrodescendentes e brancos na
analise de Exner et al.®!, o decréscimo de mortalidade foi semelhante e significativa para
os dois grupos. Além disso, em analise posterior desses mesmos dados, Dries et al.®
demonstraram que o enalapril foi igualmente eficaz em brancos e afrodescendentes
para reduzir a instalagao da IC.

No ensaio clinico A-HEFT®" os autores acompanharam 1050 afro-americanos
com IC classe funcional da New York Heart Association (NYHA) Ill ou IV com

tratamento otimizado de IECA, BB e espironolactona, com o objetivo de avaliar o

Quadro 1 - Sumario das analises retrospectivas do SOLVD e V-HeFT em relagéo a
eficacia do IECA em afrodescendentes com IC e FEVE reduzida*®

Analise Desfecho Eficaciarelativa do IECA em brancos x afrodescendentes
SOLVD*
Dries et al.®, 1999 Mortalidade 4 (Sem evidéncia de interagdo entre IECA e etnia
Exner et al.®', 2001 | Hospitalizagbes| ¥ (Menos hospitalizagdes em brancos, mas ndo em pretos)
Mortalidade 4 (Sem eficacia sobre morte em pretos ou em brancos)
Dries et al.®4, 2002 Progresséao 4 (Beneficio comparavel em pretos e em brancos)
de DAVE = IC
sintomatica
V-HeFT II*s
Carson et al.?, 1999 | Mortalidade “? Pretos: hidralazina + nitrato igualmente eficaz a IECA,;
Brancos: IECA melhor que hidralazina + nitrato

Legenda: IECA=inibidor da enzima de conversdo da angiotensina; DAVE=disfungdo sistolica
assintomatica de VE; IC=insuficiéncia cardiaca
Fonte: adaptado de Wallace T & Drazner M.%
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impacto da combinacdo da hidralazina e dinitrato de isossorbida sobre desfechos
clinicos. O estudo foi interrompido precocemente apds seguimento médio de apenas
10 meses pelo beneficio dessa combinagédo com aumento de sobrevida de 43 % no
grupo intervencao (RR=0,57; p=0,001). Foi um dos primeiros ensaios a incluir apenas
afrodescendentes, confirmando observagdes prévias que indicavam o beneficio dessa
estratégia nesses pacientes® %,

Um dos possiveis mecanismos genéticos associados ao beneficio exclusivo
nesse grupo foi identificado cinco anos depois, a partir de um subestudo de genética
daquela populagao: esse padrao favoravel poderia estar relacionado a presenca de
um PG da o6xido nitrico-sintetase, mais prevalente em afrodescendentes'. Esse PG
foi relacionado a melhor resposta clinica a combinagao isossorbida e hidralazina.
Uma resposta vasodilatadora mais atenuada e maior inativagdo desse importante
sinalizador intracelular endotelial foram observados nos afrodescendentes quando
comparados com outras etnias® ', Nitratos e vasodilatadores como a hidralazina
promovem diferengas em processos moleculares relacionados ao metabolismo do
oxido nitrico e seriam benéficos nesse contexto.

De fato, particularidades metabdlicas e fisiopatologicas foram observadas
entre individuos de etnias diferentes. Essas diferencas tém origem genética e foram
associadas a PG apresentados no Quadro 2. Uma das mais importantes e tema deste
trabalho é a variagdo nos niveis séricos da ECA que esta relacionada ao PGECA®.

Assim, embora haja comprovacdo de alguma variabilidade nos niveis de
ativacdo do SNS e SRAA entre pacientes de etnias diferentes, seu impacto sobre a
evolucdo clinica ainda nao esta estabelecido. Alguns ensaios clinicos com grande
numero de pacientes e pequenos estudos com marcadores genéticos que atuam
nesses sistemas contribuiram para explicar parte dessa variabilidade, mas também
nao foram conclusivos sobre o tema. A tematica da etnia da populagdo estudada é
importante, pois indica a participagao genética na evolugao clinica de pacientes de IC.
E um dos fatores ambientais/clinicos/epidemiolégicos que contribui na determinacéo

do fendtipo.



Quadro 2 - Polimorfismos genéticos com potencial relevancia clinica em afro-americanos

Polimorfismo genético

Alelo mais

frequente em afro-

Impacto do polimorfismo
genético na IC

Interagoes farmacogenoémicas na IC

americanos com IC

intron da (NOS3)

(4 repeticdes)

expressao genética da NOS3

Insergéo (l) / Delegao (D) Sem diferenga Alelo D associado com aumento nos niveis |Betabloqueador e altas doses IECA atenuam

da ECA conhecida séricos/Atividade da ECA e pior sobrevida |efeitos do alelo D

Receptor B1-Adrenérgico Gly389 Gly389 associado com resposta deprimida a |Dados BEST e MERIT-HF diferem em relagdo ao

Arg389Gly estimulos adrenérgicos impacto desse PG

Receptor acoplado Proteina Leud1 Leud41 caracterizado por dessensibilizagdo |O alelo Leu41 foi associado a melhor sobrevida livre

G GIn41Leu (GRK5) do receptor 31 adrenérgico de transplante em resposta ao BB

Gene Aldosterona Sintetase 3447 CYP11~BZ-344C esta ligado ao aum.ento da No A-HeFT, os hom02|g‘oto.s parg CUI?11BZ-344T/T

(CYP11B2)-344C>T producdo de aldosterona e associado ao |tiveram melhor resposta a hidralazina+nitrato
aumento da morbimortalidade

(NOS3)-786 T>C 786T Alelo NOS3-786C associado a menor |[O NOS3-786T foi associado a menor FEVE em afro-
expressao genética do NOS3 americanos do subestudo genético do A-HeFT

4 Repeticbes variaveis do Intron 4a NOS3 intron 4a est associado com aumento NOS3-Intron 4a caracterizado por baixa pressao

arterial diastdlica em afro-americanos do subestudo
genético do A-HeFT

NOS3 Glu289 resulta em forma mais estavel

NOS3-Glu289Glu foi associado com melhor escore
clinico composto e tendéncia a melhora da FEVE

beta-3 (GNB3) 825C>T

baixa renina

NOS3 Glu289Asp Glu289 da enzima NOS endotelial e aumento _ ) i
. em resposta a hidralazina+nitrato enquanto o alelo
atividade NOS - »
Asp298 nao, em subestudo genético A-HeFT
Subunidade da Proteina G 825T GNB3 825T associado a hipertensédo com © genctipo GNB3 825T/T foi associado com qualidade

de vida e sobrevida livre de eventos, enquanto que o
alelo GNB3 825C né&o, em subestudo genético A-HeFT

Legenda: GRK5=receptor acoplado Proteina G GIn41Leu; NOS3=06xido nitrico-sintetase endotelial
Fonte: adaptado de Ishizawar D & Yancy C'*!
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2.2 Participacao da genética na insuficiéncia cardiaca

Trabalhos com genétipos na IC se tornaram mais frequentes a partir de 1995 e,
especialmente, nos ultimos 10 anos, a partir da disponibilizagdo dos métodos para a
adequada pesquisa genética. Atualmente as ferramentas de pesquisa genética estao
disseminadas, sao facilmente reprodutiveis e relativamente de baixo custo.

Estudos amplos de associagdes genéticas sao trabalhos que utilizam milhares de
variagdes genéticas conhecidas e buscam associagao com determinada caracteristica
(cor dos olhos, altura, etc.). Como normalmente um trago fisico é resultado da
interacdo entre centenas de genes (além das caracteristicas ambientais)'??, é assim
que sao identificados os genodtipos que atuam juntos para promover esse resultado. A
maioria das doencas e dos tracos fisicos tem heranga poligénica como, por exemplo,
a altura que conta com variagdes genéticas em 180 /oci diversos'® ou o perfil lipidico
em que 95 Joci diferentes interagem para determinar os niveis de colesterol total'%.
Diversidades de mecanismos fisiopatoldgicos também tém esse carater poligénico e,
portanto, sofrem influéncia de multiplos genes. Assim, o grau de ativagao do SNS e
SRAA durante a instalagao e evolugao da IC também sao resultado da interacédo de
multiplos genes que atuam nesses sistemas.

A identificacdo de diferentes niveis de ativagcdo dos sistemas envolvidos na
resposta humoral a faléncia cardiaca e sua relagdo com gendtipos foi a base para o
desenvolvimento desses estudos, isto €, padrbes genotipicos distintos promovendo
variagdo em processos celulares, em nivel molecular, que estdo relacionados a
diferentes evolugdes clinicas.

O fendtipo € o conjunto de caracteristicas observaveis de um individuo como
suas fungdes e propriedades bioquimicas (em nivel molecular), fisicas (como os tragos
de uma pessoa) ou psicologicas (como seu comportamento). Portanto, uma variagao
macroscopica como a dextrocardia ou microscopica como uma alteragao molecular
na proteina do receptor beta-adrenérgico ou na composicao da ECA sdo ambos

exemplos de caracteristicas fenotipicas. Elas sao resultado da expressao dos genes
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desse organismo, o seu genétipo, assim como da influéncia de fatores ambientais'®.

Atualmente, grande parte dos ensaios clinicos randomizados utiliza amostras
biologicas exclusivas para analise genética. Esses dados s&o analisados em conjunto
com caracteristicas epidemioldgicas e desfechos clinicos para definir a populagao que
se beneficiaria do farmaco em investigacao. E frequente a publicacdo de subestudos
genéticos de grandes ensaios clinicos na area da cardiologia, com foco em aspectos
clinicos.

A descoberta da estrutura e fungdo do DNA, em 1953, por J D Watson'% formou
a base da genética molecular. Muito antes disso, em 1902, Garrod'"” sugeria que a
variabilidade na biotransformagao quimica pudesse ter origem genética.

Atualmente, a genética ja tem reconhecida participacdo em diversas etapas
da evolugao da IC®. Como ilustra a Figura 1, a influéncia pode ocorrer desde antes
da instalagao da IC com predisposi¢cao as causas mais frequentes reconhecidas em
histéria familiar positiva para HAS ou DAC, por exemplo. Os niveis dos hormdnios ATII,
norepinefrina e aldosterona, principais agentes das alteracdes estruturais e funcionais
miocardicas, também variam segundo a atividade do SNS e SRAAque sado influenciados
pelos diferentes gendtipos. Por ultimo, a farmacogenética e a observacao de diferentes
padrbes de resposta farmacoldgica relacionada aos gendétipos representam uma area
em franca evolug¢ao, mas ainda incipiente. Seu desenvolvimento sé sera possivel apos
a elucidacao e fundamentagdo dos processos responsaveis por essas diferengas.
Esses processos envolvem as diferengas individuais da resposta fisiopatoldgica e se
traduzem clinicamente através de variagcdo na histéria natural da doenca que € o

objetivo deste estudo.



32

Figura 1 - A complexa arquitetura genética da insuficiéncia cardiaca

Fonte: adaptado de Lopes LR & Elliott PM. ®

Polimorfismos genéticos

Com o desenvolvimento da biologia molecular e da concluséo do projeto Genoma
em 2003, a era pdés-gendmica foi inaugurada. Apesar de a espécie Homo sapiens
apresentar um genoma 99,9 % idéntico, é essa pequena diferenca de 0,1 % que dever
ser considerada como a mais significativa do ponto de vista médico'® e pode ser
responsavel por até trés milhdes de polimorfismos®'. A representagao do gene pode
ser vista na Figura 2.

Na maior parte dos casos, alteragbes genéticas ndo sdo acompanhadas de
significancia clinica, uma vez que ocorrem em sequéncias nao codificadoras do gene
(introns). Afinal, apenas 2 % do DNA distribuido pelos 30000 genes humanos sao
lidos durante a sintese de proteinas'°.

Quando essas alteragdes sdo em sequéncias codificadoras ativas dos genes
(éxons), elas resultam numa sintese de proteinas defeituosas. Essas proteinas
modificadas podem se apresentar como doenga (anemia falciforme, por exemplo) ou

apenas promover mudangas em nivel molecular de mecanismos celulares.
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Figura 2 - Representacdo de um gene com as porg¢des do éxon e intron

Fonte: adaptado de Wikipédia'®

Mais ainda, os PG também podem contribuir para tragos fisicos (como o tipo de
cabelo, por exemplo), para tragos biolégicos (tipo sanguineo e sistema ABO), para a
susceptibilidade a algumas doengas (auséncia da fenilanina e a doenga fenilcetonuria)
e para a gravidade de algumas doengas como o caso da ECAe IC.

O receptor beta-adrenérgico é um exemplo de proteina que pode ter sua
estrutura alterada por variagdes genéticas. Ele € um dos mais importantes receptores
implicados na fisiopatologia da IC, pois modula a resposta compensatéria adrenérgica
do eixo simpatico (SNS). Trabalhos como o de Muthumala et al.”? estabeleceram a
relacdo entre alteragdes no DNA (os PG) e diferentes padrdes de evolugéo clinica
e resposta terapéutica. Os receptores beta-adrenérgicos s&o um dos grupos mais
importantes de proteinas associados a variagdes genéticas, mas n&o sao 0s unicos.

Como apresentado anteriormente, a resposta compensatéria da IC envolve
a ativagdo de multiplos eixos humorais (SNS e SRAA) com varias vias de ativagéo
que envolvem inumeros mecanismos. Além dos receptores beta-adrenérgicos, ha

importantes elementos envolvidos nos processos desses sistemas como receptores
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de aldosterona, receptores de angiotensina, metabolismo do éxido nitrico e finalmente

o ponto central deste trabalho: a ECA.

Polimorfismo Genético da ECA e o Sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona

AECAé uma metalopeptidase de zinco presente nas células endoteliais e epiteliais
que tem papel central na resposta compensatoria da IC ao promover a conversao
da angiotensina | inativa na sua forma vasoativa e estimuladora da aldosterona, a
ATII'112. A ATIl é o principal hormbnio do SRAA e niveis elevados sdo marcadores
de ativacado desse eixo que provocam, numa fase mais tardia, hipertrofia ventricular
esquerda (HVE)"2"3 e pior evolugao clinica®® "4, Essas relagdes estédo representadas

na Figura 3.

Figura 3 - O sistema renina-angiotensina e a enzima de conversao da angiotensina

Fonte: adaptado de Ribeiro JM & Floréncio LP"®

As primeiras observagdes de que os niveis de ECA variavam individualmente

foram descritas em individuos com sarcoidose na qual a mensuracdo da ECA é
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utilizada para acompanhar o tratamento'®. Trabalho realizado com diferentes familias
detectou padréao similar nos niveis séricos da ECA dos individuos pertencentes a cada
familia'’. Essa semelhanca foi posteriormente relacionada a alteragdes genéticas™®.

Essas variagcbes genéticas podem ser classificadas como mutagdo ou
polimorfismo. Mutacao € uma alteracdo permanente na sequéncia de pares de bases
que compdem o DNA. O PG é uma mutagao que nao causa doencga letal e que esta
presente em pelo menos 1 % da populagdo. Nesse ultimo caso, ha duas ou mais
formas alternativas de um gene, simultaneamente numa mesma populagao'°.

Apos a identificagdo e clonagem do gene responsavel pela expressao da ECA —
localizado no cromossomo 17923, foi possivel identificar PG no intron 16. Esse PGECA
consistia em dois padroes diferentes: presencgal/insercao (1) ou auséncia/delecao (D)
de 287 pares de bases. Esses dois alelos resultam em trés gendtipos diferentes: DD
(delecao/delegao), DI (delegaol/insercéao) e Il (insergaol/insergao). A representagao

grafica desses dados esta apresentada na Figura 4.

Figura 4 - Organizac&o do gene da ECA consistindo em 26 éxons.

Fonte: adaptado de Rosskopf D et al.™®

A associacao dos PGECA com a atividade da ECA foi demonstrada inicialmente
por Tiret et al."® em 1992. Eles colheram amostras laboratoriais de 98 familias
saudaveis da regido de Nancy, Francga, durante o ano de 1987. Foram avaliados
os niveis séricos da ECA e realizada a pesquisa dos PGECA. Observou-se
que o alelo | esteve associado a menores niveis séricos da ECA e que esses PG
respondiam por até 44 % da variagdo dos niveis da ECA'®. Nesse mesmo trabalho,
apos testar diversos modelos genéticos, foi feita a descricao do padrao de dominancia

desse PG: codominancia. Assim, o padrao heterozigoto (DI ou ID) é resultado da
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influéncia de ambos os alelos D e | produzindo um fenétipo intermediario entre os
homozigotos (DD e Il). Exemplos de genes codominantes que apresentam esse
tipo de comportamento s&o a cor dos olhos ou a cor da pele: os heterozigotos
tém caracteristicas intermediarias (como a cor da pele morena) em relagdo aos
homozigotos (como a cor da pele branca ou preta).

Em 1993, Costerousse et al.'?' avaliaram niveis da ECAem células mononucleares
de 35 pacientes higidos franceses (sem informacdao a respeito da etnia). Eles
demonstraram que o gendtipo DD estava associado a niveis séricos mais elevados
da ECA. A modulagao dos niveis da ECA pelos PGECA estava demonstrada e um
padrao fenotipico, sendo estabelecido: alelo D e gendtipo DD relacionados a niveis
mais elevados da ECA e o alelo | e gendtipo Il aos niveis menores. O gendtipo DI
apresentaria niveis intermediarios.

Posteriormente, Danser et al.® comprovariam, apds a observagao de 71 amostras
de individuos holandeses que morreram de causas nao cardiovasculares, que a
atividade da ECA na sua isoforma cardiaca também estava aumentada em pacientes
com o PGECA DD. As analises sanguineas e de tecido cardiaco (disponiveis porque
os individuos eram doadores de 6rgao) apresentavam o mesmo padrao, comprovando
que niveis miocardicos acompanhavam os séricos.

No entanto, aparentemente o impacto dos diferentes gendétipos da ECA nao é
igual em negros e brancos. Bloem et al.'?? avaliaram 203 criancas e adolescentes
higidos com média de idade 14,2 anos da regiao de Indianapolis, EUA, com o objetivo
de detectar diferencas raciais entre niveis de ECA e os PGECA. Os niveis da atividade
da ECA em brancos (n=141) foram superiores no genétipo DD em relagédo ao DI
(p=0,002) e Il (p=0,001) consistentes com trabalhos anteriores. No entanto, quando
analisados apenas os afro-americanos (n=62), ndo houve diferenga significativa
entre os trés PGECA e os niveis da ECA (p=0,63). Esses achados indicam potencial
variacao genética na regulagao da atividade da ECA relacionada a origem étnica dos

pacientes.
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2.3 Polimorfismos genéticos da ECA em diferentes cenarios clinicos

Como ja descrito anteriormente, niveis elevados de ECA resultam em niveis mais
altos de ATII. Esse horménio atua no SRAA durante a resposta fisiopatolégica a IC e
também em diversos outros cenarios clinicos que envolvem o sistema cardiovascular.
Assim, na HAS'?3, na fibrilagao atrial*® e na DAC#124126 o PGECA foram associados
a variagdes nos niveis da ATll e consequentemente sobre o risco de desenvolvimento

dessas doencgas e sobre sua historia natural.

Hipertensao Arterial Sistémica

Os niveis de ATIl estao intimamente relacionados a pressao arterial'?’. Os IECA e
BRA estao entre os principais farmacos para tratamento da HAS. Como ja apresentado,
a ATIIl é resultado da acdo da ECA e ambos irdo variar numa mesma proporgao.
Portanto, as variantes do PGECA irdo determinar diferentes niveis plasmaticos da
ECA e provocar secundariamente elevagao dos niveis pressoéricos como observado
por O’'Toole et al.'?® naqueles pacientes com genétipo DD.

Em pacientes com HAS, foi descrita a associagado entre o PGECADD e marcadores
indiretos do remodelamento cardiaco como a HVE e o aumento de massa ventricular.
Pontremoli et al.®® pesquisaram lesdes de érgaos-alvo em 106 pacientes hipertensos e
constataram que o alelo D se relacionou com um risco até cinco vezes maior de HVE
(OR=5,2; p=0,015). Os outros desfechos (microalbuminuria e retinopatia) também
foram mais frequentes nos gendétipos DD e DI. Gharavi et al.’?® encontraram diferenca
significativa entre os PGECA DD e Il (p=0,006) em relagdo ao aumento de massa

ventricular numa coorte de 67 hipertensos.

Insuficiéncia cardiaca
Arelacao entre os PGECA e a cardiomiopatia alcodlica, principal causa secundaria
de IC nao isquémica no mundo, foi demonstrada em estudo que observou um grupo

de 57 pacientes alcodlicos (30 com IC e 27 controles) seguidos por dois anos™. Os
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autores detectaram risco de desenvolver disfungédo ventricular até 16 vezes maior
naqueles com o PGECA DD quando comparado com DI/Il (Odds ratio - OR=16,4;
Intervalo de confianga - IC: 3,0-158, p<0,001). Embora com um numero pequeno de
individuos estudados, foi sugerida a relacdo entre a vulnerabilidade cardiaca aos
efeitos deletérios do alcool e a influéncia genética.

Schut et al.%" fizeram analise do impacto da genética sobre a IC de etiologia
hipertensiva em um grupo maior de pacientes, extraidos do Estudo de Rotterdam.
Essa coorte populacional holandesa foi estabelecida de forma prospectiva em 1990,
incluiu 7983 pacientes com mais de 55 anos de idade e foi acompanhada durante 10
anos. Foi realizada a genotipagem dos PGECA de 86 % desses pacientes (n=6869) e,
posteriormente, analisada quanto ao risco de desenvolvimento de IC. Pacientes com
genotipo DD e HAS apresentaram risco relativo (RR) 50 % maior quando comparados
com normotensos com genotipo |, relagdo que permaneceu significativa apds analise
multivariada (p<0,05). Também foi sugerida a relagdo entre desenvolvimento de
cardiopatia hipertensiva e a presenca do alelo D.

Esses achados sugerem uma influéncia genética em alguns cenarios no grupo
de pacientes com IC sem DAC associada.

A maioria dos trabalhos na IC sofre com a mesma limitagdo: o numero pequeno
de pacientes. Os dados publicados sao inconsistentes, apresentam conclusdes
contraditérias e, na maior parte, foram realizados com populagdes internacionais. Na
sua maioria, a restrigdo estatistica secundaria ao baixo numero de pacientes limita as
conclusdes®?. Por isso, a maioria dos desfechos utilizados e significativos sdo variaveis
obtidas pelo ECO. A utilizagao desses parametros como marcadores substitutos € uma
constante nessas publicacbes*>** e seu papel preditor de eventos e na estratificacdo
de risco ja foi estabelecido previamente'?°.

Afrequéncia cardiaca (FC) foi recentemente reconhecida como uma das principais
variaveis de gravidade ao exame fisico em pacientes com [IC'%'%2 Diretamente
relacionada ao grau de ativagdo adrenérgica e também influenciada pelo tratamento

com BB, essa variavel numérica € importante para determinar o grau de resposta
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ao tratamento farmacoldgico, servindo de marcador de pacientes mais graves.
Embora, a ECA e a ATIl ndo estejam diretamente relacionadas a FC, McNamara
et al.#'%2 observaram que pacientes com o genétipo DD tém melhor sobrevida
guando otimizados e com FC reduzida com o BB.

Andersson e Sylvén® avaliaram uma coorte de 193 pacientes suecos com IC
por todas as causas, durante cinco anos. Eles observaram que o PGECA DD quando
comparado com DI ou Il esteve associado a maior mortalidade (OR=1,69; p=0,04), pior
classe funcional (OR=1,42; p=0,014) e maior diametro sistélico final do VE (DSFVE)
(OR=1,07; p<0,0001).

Raynolds et al.’' estudaram 293 pacientes estadunidenses (102 com IC de
etiologia isquémica, 112 com CMPD idiopatica e 79 higidos doadores de 6rgaos) sem
mencao a etnia dos pacientes (apenas os 79 doadores de 6rgaos foram identificados
como brancos). Maior incidéncia do gendtipo DD foi encontrada, com diferenca
estatisticamente significativa (p<0,001), em pacientes com CMPD idiopatica (35,7 %)
e com IC isquémica (39,2 %) em relagdo aos individuos-controle (24,0 %).

Candy et al.% observaram uma amostra populacional com 171 pretos da Africa
do Sul com CMPD idiopatica em classe funcional NYHA Il ou Ill com FEVE <40 %.
O gendtipo DD apresentou a menor média da FEVE (p=0,018) e maiores diametros
de VE. Na analise multivariada, ele se manteve como fator preditor independente
desses parametros ecocardiograficos. Outros trabalhos apresentaram esses mesmos
resultados, relacionados a desfechos clinicos® e a rejei¢ao a transplantes cardiacos?'.

De uma maneira geral, o genétipo DD foi relacionado direta ou indiretamente
a marcadores de pior prognoéstico, independentemente da etiologia estudada.
Hipoteticamente, esses pacientes deveriam ser alvo de medidas terapéuticas mais
intensivas.

Entretanto, os estudos néo foram todos unanimes. Alguns autores descreveram
a auséncia de relagdo dos PGECA com desfechos clinicos e ecocardiograficos.
De Groote et al.”” estudaram 199 pacientes com IC sem tratamento prévio com BB

durante periodo médio de 933 dias. Cerca de 40 % desses pacientes tinham DAC
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como causa da IC. Nao foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os
parametros ecocardiograficos e os PGECA.

Sandersson et al.®® também n&o encontraram relagdao entre os PGECA e IC.
Em amostra de 104 pacientes chineses (51 com CMPD idiopatica e 53 com CMPD
isquémica), nao foi observada diferenga no risco de desenvolver IC entre os trés
gendtipos da ECA.

Montgomery et al.*® fizeram analise mais ampla, incluindo, além do risco de
desenvolvimento de IC, uma avaliagao sobre a progresséao e a gravidade da doenca.
Foram avaliados 99 pacientes brancos com CMPD idiopatica com classes funcionais
NYHA | a IV e 364 individuos higidos ingleses, com uma meédia de 28 meses de
acompanhamento. A frequéncia do gendtipo DD foi a mesma entre aqueles com IC e
os individuos higidos. Em relagdo aos marcadores clinicos de gravidade, ndo houve
diferenca entre os PGECA para fibrose detectada na biopsia endomiocardica, na
progressao da IC ou na necessidade de transplante cardiaco. Outros autores também
nao confirmaram associagao dos gendtipos com desfechos clinicos®’.

Bai et al.® reuniram varios trabalhos em meta-analise publicada em 2011, com o
objetivo de investigar a relagao entre PGECA e IC. Os autores selecionaram apenas
publicagdes do tipo caso-controle e identificaram 17 estudos com um total de 5576
participantes (2453 casos e 3123 controles) com o objetivo de identificar risco
de desenvolver IC. A maioria dessa amostra populacional era de cor da pele
branca (60,1 %) seguida de asiaticos (24,3 %), originarios do oriente médio (8,9 %) e
individuos de cor da pele preta (6,6 %). A frequéncia do alelo D foi de 53 % em casos
e grupo-controle e o genétipo mais encontrado foi o DI (46 % casos e 49 % controles)
para toda a amostra populacional. O Quadro 3 descreve a distribuicdo dos gendtipos
e dos alelos para cada trabalho além da informacao da etnia da populacao estudada.
Nao foi observada associagao entre as variantes do PGECA e risco para IC para
toda a coorte, assim como na analise de subgrupo de etiologias (isquémica x nao
isquémica) e também das etnias (brancos e asiaticos). Os principais trabalhos foram

descritos com detalhes a seguir.



Quadro 3 - Principais estudos de associagao de risco de insuficiéncia cardiaca e polimorfismos genéticos da ECA

Estudos/autor Populagdo* Ano Casos Controle EtiologialC Distribuigao genotipica (DD/DI/II) Alelo D EHW
()] (n) Caso Controle

Raynolds et al.® Brancos 1993 214 79 DAC e Idio - - — — - - 0,58 0,57 Nao
Montgomery et al.*> | Brancos 1995 99 364 Idio 31 50 18 112 168 84 0,57 0,54 Sim
Sanderson et al.”® China 1996 104 183 DAC e Idio 12 46 46 24 88 71 0,34 0,37 Sim
Andersson e Sylvén®| Brancos 1996 193 77 - 67 87 39 26 34 17 0,57 0,56 Sim
Yamada et al."® Japao 1997 88 122 Idio 17 35 36 17 55 | 50 0,4 0,36 Sim
Vancura et al.>’ — 1999 90 287 Idio 30 33 27 71 146 | 70 0,52 0,5 Sim
Tiret et al.” Brancos 2000 433 401 Idio 128 200 94 126 | 190 71 0,54 0,57 Sim
Tiago et al.®® Pretos 2002 157 225 Idio 71 60 26 102 | 105 18 0,64 0,69 Sim
Akbulut et al.®® Turquia 2003 84 125 DAC 28 41 15 43 59 | 23 0,58 0,58 Sim
Covolo et al.®” Brancos 2003 229 230 DAC e Idio 74 119 36 86 | 105 | 39 0,58 0,6 Sim
Huang et al.®® China 2004 79 102 DAC e Idio 15 38 26 17 48 | 37 0,43 0,4 Sim
Zakrzewski- Brancos ~ |2008 | 58 | 110 - 22 | 31 | 5 | 45| 47 | 18 | 065 | 062 | Sim
Jakubiak et al.#’

Amir et al.®® Brancos 2008 195 200 DAC e Idio 78 85 32 88 93 19 0,62 0,67 Sim
Rai et al.”™ india 2008 51 164 Idio 10 33 8 30 87 | 47 0,52 0,47 Sim
Wu et al."® Taiwan 2009 210 210 Diastolica - - — — - - 0,35 0,5 Sim
Chang et al.*® Taiwan 2010 93 93 - 14 35 36 21 50 16 0,37 0,53 Sim
Mahjoub et al.” Tunisia 2010 76 151 Idio 26 38 12 22 83 46 0,6 0,4 Sim

Legenda: DAC=doengca arterial coronariana; Idio=Idiopatica; EHW=equilibrio de Hardy-Weinburg
*Populagéo apresentada de acordo com os autores
Fonte: adaptado de Bai et al.?
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E importante destacar que esses estudos foram realizados em diversas regiées
geograficas, com umacomposic¢ao étnica prépria. Conforme publicado anteriormente??,
o impacto dos PGECA pode ser variavel, dependendo da cor da pele do individuo. E
provavel que existam outros fatores nao identificados que participem e modulem a
participacdo genética sobre os mecanismos aqui descritos. Influéncias ambientais e
locais estdo provavelmente relacionadas a esse processo. Por isso, estudar cada
grupo populacional com suas particularidades € importante.

Um dos poucos trabalhos do cenario nacional é o de Cuoco et al.?°, realizado em
um ambulatério especializado de hospital universitario na cidade de Sao Paulo com
168 pacientes com IC, maioria de homens (76 %), com apenas 36 individuos (21 %)
de etiologia isquémica. Curiosamente, a frequéncia dos PGECA foi semelhante a de
estudos internacionais (em torno de 30 % DD, 50 % DI e 20 % II). A explicagao pode
estar relacionada ao fato de apenas 6 % desses pacientes serem negros.

Assim, mais estudos na populagao brasileira sdo necessarios para determinar o
perfil genético local e comparar os achados em ambito nacional e internacional. Afinal,
a miscigenacao racial brasileira é caracteristica e impar em todo o mundo. Mesmo
dentro do territorio nacional, é possivel prever que haja diferengas importantes nessa
composi¢ao, o que pode determinar padrdes genéticos heterogéneos. Além disso,
também é necessario examinar a relagao dos gendétipos com os desfechos clinicos
e ecocardiograficos. Assunto controverso e de resultados conflitantes, essa relagéao
necessita de mais trabalhos, com um numero maior de pacientes e em diferentes

populacgdes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizagao do estudo

Este trabalho foi desenvolvido na Clinica de IC do Hospital Universitario Pedro
Ernesto (HUPE) onde todos pacientes foram acompanhados, e no Laboratério de
Diagnosticos por DNA do Instituto de Biologia da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, onde a analise genética foi realizada.

A Clinica IC-HUPE, estabelecida em 1988, é responsavel atualmente pelo
acompanhamento de cerca de 600 pacientes. Conta com infraestrutura para
armazenamento dos préprios prontuarios além de software especifico para
atendimento de pacientes — Consultério Digital (fornecido pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia) — onde sao armazenadas todas as informacdes referentes
a prescricado meédica.

A equipe multidisciplinar da clinica compreende cinco meédicos cardiologistas,
uma enfermeira e uma bidloga responsavel pelas amostras laboratoriais, além de uma
secretaria exclusiva para lidar com a logistica envolvida nos ensaios clinicos de que
participa, como o transporte de amostras, documentagdo médica com os organismos
competentes, entre outras atividades.

Todos os pacientes sao tratados conforme orientagdes da Diretriz Brasileira
de Insuficiéncia Cardiaca, publicadas e atualizadas periodicamente pela Sociedade
Brasileira de Cardiologia?’.

Por se tratar de um nucleo de pesquisa clinica internacional (com a participacao
em diversos ensaios clinicos multicéntricos ja finalizados e em andamento), os
prontuarios medicos da clinica sdo continuamente auditados por monitores externos
para garantir a qualidade. A equipe médica também participa regularmente de cursos
especificos — exigidos em virtude dos ensaios clinicos - para assegurar o Good Clinical
Practice'®.

O Laboratério de Diagnésticos por DNA do Instituto de Biologia da UERJ atende
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a 20 alunos de graduacao e pods-graduacado em Biologia e Medicina, coordenados
por trés professores doutores da area de Biociéncias.

O projeto foi incluido na base de dados do Sistema Nacional de Informacdes
Sobre Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos (SISNEP) em 03/11/2009
sob o n° CAAE-0176.0.228.000-09 e folha de rosto n° 301213 (Anexo A). Em
16/12/2009, o trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (CEP/HUPE) (Anexo B). O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) foi assinado por todos os pacientes antes de qualquer
procedimento (Anexo C).

Trata-se de estudo do tipo coorte, observacional, de um unico centro, prospectivo
(a partir do inicio do trabalho em dezembro 2009) e retrospectivo (desde o inicio do
acompanhamento do paciente na Clinica IC-HUPE), a partir da analise secundaria
dos prontuarios médicos.

O estudo foi desenvolvido entre dezembro 2009 e janeiro 2013. O recrutamento
de pacientes foi encerrado em janeiro de 2012 para permitir 12 meses de seguimento

clinico.

3.2 Populagao estudada

Foram selecionados inicialmente, de forma consecutiva, 240 pacientes com IC.
Foram incluidos no estudo 111 individuos (67 homens e 44 mulheres) com diagndstico
de IC de diferentes etiologias, exceto isquémica. A inclusdo dos pacientes ocorreu
conforme a Figura 5.

A populagdo amostral de 111 pacientes apresentou média de idade
59,5+1,3 anos (variagao: 26-89 anos). O tempo de acompanhamento médio desses

pacientes foi 64,9+3,9 meses.
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Figura 5 - Selegao da populagdo amostral para o estudo

Fonte: O autor, 2013

Critérios de inclusao

Homens e mulheres com idade superior a 18 anos;

Diagnostico de IC através dos critérios de Framingham,;

FEVE < 50 % calculada pelo método de Simpson avaliado por ECO em qualquer
momento do seguimento clinico;

Etiologia da IC classificada como n&o isquémica;

Informagao médicaincluindo exames laboratoriais e ecocardiograficos disponiveis
no prontuario da Clinica IC-HUPE;

Tempo de seguimento ambulatorial na Clinica IC-HUPE 212 meses;

Condigdes de assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e capacidade

para compreender e participar do protocolo.

Critérios de exclusao

Presencga de DAC diagnosticada a qualquer momento do seguimento;
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» Perda de seguimento com impossibilidade de contato telefénico e status clinico
desconhecido no final do trabalho;

* Pacientes sem registro médico adequado;

* Presenga de comorbidades graves com expectativa de vida reduzida associada
que, a critério do investigador, pudessem se relacionar a ocorréncia de desfechos

morte ou internagao.

A populacao estudada (n=111) foi estratificada em trés grupos de acordo com a
identificacdo do gendtipo: DD (n=57), DI (n=49) e Il (n=5). Foram feitas analises das

variaveis clinicas segundo esses trés grupos.

Caracteristicas da Populagao Estudada
As principais caracteristicas da populacdo estudada estdo apresentadas na

Tabela 1.

3.3 Procedimentos de investigagao

Os procedimentos referentes ao estudo como analise de dados do prontuario
médico e a obtencao de dados clinicos e de exames complementares foram realizados
de forma cega para os investigadores. A informacdo do gendtipo s6 foi conhecida
ao final da revisdo de prontuarios, portanto nenhum dos médicos assistentes tinha

conhecimento dessa informagao durante as consultas realizadas.

Dados Clinicos

Os dados clinicos extraidos do prontuario médico foram coletados pelo autor
com auxilio de um médico-residente do préprio servigo de cardiologia do HUPE que
esteve sob supervisdo durante todo o periodo. Essa informacao foi registrada em uma
planilha / banco de dados do Microsoft Excel. As variaveis clinicas avaliadas estao

listadas a seguir:
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Seguimento (meses) 64,9+3,9
Tempo insuficiéncia cardiaca (meses) 97,046,9
Idade (anos) 59,5+1,3(26-89)
Masculino 67 (60,4)
Cor da pele:

Branco 57 (51,4)

Preto 40 (36)

Pardo e outros 14 (12,6)
indice de massa corporal (kg/m2) 26,1+0,6
Hipertenséo arterial 78 (70,3)
Diabetes mellitus 24 (21,6)
Anemia 17 (15,3)
Dislipidemia 43 (38,7)
Fibrilagao atrial 22 (19,8)
IRC moderada ou severa** 39 (35,1)

Tabagista atual / Ex-tabagista

7 (6,3) / 45 (40,5)

Etilismo atual / Ex-etilista

21(19,1) / 42 (38,2)

Presséo arterial inicial (mmHg)

133,1£2,1/79,5%1,6

Presséo arterial final (mmHg)

119,4 £2,2/ 75,5+1,4

Frequéncia cardiaca inicial (bpm)

80,4+1,6

Frequéncia cardiaca final (bpm) 73,7£1,1
Etiologia:
Idiopatica 40 (36)
Hipertenséo arterial 23 (20,7)
Alcool 21 (18,9)
Outras 27 (24,3)
Uso de betabloqueador 108 (98,2)
Uso de inibidor da ECA/ BRA 60 (54,1)/ 39 (35,1)
Uso de furosemida 79(71,2)
Dose média furosemida (mg) 75,457
Uso de espironolactona 74 (66,7)
Uso de estatina 50 (45,0)
Uso de digital 40 (36,0)
Uso de hidroclorotiazida 26 (23,4)
Uso de alopurinol 18 (16,2)
Uso de amiodarona 13 (11,7)
Classe funcional (NYHA) inicial 2,18
Classe funcional (NYHA) final 1,81
Classe funcional (NYHA) inicial | /11 / 111 / IV 22,5/45,9/20,7/9,9

Classe funcional (NYHA) final I /11 /111 / IV

36,9/47,7/12,6/2,7

Legenda: *As variaveis numéricas estdo expressas em: médiatdesvio-padréo; As variaveis categodricas

em [n (%)].

**Definida pela taxa de filtragdo glomerular estimada < 60 ml/min
IRC=insuficiéncia renal crénica; ECA=enzima de conversao da angiotensina; BRA=bloqueador do
receptor da angiotensina; NYHA=New York Heart Association
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Caracteristicas do paciente: nome, numero do prontuario, data nascimento,
sexo e cor da pele. A idade foi calculada tomando-se por base a data da ultima
consulta e/ou do registro do 6bito;
Caracteristicas do acompanhamento médico: data da primeira consulta, data do
diagndstico de IC e data da ultima consulta;
Etiologia da IC classificada conforme critérios descritos adiante;
Comorbidades:
» Arritmias: fibrilacao/flutter atrial (FA) e arritmias ventriculares
* Hipertensao arterial sistémica
* Diabetes mellitus
« Tabagismo
+ Etilismo
* Dislipidemia
* Anemia
Medicagao concomitante: uso das seguintes medicagdes com respectivas doses
na primeira e na ultima consulta e relagdo com a dose-alvo por dia preconizada
pelas Diretrizes:
» Betabloqueador (BB)
Carvedilol: 50 mg para pacientes com peso <85 kg e 100 mg para peso >85 kg
Metoprolol: 200 mg
Bisoprolol: 10 mg
+ Inibidor da enzima de conversao de angiotensina (IECA)
Captopril: 150 mg
Enalapril: 40 mg
» Bloqueador do receptor da angiotensina (BRA)
Losartana: 100 mg
» Furosemida: incluindo dose diaria
* Qutras drogas — se em uso ou hao:

Espironolactona
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Hidroclorotiazida
Amiodarona
Estatina
Alopurinol

* Classe funcional NYHA na primeira e na ultima consulta

 Histdria familiar: parentes de primeiro grau com histérico de IC ou DAC

» Dados adicionais: presenca de baixa adesao ao tratamento

» Dados do exame fisico - informagdes da primeira e ultima consulta:

» frequéncia cardiaca (FC)
» pressao arterial sistélica (PAS) e pressao arterial diastélica (PAD)

» Dados antropométricos - informacgdes da ultima consulta: peso, altura e perimetro
abdominal. O indice de massa corporea (IMC) foi calculado a partir dos valores
do peso e altura, segundo a féormula: Peso (kg) / altura?(m?).

* Presenca de dispositivos implantaveis:

* Marca-passo (MP)
* Ressincronizador cardiaco (TRC)
» Cardiodesfibrilador implantavel (CDI)
» Desfechos clinicos:
» presenca e numero de internagdes por IC com data da ultima internagao
* presengaenumerode atendimentos em servigos de emergéncia por|C (incluindo
o uso de diureticoterapia intravenosa durante consultas ambulatoriais)

* Obito com data e causa

A definicdo das caracteristicas para classificacdo da etiologia da IC nao é
padronizada pelas principais sociedades internacionais de cardiologia? 2728137,
Apesar de existir documento especifico para as cardiomiopatias'®, ndo ha critérios
estabelecidos para diferenciacdo das cardiomiopatias dilatadas segundo as diversas

etiologias'™®.
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No presente trabalho, foram utilizados os seguintes critérios para caracterizagao

das diferentes etiologias:

Isquémica: quando havia histéria de infarto agudo do miocardio, cirurgia
de revascularizagdo miocardica, procedimento de intervengdo coronariana
percutanea ou angina pectoris cronica. Pacientes assintomaticos com
exames de imagem (angiotomografia de coronarias e/ou coronariografia) que
demonstrassem lesdo coronariana 275 % em duas ou mais artérias epicardicas,
ou 275 % no tronco da coronaria esquerda’® também eram classificados como
portadores de DAC,;

Hipertensiva: histéria de HAS ou niveis tensionais acima de 140x90 mmHg na

auséncia de outras etiologias possiveis. Todos os pacientes foram submetidos

a pesquisa de lesdes em outros o6rgaos-alvo como fundoscopia (retinopatia

hipertensiva), taxa de filtragdo glomerular estimada (TFGE) e ultrassonografia

de vias urinarias (nefropatia hipertensiva) (n=23 pacientes);

Alcodlica: histéria de abuso de alcool >80 g de alcool (ou seja: 2000 ml de cerveja,

1000 ml de vinho ou 240 ml de destilados) por dia por um periodo maior do que

cinco anos consecutivos na auséncia de outras doengas que pudessem causar

a IC" (n=21 pacientes);

Idiopatica: exclusdo de dados compativeis com qualquer outra etiologia. (n=40

pacientes);

Outras: demais causas secundarias que foram observadas na coorte analisada,

a saber (n=27 pacientes):

* Doenca de Chagas: histéria epidemiolégica associada a sorologia positiva
através de dois métodos diferentes (ELISA e imunofluorescéncia indireta)
(n=4 pacientes);

* Valvar: antecedente de doencga valvar compativel com os sintomas e quadro
clinico de IC apresentado (n=3 pacientes);

* Familiar: quando havia pelo menos um parente de primeiro grau com quadro

de IC estabelecido sem outra causa explicavel ou histéria familiar de morte
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subita n&o explicada em parente de primeiro grau com menos de 35 anos de
idade'® (n=6 pacientes);

* Miocardite: quando havia histéria compativel na auséncia de outros fatores

predisponentes para IC (n=3 pacientes);

» Acromegalia (n=1 paciente);

* Dermatomiosite (n=1 paciente);

» Cardiomiopatia hipertréfica em fase dilatada (n=1 paciente);

* Hipotireoidismo (n=2 pacientes);

* Lupus eritematoso sistémico (n=2 pacientes);

» Cardiomiopatia peripartum (n=2 pacientes);

* Quimioterapia (n=1 paciente);

» Taquicardiomiopatia (n=1 paciente).

O periodo de seguimento clinico foi definido como o intervalo em meses entre a
data do inicio do acompanhamento na clinica (t4o antiga quanto 16/2/1992) e a ultima
consulta realizada pelo paciente até 31/01/2013 — data do fechamento do banco de
dados.

A cor da pele foi observada pelo proprio médico-assistente e os individuos
classificados em: branco, preto, pardo e outros.

Para as comorbidades analisadas, o diagnéstico do médico-assistente foi
estabelecido segundo os critérios adotados pelas diretrizes pertinentes?*'42. Assim,
o relato no prontuario médico da presenca de HAS, DM, DLP, tabagismo, etilismo ou
anemia era suficiente. A presencga dos dispositivos implantaveis (MP, TRC e CDI) foi
registrada seguindo-se o mesmo critério.

A classificacdo da NYHA'™? é reconhecidamente um instrumento de avaliagdo
de gravidade de pacientes com IC e utiliza uma escala de | a IV segundo a presenca
e intensidade de dispneia apresentadas pelos pacientes. Segue um critério objetivo:
dispneia a grandes/médios/pequenos esforcos ou em repouso para as seguintes

classes funcionais I, I, Il e 1V, respectivamente.
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Foram medidas a FC no inicio (FC1) e final (FC2) do acompanhamento clinico
e calculada a diferencga entre o valor final e inicial (AFC). A PAS e PAD também foram
aferidas no inicio (PAS1 e PAD1) e final (PAS2 e PAD2) do seguimento, assim como
a diferencga entre elas também foi calculada (APAS e APAD).

O Seattle Heart Failure Model (SHFM)'# foi incluido para a estratificacao de risco
de pacientes, sendo utilizado como desfecho clinico-substituto e permite estimar a
expectativa de vida e mortalidade previstas em um e em cinco anos. Ele é calculado
a partir de variaveis clinicas (idade, classe funcional NYHA, sexo, peso, PA), do ECO
(FEVE), do uso de medicagdes concomitantes, de exames laboratoriais (hemoglobina,
linfécitos, acido urico, colesterol total e sédio), do ECG (QRS alargado >120 ms) e
presenca de dispositivos implantaveis. A populagao estudada foi classificada segundo
a expectativa de vida em: <5 anos, entre 5-10 anos e 210 anos.

Abusca de pacientes com baixa adesao ao tratamento foi definida como auséncia
ou uso irregular (mais de uma semana de intervalo entre interrupg¢ao e reinicio) de
medicacgdes nao justificada por mais de trés consultas durante seguimento.

No caso de informagdes incompletas como perda de seguimento ou exames
incompletos, o paciente (ou seu familiar) era contatado por telefone para determinar
o desfecho clinico e/ou complementar as informagdes. Na impossibilidade de se

obterem os dados, o paciente era excluido do estudo.

Exames Complementares
Todos os exames realizados durante o acompanhamento meédico e aqui

analisados foram solicitados de acordo com o julgamento clinico do médico-assistente.

Exames laboratoriais

A populacao amostral foi submetida a exames laboratoriais de forma periddica
seguindo o protocolo clinico da Clinica IC-HUPE. Foram considerados os exames
disponiveis mais recentes como forma de identificar o perfil clinico mais atualizado

possivel e obter o SHFM o mais préximo do final do acompanhamento.
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Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Analises Clinicas
do HUPE mas, eventualmente, os pacientes realizaram os exames em laboratorios
externos que foram também utilizados na analise.

Os dados observados foram: data do exame, hemoglobina, linfocitos, acido urico,
colesterol total, sédio, creatinina e potassio.

Apartir da creatinina sérica e dados clinicos (idade, sexo e peso), foram calculados

os valores da TFGE' para a estimativa da funcao renal concomitante .

Eletrocardiograma (ECG)
O ECG de 12 derivagdes em repouso mais recente foi utilizado para analise do
ritmo cardiaco, duragao do QRS (maior ou menor que 120 ms) e presencga de bloqueio

de ramo esquerdo (BRE).

Ecocardiograma

As avaliagdes ecocardiograficas foram realizadas por equipe médica
compreendendo cardiologistas especializados na area de ecocardiografia. O genotipo
dos pacientes era desconhecido para todos os médicos que fizeram esses exames.

Os aparelhos utilizados para o exame ecocardiografico eram capacitados para
exame uni e bidimensional simultdneo ou n&o e avaliagdo com Doppler pulsado,
continuo e mapeamento em cores. Dois modelos diferentes de aparelhos foram
utilizados: GE modelo Vivid 3 e Phillips modelo HD7. O transdutor utilizado foi de
2,75 MHz. Ametodologia de obtencado das medidas ecocardiograficas correspondentes
aos diametros cavitarios e espessuras musculares obedeceram as normas da
American Society of Echocardiography'®.

Osdados ecocardiograficos analisados foram FEVE, DSVE e DDVE, considerados
marcadores substitutos de desfecho®%2. O método utilizado para calculo da FEVE foi
preferencialmente o de Simpson e, em alguns casos, utilizado o método de Teichholz.

Foram utilizados dois exames ecocardiograficos na analise: no inicio do

seguimento clinico e o mais proximo do término do estudo. Em apenas 2 dos 111
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pacientes, nao foi possivel a avaliagao pelo ECO ao final do estudo, por 6bito antes
da sua realizagao.

Alguns pacientes possuiam ECO da época do diagndstico da IC, nao realizado
no HUPE. Nesse caso, utilizou-se este exame — 0 mais antigo de todos - para analise
estatistica. Optou-se por esse procedimento na tentativa de observar a evolugéo
ecocardiografica desde o diagndstico da doenga, minimizando o impacto do tratamento
farmacolégico sobre os parametros medidos, uma vez que parte dos pacientes ja
chegava a Clinica IC-HUPE em uso de alguns medicamentos.

Utilizando parametros estabelecidos previamente'’, a populagdo amostral foi
classificada em seis categorias segundo sua FEVE (<15 %, 16-25 %, 26-35 %,
36-45 %, 46-55 % e >55 %).

Para analise evolutiva dos paradmetros ecocardiograficos, foram calculados o
aumento ou a diminui¢gao nos valores da FEVE e dos DSVE e DDVE entre a primeira
e Ultima avaliagdo ecocardiografica do paciente, e quantificadas essas diferencgas,
sendo calculadas para FEVE (AFE), DSVE (ADSVE) e DDVE (ADDVE).

Também foram criadas variaveis evolutivas categoricas em relagdo ao ECO,
sendo os pacientes classificados segundo a melhora ou piora da FE e dos diametros
sistélico e diastdlico do VE, utilizando-se como comparagéao o primeiro e o ultimo ECO

realizados.

Desfechos Clinicos

Os desfechos clinicos estudados foram 6ébito, internacao por IC e atendimentos
em Servico de Emergéncia por IC (PS por IC).

Os obitos foram observados de acordo com o relato médico no prontuario ou,
na sua auséncia, apos contato com o responsavel pelo paciente. A causa mortis foi
classificada segundo o mecanismo: progressao da IC, morte subita ou outras causas.
Assim, esses eventos foram classificados como morte cardiovascular e morte por
todas as causas.

Para internagao por IC, somente foram consideradas as hospitalizagcbes em
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que o médico-assistente apontava IC descompensada como causa do evento.
Assim, quando eram realizadas no proprio HUPE, os registros médicos e o sistema
informatizado de internacao e alta do hospital eram utilizados. Nos casos em que
essas internagcdes eram em outros servigos, utilizavam-se o relato do responsavel e
do paciente além de relatérios médicos de outras instituigdes (quando disponiveis).

Em relagdo ao evento PS por IC, foram selecionados os eventos em que o
individuo era atendido em servigos de emergéncia de Hospitais ou outras unidades
da rede de saude (como Unidades de Pronto Atendimento ou ambulatoriais). Assim
como para a internacgao por IC, foram utilizados o relato do responsavel e do paciente,
e os relatorios médicos.

Também foram classificados como PS por IC, pacientes que durante a consulta
na clinica IC-HUPE foram diagnosticados como descompensados e com necessidade
de diureticoterapia intravenosa. Este ultimo critério baseou-se no mesmo critério
adotado pelo estudo SHIFT” em que um dos critérios de inclusdo (e de gravidade
da IC) poderia ser internagao por IC descompensada, atendimento em servigo de
emergéncia por IC ou administracao de diureticoterapia intravenosa durante consulta

ambulatorial.

Andlise Genética

A analise das variantes do polimorfismo do gene da ECA (PGECA) foi realizada
a partir de amostras de sangue coletadas na Clinica IC-HUPE por uma bidloga
experiente. Apos armazenamento sob uma temperatura de 5-15°C (Celsius), as
amostras foram enviadas para o Laboratério de Diagndsticos por DNA da UERJ para

as analises genéticas.

Extracao do DNA
A extracao do DNA foi realizada pelo método de Salting-out'*®, descrito a seguir.
Uma aliquota de sangue total (2 ml) foi transferida para um tubo cénico. Adicionaram-

se 2 ml de tampéo de lise de hemacias (TLH), homogeneizando-se a solugao contida
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no tubo e centrifugando-a a 3000 rpm por 5 minutos. Terminada a centrifugagao,
descartou-se o sobrenadante. Observou-se a presenca de um pellet que é desprendido
manualmente e a este foram acrescentados 500 pL de tampéo de lise de célula e
30 uL de proteinase K 20 mg/ml. Homogeneizou-se o tubo manualmente e incubou-
se a 37°C por 12 horas. Apos a digestao, adicionaram-se 300 uL de NaCl 6M e fez-se
0 agito da solugao por cerca de 30 segundos. O tubo foi centrifugado por 10 minutos
a 3000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo cénico, adicionou-
se a este 1 ml de etanol gelado, homogeneizou-se o tubo, descartou-se o etanol.
Observou-se a precipitacdo de DNA apd6s o descarte do alcool. Ao precipitado foram

adicionados 300 pL de TE e a amostra foi mantida a -20°C.

Analise do polimorfismo Inser¢ao / Delecao do gene da ECA

Apds a extracdo, o polimorfismo estudado foi genotipado pela reacdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR) em termociclador Verity (Applied Biosystems),
utilizando os iniciadores Forward 5 CTGGAGCCACTCCCATCCTTTCT 3’ e Reverse
5 - GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT - 3'. Cerca de 50 ng do DNA de cada
individuo foram adicionados as reacdes de PCR, contendo tampéao Platinum 1X [20
mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI; 0,15 mM de MgCl,; 20 uM de cada Dntp], 1U
da enzima TaqgPlatinum DNA polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EA) e 1 uM dos
iniciadores. As reacdes foram submetidas a 35 ciclos de 1 minuto a 95°C, 1 minuto a
63°C, 2 minutos a 72°C, com uma incubacao inicial de 5 minutos a 96°C e extenséao
final de 72°C por 10 minutos.

Os produtos de amplificagao, 490 no caso do alelo | (inser¢do) e 190 no caso
do alelo D (delec¢ao) foram identificados por eletroforese em gel de agarose, corado
com brometo de etideo. Para essa analise, foram preparadas aliquotas contendo
3 UL de tampao de amostra e 5 uL do DNA extraido. Esse volume foi aplicado em
um gel de agarose a 3,5 % em tampao TAE 1X. No gel também foi aplicada uma
amostra da escala de alelos de 50 pares de base (pb) como referéncia de tamanho

molecular. O gel foi submetido a eletroforese realizada a 4 volts/cm em tampéao
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TAE 1X, por 20 minutos. Apds a corrida, o gel foi corado em solugao de brometo de etideo
(0,5 pug/ml) por aproximadamente 10 minutos e os produtos de amplificacao (alelos)
foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Devido a amplificacdo preferencial do alelo D, todas as amostras que
apresentaram o gendétipo DD foram reamplificadas com iniciadores especificos para
a insercao: Forward 5 - TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC -3 e reverse 5 —
TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA -3'.

A Figura 6 exibe o esquema ilustrativo da disposi¢ao das fitas de DNA do gene

da ECA.

Figura 6 - Esquema representativo da amplificacdo dos alelos do gene da ECA.

Legenda: (1) - gendtipo DD 190 pb; (2) - gendtipo DI 490 pb e 190 pb; (3) - gendtipo 1l 490pb; (pb) -
pares de base
Fonte: O autor, 2013

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
O teorema de Hardy-Weinberg descreve um dos principios do equilibrio genético
de uma populacéo. Ele afirma que as frequéncias alélicas e genotipicas permaneceréo
constantes / na mesma proporgdo no decorrer das geragdes independente de um

alelo ser dominante ou recessivo ou um gene raro ou frequente. Para isso, ndo deve
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haver fatores externos que influam nesse padrao como selegao natural, migracéo ou
mutagdes™®.

Assim, quando ¢ feita a analise genética em qualquer estudo populacional, elas
devem ser testadas para confirmar que estdo em equilibrio com o teorema de Hardy-
Weinberg. Desvios do EHW indicam que podem ter ocorridos erros na genotipagem,

estratificacdo da populagao (viés de selecao) ou mutagao, por exemplo.

3.4 Analise estatistica

Todos os dados obtidos foram armazenados e analisados por computador /IBM-
PC e Apple-Macintosh, através do programa estatistico SPSS for Windows, versao 17
de 2008 e SPSS for Mac verséao 21 de 2012. Em todos os testes utilizados, fixou-se
em 0,05 ou 5% (p<0,05) como nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade e intervalo
de confianga (IC) de 95%. As medidas de tendéncia central foram expressas como
meédiatdesvio-padrao.

Foram utilizados os seguintes testes estatisticos:

» Analise de variancia (F): utilizado para a comparacéao das médias de variaveis de
trés ou mais amostras que apresentem distribuicado normal e haja homogeneidade
das variancias pelo teste de Levene.

+ Teste de Tukey: usado na complementagdo da analise de variancia para a
comparacgao das médias das variaveis duas a duas.

» Teste do qui-quadrado (c?): utilizado para a comparagdo das distribuicbes de
frequéncia das variaveis de amostras independentes.

» Teste de correlagao bivariada de Pearson (r): utilizado para analisar a correlagao
de variaveis continuas com ou sem distribuicdo normal.

+ Teste de regressdo multipla: utilizado para analise de correlagao entre trés ou
mais variaveis continuas com distribuicdo normal. Este teste permitiu avaliar

a influéncia que cada variavel exerceu sobre o modelo final, sendo possivel a
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determinacao do significado estatistico para cada variavel no modelo. As variaveis
de distribuicdo ndo normal foram testadas nos modelos apds sua transformacéao
logaritmica. Este foi complementado pela analise de variancia.

* Analise de distribuicdo de Skewness: utilizada para avaliar a distribuicdo das
variaveis estudadas.

* Curva de sobrevida de Kaplan-Meier: utilizado para analisar a distribuicao
de dois ou mais estratos em termos de sobrevida cumulativa, relacionados a
determinados eventos. Foi complementada pela comparagdo dos estratos

através do teste de “log-rank’.

As frequéncias génicas e halotipicas foram estimadas de acordo com Nei'®

utilizando o software ARLEQUIN versao 2000'%".

Peso do alelo D

Além de analisar categoricamente os gendtipos da ECA em trés grupos
(DD, DI e ll) e sua relagcao com as demais variaveis, também foi elaborado um
modelo de analise para testar o impacto isolado de cada alelo D sobre os eventos
clinicos. Um modelo matematico foi produzido para simular o comportamento de
codominéncia apresentado pelo gene da ECA.

Assim, cada cépia do alelo D teve peso 1 neste modelo de forma que os genotipos
tivessem os seguintes pesos: Il (0), DI (1) e DD (2). A variavel categérica do PGECA
foi transformada em variavel numérica continua para simular o peso de cada copia do

alelo D nos desfechos clinicos.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil genético da populagao estudada

A andlise genética para identificagcdo do PGECA classificou os pacientes em trés
diferentes gendtipos: DD, DI e Il. O alelo D (delegao) e o alelo | (inser¢ao) também

foram mensurados quanto a sua frequéncia.

Frequéncia dos Alelos
O alelo D ocorreu 163 vezes enquanto que o alelo | em 59 vezes na populagao

estudada (Figura 7).

Figura 7 - Frequéncia dos Alelos D e | da populacéo estudada

Legenda: D=alelo delegao; I= alelo insergéo

Frequéncia dos Genotipos
Todos os trés gendtipos possiveis (DD, DI e Il) foram encontrados na populagao
estudada, embora o gendétipo Il tenha sido observado em apenas cinco pacientes

(Figura 8).
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Figura 8 - Frequéncia dos gendtipos da ECA (DD, DI e Il) da populagéo estudada

I
n=5
4,5%

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecéo; DI=gendtipo delegaol/insercéo; lI=gendtipo insergéo/insergéo

Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW)
O perfil genotipico da populacdo estudada neste projeto foi testada e esta em

equilibrio segundo o teorema de Hardy-Weinberg. Os valores estéo representados na

Tabela 2.

Tabela 2 - Frequéncias alélica, genotipica, heterozigosidade observada e esperada e
teste para equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo de insergéo () e delegéo
(D) do gene da ECA na populagao estudada*

Genoétipo Heterozigosidade
DD DI He EHW* DP
ECA 163 59 57 49 5 0,34324 0,29677 0,19315 0,00125
Legnda: I=inser¢cdo; D=delecdo; DD=gendtipo delegcado/delegdo; Dl=gendtipo delegéol/insergéao;

ll=gendtipo insergaol/insercao; Ho=heterozigosidade observada; He=hereozigosidade esperada;
EHW=equilibrio de Hardy-Weinberg; DP=desvio-padrao
*Teste exato de Fisher; p=0,05
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4.2 Caracteristicas clinicas da populacao estudada de acordo com os

polimorfismos genéticos da ECA (PGECA)

Perfil da Populagao Estudada

A populacdo estudada apresentou o seguinte perfil: predominio do sexo
masculino, de individuos brancos e elevada incidéncia de HAS. No entanto, as
prevaléncias de DM e DLP foram relativamente baixas. A histéria social desses pacientes
revelou expressivo percentual de tabagistas (46,8 %), mas com uma pequena parcela
de tabagistas atuais (6,3 %). Em relagdo ao etilismo, observou-se o total de 57,3 %,
sendo 19,1 % de etilistas ativos.

As comorbidades mais frequentes desta coorte foram: HAS (70,3 %), dislipidemia
(DLP) (38,7 %), DM (21,6 %) e insuficiéncia renal crdnica moderada ou severa (45,5 %).

Em relagdo a cor da pele, a maioria era de brancos (51,4 %) seguida de pretos
(36,0 %) e pardos (12,6 %). Nao foram observados pacientes de origem asiatica,

conforme representado na Figura 9.

Figura 9 - Distribuicdo da populagao estudada de acordo com a cor da pele

Brancos

51%

Pardos
13%

Quanto a idade, mais de 1/3 dos pacientes tinha mais que 65 anos e cerca de

metade entre 45-65 anos (Figura 10).



63

Figura 10 - Distribuicdo da populagao estudada por faixa etaria

65-75a

n=21
19%

As caracteristicas clinicas da populacao estudada, estratificada em grupos pelos

gendtipos da ECA estao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas da populagdo estudada de acordo com os
polimorfismos genéticos da ECA

ariavel clinica* DD (n=57) DI (n=49) Il (n=5) Teste estatistico Valor de p
Seguimento (meses) 65,216,1 64,7+5,1 63,6113,6 F=0,004 0,996
Tempo IC (meses) 89,9+7,6 107,6x£12,7 73,4%15,0 F=1,067 0,348
Idade (anos) 61,1£12,6 57,8+14,6 57,2+10,7 F=0,852 0,429
Masculino 35 (61,4) 27 (56,3) 4 (80,0) %% =1,61 0,560
Branco 27 (47,4) 25 (52,1) 4 (80,0)

Preto 22 (38,6) 17 (35,4) 1 (20,0) x*=2,158 0,707
Pardo e outros 8 (14,0) 6 (12,5) 0 (0)

IMC (kg/m?) 26,0£0,9 26,1+0,8 28,0+2,2 F= 0,231 0,794
Hipertenséo arterial 41 (71,9) 33 (68,8) 4 (80,0) x%=0,338 0,845
Diabetes mellitus 13 (22,8) 9 (18,8) 2 (40,0) x% = 1,267 0,531
Anemia 11 (19,3) 6 (12,5) 0 (0) x%=1,879 0,391
Dislipidemia 23 (40,4) 17 (35,4) 3 (60,0) x? = 1,228 0,541
Fibrilagéo atrial 12 (21,1) 8 (16,7) 2 (40,0) x2=1,751 0,781
Tabagismo atual 8 (14,3) 3 (6,3) 2 (40,0) 2= 7,350 0775
Ex-tabagista 24 (42,1) 19 (39,6) 1 (20,0)

Etilismo atual 8 (14,3) 10 (20,8) 3 (60,0) 2= 7,350 0,118
Ex-etilista 20 (35,7) 20 (41,7) 1 (20,0)

Legenda: *As variaveis numéricas estdo expressas em médiatdesvio-padrao; as variaveis categodricas
em [n (%)].

DD=gendtipo delegao/delecdo; Dl=gendtipo delegao/inser¢do; ll=gendtipo insergéo/insergao;

Seguimento=tempo de seguimento (em meses); Tempo IC=tempo de evolugdo da doengca desde a
data do diagnéstico; IMC=indice de massa corporal
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Etiologia da IC
A etiologia predominante foi idiopatica (36,0 %), seguida de hipertensiva (20,7 %)
e alcodlica (18,9 %). Outras causas representaram 24,3 % dos casos. A distribuicéo

das causas de IC pode ser observada na Figura 11.

Figura 11 - Distribuicdo da populagao estudada quanto a etiologia da IC

n=21
n=27 (18,9%)
(24,3%) B Alcodlica
n=23 M Hipertensiva
(1)
(20,7%) Idiopatica
n=40
(36,0%) B Outros

Nao houve diferencga estatisticamente significativa da distribuicdo das etiologias

em relacdo ao PGECA (Tabela 4).

Tabela 4 - Etiologia da insuficiéncia cardiaca da populagdo estudada de acordo com
os polimorfismos genéticos da ECA

Teste estatistico Valor de p

Alcodlica 10 (17,5) 10 (20,8) 1 (20,0)
Hipertensiva 15 (26,3) 6 (12,5) 2 (40,0) F=7.865 0.248
Idiopatica 22 (38,6) 18 (37,5) 0 (0,0)
Outras 10 (17,5) 15 (30,6) 2 (40,0)

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecéo; DI=gendtipo delegaol/insercéo; lI=gendtipo insergéo/insergéo

Parametros do Exame Fisico
As medidas da PA e FC observadas no inicio do seguimento (PAS1, PAD1 e FC1)
e ao final do estudo (PAS2, PAD2 e FC2) estao representadas na Tabela 5. Também foi

calculada adiferengadas medidas entre a ultima e primeira consulta (AFC, APAS e APAD).
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Tabela 5 - Pressao arterial e frequéncia cardiaca da populacédo estudada no inicio e
ao final do seguimento

Média DD (n=57) DI (n=49) Il (n=5) Teste Estatistico Valor de p
PAS1 (mmHg) 133,1+2,1 134,7+3,1 132,0£2,9  125,2+2,1 F=0,546 0,581
PAD1 (mmHg) 79,5+1,6 79,9123 78,912 4 81,245,3 F=0,089 0,915
FC1 (bpm) 80,4+1,6 79,3+2,4 81,54+2,1 82,8+13,0 F=0,288 0,750
PAS2 (mmHg) 119,4+22  121,743,1 117,143,2 116,247,1 F=0,582 0,561
PAD2 (mmHg) 75,5+1,4 75,9+1,9 74,6121 78,854 F=0,232 0,793
FC2 (bpm) 73,7411 73,3+1,5 74,0+1,7 74,615,3 F=0,071 0,931
APAS (mmHg) -13,7+2,3 -5,8+£18,9 -7,3116,4 -8,2+18,3 F=0,122 0,885
APAD (mmHg) -4,2+1,8 -12,8423,0 -14,44241 -9,0+31,1 F=0,145 0,865
AFC (bpm) -6,5+1,7 -4,1£18,5 -3,9+19,7 -2,6+£18,3 F=0,014 0,986

Legenda: Todas as varidveis numeéricas estao expressas em médiatdesvio-padréao

PAS1=pressao arterial sistdlica observada na primeira consulta; PAD1=pressao arterial diastélica
observada na primeira consulta; FC1=frequéncia cardiaca observada na primeira consulta;
PAS2=presséo arterial sistélica observada na ultima consulta; PAD2=pressao arterial diastdlica
observada na ultima consulta; FC2=frequéncia cardiaca observada na Ultima consulta; APAS=diferenca
entre PAS2-PAS1; APAD=diferenca entre PAD2-PAD1; AFC=diferenga entre FC2-FC1

Os valores de FC (p=0,000215), PAS (p=0,001) e PAD (p=0,024) encontrados na
ultima consulta foram inferiores em relagao a primeira e essa diferencga foi significativa.
O AFC teve uma queda média de 6,5+1,7 bpm e ndo se alterou significativamente
quando pacientes com FA foram excluidos da analise (-6,6 bpm). Também foi calculado
o AFC de forma separada para os que estavam em uso de BB na primeira consulta
(n=71) x n&o usuarios prévios de BB (n=38): -8,2 e -5,5 bpm, respectivamente.

Para o APAS, foi feito calculo semelhante para usuarios (n=88) x ndo usuarios
prévios de IECA e/ou BRA (n=23): -13,1 e -16,4 mmHg, respectivamente. Essa
diferenca nao foi tdo evidente para APAD: -4,0 e -4,9 mmHg, respectivamente.

A analise dessas variaveis (AFC, APAS e APAD) n&o apontou diferenga

estatisticamente significativa pelos PGECA (Tabela 6).

Tabela 6 - Diferencgas da pressao arterial e frequéncia cardiaca entre a ultima e primeira
consulta de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA

DD (n=57) DI (n=49) Il (n=5) Teste estatistico Valor de p
AFC (bpm) -5,8+18,9 -7,3+16,4 -8,2+18,3 F=0,122 0,885
APAS (mmHg) -12,8+23,0 -14,4+24 1 -9,0+31,1 F=0,145 0,865
APAD (mmHg) -4,1+£18,5 -3,9+19,7 -2,6+£18,3 F=0,014 0,986

Legenda: Todas as variaveis estdo expressas em médiatdesvio-padrao.

ECA=enzima de conversao da angiotensina; DD=gendtipo delegcao/delegdo; DI=gendtipo delegao/
insercéo; ll=gendtipo insergaol/insercao; AFC=diferenga entre frequéncia cardiaca da ultima—primeira
consulta; APAS=diferenga entre presséo arterial sistélica da Ultima—primeira consulta; APAD=diferenca
entre pressao arterial diastdlica da ultima—primeira consulta
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Tratamento Farmacolégico
A analise do tratamento farmacoldgico incluiu tipos de drogas utilizadas, doses
meédias alcangadas e sua respectiva relagdo com a dose-alvo preconizada pelas

diretrizes além de adesao ao tratamento.

Medicacdo Concomitante

A distribuicdo das medicagdes utilizadas pelos pacientes encontra-se na

Tabela 7, assim como também a relagdo dose média / dose-alvo.

Tabela 7 - Uso de medica¢des concomitantes pela populacido estudada

Betabloqueador 108 (98,2) 84,9
+ Carvedilol 76 (71,0)
* Bisoprolol 16 (15,0)
» Metoprolol 14 (13,1)
* Outros 01 (0,9)
Inibidor da ECA 60 (54,1) 66,7
+ Captopril 06 (10,0)
* Enalapril 54 (90,0)
BRA: Losartana 39 (35,1) 73,1
Inibidor da ECA + BRA 99 (89,2)
Furosemida 79 (71,2)
* Dose média (mg) 75,4157
Espironolactona 74 (66,7)
Estatina 50 (45,0)
Digital 40 (36,0)
Hidroclorotiazida 26 (23,4)
Alopurinol 18 (16,2)
Amiodarona 13 (11,7)

Legenda: ECA=enzima de conversao da angiotensina; BRA=bloqueador do receptor da angiotensina

Observou-se elevado percentual de utilizagao das principais medicagdes BB,
IECA e/ou BRA em torno ou acima de 90 %. Apenas dois pacientes ndo usaram BB
durante o estudo. Vale destacar ainda o alto uso da espironolactona (2/3 da coorte) e
também a dose média atingida de BB: cerca de 85 % da dose-alvo preconizada.

Na primeira consulta na Clinica IC-HUPE, 71 (63,9 %) pacientes ja faziam uso de

BB e 88 (79,3 %) de IECA e/ou BRA. Apesar de a maioria da populagao estudada estar
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em uso de drogas na sua inclusao no estudo, em todos os casos houve progressao da
dose, pois a dose-alvo ndo havia sido atingida.
Nao houve qualquer diferenga quanto a distribuicdo do tipo de medicacdes

utilizadas segundo os PGECA (Tabela 8).

Tabela 8 - Tratamento medicamentoso da populacdo estudada de acordo com os
polimorfismos genéticos da ECA*
Teste estatistico Valor de p

DD (n=57)

DI (n=49)

Il (n=5)

Betabloqueador 55 (98,2) 47 (97,9) 5 (100,0) %x*=0,111 0,946

Carvedilol 34 (61,8) 36 (78,3) 5 (100,0)

Metoprolol 10 (18,2) 4 (8,7) 0 (0) x3=7,471 0,279

Bisoprolol 1 (20,0) 5 (10,9) 0 (0)

Dose-alvo (%) 84,3+4,3 84,6+5,8 91,2+32,3 F=0,78 0,925
Inibidorda ECA 30 (52,6) 26 (54,2) 4 (80,0) %?=1,394 0,498

Captopril 3 (10,0) 3 (1,5 0 (0) +2=0,513 0774

Enalapril 27  (90,0) 23 (88,5) 4 (100,0)

Dose-alvo (%) 60,4+5,9 71,616,4 81,3+1,9 F=1,233 0,299
BRA: Losartana 22 (38,6) 14 (29,2) 2 (40,0) x*=2,158 0,707

Dose-alvo (%) 80,7+£10,3 63,3+8,4 62,5+3,8 F=0,574 0,569
Espironolactona 39 (68,4) 33 (68,8) 2 (40,0) ¥x2=1,771 0,413
Furosemida 43 (75/4) 32 (66,7) 3 (60,0) x*=1,274 0,529

Dose média (mg) 80,58,0 71,5+8,7 46,7+17,6 F=0,791 0,457
Hidroclorotiazida 14 (24,6) 12 (25,0) — %?=1,624 0,444
Digital 25 (43,9) 13 (27,1) 1 (20,0) x*=3,751 0,153
Amiodarona 6 (10,5) 6 (12,5) 0 %?=0,746 0,689
Estatinas 29 (50,9) 17  (35,4) 4 (80,0) %?=5,033 0,081
Alopurinol 9 (15,8) 7 (14,6) 1 (20,0) %?=0,112 0,946

Legenda: DD=gendtipo delecao/delegao; DI=gendtipo delecao/insergdo; lI=gendtipo insergao/insergao;
ECA=enzima de conversao da angiotensina; BRA=bloqueador do receptor da angiotensina

Adeséo ao Tratamento

Um total de 39 (35,1 %) pacientes foi classificado como de baixa adesdo sem

diferenca significativa entre os tipos PGECA (Figura 12).
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Figura 12 - Distribuicdo da populagcdo estudada com baixa adesdo de acordo com os
polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delegao/delecéo; DI=gendtipo delegaol/insercao; ll=gendtipo insergéo/insergéo

Parametros Laboratoriais
As médias dos principais exames laboratoriais estdo apresentadas na Tabela 9.
Nao houve diferengas significativas entre os PGECA em nenhum dos parametros

avaliados.

Tabela 9 - Exames laboratoriais da populagao estudada de acordo com os polimorfismos
genéticos da ECA
Média total DD | Teste Valor

(n=111) (n=57) (n=5) estatistico de p
Hemoglobina (g/dL) 14,2+1,3 12,57+1,94  16,02+20,28 14,2+1,30 F=0,834 0,437

Creatinina (mg/dL) 1,03+0,18 1,03+0,31 1,12+0,18 0,40+0,24 F=0,336 0,715

Acido urico (mg/dL) 6,5+0,2 6,51+2,20 6,52+2,01 5,2+1,48 F=0,92 0,402
Sédio (mEq/L) 138,9+0,3 138,43+£3,60 139,40+2,83 139,40+2,41 F=1,213 0,302
Potassio (mEq/L) 4,1+0,1 4,18+0,66 4,02+0,64 4,00£0,71 F=0,817 0,445
Colesterol Total (mg/dl) 184,4+4,6 187,415,8 182,8+7,7 165,8+12,2 F=0,511 0,602
TFGE (ml/min) 74,6+3,8 74,9155 72,9+5,3 101,5+#34,1 F=0,707 0,497
Legenda: *As variaveis estdo expressas em médiatdesvio-padrao.

DD=gendtipo delegao/delecdo; Dl=gendtipo delecaol/insercdo; ll=gendtipo insergéo/insercao;

TFGE=taxa de filtragdo glomerular estimada

Os valores médios apresentados para todas as variaveis (hemoglobina,
creatinina, acido urico, sédio, potassio e TFGE) foram normais.

Em relagdo aos valores alterados e que denotam gravidade, foram observados:
22 (19,8 %) pacientes com anemia (hemoglobina <11,9 mg/dl), sendo 5 destes com

anemia grave definida por hemoglobina <9,9 mg/dl; 26 (23,4 %) pacientes com
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creatinina 21,6 mg/dl, sendo 10 destes com disfuncédo renal avancada definida por
creatinina 22,0 mg/dl. Em relagcéo ao tratamento, os pacientes estavam:

Do grupo com creatinina 21,6 mg/dl:

* 9 pacientes em uso de IECA

* 9 pacientes em uso de BRA

Do grupo com creatinina 22,0 mg/dl:

* 2 pacientes em uso de IECA

* 4 pacientes em uso de BRA
5 (4,5 %) pacientes com hiponatremia (sédio <134 mEq/L);
26 (23,4 %) pacientes com hipercalemia (potassio 25,0 mEqg/L) mas apenas
4 (3,6 %) com hipercalemia grave definida como potassio 25,5 mEqg/L. Em relacao ao
tratamento, os pacientes com potassio 25,0 mEq/L estavam em uso de :

* [IECA - 14 pacientes

* BRA - 8 pacientes

 Espironolactona - 15 pacientes

Parametros Eletrocardiograficos e Dispositivos Implantaveis
Trinta e quatro pacientes (30,6 %) apresentaram QRS alargado, 38 (34,2 %)
BRE e 22 (19,8 %) FA no ECG. A distribuicdo entre os tipos de PGECA néo foi

significativamente diferente para nenhuma dessas variaveis (Figura 13).
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Figura 13 - Parametros eletrocardiograficos da populagao estudada de acordo com os

polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delegao/delegéo; DI=gendtipo delegdo/insergéo; lI=gendtipo insergéo/insergao;
BRE= bloqueio de ramo esquerdo; FA= fibrilagao atrial

Um total de 8 (7,2 %) pacientes usava dispositivos implantaveis: em 3 (2,7 %)

marca-passos, em 2 (1,8 %) cardiodesfibriladores implantaveis (CDI), em 2 (1,8 %)

ressincronizadores cardiacos (TRC) e em 1 (0,9 %) dispositivo combinado (CDI + TRC).

Parametros Ecocardiograficos

Aproximadamente metade da coorte (49,5 %) apresentou grave disfungao sistolica

do VE no inicio do acompanhamento com FEVE <35%. Esse numero aumentou para

58,5 % ao final do estudo. A Figura 14 mostra como foi esta distribuigao.

Figura 14 - Distribuicao da fragdo de eje¢ao da populagao estudada no inicio e ao final

do acompanhamento por intervalos de gravidade.
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A Tabela 10 apresenta os dados ecocardiograficos observados no inicio e ao
final do estudo.

Com intervalo médio entre os exames de 65,5 meses, ndo foi observada
diferenca significativa das médias dos parametros ecocardiograficos iniciais (FEVE1,
DSVE1 e DDVE1) entre os gendtipos da ECA. No ECO final, apenas o DSVE2 foi
diferente de forma significativa: o genétipo DI apresentou menor média do DSVE2 que

os genotipos DD e 1l (p=0,029).

Tabela 10 - Pardmetros ecocardiograficos da populagao estudada de acordo com os polimorfismos
genéticos da ECA

Média Total DD DI Il Teste Valor

(n=57) (n=49) (n=5) estatistico dep

FEVE inicial (%) 34,0+1,0 35,6+1,5 32,1+1,5 34,6+3,4 F=1,469 0,235
DSVE inicial (mm) 54,9+1,0 54,1+1,4 55,7+1,4 55,4+3,0 F=0,472 0,625
DDVE inicial (mm) 65,9+0,9 65,6+1,2 66,1+1,3 66,6+3,1 F=0,112 0,894
FEVE final (%) 34,3+1,2 32,8+1,6 36,4+1,8 29,4142 F=1,634 0,200
DSVE final (mm) 56,1%1,3 59,2+1,8 52,3%1,9 59,2+5,2 F=3,677 0,029
DDVE final (mm) 67,0+1,2 69,4+1,8 64,0+1,8 69,0+4,6 F=2,197 0,116

Intervalo entre

exames (meses)

Legenda: *As variaveis estao expressas em médiatdesvio-padréo.

DD=genétipo delegao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insercao; ll=gendtipo insergao/insergdo; FEVE
inicial/final=fracéo de ejegao no inicio/final do estudo; DSVE inicial/final=diametro sistélico do ventriculo
esquerdo no inicio/final do estudo; DDVE inicial/final=di&metro diastdlico do ventriculo esquerdo no
inicio/final do estudo

65,5+4,3 63,2+6,3 68,0+6,4 65,4+124 F=0,142 0,868

As médias da FEVE analisadas pelos tipos de PGECA nao foram
significativamente diferentes no inicio e ao fim do seguimento quando analisadas em
cada momento. Mas, ao se analisar o comportamento evolutivo de cada grupo notam-
se padrdes distintos (Figura 15):

* DD: evoluiu com menor média na FEVE final;

* DI: evoluiu com maior média na FEVE final;

* |I: evoluiu com menor média na FEVE final.
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Figura 15 - Evolucao da fragao de ejecao da populagao estudada de acordo com os

polimorfismos genéticos da ECA.

37
36,4
= 36" 356 me
S 351 \
o 346 mJ 34,3
8 34 B 34’0 \
HOT 3B 32,8
© I
= 32 32,1
(g 31 p=NS p_NS
- 30
0o N 294
28 1 1 ]
ECO Inicial ECO Final

H DD
DI
[ Hll

B Média

Legenda: DD=gendtipo delecao/delegdo; DI=gendtipo delecao/insergéo; lI=gendtipo insergéo/insergéao;

ECO= ecocardiograma

A analise qualitativa (apenas classificando se cada paciente apresentou aumento

ou diminuigdo) do AFE confirmou diferenca entre os genotipos. A Figura 16 ilustra

essa diversidade, revelando que o PGECA DD apresentou significativamente mais

pacientes com redugédo da FE (n=32; 57,1 %) e o gendtipo DI mais pacientes com

aumento na FE (n=34; 70,8 %).

Figura 16 - Padréo evolutivo da fragado de ejecédo da populacédo estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delecao/delegdo; DI=gendtipo delecao/insergéo; lI=gendtipo insergéo/insergao;

FEVE= fragado de eje¢ao do ventriculo esquerdo

A mesma analise qualitativa foi feita para ADSVE e ADDVE em relagdo aos
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PGECA. Observou-se significancia estatistica para o DSVE, mas n&o para o DDVE: o
PGECA do tipo DI apresentou maior niumero de pacientes com diminui¢ao do DSVE ao
final do estudo, enquanto que o gendtipo DD apresentou maior numero de pacientes

com aumento do DSVE. A Figura 17 mostra a variagao do DSVE durante o estudo.

Figura 17 - Evolugao do diametro sistélico do VE da populagao estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delecao/delegdo; DI=gendtipo delecao/insergéo; lI=gendtipo insergéo/insergao;
DSVE= didmetro sistélico do ventriculo esquerdo

O estudo desses dados foi complementado por analise quantitativa de quanto
cada parametro ecocardiografico variou durante o acompanhamento. Assim, foi
calculada a diferenca entre as médias das FEVE, DSVE e DDVE entre o final e o
inicio do estudo.

A Tabela 11 reune todos os valores da AFE, ADSVE e ADDVE com as médias e

os desvios-padrao.

Tabela 11 - Evolugdo dos parametros ecocardiograficos da populagao estudada de
acordo com os polimorfismos genéticos da ECA

ariavel DD DI | Teste estatistico Valor de p
AFE (%) -2,57+14,86 4,62+12,92  -5,20+13,48 F=3,857 0,024
ADSVE (mm) 4,60+£12,04 -3,73+11,28 3,8048,70 F=6,783 0,002
ADDVE (mm) 3,38+9,90 -2,49+11,47 2,40+5,41 F=4,026 0,021
Legenda: *Todas as variaveis estao expressas em médiatdesvio-padrao.
DD=gendtipo delegédo/delecdo; DIl=gendtipo delegdol/insergcdo; ll=gendtipo insercéo/insercao;

AFE=diferenca entre a fracao de eje¢cao do VE da ultima e primeira consulta; ADSVE=diferenga entre
o didmetro sistolico do VE da ultima e primeira consulta; ADDVE=diferenc¢a entre o didmetro diastolico
do VE da ultima e primeira consulta
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A média da variagcao da FEVE foi significativamente diferente entre os tipos do
PGECA (Figura 18). O tipo DI apresentou na média um aumento de 4,62+12,9 % da

FEVE final em relagao a inicial, enquanto os tipos DD e Il apresentaram decréscimo.

Figura 18 - Variagao da fracdo de ejegao entre final e inicio do acompanhamento da
populagao estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; llI=gendtipo insergao/insergéao

As Figuras 19 e 20 demonstram o mesmo padrao em relagdo a variagao das
meédias para DSVE e DDVE, respectivamente. O tipo DI apresentou diminuicido dos
diametros cavitarios do VE ao final do seguimento, enquanto que os gendtipos

DD e Il apresentaram aumento dos didmetros cavitarios.
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Figura 19 - Variagao do diametro sistolico do VE da populacédo estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delecao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; lI=gendtipo insergao/insergéo

Figura 20 - Variagdo do diametro diastélico de VE da populacéo estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legnda: DD=gendtipo delegéo/delecéo; DI=gendtipo delegéo/insergéo; lI=gendtipo insergédo/insergédo
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4.3 Perfil de gravidade da populagao estudada

Tempo de Evolugao de Doencga

Apenas um (n=1) paciente apresentou tempo de evolugao de IC (data da ultima
consulta ou data do ébito—data diagndstico) menor que um ano. O ébito ocorreu no
primeiro ano de acompanhamento. A maioria da populagdo estudada apresentou

tempo de doenca maior que cinco anos (Figura 21).

Figura 21 - Tempo de evolugao da insuficiéncia cardiaca da populagéao estudada.
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Classe Funcional NYHA e Seattle Heart Failure Model

Na Figura 22, foi representada a distribuicdo dos pacientes segundo a classe
funcional NYHA em dois momentos diferentes: no inicio e ao final do seguimento.
E possivel perceber a melhora da classe funcional durante o periodo do estudo. A
maioria dos pacientes iniciou o estudo na classe Il (45,9 %). Na ultima consulta,
houve manutengcdo da proporgdo de pacientes em classe NYHA Il (47,7 %) e
aumento daqueles em classe NYHA Ill (de 20,7 % para 36,9 %) com redugao da
classe IV (de 9,9 % para 2,7 %). De uma maneira geral, houve melhora desses
parametros, demonstrada pela diminuicado de pacientes em NYHA |Il ou IV: de
31 % para 15 % acompanhada do aumento do numero de pacientes em NYHA [: de

23 % para 37 %.
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Figura 22 - Classe funcional NYHA observada na primeira e ultima consulta.
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Legenda: NYHA=New York Heart Association

Nao houve diferenga da distribuicdo pelas classes funcionais NYHA no inicio e

ao final do acompanhamento segundo as variantes do PGECA (Tabela 12).

Tabela 12 - Distribuigdo da classe funcional NYHA da populagao estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA

Classe funcional* DD (n=57) DI (n=49) Il (n=5) Teste estatistico  Valor de p
NYHA Inicial**
I 13 (22,8) 12 (25,0) 0 (0)
Il 25 (43,9) 22 (45,8) 4 (80,0) 2 = 5,400 0714
11 14 (24,6) 8 (16,7) 1 (20,0)
v 5 (8,8 6 (12,5) 0 (0)
NYHA Final
I 19 (33,3) 19 (39,6) 3 (60,0)
Il 26 (45,6) 25 (52,1) 2 (40,0) +2 = 7,664 0.264
11 11 (19,3) 3 (6,1) 0 (0)
v 1 (1,8) 2 4,2) 0 (0)

Legenda: *As variaveis estao expressas em [n (%)]
DD=gendtipo delegao/delecao; DI=gendtipo delegao/insergao; lI=gendtipo insergéo/insergao
**Nao havia disponibilidade de dados relativos a classe NYHA inicial para 1 paciente do Grupo DI.

As médias calculadas da NYHA no inicio e ao final do acompanhamento também
nao variaram entre os PGECA. Evolutivamente, a média da NYHA de toda populagao
amostral diminuiu de 2,18+0,90 (do inicio) para 1,81+0,756 (ao final) durante o estudo

(Figura 23).
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Figura 23 - Média da classe funcional NYHA no inicio e ao final do acompanhamento
da populagéo estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delecao/delegdo; DI=gendtipo delecao/insergéo; lI=gendtipo insergéo/insergéao;
NYHA=New York Heart Association

As estimativas obtidas pelo SHFM estao representadas na Tabela 13.

Tabela 13 - Estimativas do Seattle Heart Failure Model da populagdo estudada de
acordo com os polimorfismos genéticos da ECA
Média total DD DI Il Teste Valor
(n=109) (n=55) (n=49) (n=5) estatistico dep
Expectativa de Vida  14,43+0,67  13,74+0,89 14,69+1,04 19,62+3,15 F=1,703 0,187
Mortalidade em 1 ano  5,70+0,77 6,05+1,17  5,67+1,09  2,00+0,55 F=0,577 0,563
Mortalidade em 5 anos 21,28+1,91  22,55+2,71 21,08£2,92 9,40+2,94 F=1,005 0,370
Legenda: *As variaveis estao expressas em médiatdesvio-padréo.
DD=gendtipo delegao/delecao; DI=gendtipo delegao/insergéo; lI=gendtipo insergao/insergao

Em relacdo a expectativa de vida, a média dos pacientes com PGECA tipo Il foi
maior do que a dos outros grupos, mas este dado nao foi estatisticamente significativo.

A Figura 24 apresenta esses dados.



79

Figura 24 - Estimativa da expectativa de vida pelo Seattle Heart Failure Model da
populagao estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delecao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; lI=gendtipo insergao/insergéo

Apenas 6 (5,4 %) pacientes apresentaram expectativa de vida <5 anos e em 32
(28,8%) pacientes, ela foi<10 anos. Desses 38 pacientes de maior gravidade, 7
(18,4% do total de graves) faleceram (2 com expectativa de vida <5 anose 5 com
expectativa de vida <10 anos).

Os PGECA tipos DD e DI apresentaram padrao bastante semelhante com
estimativa de mortalidade em torno de 6 % no primeiro ano e de 22 % no quinto
ano; o tipo Il apresentou estimativas de mortalidade menores: 2,0 % e 9,4 %,

respectivamente (Figuras 25 e 26).
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Figura 25 - Média da mortalidade prevista no primeiro ano segundo o Seattle Heart
Failure Model de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delecao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; lI=gendtipo insergao/insergéo

Figura 26 - Média da mortalidade prevista no quinto ano segundo o Seattle Heart
Failure Model de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delecao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; lI=gendtipo insergao/insergéo
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Desfechos Clinicos

Foram pesquisados os desfechos clinicos 6bito, internagéo por IC e PS por IC.
Nenhum paciente foi submetido a transplante cardiaco.

Quinze (13,5 %) pacientes faleceram durante o estudo sem nenhuma
diferenga significativa entre os PGECA. Desse total, 12 ébitos (80 %) foram
classificados como morte de causa cardiovascular, sendo 4 (33 %) por progressao
da IC e 8 (66 %) por morte subita. Também nao foram observadas diferencas
significativas entre os gendtipos para 6ébitos por todas as causas ou 6bitos por
causas cardiovasculares. Foram utilizados para analise estatistica obitos por
todas as causas.

N&o houve diferenga entre os grupos com relagao a distribuicado dos 41 (36,9 %)

pacientes internados por IC ou dos 37 (33,3 %) com PS por IC (Figura 27).

Figura 27 - Desfechos clinicos apresentados pela populagao estudada de acordo com
os polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delegao/delecéo; DI=gendtipo delegao/insercéo; lI=gendtipo insergéo/insergao;
PS por IC=atendimento em Servigo de Emergéncia relacionado a insuficiéncia cardiaca

Nas analises de desfechos combinados — internacdo por IC + &bitos ou
internagéo por IC + dbitos + PS por IC — também ndo foram observadas diferencas

significativas conforme representado na Figura 28. Assim, o aumento no numero de
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eventos relacionados a inclusao do desfecho PS por IC nao foi suficiente para mostrar

diferencas significativas entre os grupos.

Figura 28 - Desfechos combinados apresentados pela populagao estudada de acordo
com os polimorfismos genéticos da ECA.
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Legenda: DD=gendtipo delegao/delegéo; DI=gendtipo delegdo/insercéo; lI=gendtipo insergéo/insergao;
Int por IC=internagéo por insuficiéncia cardiaca; PS por IC=atendimento em Servigo de Emergéncia
relacionado a insuficiéncia cardiaca

4.4 Curva de sobrevida livre de eventos

Foram calculadas as curvas de Kaplan-Meier para: 6bitos, internagéo por IC, PS
por IC isoladamente e, de forma combinada: [ébitos + internagdo por IC + PS por IC]

e também [b6bitos + internagao por IC pelos PGECA] (Figuras 29 a 31).
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Figura 29 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de 6bitos da populagao
estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecdo; DI=gendtipo delegaol/insergao; llI=gendtipo insergao/insergéao

Figura 30 - Curva de Kaplan-Meier para sobrevida livre de obito + internagéo por IC da
populagao estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecdo; DI=gendtipo delegao/insergao; llI=gendtipo insergao/insergéao
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Figura 31 - Curva de sobrevida livre de 6bito + internacdo por IC + PS por IC da
populagao estudada de acordo com os polimorfismos genéticos da ECA.

Legenda: DD=gendtipo delegao/delecdo; DI=gendtipo delegaol/insergao; llI=gendtipo insergao/insergéao

Nao houve diferencga significativa entre os PGECA e as curvas de sobrevida
isoladamente ou com desfechos combinados. As curvas de sobrevida para ébitos
isolados e combinados (com Internagao por IC + PS por IC) estao representadas

a segquir.

4.5 Analises de correlagao bivariada e regressao multipla

Correlagao Linear: Desfechos Ecocardiograficos

Uma vez observada diferenga significativa das variaveis ecocardiograficas
evolutivas entre os PGECA, realizou-se analise para se avaliar a relacido desses
parametros com outras caracteristicas clinicas importantes, utilizando a correlagao

bivariada de Pearson. Os resultados estao representados na Tabela 14.



Tabela 14 - Correlagao bivariada de Pearson entre variaveis

ecocardiograma e outras caracteristicas clinicas e genéticas
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evolutivas do

Peso alelo D Correlagao Pearson (r) -0,149 0,243 0,197
Valor de p 0,119 0,011 0,041
Idade Correlagao Pearson (r) -0,293** 0,167 0,071
Valor de p 0,002 0,082 0,466
Dose-alvo Correlagao Pearson (r) 0,112 -0,139 -0,085
Betabloqueador Valor de p 0,257 0,158 0,391
Dose-alvo inibidor Correlagéo Pearson (r) -0,033 -0,031 -0,026
da ECA Valor de p 0,801 0,815 0,844
Correlagao Pearson (r) 0,163 -0,035 -0,205
ResseieE s Valor de p 0,330 0,836 0,223
Dose Furosemida Correlagao Pearson (r) 0,010 0,031 0,063
Valor de p 0,929 0,786 0,586
o Correlagao Pearson (r) 0,116 -0,040 0,009
ALl Valor de p 0,229 0,679 0,927
, Correlagao Pearson (r) -0,235* 0,220* 0,168
NYHA final Valor de p 0,013 0,021 0,082
Hemoglobina Correlagao Pearson (r) 0,176 -0,120 -0,055
Valor de p 0,067 0,218 0,572
Linfocitos Correlagéo Pearson (r) 0,141 -0,188 -0,214*
Valor de p 0,143 0,051 0,027
Acido drico Correlagao Pearson (r) -0,039 -0,016 -0,039
Valor de p 0,688 0,867 0,688
Sédio Correlagao Pearson (r) 0,059 -0,023 0,040
Valor de p 0,544 0,810 0,684
Creatinina Correlagao Pearson (r) 0,084 0,087 -0,031
Valor de p 0,388 0,371 0,754
Potassio Correlagao Pearson (r) -0,105 -0,059 -0,070
Valor de p 0,275 0,546 0,476
Presao arterial Correlagao Pearson (r) -0,074 0,153 0,058
sistolica inicial Valor de p 0,448 0,115 0,556
Pressao arterial Correlagéo Pearson (r) -0,048 0,177 0,106
diastdlica inicial Valor de p 0,621 0,068 0,280
Frequéncia cardiaca Correlagao Pearson (r) 0,294** -0,161 -0,059
inicial Valor de p 0,002 0,097 0,545
Pressao arterial Correlagao Pearson (r) 0,107 -0,026 -0,134
sistdlica final Valor de p 0,265 0,791 0,168
Pressao arterial Correlagao Pearson (r) 0,230* -0,109 -0,160
diastolica final Valor de p 0,016 0,259 0,099
Frequéncia cardiaca Correlagao Pearson (r) 0,113 -0,0116 0,045
final Valor de p 0,240 0,865 0,643
APAS Correlagao Pearson (r) 0,164 -0,164 -0,183
Valor de p 0,090 0,092 0,061
APAD Correlagéo Pearson (r) 0,212 -0,236* -0,213*
Valor de p 0,028 0,015 0,028
AFC Correlagao Pearson (r) -0,188 0,130 0,019
Valor de p 0,051 0,182 0,843
indice de massa Correlagao Pearson (r) 0,184 -0,151 -0,087
corporal Valor de p 0,054 0,116 0,373

Legenda: AFE=variagao fragao de ejegdo: final-inicial; ADSVE=variagdo didmetro sistélico VE: final-
inicial; ADDVE=variagao diametro diastdlico VE: final-inicial; APAS=variagao pressao arterial sistélica:
final-inicial; APAD=variacdo pressao arterial diastdlica: final-inicial; AFC=variacdo da frequéncia

cardiaca: final-inicial



86

Conforme pode se observar, AFE apresentou correlagao significativa com:
* Idade

» Classe funcional NYHA final

* FC inicial

* PAD final

« APAD

O ADSVE se correlacionou significativamente com:
* Peso alelo D
* Classe funcional NYHA final

* APAD

O ADDVE se correlacionou significativamente com:
* Peso alelo D
* APAD

* Linfécitos

Em analise de regressao multivariada, as variaveis que apresentaram correlagao
significativa foram incluidas dentro de um mesmo modelo, em conjunto com sexo e
idade.

Na Tabela 15, pode-se observar que as variaveis NYHA final e FC inicial
mantiveram correlacdo significativa com AFE mesmo quando ajustadas para
sexo, idade e APAD. O modelo final apresentou r2 = 0,221 , F=5,780 e p<0,001
(Tabela 15 — Modelo 1).

Em relagdo ao modelo com ADSVE, pode-se observar que apenas o peso alelo
D manteve correlagao positiva e significativa (Tabela 15 — Modelo 2), e para o modelo
com ADDVE nenhuma das variaveis avaliadas apresentou correlagao significativa,

apesar de o modelo final ter sido estatisticamente significativo (Tabela 15 — Modelo 3).
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Tabela 15 - Analise multivariada dos AFE, ADSVE e ADDVE com variaveis que
apresentaram correlagdo bivariada significativa
Modelo 1 — Variagao da Fracao de Ejecao

r2 = 0,221; F=5,780; p<0,001 Valor de p
Variagao da Fragcao de Ejecao (Constante) 0,996
Sexo -0,094 0,290
Idade -0,169 0,069
Classe funcional NYHA final -0,182 0,045
Frequéncia cardiaca inicial 0,314 0,001
Variagao da presséao arterial diastolica 0,159

Modelo 2 — Variagao do diametro sistélico de VE

r2 = 0,148; F=3,506; p=0,006 CP Valor de p
Variagéo do didmetro sistdlico de VE (Constante) 0,012
Sexo 0,100 0,281
Idade 0,067 0,487
Peso Alelo D 0,213 0,023
Classe funcional NYHA final 0,149 0,117
Variagao da presséao arterial diastdlica -0,177 0,069

Modelo 3 — Variagao do diametro diastdélico de VE

r2 = 0,109; F=2,428; p=0,040 CP Valor de p
Variagao do diametro diastélico de VE (Constante) 0,951
Sexo 0,084 0,383
Idade -0,016 0,874
Peso alelo D 0,159 0,104
Variagao da pressao arterial diastdlica -0,180 0,072
Linfocitos -0,162 0,101

Legenda: CP=coeficiente parcial de correlacdo; NYHA=New York Heart Association; VE=ventriculo
esquerdo

Regressao Logistica: Analise de Desfechos Clinicos

Apesar de nao ter havido diferenga significativa em relacdo aos desfechos
clinicos entre os PGECA, realizou-se analise com regressao logistica para se identificar
fatores que pudessem estar associados com o desfecho clinico ébito + internagao por
insuficiéncia cardiaca.

Assim, a primeira etapa desse processo foi a analise univariada, sendo obtidos
OR, IC e nivel de significancia das variaveis estudadas com os desfechos 6bito +

internacao por IC (Tabela 16).
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Sexo 1,353 0,688-2,913 0,440
Idade 0,995 0,967-1,024 0,736
Uso de betabloqueador 0,000 0,000 0,999
Uso de Inibidor da ECA 0,750 0,353-1,595 0,455
Uso de bloqueador receptor da angiotensina 0,626 0,281-1,395 0,252
Uso de espironolactona 0,611 0,275-1,353 0,224
Uso de furosemida 4,919 1,825-13,259 0,002
Dose de furosemida 1,014 1,003-1,026 0,014
Classe NYHA inicial 1,471 0,955-2,266 0,080
Classe NYHA final 2,999 1,641-5,483 <0,001
QRS alargado 1,484 0,659-3,342 0,341
Bloqueio de ramo esquerdo 1,517 0,689-3,343 0,301
Hemoglobina 0,848 0,687-1,046 0,123
Sadio 1,058 0,938-1,192 0,361
Creatinina 1,086 0,866-1,362 0,474
Potassio 0,660 0,328-1,329 0,245
Fracao de ejecao inicial 0,984 0,950-1,019 0,357
Didmetro sistélico do VE inicial 1,015 0,977-1,055 0,441
Diametro diastélico do VE inicial 1,016 0,974-1,061 0,456
Fragao de ejegao final 0,928 0,928-0,995 0,024
Diametro sistolico do VE final 1,041 1,009-1,075 0,012
Diametro diastoélico do VE final 1,039 1,005-1,074 0,024
AFE: Fragéo de ejecéao final-inicial 0,984 0,957-1,011 0,250
ADSVE: Diametro sistdlico VE final-inicial 1,035 0,999-1,071 0,056
ADDVE: Didmetro diastdlico VE final-inicial 1,044 1,000-1,091 0,052
Presséao arterial sistdlica inicial 0,999 0,981-1,016 0,891
Pressao arterial diastdlica inicial 1,008 0,984-1,032 0,522
Frequéncia cardiaca inicial 1,020 0,997-1,044 0,094
Presséo arterial sistdlica final 0,993 0,976-1,010 0,405
Pressao arterial diastdlica final 0,994 0,968-1,021 0,664
Frequéncia cardiaca final 1,047 1,008-1,086 0,017
APAS: Pressao arterial sistdlica final-inicial 0,995 0,980-1,011 0,568
APAD: Presséo arterial diastélica final-inicial 0,991 0,971-1,011 0,385
AFC: Frequéncia cardiaca final-inicial 1,000 0,979-1,022 0,995
indice massa corporal 0,943 0,883-1,008 0,084
Taxa filtragdo glomerular 0,988 0,975-1,001 0,062
Peso alelo D 1,179 0,616-2,256 0,619

Legenda: OR=0dds ratio; IC=intervalo de confianga; NYHA=New York Heart Association

Em seguida, foram colocadas num mesmo modelo todas as variaveis que

apresentaram relagao significativa com a ocorréncia do evento combinado 6bito +

internacao por IC (Tabela 17).
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Tabela 17 - Analise multivariada: ébito + internagao por insuficiéncia cardiaca
Modelo 1 — Obito + internagao por insuficiéncia cardiaca

F=2,311; p=0,128 (0]34 Valor de p
Sexo 1,675 0,260
Idade 0,985 0,371
Diametro sistolico VE final 1,018 0,707
Diametro diastélico VE final 1,005 0,917
Classe funcional NYHA final 2,282 0,018
Frequéncia cardiaca final 1,047 0,026
Uso de furosemida 3,520 0,041

Legenda: OR=0dds ratio; VE=ventriculo esquerdo; NYHA=New York Heart Association

As variaveis classe funcional NYHA final, frequéncia cardiaca final e uso de
furosemida se relacionaram de maneira independente ao desfecho combinado

obito + internagéao por IC.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, descreve-se a relagao entre as variantes do PGECA e os desfechos
clinicos e ecocardiograficos em 111 pacientes com IC de etiologia ndo isquémica, com
seguimento médio de 5,4 anos (variagao entre 12,0 e 249,7 meses). Outros estudos
internacionais*'’’ e nacionais*>® fizeram essa analise, entretanto o projeto atual é
pioneiro em estudar IC de etiologia exclusivamente nao isquémica na populagao
brasileira e utilizar o SHFM como marcador substituto de desfechos clinicos. Quatro
achados do presente estudo mereceram destaque:

Primeiro, o perfil genotipico da ECA da populacao estudada foi diferente da
maioria das publicagdes anteriores, demonstrando uma proporgao baixissima com o
PGECA tipo Il (apenas 4,5 % dos pacientes). Segundo, a evolugédo ecocardiografica
representada pelas variaveis AFE, ADSVE e ADDVE foram diferentes entre os PGECA,
com piora evolutiva desses parametros no genétipo DD, e cada cdpia do alelo D
se associou de maneira independente a ADSVE. Terceiro, ndo houve diferenca na
incidéncia dos desfechos clinicos: 6bito (de causa cardiovascular ou por todas as
causas), internacao por IC ou PS por IC, isolados ou combinados entre os diferentes
gendtipos da ECA. Por ultimo, os parametros clinicos relacionados ao SHFM néo
apresentaram variagao significativa entre os PGECA com relagao a expectativa de
vida, mortalidade no primeiro ano ou mortalidade no quinto ano.

A baixa prevaléncia do gendtipo |l observada no presente estudo pode estar
relacionada as caracteristicas da populagao estudada, em especial a etnia desses
pacientes. A populagcdo brasileira € caracteristicamente resultado de intensa
miscigenacgao, acarretando alta prevaléncia de pretos e de pardos, com uma
constituicao étnica diferente de outras partes do mundo. Até entdo nao foi investigado
o impacto da genética nesse grupo de pacientes. Vale ressaltar que em grande parte
dos estudos ndo ha referéncia a cor da pele®77:'* ou ndo sdo apresentados os critérios

de classificagao utilizados*!47:50.56.64,
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Apesar de a autoclassificagado da cor da pele pelo préprio paciente ser utilizada
em alguns trabalhos importantes?’, esse critério ndo foi adotado no presente estudo,
sendo realizada pelo médico-assistente na Clinica de IC-HUPE. Portanto, esse
procedimento pode representar um viés na definicdo desse parametro.

Observando-se a constituicdo da populagao e as prevaléncias dos PGECA aqui
encontrados e comparando-as aos achados de outros estudos, notam-se algumas
diferencas. Na meta-analise de Bai et al.® com 2453 casos de IC de multiplas etiologias,
foram incluidos apenas 6,4 % de pretos e 23,4 % de origem asiatica, enquanto que
a populagao deste estudo contou com 51 % de brancos, 36 % de pretos, 13 % de
pardos e nenhum asiatico. As diferencas entre as prevaléncias dos gendtipos da ECA
observadas entre este trabalho e o de Bai et al. foram, respectivamente: 51,4 % x 31
% para DD; 44,1 % x 46 % para DI; 4,5 % x 23 % para Il. Uma das explicagdes para
este achado pode estar relacionada a composi¢ao da populagao estudada.

Mesmo outros trabalhos nacionais como o de Cuoco et al.*® em populagcédo do
estado de Sdo Paulo, reproduziu nimeros préoximos a meta-analise de Bai et al.® e
a outros estudos internacionais*' quanto a distribuicdo dos PGECA: 32,5 % de
DD; 49,7 % de DI; e 17,8 % de Il. Novamente, a composi¢ao da populagao estudada,
ainda que brasileira, era bastante diferente da aqui apresentada em relagéo a cor da
pele: 76,7 % de brancos, 15,6 % de pardos e 7,7 % de pretos.

Por outro lado, Tiago et al.®® publicaram estudo realizado na Africa do Sul com
157 pretos portadores de IC de etiologia idiopatica e apresentaram distribuicdo dos
PGECA mais proxima da observada neste estudo: 45,2 % de DD; 38,2 % de
DI; e 6,5 % de Il. A presencga apenas de individuos afrodescendentes aproximou os
achados aos aqui observados. Velloso et al.* descreveram associagdo semelhante
com outros PG e a cor da pele do individuo no contexto da IC: as prevaléncias dos PG
da 6xido nitrico-sintetase foram diferentes entre brancos e afro-americanos.

As frequéncias dos alelos D e | também variaram em relagdo aos trabalhos
anteriores. Bai et al.® observaram ocorréncia do alelo D em 54,2 % e do alelo | em

45,8 % das vezes, diferentes das aqui apresentadas: 73 % para o alelo D e 27 %



92

para o alelo I. Nessa mesma meta-analise, os autores analisaram apenas pacientes
com cardiomiopatia dilatada, de etiologia ndo isquémica portanto, e esse numero nao
variou muito: alelo D, 54,7 % e alelo |, 45,3 %.

A selecao de individuos com IC nao isquémica parece nao estar relacionada
a essa diferenca do perfil genético, isto €, a auséncia de pacientes de etiologia
isquémica provavelmente nao determinou maior ou menor incidéncia de qualquer um
dos gendtipos. Amir et al.®® ja haviam demonstrado em seu trabalho com 195 casos
de IC (124 isquémicos e 71 nao isquémicos) que nao havia variagao significativa dos
genotipos em relagao a etiologia.

O estudo atual foi o primeiro trabalho brasileiro a testar os polimorfismos
genéticos da ECA exclusivamente em pacientes com IC de etiologia ndo isquémica.
Essa restricao dificultou a inclusdo de pacientes, ja que historicamente cerca de
metade dos casos de IC sao de etiologia isquémica, e reuniu um grupo heterogéneo de
doencgas para detectar diferencas e semelhancas nas variaveis clinicas, laboratoriais,
ecocardiograficas e genéticas estudadas.

Um total de 15 diferentes etiologias foi observado. Em 11 delas, menos de cinco
pacientes incluidos e em cinco das etiologias, apenas um individuo incluido. Essa
diversidade de doencas apontadas como causas da IC ndo poderiam ser analisadas
isoladamente para fins de comparacéo estatistica e, por isso, foram reunidas em
quatro grupos principais: alcodlica, hipertensiva, idiopatica e outras. A maior parte
dos pacientes era portadora de cardiomiopatia dilatada idiopatica, mesmo padrao
observado em outros trabalhos®5097:152153 V/ale lembrar que a localizagdo geografica
também pode ter influéncia nas prevaléncias de doencas causadoras de IC"**. Assim,
por exemplo, na regidao centro-oeste brasileira a alta incidéncia de doenca de Chagas
implica cardiomiopatia chagasica como a principal causa de IC nao isquémica daquela
regiao’s,

Nenhum desses grupos de etiologias de IC apresentou distingdo em relagao
a genotipagem, nem mesmo a cardiomiopatia alcodlica que havia sido relacionada

previamente ao genétipo DD’6. Provavelmente, o pequeno numero de pacientes de
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cada grupo impossibilitou diferencas significativas e conclusdes especificas para cada
etiologia.

E possivel que individuos com IC sofram o impacto dos niveis de ECA
secundarios ao PGECA de maneira heterogéna de acordo com sua etiologia, isto €&,
niveis aumentados de ECA podem influenciar de forma diferente a fisiopatologia e a
histéria natural da doenca, o que nao foi observado no presente estudo. Até mesmo
no campo da DAC, a etiologia mais frequente de IC no mundo, essa relagdo segue
controversg®69.124-126.1%6

Em relacdo ao tamanho amostral, ha dois tipos diferentes de estudos nessa
area. A maior parte teve como objetivo avaliar os PGECA como fator de risco para
desenvolver IC, comparando pacientes e grupos-controle*s47:57.6168717678134 — Ag
analisar os trabalhos que também incluiam pesquisa de desfechos clinicos e/ou
ecocardiograficos*!455096626871.77 'nog quais se insere o presente estudo, nota-se que
apenas um incluiu mais de 200 pacientes*'. Naqueles que incluiram apenas individuos
com IC de etiologia ndo isquémica*>%¢7! apenas um?® incluiu mais de 100 pacientes.

O pequeno tamanho amostral se associa a baixo numero de eventos, representa
uma seéria limitagdo de todos os ensaios sobre o tema e pode ser responsavel por
resultados controversos. Por isso, a maioria das publicagdes tem foco em parametros
do ECO que sao utilizados como marcadores substitutos de desfechos.

A andlise das variaveis do ECO demonstrou diferenga significativa entre as
médias do DSVEZ2 pelos gendtipos da ECA. O PGECA DD apresentou médias maiores
que o DI: 59,2 mm x 52,3 mm, respectivamente. O baixo numero de pacientes com
genotipo Il limitou a analise para esse grupo.

Mais significativa que o dado isolado do DSVEZ2, foi a evolugéo ecocardiografica.
Assim, os parametros evolutivos no ECO, AFE, ADSVE e ADDVE apresentaram
diferencas significativas entre os PGECA, com melhora da FE e dos didmetros do VE
(remodelamento reverso) no gendétipo DI. Os gendtipos DD e Il tiveram comportamento
inverso com piora da FE e dos didmetros ventriculares (dilatagdo cardiaca).

Esse padrdo evolutivo mais grave relacionado ao PGECA DD esta em
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concordancia com outros autores®%, A dilatagdo cardiaca mais acentuada nesses
pacientes esta relacionada a maior ativagao neuro-humoral, principalmente do SRAA.
Os PGECA sao responsaveis por cerca de 50 % da variagdo dos niveis da ECA e o
tipo DD foi associado com os maiores niveis dessa enzima’''®'20_ Nijveis elevados
da ECA sao acompanhados de sintese aumentada de angiotensina e maior ativagcao
desse sistema®.

No entanto, esses resultados nao sdo uniformes. De Groote et al.”” ndo
observaram diferencas nos parametros do ECO em 199 pacientes com IC, que ainda
nao haviam iniciado o uso de BB. O curto intervalo entre os exames (apenas trés
meses apos a otimizacdo da dose do BB x 65,5 meses desse trabalho) pode ter
sido insuficiente para a observagao do remodelamento cardiaco reverso. Mahjoub et
al.”" também nao detectaram diferencas entre os PGECA ao ECO, mas os autores
optaram por uma analise categorica, com a divisdo da amostra em dois grupos
segundo o DDVE (269 mm x <69 mm), que corresponderiam a maior € menor
gravidade, respectivamente. A analise estatistica do presente trabalho utilizou os
valores numéricos dos parametros ecocardiograficos, como variaveis continuas e,
portanto, com maior poder discriminador.

Como o padrao de influéncia alélica no PGECA é de codominancia, o gendtipo
heterozigoto (DI) tem um comportamento intermediario em relagdo aos dois
homozigotos (DD e Il). Assim, a frequéncia alélica € um bom instrumento para medir
a influéncia individual de cada alelo sobre parametros clinicos e ecocardiograficos.
Esse padrdao codominante descrito anteriormente''® serviu de base para a formulagéo
do modelo matematico utilizado para analisar o efeito de cada cépia do alelo D. Na
analise multivariada, o peso alelo D permaneceu significativo e foi a Unica variavel
independentemente associada ao ADSVE, em que quanto maior a presenca do alelo
D maior o aumento evolutivo do DSVE. Assim, foi demonstrada a relagéo entre o
PGECA e uma variavel ecocardiografica utilizada como marcador substituto. Em
relacdo ao AFE, a classe funcional NYHA final e a FC inicial se mostraram variaveis

independentes na analise multivariada.
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Na populacao estudada, ndo foram observadas diferengcas entre os gendétipos
relacionadas ao tratamento medicamentoso, seja pelo tipo de farmaco usado ou
pelas doses-alvo preconizadas. Da mesma forma, as taxas de adesao ao tratamento,
bem como parametros clinicos como a PA, a FC e variaveis laboratoriais ndo foram
diferentes entre os PGECA. Assim, esses aspectos nao parecem ter influenciado os
achados em relagcdo aos parametros ecocardiograficos e permitiram evidenciar a
participacao da variabilidade genética relacionada ao PGECA.

Com a previsao de inclusao de 100 pacientes, este estudo nao foi desenhado
para testar a diferenca de desfechos clinicos entre os gendtipos, pois 0 numero de
eventos previstos seria pequeno para esse fim. Mesmo assim, a analise de eventos
foi realizada para 6bitos, internagdes por IC e PS por IC.

Ocorreramapenas 15 (13,9 %) ébitos portodas as causas e 41 (36,9%) internagdes
por IC durante o acompanhamento, que nao variaram de forma significativa entre os
gendtipos. Também nao houve diferencga significativa entre os eventos combinados
obitos, internagao por IC ou PS por IC, segundo os PGECA. As curvas de Kaplan-
Meier para sobrevida livre de eventos isolados ou combinados (6bito, internagao por
IC e PS por IC) ndo mostraram diferencgas estatisticamente significativas entre os
PGECA. Esta auséncia de relagao estda em conformidade com os poucos trabalhos
que avaliaram desfechos clinicos e PGECA#145.55.86.71.77

Embora tenha sido incluido um numero relativamente semelhante de pacientes,
os estudos de Sanderson et al.®® (n=82), de Montogomery et al.*®* (n=99) e de
De Groote et al.”” (n=199) apresentaram algumas diferengcas em relagao ao presente
estudo. Primeiro, o tempo de acompanhamento foi mais curto, variando de um ano®
a 2,5 anos®’” Segundo, a composi¢do da populagado era diferente: franceses sem
definicdo da etnia’”” e apenas brancos* ou chineses®. Por ultimo, o tratamento
medicamentoso nao foi descrito*>* ou nao incluiu BB na inclusdo dos pacientes’.
A populacgao da Clinica IC-HUPE tinha uma composicao étnica diferente dos demais
estudos, com quase metade de pacientes de cor da pele preta e apresentava

tratamento medicamentoso extremamente otimizado. Uma explicagao possivel para
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resultados semelhantes com populagdes diferentes, seria 0 baixo tamanho amostral
de todos os trabalhos, insuficiente para detectar qualquer associagao estatistica, seja
ela positiva ou negativa.

Porém, Andersson e Sylvén® ao analisarem 193 pacientes com IC e 77 grupos-
controle da Suécia estabeleceram uma associag¢ao entre o PGECADD e pior sobrevida
ao final de cinco anos, e identificaram esse gendtipo como preditor independente de
mortalidade. Essa diferenca pode estar relacionada a diferencas de caracteristicas da
amostra populacional, pois foram incluidos apenas pacientes brancos, e ao modelo de
comparagao entre 0s grupos que nao respeitou o padrao de codominancia do PGECA
(DD vs DI + 1I).

O perfil clinico de cada coorte é altamente variavel entre os trabalhos. Além
da relagao da etnia e da prevaléncia dos PGECA ja discutidas previamente, outros
fatores parecem influenciar a participacéo do gene da ECA sobre a historia natural e a
fisiopatologia da IC. Um dos principais € o tratamento medicamentoso.

Como o estudo foi desenvolvido em um centro de referéncia especializado no
tratamento de IC, as doses de todas as medicagdes preconizadas pelas principais
diretrizes de cardiologia?*?7'%" estavam otimizadas. O percentual de uso de BB
foi 98,2 %, com dose-alvo de 84,3 % da preconizada, maior que a maioria dos outros
ensaios clinicos*’%%%5.1%7 O uso de IECA e/ou BRA foi 91,2 % e espironolactona
de 68,4 %. Esses dados demonstram que o tratamento farmacoldgico era semelhante
ao das principais publicagdes sobre IC, inclusive de clinicas de IC internacionais.
Entretanto, a exceléncia desse tratamento pode ser apontada como um dos fatores
da auséncia de diferenga nos desfechos clinicos pelos PGECA.

McNamara et al. avaliaram a relacéo entre os PGECA e o impacto da terapia com
BB® e IECA*" sobre desfechos clinicos. Esses trabalhos demonstraram diferencas
significativas entre os gendtipos que também foram influenciadas pelo tratamento
medicamentoso. O gendtipo DD foi associado a pior evolugao clinica, mas o impacto
desse PG era atenuado pelo tratamento com BB e IECA, isto é, provavelmente, para

esse grupo de pacientes, o bloqueio neuro-humoral conseguia neutralizar o excesso
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de atividade do SRAA secundario ao PGECA DD. Assim, os trés genétipos, DD, Dl e I,
gquando em uso de terapia otimizada, passavam a se comportar de maneira semelhante
em relacgao a evolugao clinica. Outro estudo mostrou os mesmos resultados’’.

Assim, ao contrario de Andersson e Sylvén®, em que apenas 17 % dos
pacientes estavam em uso de IECA (ndo ha informacao sobre o uso de BB nesse
trabalho), o uso de IECA e/ou BRA nos pacientes da Clinica de IC-HUPE atingiu taxa
de 91,2 %. Portanto, o baixo percentual de uso da medicagado recomendada poderia
explicar a associagao do PGECA DD a pior sobrevida observada apenas por esses
autores. Curiosamente, o estudo de Andersson e Sylvén® nao demonstrou diferenca
nas variaveis ecocardiograficas avaliadas. Posteriormente, os mesmos autores
avaliaram 194 pacientes com IC e nao identificaram o gendétipo DD como marcador
independente de sobrevida®. Neste ultimo trabalho, apenas a combinagédo de duas
variantes genéticas PGECA + PG do Receptor da ATl se mostrou independentemente
associada a desfechos clinicos.

Assim, o carater poligénico descrito para outras caracteristicas fisicas como
altura'? ou perfil lipidico'® também parece provavel na fisiopatologia da IC e na atuacao
do SRAA. O estudo simultaneo de multiplos PG em uma mesma populagao identificou
que apenas combinacdes de gendtipos foram associadas a desfechos clinicos e/ou
ecocardiograficos*547.158-160_ E provavel que um painel de marcadores genéticos seja
mais eficiente em detectar individuos de maior gravidade do que PG isolados.

Na analise univariada do desfecho clinico combinado (6bito + internacéo por IC),
foram identificados fatores reconhecidamente associados ao prognéstico na IC?” como
uso e dose de furosemida, classe funcional NYHA, variaveis do ECO e a FC final. O
peso alelo D nao foi identificado como um desses fatores. No modelo multivariado,
apenas a classe funcional NYHA final, a FC final e o uso de furosemida estiveram
independentemente associados ao desfecho clinico combinado estudado.

Este trabalho foi desenhado para incluir o SHFM como uma maneira de avaliar
o prognostico de pacientes com IC. Assim, utilizou-se o conjunto das variaveis obtidas

com este modelo como desfecho substituto de gravidade.
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Através do SHFM, a estimativa média da expectativa de vida da populagao
estudada foi 14,4 anos, variando de forma nao significativa entre os PGECA
DD (13,8 anos), DI (14,7 anos) e Il (19,6 anos). Nao ha dados na literatura para
comparacgao desses valores com o de outras populagdes em que foram estudados os
PGECA. Apesar de nao ter sido significativa a diferenga entre os PGECA, a impressao
desses dados € que cada cépia do Alelo | se associa a aumento na expectativa de vida.

As mortalidades no primeiro e no quinto ano também nao diferiram
significativamente entre os gendtipos e foram respectivamente: 6,1 % e 22,6 % (DD),
57%e21,1% (Dl)e 2,0 % e 9,4 % (ll); assim como na expectativa de vida, 0 mesmo
padrao de “protecao” pode ser sugerido pela presenga do alelo |, representando
menores taxas mortalidade.

Apesar de o gendtipo Il ter sido apontado como de melhor evolugéo clinica em
outros estudos®631%° os achados da expectativa de vida mais alta e de mortalidade
mais baixa no presente estudo nao foram significativos, provavelmente pelo pequeno
numero de pacientes com esse gendtipo. Assim, a continuagao deste estudo com um
maior numero de pacientes torna-se necessario para esclarecer este dado.

Como nao ha descricao prévia de medidas relacionadas ao SHFM em publicagdes
relacionadas ao tema de genotipagem na IC, nao foi possivel a comparagado das
variaveis do SHFM com outros trabalhos. Essa informagao devera ser investigada
futuramente. No entanto, é possivel a comparacdo do perfil de gravidade desta
populagdo com outras populagdes que nao realizaram a genotipagem.

Levy et al.’* descreveram o SHFM pela primeira vez e aplicaram o modelo em
populagdes com IC de trés ensaios clinicos e dois registros: a mortalidade no primeiro
ano variou de 9,1 % a 26,6 %, numero bem maior do que o observado neste estudo
(5,7 %). Este numero foi variavel em outros estudos: 9,2 %%, 11 %* e 21,3 %'*", mas
sempre acima do observado na populagao estudada.

As comparagdes com outras populagdes demonstraram que a populagao aqui
estudada apresentou médias de estimativas de expectativa de vida maiores e de

mortalidade menores no primeiro ano que os demais.
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Ha, porém, uma limitagdo descrita na maioria desses trabalhos: aindisponibilidade
de todos os dados clinicos e laboratoriais para calculo do SHFM. Os valores para
acido urico e percentual de linfécitos foram os dados mais comumente ausentes
(em algumas séries, em até 84 %'97). Nesses casos, uma média da coorte ou uma
estimativa calculada para preencher esses valores eram utilizadas'®'. No presente
trabalho, todos os pacientes incluidos no estudo apresentaram informagao completa
e nenhum valor foi estimado, o que confere precisao as medidas de SHFM.

Todas as médias laboratoriais aqui observadas foram normais e ndo variaram de
maneira significativa entre os PGECA. Anemia foi observada em 19,8 %, insuficiéncia
renal crénica em 23,4 % e hiponatremia em 4,5 %. Embora a prevaléncia dessas
comorbidades tenha sido relativamente alta, as médias para hemoglobina e creatinina
foram mais proximas do normal do que as observadas em 122 pacientes de uma Clinica
de IC no Hospital Universitario da Duke University nos Estados Unidos: hemoglobina
14,2 mg/dl (HUPE) x 12,8 mg/dl (Duke); e creatinina 1,03 mg/dl (HUPE) x 1,2 mg/dI
(Duke)™’. A média da estimativa da expectativa de vida pelo SHFM foi 13,0 anos no
trabalho de Allen et al.’* e 14,4 anos neste atual.

Todas estas informagdes sugerem que a populacao estudada tenha um perfil
clinico menos grave do que a de outros estudos.

A utilizacdo de outras variaveis clinicas, como a classe funcional NYHA e a
FEVE de entrada no estudo para a comparacgao do perfil de gravidade, confirmou a
impressao de menor gravidade da populacédo aqui estudada.

A proporcao de pacientes com classes funcionais NYHA mais avangadas
(1 + 1V) variou entre 39,8 %* e 43,1 %*’, sempre acima dos 30,6 % observados no
presente trabalho.

A média da FEVE do inicio deste estudo foi a segunda mais alta (34,0 %) em
comparagao com outros estudos: 23,3 %', 26 %%, 27,3 %* e 35,8 %°°. Uma das
possiveis razdes para essa diferenca foi o ponto de corte da FEVE no critério de
inclusao: utilizou-se o valor <50 % neste ensaio, enquanto que na maioria dos outros

trabalhos, esse corte foi <40 %*"%.13* ou <45 %*:5°77. No presente estudo, a média de
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FEVE apenas para os 82 pacientes com FEVE <40 % foi 28,7 %, mais préxima dos
outros ensaios. Como a populagado estudada incluia apenas 58,5 % dos pacientes
com FEVE <35 %, houve um aumento na FEVE média de toda coorte.

O tratamento da populagao estudada estava extremamente otimizado com taxas
de utilizagdo de farmacos preconizados pelas diretrizes maiores que a maioria dos
outros trabalhos e pode ter contribuido para o menor perfil de gravidade, aliado aos
dados clinicos, laboratoriais e ecocardiograficos.

O presente estudo apresenta algumas limitagdes: primeiro, o numero
relativamente pequeno de individuos estudados e de desfechos clinicos relevantes
observados, em especial o numero reduzido de individuos com o genatipo I, impediram
uma analise mais conclusiva dos dados. Além disso, a coleta de dados em prontuarios
representa, por definigdo, uma limitagdo. Entretanto, destaca-se que esta limitagao
foi provavelmente atenuada pela alta qualificacdo do servigo oferecido em Clinica
de IC bem estruturada, com protocolos de atendimento definidos, treinamento dos
profissionais e auditorias regulares. Por ultimo, por se tratar de um estudo também
retrospectivo pode ter havido um viés de selecdo com inclusdo em menor numero
de pacientes mais graves. No entanto, o gendtipo Il que teoricamente seria mais
prevalente em pacientes menos graves foi 0 de menor prevaléncia, o que se contrapde
ao viés de seleg¢ao apontado.

As observacgdes dos desfechos clinicos e ecocardiograficos aqui apresentadas e
suas possiveis relagdes com os PGECA estao alinhadas, de uma forma geral, com os
achados de estudos com genétipos da ECA no cenario da 1C?':566284 Trabalhos com
numero limitado de individuos se traduzem em resultados n&o definitivos. Assim, como
no estudo atual, os resultados sdo apenas sugestivos da relagaéo entre os genotipos
da ECA com os desfechos clinicos e taxa de sobrevida, que sao o principal ponto de
interesse.

O estudo dos polimorfismos genéticos nainsuficiéncia cardiaca apesar de iniciado
ha cerca de 20 anos, ainda esta em fase inicial. A falta de um grande ensaio clinico

com grande volume de pacientes impossibilita qualquer conclusdo definitiva sobre
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o assunto. Contudo, as diferencas de caracteristicas de cada populagdo estudada
e o0 impacto dessa heterogeneidade sobre a atuacdo dessas variantes genéticas na
fisiopatologia da sindrome dificultam ainda mais esse avancgo e tornam necessarios
estudos locais para identificar a repercussao genética sobre cada coorte.

Os resultados aqui apresentados contribuiram para o estudo da genéticana IC de
diversas maneiras. Primeiro, por analisar a influéncia do PGECA sobre uma populagao
do estado do Rio de Janeiro com uma composigao étnica peculiar e portadores de IC
de etiologia ndo isquémica. Segundo, por apresentar a relagdao entre os PGECA e
as estimativas advindas do Seattle Heart Failure Model como um possivel marcador
substituto de gravidade clinica, o que devera ser confirmado em estudos posteriores.
E por ultimo, por acrescentar a analise genética dos PGECA de mais de uma centena
de pacientes a literatura cientifica sobre o tema.

A aplicacdo da genética no contexto da insuficiéncia cardiaca torna-se
potencialmente uma interessante e atrativa ferramenta para estratificacdo de
risco e gravidade, assim como um marcador de resposta terapéutica. A complexa
arquitetura genética, representada pelas ja conhecidas herangas poligénicas de
outras caracteristicas, ilustra a dificuldade do estudo sobre o tema. Entretanto, o
estudo dessa area podera ter grande impacto futuro na pratica médica, em especial
na cardiologia. Assim, as dificuldades até aqui observadas ndao devem ser encaradas
como resultados negativos, mas como incentivo para a realizagdo de mais estudos

que preencham lacunas e desenvolvam o conhecimento nesta importante area.
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CONCLUSOES

Em conclusao, em uma coorte de 111 individuos portadores de IC de origem nao

isquémica, acompanhados por 5,4 anos:

* A frequéncia alélica e das variantes do PGECA foi diferente da maioria dos
estudos internacionais e também nacionais no contexto da IC, com destaque
para a pequena parcela de individuos com a variante Il.

» Os parametros ecocardiograficos apresentaram diferengas significativas entre
as variantes do PGECA. O gendtipo DD se relacionou a uma pior evolugao
ecocardiografica ao longo de 5,4 anos de acompanhamento.

* Asestimativas para expectativa de vida, mortalidade em um ano e mortalidade em
cinco anos, calculadas através do SHFM, nao foram estatisticamente diferentes
entre as variantes do PGECA.

* O numero de desfechos clinicos observados foi pequeno e ndo houve diferenga
significativa na ocorréncia desses desfechos pelas variantes do PGECA.

* Nao houve diferengas significativas em relacdo as variaveis do exame fisico
(PA e FC) e de classe funcional entre as variantes do PGECA.

+ A analise de eventos se mostrou muito mais inconclusiva em estabelecer uma
associacao do que definitiva em apontar a auséncia de relagao. Estudos mais

amplos e regionais serao fundamentais para o avanco do conhecimento.
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ANEXO A - Formulério do Sistema Nacional de Informacdes sobre Etica em Pesquisa




ANEXO B - Aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa

120

UERJ o HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO

/
& 3‘% UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO H' .
i ® COMITE DE ETICA EM PESOUISA | ;

Rio de Janeiro, 16 de dezembro de 2009

Do: Comité de Etica em Pesquisa

Prof. Wille Oigman

Para: Aut. Felipe Neves de Albuquerque
Orient. Prof2. Andréa de Aratijo Branddo

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitério Pedro Ernesto, apds avaliacio,
considerou o projeto (2541-CEP/HUPE — CAAE: 0176.0.228.000-09) "AVALIACAQ DO IMPACTO
DE POLIMORFISMOS GENETICOS SOBRE A MORBIDADE E MORTALIDADE CARDIOVASCULARES
EM PACIENTES COM INSUFICIENCIA CARDIACA DE ETIOLOGIA NAO-ISQUEMICA", aprovado,
encontrando-se este dentro dos padrfes éticos da pesquisa em seres humanos, conforme
Resolugdo n.2196 sobre pesquisa envolvendo seres humanos de 10 de outubro de 1996, do
Conselho Naciona! de Saude, bem como o termo de consentimento livre e esclarecido.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido no
decarrer da pesquisa.

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

)

Prof. Willd)

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




121

ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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1) FUNDAMENTO E OBJETIVO DESTE ESTUDO

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

2) VOLUNTARIEDADE

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

3) RISCOS E DESCONFORTOS

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

4) BENEFICIOS DA PESQUISA

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

5) CONFIDENCIALIDADE

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

6) CUSTOS

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

dele participam receberdo qualquer compensacio financeira.
7) DIREITOS PELA PARTICIPACAO NESTE ESTUDO

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

direito, independente de sua participagio neste grupo.
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8) AS INFORMACOES COLETADAS NO ESTUDO SERAO CONFIDENCIAIS?

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

publicados na literatura médica, sua identidade ndo sera revelada.

9) CONTATO

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

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

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

O QUE ACONTECERA COM VOCE SE DECIDIR PARTICIPAR?

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

guardado e utilizado no periodo de dois anos, periodo este da pesquisa.
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DOCUMENTO DE CONSENTIMENTO
PROJETO DE PESQUISA:

Avaliacdio da importincia do polimorfismo genético no prognostico e resposta terapéutica

em pacientes com insuficiéncia cardiaca.

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

Instituigdo: Hospital Universitario Pedro Ernesto - Faculdade de Ciéncias Médicas — UER]

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

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

Nome do paciente por exienso

Assinatura do paciente data
Assinatura do investigador data
Nome da testemunha* por extenso
Assinatura da testemunha* data

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

impressdo datiloscépica.






