Rev SOCERJ. 2009;22(1):36-42
janeiro/fevereiro

36

Tardin et al.

GenetlC

Artigo Original

Artigo
Original

Estudo de Polimorfismos Genéticos na Insuficiéncia Cardiaca (Genetl(C):

delineamento do estudo e metodologia

Study of Genetic Polymorphisms in Heart Failure (Genetl(): outline of the study and methodology

Oziel Marcio Araujo Tardin', Monica Velozo', Sabrina Bernardez', Henrique Balieiro', Bianca de Cdssia Cavalieri?,
Sergio Schermont!, Thiago Alves!, Sabrina Lindemberg', Sérgio Salles Xavier®, Leandro Pessoa!,
Antonio Claudio Lucas da Ndbrega', Georgina Severo Ribeiro!, Evandro Tinoco Mesquita!

Resumo

Fundamentos: Vdrios estudos mostram grande
variabilidade individual na evolugdo e na resposta
terapéutica dos pacientes com IC. Parte dessa
variabilidade individual se deve a fatores genéticos.
Polimorfismos genéticos (PG) sdo modifica¢des genéticas
nao-letais presentes em >1% da populagdo e que podem
estar relacionadas ao prognostico e a resposta terapéutica
na IC. Muitos estudos associam os PG do sistema
adrenérgico, do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(SRAA) e da enzima 6xido nitrico-sintase (NOS) a
diferentes desfechos clinicos na IC. No entanto, sédo
estudos em sua maioria pequenos e com resultados
controversos. Além disso, a distribuigdo desses
polimorfismos ndo é conhecida na populagéo
brasileira.

Objetivo: Avaliar a associagdo dos PG dos sistemas
betaadrenérgico, SRAA e da NOS com a evolugdo clinica
e resposta terapéutica dos pacientes com IC cronica
estavel.

Métodos: 800 pacientes (sendo 200 chagdsicos)
portadores de IC crénica estdvel com FEVE <50% serdo
acompanhados por 12 meses e caracterizados quanto a
nove PG, utilizando as técnicas de polymerase chain
reaction (PCR) e restrict fragment lenght polymorphisms
(RFLP) que serdo relacionados a desfechos como
remodelamento cardiaco, capacidade funcional,
internacdo hospitalar por IC, morte cardiovascular e
total. Também serdo avaliados os PG em 200 voluntdrios
sauddveis (grupo-controle).

Conclusao: O estudo GenetIC avaliara a associagao de
nove PG com o prognéstico e a resposta terapéutica em
pacientes com IC cronica estdvel de etiologia chagdsica
e ndo-chagdsica, num seguimento de 12 meses.

Abstract

Background: Several studies demonstrate wide
individual variability in the development and responses
to treatment among patients with heart failure (HF). Part
of this individual variability is due to genetic factors.
Genetic polymorphisms (GP) are non-lethal genetic
modifications found in >1% of the population that may
be related both to prognoses and responses to treatment
for HE. Many studies associate GP in adrenergic system,
renin-angiotensin-aldosterone (SRAA) and in nitric oxide
synthase enzyme (NOS) with various clinical outcomes
in HF. However, most were small-scale studies that
produced controversial findings. Moreover, the
distribution of these polymorphisms among the Brazilian
population is not well known.

Objective: To evaluate the association of GP in the
B-adrenergic system, SRAA and in NOS, through the
clinical development and response to treatment of chronic
stable HF patients.

Methods: Among 800 chronic stable HF patients (200 with
Chagas disease) with left ventricle ejection fraction (LVEF),
<50% will be followed up for one year and the nine GP
will be analyzed through polymerase chain reaction (PCR)
and restricted fragment length polymorphism (RFLP)
techniques that will be related to outcomes such as cardiac
remodeling, functional capacity, hospitalization for HF,
cardiovascular and total death. Additionally, the GP will
be assessed in 200 healthy volunteers (control group).
Conclusion: The GenetIC study will evaluate the
association of the nine GP with the clinical development
and responses to treatment among chronic stable HF
patients with and without Chagas disease, in a follow-up
lasting twelve months, in addition to assessing the GP in
200 healthy volunteers (control group).
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Introdugao

Uma caracteristica importante na biologia

é a sua diversidade, a sua variagdo.

Por isso a medicina personalizada é tdo importante.
Kessler

Alinsuficiéncia cardiaca (IC) representa o estdgio final
de um processo continuo comum a vdrias doencas
cardiovasculares, tais como cardiopatia isquémica,
hipertensdo arterial, valvulopatias, doenga de Chagas
e miocardiopatias'.

AIC é uma das principais causas de morte e internagdes
em todo mundo, principalmente em individuos acima
de 60 anos, sendo hoje considerada uma epidemia
mundial e importante problema de satide ptiblica, com
elevado custo social e econdmico.

Segundo dados obtidos do Sistema Unico de Satide
(SUS) do Ministério da Satide (MS), ocorreram cerca
de 398 mil internag¢des hospitalares e 26 mil 6bitos por
IC s6 no ano de 2000%

Atualmente, a abordagem terapéutica para IC consiste
em um pacote de medidas baseadas nos grandes
ensaios clinicos randomizados (ECR)*?. No entanto,
os beneficios encontrados nos grandes ECR ndo se
distribuiram uniformemente. Pelo contrdrio, estima-se
que apenas cerca de 35% dos pacientes estudados
obtiveram impacto na sobrevida, sugerindo diferencas
individuais na resposta terapéutica®. Essas diferencas na
resposta terapéutica se devem a vdrios fatores ligados a
doenga, comorbidades, interagdes medicamentosas,
hébitos alimentares e a fatores genéticos.

Quadro 1
Polimorfismos genéticos vs resposta terapéutica na IC

Dessa forma, a generalizagdo ou a padronizac¢do do
tratamento da IC embasada nos resultados dos
grandes ensaios clinicos pode deixar uma parcela
significativa da populagdo sem reais beneficios e
expostas aos efeitos adversos das medicagdes'.

A existéncia de polimorfismos genéticos (PG), que sdo
mutagdes genéticas ndo-letais, presentes em =1%da
populacdo, pode ajudar a explicar as diferengas na
evolucgdo clinica e na resposta terapéutica entre
pacientes com a mesma enfermidade e que utilizam
as mesmas medicagoes.

Vérios estudos associam os PG a diversos desfechos como
remodelamento cardiaco, resposta ao tratamento e
progndstico na IC! (Quadro 1). No entanto, tais estudos
sdo, em sua maioria, pequenos, observacionais e
retrospectivos.

Dentre os PG mais estudados, encontra-se o polimorfismo
Insercdo/Delecdo (I/D) do gene da enzima de conversao
da angiotensina (ECA), que pode estar associado a
diferencgas na evolugdo clinica e resposta aos inibidores
da ECA'™*". Recentemente, foi publicado um estudo
associando o alelo D a um aumento significativamente
maior da fracdo de ejecdo de ventriculo esquerdo (FEVE)
comparado com o alelo I, em pacientes utilizando IECA
durante um seguimento de 38,9 meses'®.

Vdrios estudos associam os PG do receptor 1-adrenérgico
(Arg389Gly ou Ser49Gly) e do receptor B2-adrenérgico
(27Glu) com diferengas nos pardmetros ecocardiogréficos,
resposta aos 3-bloqueadores e prognéstico da IC, sendo
os alelos Gly389 e Ser49 associados a pior evolugao clinica
e ecocardiogréfica, pior resposta aos B-bloqueadores e
maior mortalidade™?.

Genes Polimorfismos Impacto na terapéutica da IC
ADBRI1 Arg389Gly Arg389Arg maior tolerancia a BB;
> aumento FEVE%; melhora sobrevida com bucindolol (BEST)"2
Ser49Gly Ser49Ser < tolerancia ao aumento dose B"*
ADBR2 GIn27Glu Glu27Glu > aumento FEVE% com carvedilol'*?
ECA Inserc¢do/Delegdo Alelo D >aumento FEVE% com IECA*1
NOS3 G894T (Glu298Asp) (G894 <internacgdo e <mortalidade com nitrato-hidralasina?
Angiotensina II Al1166C Alelo C >resposta a IECA®
CYP2C9 T3023A Alelo T exige menor dose de warfarin®%
Aldosterona sintase C344T (C344 >aumento FEVE% em afro-americanos com IC*

ECA=enzima conversora de angiotensina; NOS3=enzima 6xido nitrico sintetase-endotelial; CYP2C9=isoforma do citocromo P450 responsével

pela metabolizacdo do warfarin; ADBR, =receptor adrenérgico ,; ADBR,=receptor adrenérgico j3,
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Um outro estudo mostrou associagdo do alelo Gly389
com melhor sobrevida em pacientes com IC,
porém o alelo Arg389 apresentou melhor resposta
ao B-bloqueador?.

Também foram publicados estudos sugerindo que o
polimorfismo C-344T da enzima aldosterona-sintase
possa interferir no grau de remodelamento cardfaco
e no risco de ocorréncia de fibrilagao atrial®.

Em 2004 foi publicado o A-HEFT?, que mostrou
grande reducdo na mortalidade e taxa de internacéo
com a associagdo de nitrato-hidralazina, que atua sobre
o metabolismo do 6xido nitrico, em adicdo a
terapéutica-padrao, inclusive inibidores da enzima de
conversdo de angiotensina (IECA), nos pacientes
autodeclarados afro-americanos e com IC em classe
funcional III e IV da New York Heart Association
(NYHA).

O estudo GRAHF (Genetic Risk Assessment of Heart
Failure)* avaliou o perfil genotipico dos pacientes do
A-HEFT e demonstrou a existéncia de um polimorfismo
no gene G894T(Glu298Asp) da enzima sintetase do
6xido nitrico endotelial (NOS3), verificando-se um
predominio doalelo Gentre os pacientes autodeclarados
afro-americanos, caracterizando o que foi chamado de
polimorfismo étnico.

Os PG do CYP2C9 e VKORC1 foram relacionados a
predisposi¢do de complicagdes hemorragicas em
pacientes em uso de anticoagulante oral”*. A partir
desses achados, o Food and Drug Administration (FDA)
aprovou um teste genético para a detecgdo desses PG
com o intuito de guiar a estratégia de
anticoagulacdo.

Ha alguns estudos que sugerem a associagdo de
determinados PG a uma maior susceptibilidade ao
desenvolvimento de cardiopatia chagdsica ap6s a
contaminacdo por Trypanossoma cruzi*. No entanto,
ndo existem estudos avaliando o impacto dos PG sobre
a evolugdo e a resposta terapéutica na cardiopatia
chagésica, etiologia ainda prevalente em vdrios
estados do Brasil.

Quadro 2

Os avangos no conhecimento da genética molecular,
a redugdo dos custos e a simplificagdo dos métodos
de tipagem genotipica irdo permitir a incorporagao
dos PG como novos biomarcadores, auxiliando no
diagndstico e no tratamento dos pacientes portadores
de doengas cardiovasculares, permitindo a pratica da
medicina personalizada, com o intuito de maximizar
0s beneficios e minimizar os riscos individuais™®.

Objetivo

O objetivo primadrio do estudo GenetIC é determinar
a associagdo entre os diferentes polimorfismos
genéticos relacionados ao sistema adrenérgico, sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e do
metabolismo do éxido nitrico com a evolugéo clinica
alongo prazo dos pacientes portadores de insuficiéncia
cardfaca crdnica estdvel.

Metodologia

O estudo GenetIC é um estudo observacional, tipo
coorte, prospectivo, envolvendo 800 pacientes
portadores de IC cronica estdvel, com fracdo de ejecdo
do ventriculo esquerdo (FEVE) ao ecocardiograma
menor que 50% pelo método de Simpson e com
critérios de Boston maior que 8 pontos.

Os pacientes serdo estratificados em dois grupos: o
Grupo 1 (G1) serd composto de 600 pacientes com IC
de fracdo de ejecdo reduzida (ICFER), atendidos em
trés centros: ambulatdrio de Insuficiéncia Cardiaca do
Hospital Universitdrio Antonio Pedro (UFF),
ambulatério de IC da Faculdade de Medicina de
Valenca (R]) e do Instituto Estadual de Cardiologia
Aloysio de Castro (IECAC). O Grupo 2 (G2) serd
constituido de 200 pacientes com IC de etiologia
chagdsica, atendidos no ambulatério de cardiopatia
chagésica da Fundacdo Instituto Oswaldo Cruz
(Fiocruz).

Os pacientes admitidos no estudo (Quadro 2) serdo
seguidos por pelo menos 12 meses e avaliados quanto

Critérios de inclusio e de exclusdo que serdo adotados no estudo

Critérios de inclusao

Critérios de exclusio

Idade >18 anos
Portadores de IC em CFII-IV (NYHA)

Critérios de Boston =8 pontos

Idade <18 anos ou

Portadores de desfibrilador implantadvel ou

Portadores de ressincronizador cardfaco ou

Pacientes eleitos para intervengao cardiaca cirtrgica / Angioplastia
no préximo ano ou

IAM recente (<3 meses)

CF-NYHA=classe funcional - New York Heart Association; IC=insuficiéncia cardiaca; IAM=infarto agudo do miocédrdio
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aos seguintes desfechos: morte total, morte
cardiovascular e internagdo hospitalar por IC. Serdo
também avaliados o remodelamento ventricular e
atrial esquerdo e a capacidade funcional através da
avaliacdo clinica (NYHA) e do teste de caminhada de
6 minutos.

O remodelamento cardfaco serd avaliado através
da andlise do volume diastélico indexado e do
indice do volume atrial esquerdo. Todos os
ecoDopplercardiogramas (ECO) serdo gravados e
avaliados por dois examinadores independentes, do
Servigo de Ecocardiografia do Hospital Universitdrio
Antdnio Pedro (UFF).

Durante o seguimento, todos os pacientes serdo
atendidos por uma equipe multidisciplinar, composta
de médicos cardiologistas, enfermeiros, fisioterapeutas
e nutricionistas (Quadro 3) e receberdo orientagdo
quanto as medidas ndo farmacolégicas como dieta,
atividade fisica e cessagdo do tabagismo. O tratamento
medicamentoso seguird os critérios da II Diretriz de
Tratamento da IC da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC): todos os pacientes sem contra-
indicagdo receberdo IECA (captopril) e B-bloqueador
(carvedilol). Os pacientes em CFIII-IV (NYA) receberdo
aldactone e os que permanecerem em classe funcional
IIT e IV (NYHA) receberdo também a combinagdo
nitrato e hidralazina. Diuréticos serdo utilizados se
houver sinais de congestdo pulmonar ou sistémica.
Digital (digoxina) serd acrescentado se o paciente
permanecer em CF III-IV apesar das medidas acima.
Seré buscada a dose-alvo das medicagoes.

Na admisséo, serd coletada amostra de sangue para a
extragcdo de DNA leucocitdrio, amplificagdo pela
técnica de polymerase chain reaction (PCR) e avaliagdo

genética pela técnica de restrict fragment lenght
polymorphisms (RFLP) de nove PG.

Haverd uma ficha-padrao de inclusdo e avaliagdo de
retorno de seis e doze meses, constando os critérios
clinicos e funcionais, medicac¢des em uso e resultados
dos exames complementares. Os médicos serdo os
responsaveis pelo preenchimento das fichas, recebendo
treinamento para a padronizagdo nas respostas.

Os PG (Quadro 4) serdo relacionados aos desfechos ja
descritos, aos seis meses e aos 12 meses.

Quadro 4

Polimorfismos genéticos que serdo estudados

Gene Polimorfismo

Receptores Beta 1-adrenérgicos Arg389Gly
Ser49Gly

Receptores Beta 2-adrenérgicos GIn27Glu
Argl6Gly

ECA Inser¢do/Delecao

NOS3 G894T(Glu298Asp)

Angiotensina II Al166C

Angiotensinogénio M235T

Aldosterona sintase C344T

ECA=enzima conversora de angiotensina; NOS3=enzima éxido
nitrico sintetase-endotelial

Grupo-controle

Serdo avaliados 200 individuos assintomaéticos, sem
evidéncia de doenga cardfaca estrutural, pareados para
idade e sexo, que serdo convidados para constituirem
o grupo-controle e realizardo avaliagdo clinica,
hemograma, glicose, uréia, creatinina, ECG, ECO e
andlise do DNA.

Desfechos (6/12meses) Andlise estatistica

Quadro 3

Seguimento do Estudo GenetIC

Admissao/ Inclusio Aos 6 /12 meses
Termo de Consentimento Ficha de seguimento
Ficha de inclusao Hemograma
Andlise genética Bioquimica
Hemograma RX de térax
Bioquimica Eletrocardiograma
Eletrocardiograma Ecocardiograma
RX de térax CF-NYHA
Ecocardiograma Reavaliagdo
CE-NYHA multidisciplinar
Avaliagdo multidisciplinar ~ TC6M

TCoM

Morte total Desfecho
Morte cardiovascular Vs
Internagdo por IC Genotipo

Remodelamento cardiaco
(volume VE e AE)

CF (NYHA)

TC6M

CF-NYHA=classe funcional - New York Heart Association; TC6M=teste de caminhada de 6 minutos; IC=insuficiéncia cardiaca; VE=ventriculo

esquerdo; AE=dtrio esquerdo
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Essa amostra do grupo-controle serd utilizada para
um subestudo que avaliard a prevaléncia dos PG na
populacdo.

Serdo excluidos do grupo-controle individuos com
sintomas cardiovasculares ou portadores de
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus
(DM), insuficiéncia renal cronica (IRC), individuos
com doenga estrutural cardfaca ao ecocardiograma e
aqueles que ndo completarem o protocolo de selegdo.

Anélise Estatistica

Os resultados serdo apresentados como valores médios
e desvios-padrdo. Caracteristicas de base serdo
compiladas ndo parametricamente baseadas de acordo
com os polimorfismos, usando-se o teste Jonckheere-
Tersptra. A avaliacdo dos desfechos serd realizada
através da curva de sobrevida de Kaplan-Meier. O
teste de long-rank serd utilizado para a compilacdo
das curvas de sobrevida.

Consideragoes Eticas

O protocolo do Estudo GenetIC foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal Fluminense.

Os pacientes antes de participarem do estudo,
assinardo o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme a Resolugdo 196/1996 do
Conselho Nacional de Satide.

Este trabalho é resultado da colaboragdo entre o
Laboratério de Genética Molecular do Servigo de
Patologia da UFF e os Laboratérios de Genética
Molecular do Instituto de Biofisica da UFR] e o
ambulatério de Insuficiéncia Cardfaca do Hospital
Universitdrio Antdonio Pedro (HUAP).

Também participam do estudo o Ambulatério de IC
da Faculdade de Medicina de Valenga, o Setor de IC
do Instituto Estadual de Cardiologia Aloysio de Castro
(IECAC) e o Ambulatério de Cardiomiopatia
Chagésica da Fiocruz.

Discussao

O pacote de medidas terapéuticas utilizado no
tratamento da IC ndo garante uma resposta uniforme
para todos os pacientes, havendo grande variagdo
individual.

A identificagdo de pacientes portadores de IC
respondedores e ndo-respondedores a determinadas

intervengdes terapéuticas pode proporcionar um
aumento na qualidade do cuidado ao paciente e uma
melhor alocagdo de recursos.

Biomarcadores sao medidas bioldgicas utilizadas para
a defini¢do causal ou estratificacdo de risco de
determinada doenga. Com o desenvolvimento da
biologia molecular, os biomarcadores genéticos tém
surgido como mais uma ferramenta na previsdo do
comportamento individual do paciente frente as
opgOes terapéuticas.

A resposta as drogas utilizadas na IC depende de
multiplos fatores ndo genéticos como idade, sexo,
adesdo ao tratamento, interacdes medicamentosas,
hébitos alimentares, fungdo renal e hepética e também
de fatores ligados aos genes e a interagdo destes com
o ambiente.

O emprego de estudos coorte, como o GenetIC visa a
validagdo do emprego dos PG como biomarcadores
genéticos que auxiliem na previsdo da resposta
terapéutica individual e também como critério
prognéstico na IC.

A prevaléncia dos PG nos Estados Unidos da América
e Europa apresenta uma distribuicdo bem distinta
quanto a etnia autodeclarada. No Brasil, pelo fato de
ser um pafs com elevada taxa de miscigenacao, a
distingdo de ragas por cor da pele autodeclarada nédo
deve ser aplicada.

Os poucos estudos no Brasil que relacionam os PG ao
prognéstico na IC envolvem ntmero limitado de
pacientes. Além disso, ndo é conhecida a distribui¢do
alélica dos principais PG na populagdo brasileira.

Assim, o conhecimento da freqiiéncia alélica desses
PG na populagdo brasileira, a sua distribui¢do quanto
araca autodeclarada e o seu impacto na IC é uma etapa
bdsica na construgdo do paradigma da medicina
personalizada, a partir do conhecimento do perfil
molecular exclusivo do paciente, aumentando os
beneficios e reduzindo os riscos individuais do
tratamento da IC.

Ressalte-se o pioneirismo do GenetIC na avaliag¢do dos
PG e seu impacto na evolugdo e resposta terapéutica
da cardiopatia chagésica, doenga endémica em alguns
estados do Brasil.

Conclusao

O estudo GenetIC avaliard a associacdo de noves
polimorfismos genéticos relacionados ao sistema
adrenérgico, sistema renina-angiotensina-aldosterona
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(SRAA) e do metabolismo do 6xido nitrico (NOS) e a
evolucgdo clinica dos pacientes portadores de
insuficiéncia cardfaca cronica estdvel de etiologia
chagésica e ndo-chagdsica no seguimento de 12
meses.

Potencial Conflito de Interesses
Declaro ndo haver conflitos de interesses pertinentes.

Fontes de Financiamento

O estudo GenetlIC é financiado por recursos do Departamento
de Ciéncia e Tecnologia (DECIT) do Ministério da Satde
(MS) e da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do
Rio de Janeiro (FAPER]), com o objetivo de avaliar o emprego
da genética molecular no tratamento de pacientes do SUS.

Vincula¢ao Académica

Este artigo representa o delineamento do estudo e a
metodologia da dissertagdo de mestrado de Oziel Marcio
Araujo Tardin, a ser apresentada ao Curso de pés-graduacio
em Ciéncias Cardiovasculares da Universidade Federal
Fluminense.
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