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Polimorfismo Genético, Terapia Farmacologica e Funcao Cardiaca
Sequiencial em Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca

Genetic Polymorphism, Medical Therapy and Sequential Cardiac Function in Patients with Heart Failure
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Resumo
Fundamento: Variantes funcionais do gene da enzima conversora da angiotensina (ECA) podem estar associados com a
resposta a terapia em portadores de insuficiéncia cardiaca (1C).

Objetivo: Testar a hipotese de diferencas na avaliacao ecocardiografica seqiiencial da fracao de ejecao do ventriculo
esquerdo de pacientes com IC em tratamento farmacolégico, inclusive com inibidores da ECA, em relacao ao
polimorfismo de insercao () e delecao (D) do gene da ECA.

Métodos: Estudamos 168 pacientes (média de idade 43,3+10,1 anos), 128 (76,2%) dos quais homens, com IC e
ecocardiogramas segqiienciais. O polimorfismo I/D foi determinado por reacio em cadeia da polimerase. A fracao
de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE) foi analisada comparativamente aos genétipos. Mais de 90% dos pacientes
estavam tomando inibidores da ECA.

Resultados: Houve um aumento significantemente maior na FEVE média em pacientes com o alelo D, em comparacao
com pacientes com genétipo Il (p = 0,01) apés um seguimento médio de 38,9 meses. O alelo D foi associado com
aumento de 8,8% na FEVE média no mesmo periodo. Além disso, observou-se uma tendéncia para um efeito do “niimero
de copias” do alelo D sobre o aumento da FEVE média com o tempo: uma diferenca de 3,5% na variacao da FEVE entre
os pacientes com genétipos Il e ID (p = 0,03) e de 5% entre os pacientes com genétipos Il e DD (p = 0,02).

Conclusao: O polimorfismo de delecio do gene da ECA pode estar associado com a resposta ao tratamento
farmacolégico com inibidores da ECA em portadores de IC. Outros estudos controlados poderao contribuir para uma
melhor compreensao das influéncias genéticas sobre a resposta a terapia. (Arq Bras Cardiol 2008; 90(4): 274-279)
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Summary
Background: Functional variants of angiotensin-converting enzyme (ACE) gene may be associated with response to therapy in patients with
heart failure (HF).

Objective: To test the hypothesis of differences in sequential echocardiographic evaluations of left ventricular ejection fraction in patients with
HF on medical therapy, including ACE inhibitors in relation to insertion (I) / deletion (D) polymorphism of the ACE gene.

Methods: We studied 168 patients (mean age 43.3%10.1 years), 128 (76.2%) men, with HF and sequential echocardiograms. The I/D
polymorphism was determined by polymerase chain reaction. Left ventricular ejection fraction (LVEF) was analyzed comparatively to genotypes.
More than 90% of patients were on ACE inhibitors.

Results: There was a significantly greater increase in mean LVEF in patients with the D allele compared to patients with the Il genotype (p=0.01)
after a mean follow-up of 38.9 months. The D allele was associated with an increase of 8.8% in mean LVEF over the same period. Furthermore,
there was a tendency toward a D allele “copy number” effect on the increase of mean LVEF over time: a 3.5% difference in LVEF variation
between patients with the Il and the ID genotypes (p = 0.03) and a 5% difference between patients with the Il and DD genotypes (p=0.02).

Conclusion: ACE gene deletion polymorphism may be operative in response to medical treatment that included ACE inhibitors in patients with
HF. Further controlled studies may contribute to better understanding of genetic influences on response to therapy. (Arq Bras Cardiol 2008;
90(4): 252-256)
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Introducao

O polimorfismo de insergao (1) e delegao (D) do gene da
enzima conversora da angiotensina (ECA) pode estar associado
com a resposta do paciente ao tratamento farmacolégico. A
regressao da hipertrofia ventricular esquerda em pacientes
com hipertensao arterial tratados com enalapril foi maior
em individuos homozigotos para o alelo D'. Portadores de
insuficiéncia cardiaca e disfungao sistélica com o alelo D que
nao foram tratados com betabloqueadores apresentaram pior
sobrevida livre de transplante?. Os beneficios do tratamento
com doses elevadas de inibidores da enzima conversora
da angiotensina associados com betabloqueadores foram
maiores em pacientes DD3. Além disso, apenas portadores de
insuficiéncia cardiaca com genétipos ID e Il demonstraram
melhora na fungao sistélica ventricular esquerda apés
tratamento com espironolactona®. Portanto, observagdes
diferentes em pacientes com insuficiéncia cardifaca indicam
que o polimorfismo de insergao/delecao do gene da enzima
conversora da angiotensina desempenha um papel significativo
na resposta ao tratamento.

Esses achados podem estar associados ao fato de
a variabilidade da atividade da enzima conversora da
angiotensina ser parcialmente modulada pelas variantes
funcionais determinadas por esse polimorfismo bialélico
localizado no intron 16 do gene da ECA. A diferenca dos
dois alelos reside na presenca ou auséncia de uma seqtiéncia
de 287 pares de base e determina o alelo | (inser¢ao) ou D
(delegao). O alelo D foi associado com niveis plasmaticos
mais elevados e maior atividade da enzima conversora da
angiotensina®®, e também com progndsticos adversos em
portadores de insuficiéncia cardiada®*”®. Por esse motivo,
aventamos a hipétese de que pudesse haver diferengas na
avaliacao ecocardiogréfica sequiencial da fragao de ejecao
do ventriculo esquerdo no seguimento de pacientes com
insuficiéncia cardfaca em tratamento farmacolégico, inclusive
com inibidores da enzima conversora da angiotensina, em
relagdo as variantes funcionais do gene da ECA.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a variagao na
fracao de ejegao do ventriculo esquerdo, estimada por
exames ecocardiogréficos sequienciais, de portadores de
insuficiéncia cardiaca em tratamento farmacolégico, inclusive
com inibidores da enzima conversora da angiotensina,
encaminhados pelo ambulatério geral de um hospital
universitdrio de referéncia em cardiologia, em relacdo as
variantes funcionais do gene da ECA.

Métodos
Delineamento do estudo

Entre 1995 e 2001, pacientes de uma coorte inicial em
andamento de portadores de insuficiéncia cardiaca foram
genotipados quanto as variantes funcionais do gene da enzima
conversora da angiotensina e submetidos a uma avaliagao
ecocardiografica seqiiencial.

Pacientes

Cento e sessenta e oito pacientes foram estudados no
Ambulatério Geral do Instituto do Coragao da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo. Os pacientes tinham

entre 19 e 64 anos (média 43,3; desvio-padrao 10,1), sendo
que 128 (76,2%) eram homens e 40 (23,8%) eram mulheres.
O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi estabelecido
de acordo com critérios publicados anteriormente®. A
classificagao da etiologia da insuficiéncia cardiaca seguiu
recomendagbes prévias'®'.

Critérios de inclusao

Pacientes com insuficiéncia cardfaca sintomatica de
diferentes etiologias e fragao de ejecao ventricular esquerda <
45% no ecocardiograma Doppler transtoracico bidimensional
foram considerados elegiveis para o estudo. Os pacientes
foram avaliados para tratamento cirdrgico de insuficiéncia
cardiaca, inclusive transplante cardiaco. Em especial, os
pacientes com valvopatia inscritos no estudo eram aqueles
com grave disfungao ventricular esquerda a ponto de nao
serem considerados elegiveis para reparo ou substituigao
valvar, mas sim candidatos a transplante cardiaco. S6 foram
incluidos neste estudo pacientes com pelo menos dois
exames ecocardiograficos (no inicio do estudo e durante o
seguimento).

Critérios de exclusao

Pacientes com valvopatia que seriam candidatos a
tratamento cirdrgico convencional, como reparo ou
substituigao valvar, bem como pacientes com cardiomiopatia
hipertréfica, doenga pulmonar obstrutiva cronica, infarto
agudo do miocdrdio, angina instavel, grave disfungao
renal ou hepatica, grave doenga arterial periférica, doenga
cerebrovascular, infeccdo ativa, neoplasma coexistente e
Glcera péptica ativa, foram excluidos do estudo'.

Etiologia da insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncnia cardfaca foi atribuida a cardiomiopatia
dilatada idiopética em 61 (36,3%), cardiomiopatia isquémica
em 36 (21,4%), cardiomiopatia hipertensiva em 25 (14,9%),
doenca de Chagas em 21 (12,5%), cardiomiopatia alcodlica
em 10 (6%), valvopatia em 10 (6%) e cardiomiopatia periparto
em 5 (2,9%) pacientes.

Avaliacao da funcao ventricular esquerda

A fracao de ejecao ventricular esquerda sequencial foi
determinada por ecocardiograma unidimensional. Em alguns
pacientes, foi empregado o método bidimensional, utilizando-
se a regra de Simpson. A fungao ventricular esquerda
foi avaliada por ecocardiografistas que desconheciam os
gend6tipos dos pacientes e de acordo com recomendagbes
publicadas anteriormente’.

Determinacao do genétipo

O DNA gendmico foi extraido de leucdcitos separados
do sangue total por meio de um método convencional™. O
polimorfismo I/D foi detectado pela técnica de reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) com primers oligonucleotidicos
flanqueando os respectivos fragmentos D e | do intron 16 do
gene da enzima conversora da angiotensina®. A genotipagem
foi realizada de maneira “cega” depois que as amostra foram
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separadas por eletroforese em gel de agarose a 1% e coradas
com brometo de etidio (1ug/ml). Devido a amplificagao
preferencial do alelo D em amostras heterozigotas, cada
amostra com o genétipo DD foi submetida a uma segunda
amplificagdo independente por PCR com um primer capaz de
reconhecer uma seqliéncia especifica da forma polimérfica
de insergao’.

Analise estatistica

O teste de qui-quadrado foi usado para avaliar associagdes
entre o polimorfismo I/D e as variaveis discretas. O teste t
de Student foi usado para a comparacao das médias de dois
grupos, e a ANOVA foi usada para a comparagao de mais de
dois grupos de variaveis continuas.

A relacdo entre o polimorfismo 1/D e a evolucao dos
pacientes com insuficiéncia cardiaca foi analisada levando-se
em conta o padrao de heranga genética conferida ao alelo D'.
Dessa maneira, considerando-se um modelo codominante para
o alelo D, os trés gendtipos foram analisados separadamente
(DD versus 1D versus 11), enquanto considerando-se um
modelo recessivo do alelo D, pacientes que tinham o genétipo
DD foram comparados com pacientes que tinham o alelo |
(DD versus ID + 1l). Por fim, considerando-se um modelo
dominante do alelo D, os pacientes com o alelo D foram
analisados em relagao a homozigose para o alelo | (DD +
ID versus ).

As analises estatisticas foram feitas com auxilio do
programa SAS'. Valores de p < de 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.

Etica

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Conselho de Etica
em Pesquisas Médicas envolvendo Seres Humanos do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sao Paulo. Todos os participantes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido.

Resultados

A freqiiéncia genotipica do gene da enzima conversora
da angiotensina foi de 32,5% para o gendtipo DD, 49,7%
para o gendtipo ID e 17,8 para o gendtipo Il. As freqliéncias
genotipicas estavam de acordo com o equilibrio de Hardy-
Weinberg. Nao foi possivel determinar o genétipo de apenas
um dos pacientes, em virtude de problemas técnicos.

A comparacao entre as caracteristicas clinicas e demograficas
dos pacientes no inicio do estudo nao revelou diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (Tabela 1).

Em relagao a etiologia da insuficiéncia cardiaca, nao foi
observada diferenga estatisticamente significante entre os
pacientes com gendtipos DD, ID ou Il.

Houve uma diferencga estatisticamente significante na
variagao da fragao de ejecao do ventriculo esquerdo com o
tempo. Houve também um aumento significante na fragao de
ejecao média dos pacientes com o genétipo DD, comparado
com os pacientes com gendtipos ID e Il (Figura 1).

Considerando-se o alelo D em um modelo dominante,
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Caracteristicas clinicas e demograficas iniciais relativas
aos genotipos da enzima conversora da angiotensina

DD ID Il p
N=54 N=83 N=30

'(gi,d)e (anos) - média 41(112)  439(99) 456(82) NS
Sexo (%) NS
Masculino 82,4 68 85,7
Feminino 17,6 32 14,3
Etnia (%)
Brancos 79,2 73,7 82,1 NS
Mulatos 14,6 15,8 14,3
Negros 6,2 10,5 3,6
Classe funcional
NYHA (%) NS
I - 14 -
I 66,7 53,6 60
Il 26,7 40,6 32
IV 6,7 43 8
Hipertenséo (%) 49 42 50 NS
Diabete melito (%) 12 10,5 0 NS
Tabagismo (%) 51,2 47 37,5 NS
Diametro diastélico do
VE (mm), média (DP) 72,9 (6,8) 73,4 (7) 71(6,1) NS
Fragao de ejegao,
média (OP) 35,8 (5) 358(5,9) 38,4 (6,1) NS
Meses transcorridos
entre 0s 415 37,7
ecocardiogramas, (27,1) (27,7) 43(2656) NS
média (DP)
Inibidores da ECA (%) 97,6 93,8 95,5 NS
Digoxina (%) 95,2 89,2 90,9 NS
Betabloqueadores (%) 21,4 15,4 18,2 NS
Diuréticos (%) 97,6 100 95,5 NS

NS - ndo-significante.

observamos um aumento estatisticamente significante no
valor médio da fracao de ejecao do ventriculo esquerdo
com o tempo em pacientes com o alelo D, em relagao aos
pacientes homozigotos para o alelo | (p = 0,01). A presenga
de pelo menos um alelo D foi associada com um aumento
de 8,8% na fragao de ejecao apés um seguimento médio
de 38,9 meses (desvio-padrao de 24), comparado com
uma redugdo de 1,73% nos pacientes com o genétipo I
ap6s um seguimento médio de 43 meses (desvio-padrao
de 26,6).

Observou-se uma tendéncia, embora ndo significante,
para um efeito do “ntmero de cépias” do alelo D sobre a
progressao da fragao de ejecao: uma diferenca de 3,5% entre
a progressao da fracao de ejegao de pacientes com genétipos
Ile ID (p = 0,03) e de 5% entre pacientes com gendtipos Il
e DD (p = 0,02) (Figura 2).
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Fig. 1 - Fragdo de ejegdo ventricular esquerda seqiencial relativa aos gendtipos DD, ID e Il. FEVE - Fragéo de Ejegdo do Ventriculo Esquerdo.
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Fig. 2 - Efeito do “ndmero de copias” sobre a variagéo na fragéo de ejegéo ventricular esquerda. FEVE - Fragdo de Ejecéo do Ventriculo Esquerdo.

Discussao

No presente estudo, observamos que os pacientes com
insuficiéncia cardfaca e alelo D tratados com inibidores
da enzima conversora da angiotensina apresentaram uma
melhora considerdvel na fragao de ejecao do ventriculo
esquerdo, avaliada por ecocardiogramas seqtienciais, em
comparagdo com os pacientes com o genétipo |l.

Esse achado reforga a hipétese da influéncia das
variantes funcionais do gene da ECA sobre a resposta ao
tratamento farmacolégico para insuficiéncia cardiaca. Nosso
estudo revelou a mesma tendéncia de estudos publicados
anteriormente. Por exemplo, foram observadas maior regressao
induzida por enalapril da hipertrofia ventricular esquerda e

melhora no enchimento diastélico ventricular esquerdo em
pacientes hipertensos com genétipo DD, comparativamente
aos pacientes com o alelo I'. Em outro estudo, a sobrevida
livre de transplante foi ligeiramente menor, sobretudo em
pacientes com alelo D e disfungdo sistélica ventricular
esquerda que ndo receberam betabloqueadores®. Mais
recentemente, um estudo analisou pacientes com disfuncao
sistélica ventricular esquerda e demonstrou que os beneficios
proporcionados pela administracdo de betabloqueadores
e altas doses de inibidores da enzima conversora da
angiotensina eram maiores para os pacientes DD?’. Esses dados
indicam que o alelo D pode ser um marcador de resposta
farmacolégica aos inibidores da enzima conversora da
angiotensina e betabloqueadores. Portanto, a determinagao
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do polimorfismo de inser¢ao/delecao pode ajudar a orientar
a terapia de pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Vale ressaltar que, em um estudo realizado com portadores
de insuficiéncia cardiaca designados aleatoriamente para
receber espironolactona, apenas os pacientes que nao tinham
gendtipo DD apresentaram melhora significante na fungao
ventricular esquerda*. Os resultados divergentes observados
nesses estudos devem-se, em parte, as diferencas genéticas
das populagoes analisadas, ao ntimero de pacientes estudados
e as diferentes classes de medicamentos avaliados, com sitios
e mecanismos de acao distintos.

Neste estudo, mais de 90% dos pacientes estavam em
uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina,
mas apenas os que tinham o alelo D apresentaram melhora
significante na fragdo de ejecao do ventriculo esquerdo ao
longo do tempo. Esse achado pode estar relacionado com
uma melhor resposta aos inibidores da enzima conversora da
angiotensina em individuos com maior atividade neurormonal.
Na verdade, individuos com o gendtipo DD apresentam niveis
plasméticos e teciduais mais elevados da enzima conversora da
angiotensina'®, e podem ter niveis mais altos de angiotensina
[l. De acordo com essa observagdo, um estudo publicado
anteriormente mostrou uma maior resposta pressora a infusao
de angiotensina | em homens normotensos com genétipo DD,
provavelmente em conseqliéncia da elevagao dos niveis de
angiotensina Il em individuos homozigotos para o alelo D'.
E interessante notar que os mesmos autores demonstraram,
mais tarde, que o efeito do enalaprilato intravenoso era
significantemente maior e durava mais tempo em homens
normotensos com gendtipo 112,

A tendéncia para o efeito do nimero de cépias do alelo D
sobre o aumento da fragao de ejecao do ventriculo esquerdo
com o tempo poderia ser analisada como a expressao
genética e molecular da melhora da funcdo ventricular
esquerda observada em pacientes com insuficiéncia cardiaca
em tratamento com inibidores da enzima conversora da
angiotensina. De fato, como foi demonstrado em estudos
anteriores, os beneficios da inibicdo da ECA foram mais
pronunciados em pacientes com concentragdes plasmdticas
neurormonais elevadas?'23. Além disso, aparentemente
o maior beneficio em termos de sobrevida é obtido por
pacientes com genétipo DD e aumento crescente da inibigao
neurormonal®. Em nosso estudo, observou-se uma tendéncia
para uma progressao linear da fungdo ventricular esquerda
a partir de pacientes com o genétipo Il, e provavelmente
menor atividade da enzima conversora da angiotensina,
para pacientes homozigotos para o alelo D, e provavelmente
maior atividade da enzima conversora da angiotensina, que
podem ter maior propensdo a uma melhor resposta aos
inibidores da ECA.

Limitacoes do estudo

Nosso estudo tem limitagdes. O nilimero de pacientes
analisados foi relativamente pequeno diante da heterogeneidade
das etiologias. No entanto, se levarmos em consideragao que a
insuficiéncia cardiaca € a fase final de uma série de condicoes
patolégicas, essa heterogeneidade etiolégica enriqueceria
a nossa observacao, uma vez que nos permite avaliar a
insuficiéncia cardiaca e os antecedentes genéticos a luz de
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diferentes caracteristicas patogénicas. Outra possivel limitagdo
pode estar relacionada com o pequeno niimero de pacientes
que estavam em uso de betabloqueadores no inicio do estudo.
Esse fato impede uma maior andlise da interagao dessa
terapia com as variantes genéticas da enzima conversora da
angiotensina, como foi demonstrado previamente?>.

Neste estudo, os niveis plasmaticos da enzima conversora
da angiotensina nao foram determinados porque mais
de 90% dos pacientes estavam recebendo terapia com
inibidores da ECA. Entretanto, como afirmado anteriormente,
o0s niveis plasmaticos hormonais ndo revelam por si s6 a
atividade da ativagdo neurormonal e, portanto, é possivel
que o efeito tecidual e a sensibilidade do receptor possam
desempenhar um papel®.

Este foi um estudo nao-randomizado, e apenas pacientes
com exames ecocardiograficos seqiienciais foram avaliados.
Essas caracteristicas podem ter levado a um viés de selegao.
E possivel que pacientes com doenga mais avancada e
maior incidéncia de mortalidade nao apresentem a mesma
associagao farmacogenética descrita aqui.

Outra possivel limitacao reside no fato de que a dose
do inibidor da enzima conversora da angiotensina nao foi
determinada no presente estudo. Pacientes com genétipo
DD e insuficiéncia cardiaca obtém os maiores beneficios em
termos de desfecho com uma dose elevada de inibidores
da enzima conversora da angiotensina, como foi publicado
recentemente’.

Por fim, a avaliagdo da funcao ventricular esquerda pela
ecocardiografia, apesar de pratica, também pode deixar a
desejar. Portanto, sao necessarios outros estudos para avaliar
a fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo por meio da
ventriculografia radioisot6pica.

Implicacoes clinicas

Osachados do nosso estudo contribuem paraa compreensao
da modulagao do polimorfismo do gene da enzima conversora
da angiotensina na resposta clinica de pacientes com
insuficiéncia cardiaca em tratamento com inibidores da ECA.
E necessério que sejam feitos outros estudos para demonstrar
se as variantes genéticas da enzima conversora da angiotensina
podem ajudar a identificar os pacientes com insuficiéncia
cardiaca mais propensos a apresentar uma maior resposta
aos inibidores da ECA e, conseqlientemente, uma melhor
evolucao clinica.

Potencial Conflito de Interesses

Declaro nao haver conflito de interesses pertinentes.
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O presente estudo nao teve fontes de financiamento
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