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RESUMO

Os receptores beta-adrenérgicos sdo a principal via pela qual a funcdo cardiaca é
influenciada. A ativagdo crbnica destes receptores esta implicada na patogénese e progndstico
da IC e ja é comprovado que o bloqueio desses receptores melhora a sobrevida em pacientes
com disfuncdo sistélica do ventriculo esquerdo. Polimorfismos funcionais nos genes dos
receptores beta-adrenérgicos tém sido associados com fendtipos na IC e com a interacdo
farmacogenética dos beta-bloqueadores. O presente estudo tem como objetivo determinar a
associacdo dos polimorfismos dos receptores beta-adrenérgicos com a resposta
medicamentosa ao carvedilol e prognostico em pacientes portadores de IC, com disfuncdo
sistdlica do ventriculo esquerdo. O estudo foi delineado como coorte prospectivo, no qual
foram acompanhados 140 pacientes com diagndstico clinico de IC, disfuncéo sistolica (FE
<50% por Simpson) e tratamento otimizado com carvedilol, por um periodo minimo de 12
meses. No seguimento, foi analisada a resposta medicamentosa através da avaliacdo
ecocardiografica apos 6 meses e o0s desfechos 6bito e internacdo hospitalar. Foi utilizado um
grupo controle de 83 voluntérios saudaveis para comparacdo da prevaléncia genotipica com o
grupo de pacientes. O DNA foi extraido de leucdcitos do sangue periférico, os fragmentos
amplificados pela reacdo da polimerase e genotipados pela técnica de RFLP para os
polimorfismos do receptor beta 1 (ADBR1) Arg389Gly e Ser49Gly e do receptor beta 2
(ADBR2) GIn27Glu e Argl6Gly. A populacdo do estudo estava em equilibrio de Hardy-
Weinberg. Para anélise estatistica utilizou-se o teste do qui-quadrado ou exato de Fisher para
os dados categoricos e o teste t de Student para amostras independentes. Para identificar as
variaveis independentes que predizem os desfechos ou respostas terapéuticas foi utilizada a
Anélise de Regressdo Logistica. A curva de sobrevida ou livre de eventos foi ajustada pelo
método de Kaplan-Meier. Apo6s analise, observou-se no grupo de pacientes uma média de
idade de 59+13 anos, 69,9% do sexo masculino, 50,7% autodeclarados afro-brasileiros, 46%
com etiologia isquémica. Durante um seguimento minimo de 12 meses e médio de 23 meses,
ocorreram 18 Obitos e 46 pacientes necessitaram de internacdo hospitalar. Em relacdo a
prevaléncia dos gendtipos entre casos e controles, observou-se que 0 grupo de casos
apresentou o genotipo ADBR2 Glu27Glu (24,7%) significativamente maior que 0 grupo
controle (8,4%), com p=0,007. Pacientes com internacdo ap0s 12 meses apresentaram
frequéncia alélica ADBR1 Gly389 (54,9%) significativamente maior que 0 grupo sem
internacdo (42,1%), com p = 0,039, assim como prevaleceu a frequéncia alélica ADBR1
Gly389 (61,1%) entre os 6bitos (p = 0,045). Quando avaliado o desfecho obito em relacdo ao
ADBR1 Ser49Gly e a raga autodeclarada, observou-se que os pacientes afro-brasileiros e
portadores do genétipo ADBR1 Ser49Ser apresentavam uma menor sobrevida em
comparacdo aos homozigotos ADBR1 Gly49Gly e heterozigotos ADBR1 Ser49Gly
(p=0,029). N&o houve associacao entre a melhora FEVE>20% e os polimorfismos dos beta-
receptores. Conclui-se que os pacientes ambulatoriais da rede publica com IC sistolica, sob



terapia beta-bloqueadora e portadores do alelo ADBR1 Gly389 podem apresentar pior
evolucdo, com reducdo da sobrevida livre de eventos em comparacdo aqueles portadores do
alelo ADBR1 Arg389. Assim como pacientes autodeclarados afro-brasileiros e homozigotos
ADBR1 Ser49Ser. Enquanto o gen6tipo ADBR2 Glu27Glu pode estar associado ao risco para
a IC na amostra estudada.

Palavras-chave:  Polimorfismos.  Insuficiéncia  cardiaca.  Progndstico.  Resposta
medicamentosa.



ABSTRACT

[ adrenergic receptors are the primary pathway through which cardiac function is
influenced. Chronic BLAR activation is implicated in the pathogenesis and prognosis of HF
and P adrenergic receptors blockade improves survival in left ventricular systolic dysfunction.
Common functional polymorphisms in  adrenergic receptor genes have been associated with
HF phenotypes, and with pharmacogenetic interaction with  adrenergic receptor blockers.
This study aims to determine the association between polymorphisms of beta-adrenergic
receptors with carvedilol drug response and prognosis in patients with HF with left ventricle
systolic dysfunction. The study was designed as a prospective cohort, in which 140 patients
with clinical diagnosis of HF and systolic dysfunction (EF <50% by Simpson) were followed
for a mean period of 12 months. Further, we evaluated the drug response by
echocardiographic evaluation after 6 months of optimal treatment with carvedilol and
outcomes of death and hospitalization. Was used a control group of healthy volunteers to
compare the genotype prevalence with the patients’ group. DNA was extracted from
peripheral blood leukocytes, the fragments amplified by the polymerase reaction and
genotyped by RFLP for Ser49Gly and Arg389Gly beta 1 receptor and for GIn27Glu and
Argl6Gly beta 2 receptor polymorphisms. The study population was in Hardy-Weinberg
equilibrium. Statistical analysis used the chi-square or Fisher exact test for categorical data
and Student t test for independent samples. To identify independent variables that predict
outcomes and therapeutic responses was used logistic regression analysis. The survival rate or
free of events was adjusted by the Kaplan-Meier. After analysis, it was observed in patients’s
group a mean age of 59 + 13 years, 69.9% male, 50.7% self-declared african-Brazilians, 46%
with ischemic etiology. During a mean follow up of 12 months, there were 18 deaths and 46
patients required hospitalization. About the prevalence of genotypes between cases and
controls, we observed that the cases presented Glu27Glu genotype (24.7%) significantly
higher than the control group (8.4%), p = 0.007. Patients with hospital admission showed
Gly389 allelic frequency (54.9%) significantly higher than the group without hospitalization
(42.1%), p = 0.039, and prevailed Gly389 allelic frequency (61.1%) among deaths (p = 0.047).
The evaluated of death outcome in relation to the polymorphism Ser49Gly and color self-
reported, showed that non-white patients and with genotype Ser49Ser showed a lower survival
compared to Gly49Gly homozygous and heterozygous Ser49Gly (p = 0.029).There was no
association between improved LVEF> 20% and beta adrenergic receptors polymorphisms. In
conclusion, Public Health Care outpatients with systolic HF, with beta-blocker therapy and
Gli389 allele carriers may have worse outcome, with reduced event-free survival compared to
those carrying the Arg389 allele. As such, patients self declared as afro-brazilians and
homozygous Ser49Ser. While Glu27Glu genotype may be associated with risk for HF in the
sample.

Keywords: Polymorphism. Heart failure. Prognoses. Drug response.
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INTRODUCAO

1.1  Considerac0es iniciais

Politicas publicas para oferta de medicamentos e o incentivo de pesquisas na IC em
pacientes do Sistema Unico de Sautde (SUS) sdo itens fundamentais para reducdo do impacto

meédico-social que representa a insuficiéncia cardiaca (IC) em nosso meio.

A terapéutica atualmente disponivel para IC tem proporcionado importante impacto na
evolucdo clinica dos pacientes. Nos ultimos 50 anos, passamos de um modelo empirico e
potencialmente deletério — sangrias, ventosas, altas doses de cardiotdnicos, para
gradativamente estruturar um novo modelo cientifico, embasado ndo apenas em conceitos

fisiopatoldgicos ou de experimentacdo animal, e sim através de ensaios clinicos controlados e

Apesar desses importantes avancos, é possivel observar, a partir dos ensaios clinicos,
gue apenas um terco dos pacientes efetivamente respondem ao esquema terapéutico, enquanto

que a grande maioria continua exposta aos eventos clinicos.

As diferentes respostas a um determinado esquema terapéutico dependem de varios
fatores tais como: idade, etnia, superficie corporal, funcdo hepéatica e renal, absor¢éo

gastrintestinal, interagdes medicamentosas.

Portanto, os fatores genéticos que resultam na produgdo de proteinas modificadas
(enzimas, proteinas de transporte, vias de sinalizacdo e receptores) também podem influenciar
na resposta terapéutica. Desta forma, a terapéutica cardiovascular encontra-se numa etapa de

transicdo para uma nova era, ou seja, a medicina baseada na genética molecular e na
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farmacogenética. A industria farmacéutica sempre direcionou sua politica de pesquisa para a
descoberta de “block buster”, medicamentos de conceito disruptivo e que podem ser

utilizados por milhdes de pacientes, gerando o retorno dos grandes investimentos econémicos.

O conhecimento de que é possivel predizer a resposta individual ao tratamento e 0s
potenciais riscos de desenvolvimento de efeitos adversos aos medicamentos € um desejo de
todo cardiologista. Em algumas areas do conhecimento médico como na oncologia, a

farmacogenética ja € uma realidade tangivel em certos tipos de neoplasia.

A moderna biologia molecular revolucionou a pesquisa e 0 conhecimento da
patogénese molecular de varios ramos das disciplinas médicas. No passado, a nomenclatura
do DNA recombinante e de outras técnicas da biologia molecular permaneciam distantes da
pratica cardiologica, em parte, porque as técnicas haviam sido descobertas ha pouco tempo,
tendo se tornado aplicaveis nas doencas cardiovasculares somente na década passada.

No momento atual observa-se o crescimento das informacfes genéticas, deixando
transparecer, gradualmente, a necessidade de uma redefinicdo das doencas baseada nos

processos bioquimicos que as compde e ndo no fendtipo com que elas se apresentam.

No longo curso em direcdo a um profundo conhecimento e tratamento das doengas, 0
isolamento e a caracterizacdo dos genes envolvidos podera ndo constituir uma panacéia mas

sim um ponto de partida.

De modo geral, acredita-se que o uso de técnicas de biologia molecular associado aos
critérios morfoldgicos e clinico-laboratoriais convencionais deverd permitir o diagnostico
mais preciso e, consequentemente, o entendimento mais aprofundado da fisiopatologia das

doencas cardiacas.

E o profundo conhecimento do processo de desenvolvimento de uma doenca e da
influéncia de fatores individuais que deverdo pavimentar 0os caminhos para uma medicina

personalizada e a aplicacdo de regimes terapéuticos diferenciados.

Baseados nesta discusséo, a Fundagdo Carlos Chagas de Amparo & Pesquisa do Estado
do Rio de Janeiro (FAPERJ) e o Departamento de Ciéncia e Tecnologia do Ministério da
Saude (DECIT) tém direcionado recursos para a realizacdo de pesquisa clinica, utilizando

técnicas de diagnostico molecular em pacientes do SUS.
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A Universidade Federal Fluminense (UFF), através do Ambulatério de IC e
Laboratdrio de Genética do Hospital Universitario Antonio Pedro (HUAP), é um membro do
consorcio em parceria com o Laboratorio de Genética do Hospital Clementino Fraga Filho, o

Hospital Estadual de Cardiologia Aloisio de Castro e a Faculdade de Medicina de Valenca.

Esta dissertacdo de mestrado € um dos passos iniciais desta proposta, direcionando um

novo olhar ao paciente portador de IC.
1.2 O papel do sistema nervoso autonomo na IC.

A IC é uma sindrome clinica que representa a via final de uma variedade de doencas
caracterizadas pelo comprometimento da fungdo contratil do coracdo. O corpo reage a esta
situagdo com ativagdo de sistemas neuro-humorais e intencdo de melhora da perfusdo
sanguinea e do débito cardiaco. Um dos mediadores mais importantes € o sistema nervoso
simpatico e seus neurotransmissores: noradrenalina e adrenalina. O aumento das
catecolaminas induz a estimulacdo cardiaca e consequente uso da reserva inotropica e

cronotropica.

Cronicamente, no entanto, 0 aumento concomitante na pds-carga, assim como no
consumo direto de energia, hipertrofia e apoptose de midcitos levam a deteriorizacdo da

funco cardiaca, deflagrando um ciclo vicioso.*

A ativacdo simpaética é observada desde os estagios iniciais da IC, com as taxas de

catecolaminas associadas com a classe funcional e o prognéstico desta doenca.?

Os receptores adrenérgicos tém papel principal na regulagdo do sistema
cardiovascular. O miocardio contém tanto receptores alfa quanto beta. Os receptores alfa sdo
0S menos comuns (estimativa de 2% a 23%) e quase todos sao do tipo alfal. Ja em relacdo aos
beta-adrenérgicos, em coragdes humanos saudaveis coexistem 0s receptores beta 1, beta 2 e
beta 3 com predominio do primeiro (70-80%). A relagdo entre os receptores betal/beta2 varia
em numero e localizacdo. Nos atrios h4 60-70% de beta 1 em relacdo a 40-30% de beta 2 e
nos ventriculos ¢ mantida a predominancia dos betal (70-80%) em comparacdo aos beta 2
(20-30%).>* Os receptores beta 3 foram caracterizados em vérios tecidos como: adiposo,
gastrointestinal, musculatura lisa bronquica e miocardio. Recentemente, foi sugerida a

participacéo destes receptores no relaxamento do mésculo liso vascular.”
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Os receptores beta-adrenérgicos controlam a atividade da adenil ciclase via proteina G,
alterando a concentracédo intracelular de AMP ciclico. Portanto, em todas as células-alvo do
sistema beta-adrenérgico, o complexo receptor consta de trés elementos basicos: receptor de

superficie, adenil-ciclase e proteina G.*

O sinal intracelular produzido pela ocupacdo dos receptores beta-adrenérgicos, na
superficie celular, é regulado pelas proteinas G. Estas proteinas (GMP-dependentes) sdo
substancias que realizam o acoplamento dos receptores de superficie a adenil-ciclase,
podendo exercer atividade estimulatoria (Gs) ou inibitéria (Gi) sobre a unidade catalitica
(adenil-ciclase). O efetor do complexo é a propria enzima adenil-ciclase, capaz de converter o
ATP em AMPc, o qual tem a capacidade de ativar proteino-quinases e, assim, fosforilar
estruturas-alvo dentro da célula que regulam os fluxos de calcio e sua ligacao aos receptores
intracelulares. O resultado final é a alteracdo nas propriedades elétricas e mecanicas do

coraco, aumentando o cronotropismo, inotropismo e o lusitropismo.

Em individuos saudaveis, os receptores beta 1 (principal) e beta 2 tém importante
papel em mediar a resposta inotrépica do coracdo a estimulacdo simpatica. Ha relativamente
pouco receptor alfa e a influéncia destes nos efeitos inotrépicos tem menor importancia. Na
IC ha um aumento do namero de alfa 1 receptores, explicado como um mecanismo de reserva
para manter a contratilidade cardiaca nesta doenca.” O quadro 1 sumariza as agdes destes

diferentes receptores.

QUADRO 1. Respostas bioldgicas mediadas pelos receptores adrenérgicos no coracao
(adaptado de Bristow MR”).

Resposta Bioldgica Mediada por
Crescimento dos miocitos B1, B2, al
Inotropismo positivo B1, B2, al (minimo)
Cronotropismo positivo B1, B2

Toxicidade miocitaria B1, B2 (<BL[?])
Apoptose miocitaria Bl

A ativacdo do sistema nervoso simpatico adrenérgico € uma caracteristica tipica da IC.
No repouso e, principalmente, no esforco, os pacientes portadores de IC apresentam maiores

concentragdes de norepinefrina circulante, acompanhado da elevacdo de dopamina e
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epinefrina, independente dos sintomas e se relacionando com o prognostico desta doenca. A
ativacdo adrenérgica acarretara o aumento do influxo de célcio para dentro dos midcitos, o
armazenamento, o aumento da liberacdo deste ion pelo reticulo sarcoplasmatico, a inibicdo
reduzida da SERCAZ2 pela fosfolamban e a reducédo da afinidade da ligacdo do célcio pela
troponina.® O aumento do automaticidade cardiaca resulta em isquemia miocérdica e

arritmias.

A ativacdo simpatica persistente, presente na IC, também causara 0 aumento da
frequéncia cardiaca, vasoconstric¢do arteriolar com aumento da resisténcia vascular sistémica
periférica e renal, reducdo do fluxo sanguineo e da excrecdo de sodio, com consequente,

aumento da volemia, retorno venoso e das pressdes e volumes ventriculares.’

A hiporresponsividade inotrépica e cronotrdpica a estimulacdo adrenérgica, se deve a
diminuigdo das Gs, aumento das Gi, dessensibilizacdo da atividade da adenilato ciclase,
diminuicdo, tanto no nimero como na sensibilidade, dos receptores beta 1 adrenérgicos e

desacoplamento dos receptores beta 2.

A ativacdo do sistema adrenérgico é seguida de outros sistemas neuro-humorais, como

do sistema renina-angiotensina-aldosterona e do aumento da liberacdo de citocinas.

Os mecanismos pelos quais os betabloqueadores produzem efeitos benéficos nos
pacientes com IC ndo sdo adequadamente conhecidos. Entre 0s mecanismos propostos temos:
reducdo do ténus simpatico, aumento do ténus vagal, aumento do clearance de noradrenalina
e blogqueio dos efeitos tdxicos das catecolaminas sobre 0s midcitos. A reducdo da sinalizacao
apoptotica, da isquemia miocéardica, das alteracbes poOs-receptor, o restabelecimento da
densidade dos receptores beta e a melhoria da bioenergética cardiaca juntos colaboram para a
maior eficiéncia das unidades contrateis. Outros beneficios seriam: redugdo da pos-carga,
reducdo da faléncia cardiaca, menor consumo de oxigénio pelo miocardico, melhora da
funcdo diastélica, aumento do fluxo coronariano e reducdo de isquemia, arritmias
ventriculares e morte subita. Além disso, hd também a reducdo da liberacdo de renina e
citocinas inflamatorias, antagonismo aos anticorpos contra os receptores adrenérgicos e efeito

antioxidante.*%!
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1.3 Os polimorfismos dos receptores beta-adrenérgicos — o que a genética pode
explicar?

“The genetic determinants of the responses to drugs have
importantimplications for the clinical course and management of
heart failure.” Eugene Braunwald, MD

Estudos sobre o sistema adrenérgico vém fortalecendo a hipo6tese de que variantes
genéticas dos adrenoreceptores centrais ou periféricos tém um papel na fisiologia de doencas

cardiovasculares como hipertensdo arterial e IC.*

A familia de receptores beta-adrenérgicos (ADBR B 1, B 2 ¢ B 3) ¢é altamente
polimorfica. Recentemente varios polimorfismos funcionalmente relevantes dos receptores
adrenérgicos a2, B 1 e B2, e os seus genotipos especificos foram associados com incidéncia e

severidade clinica da IC.*?

Cinco comuns polimorfismos genéticos existem para os ADBR (dois para ADBR1 e
trés para ADBR2), os quais estdo envolvidos na patogénese, na resposta terapéutica e no
prognostico da IC (figura 1).'2*3

B1AR-Ser**Gly (15%)—

.

B-AR-Thr'®le (1-2%)

I
B,AR-Arg*°Gly (30-40%)

FIGURA 1.
Polimorfismos do sistema beta adrenérgico.
Os polimorfismos mais comuns para ADBR1 (Arg389Gly, Ser49Gly) e ADBR2 (GIn27Glu, Arg16Gly e
Thri64lle) estdo dispostos nesta figura (adaptado de Lohse MJ*?).
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1.3.1 Polimorfismos dos receptores beta 1 adrenérgicos

O gene do ADBRL1 esta localizado no cromossomol10q 24-26. Esse gene possui uma
sequéncia de cddons que codifica uma proteina com 477 aminoacidos intercalada por uma
regido nao traduzida contendo 86 pares de base na extremidade 5’ e uma regido ndo traduzida

contendo 900 pares de base na extremidade 3.2

Foram descritos doze polimorfismos do tipo SNP (troca de um unico par de base) para
0 gene ADBR 1, dentre os quais oito acarretam mudanca de aminoacidos no receptor. Dois
desses oito SNPs sdo 0s mais comuns e até hoje os mais descritos na literatura.

A posicdo 1165 do gene pode ser ocupada por uma citosina, mais frequentemente, ou
por uma guanina; alternando o aminoacido da posicdo 389 da proteina, na extremidade
carboxila terminal entre arginina (Arg) e glicina (Gly), respectivamente. Ja a posicdo 145 do
gene é mais frequentemente ocupada por uma adenina ou em menor frequéncia por uma
guanina; alterando o aminoacido da posicdo 49 da proteina, na extremidade amino terminal,
entre serina (Ser) e glicina (Gly), respectivamente (figura 2).** *°

Entre os outros SNPs descritos para 0 ADBR1 podemos citar: Ala59Ser, Arg318Ser,
Lys324Arg, Ala343Thr, Glu352Asp, Arg399Cys, Arg400Leu, His402Arg, Thr404Ala e
Pro418Ala, contudo tais polimorfismos sdo raros (frequéncia de 1-2%) e ndo h& muitos

estudos acerca dos mesmos.*® 1’
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145A>G—49Ser>Gly q=0.22

NH,

ii ii ii ii ii ii ii
)

1165G>C—389Arg>Gly q=0.32

g - frequéncia alélica (NCBI)

FIGURA 2.
Polimorfismos do gene ADBR1
Na posicéo 145 do gene ha troca de uma arginina por uma guanina, resultado na troca do aminoacido Ser por
Gly na posicéao 49, com frequéncia alélica de 0,22. Na posi¢do 1165 do gene ha troca de uma guanina por uma
citosina levando a troca do aminoécido Arg por Gly na posicdo 389 e com frequéncia alélica de 0,32. (adaptado
de Muthumala A™).

1.3.1.1 Arg389Gly

O aminoacido da posi¢cdo 389 do ADBR1 esté localizado préximo ao sétimo dominio
transmembrana, na cauda intracitoplasmatica e € um suposto dominio de ligacdo da proteina
Gs.ls

Quando esse polimorfismo foi clonado pela primeira vez, o alelo presente era o
Gly389 e por isso esse alelo foi durante muito tempo considerado o selvagem, apesar de ser
menos frequente. O alelo Arg389 é altamente conservado entre as espécies, 0 que sugere que

ele é o alelo ancestral.*®

A prevaléncia alélica é de aproximadamente 70% para ADBR1 Arg389 e de 30% para
ADBR1 Gly389." A frequéncia do alelo Gly em caucasianos e asiaticos é de 27% enquanto

em afro-americanos é de 42%.2° O conhecimento da frequéncia dos polimorfismos nas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Muthumala%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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diferentes etnias é relevante, pois gendtipos diferentes estdo relacionados a susceptibilidade,

resposta a terapia e prognostico distintos em doencas cardiacas.
1.3.1.2 Ser49Gly

Na extremidade amino terminal do receptor beta 1 adrenérgico, no dominio
extracitoplasmatico, encontra-se 0 aminoacido da posicdo 49. A mudanca do aminoacido
nessa posi¢cdo pode alterar a conformacao das porgdes transmembrana e intracitoplasmatica da
proteina. Além disso, tem funcdo nos processos de sinalizacdo por catecolaminas e down-
regulation desse receptor.??

O polimorfismo do ADBR1 Ser49Gly estd em desequilibrio de ligagdo com o
Arg389Gly em caucasianos e afro-americanos e todos os homozigotos para Gly389 séo
também homozigotos para Ser49 (Figura 3).*® Esse desequilibrio foi demonstrado em um
estudo com 700 mulheres, em que apenas trés das quatro possibilidades genotipicas foram
encontradas quando se analisaram 1.254 alelos. O gendtipo Gly49/Gly389 foi o Unico nédo

encontrado.*

Posigdo 49 Posigio 389

Ser Arg

I | 65%
Ser Gly

| | 26%
Gl Arg

I | o

FIGURA 3

Frequéncias dos haplotipos dos polimorfismos dos receptores beta 1 adrenérgicos.
Frequéncia de 65% para a ocorréncia de um alelo Ser na posicdo 49 (Ser49) e Arg na posic¢do 389 (Arg389).
Frequéncia de 26% para a ocorréncia de Ser49 e Gly389, enquanto a de Gly49 e Arg389 é de apenas 9%. Nao
encontrado, até o momento, o haplétipo Gly49/Gly389. (adaptado de Muthumala A™).

1.3.1.3 Frequéncia alélica

N&o ha diferenca estatisticamente significativa na prevaléncia do alelo Gly49 entre

caucasianos e asiaticos, sendo essa frequéncia de 15% em ambos. Ja& entre afro-americanos,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Muthumala%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DiscoveryPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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dois grupos encontraram frequéncias genotipicas diferentes. Moore e cols.?? encontraram uma
frequéncia de 13% do alelo Gly49, enquanto Johnson e Terra encontraram uma frequéncia de

29% para 0 mesmo alelo.?
1.3.1.4 O papel funcional dos polimorfismos dos receptores beta 1 adrenérgicos

Experimentos in vitro demonstraram que o alelo Arg389 esta relacionado a uma
atividade simpatica basal ligeiramente maior que aquela apresentada pelo alelo Gly389. Além
disso, Arg389 apresenta uma dessensibilizacdo mais rapida, tem maior afinidade pela proteina
Gs e produz uma ativagdo da enzima efetora adenil ciclase trés vezes maior que aquela
induzida pelo alelo Gly389.* %3

Experimentos realizados em ratos revelaram que a variante Arg se relaciona a uma
maior e melhor sinalizacdo em estagios agudos, mas que cronicamente torna-se reduzida, com
menor capacidade de ligacdo do receptor. Esses mesmos experimentos demonstraram que
essa variante estd relacionada a uma melhora da atividade hemodindmica e da funcéo
ventricular em resposta ao betablogueio, 0 que evidencia a importancia de tais estudos para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes e personalizadas. 2

O significado funcional dessa troca de aminoécidos esta principalmente no controle da
dessensibilizacdo do receptor beta 1 adrenérgico. A variante do ADBR1 Ser 49 é
relativamente mais resistente a down-regulation que a Gly49, pois é mais glicosilada,
apresentando maiores niveis de expressdo, particularmente nas doencas em que ha ativacao
simpatica aumentada. Conforme demonstrado por estudos anteriores de receptores acoplados
a proteina G, o nivel de N-glicosilacdo da proteina influencia a dessensibilizacdo, tanto em

exposicdo duradoura ao agonista quanto na curta exposi(;éo.20

No entanto, verificou-se que o polimorfismo do ADBR1 na posic¢éo 49 ndo parece ter
efeito na sinalizagdo pelo ligante, no acoplamento a proteina G ou na internalizagio
promovida pela exposi¢do ao agonista. Na verdade, apesar da taxa de internalizagcdo de ambos
o0s receptores ser igual, ha 25% mais degradacdo do receptor naqueles portadores do alelo

Gly49, favorecendo a down-regulation.?

Enquanto para o polimorfismo ADBR1 da posi¢do 389 ha um consenso quanto a

influéncia que tal polimorfismo exerce na ativacdo da adenil ciclase, 0 mesmo néo se pode

21

dizer do polimorfismo Ser49Gly. Rathz e cols.”” ndo encontraram em seus experimentos
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diferencas nos niveis de ativagdo da enzima adenil ciclase entre as variantes. No entanto,
Levin e cols.”® demonstraram que, quando a densidade de receptores estava dez vezes
aumentada, as células que expressavam Gly49 tinham uma atividade basal e agonista-
dependente aumentada para a adenil ciclase. Além disso, Gly49 foi mais sensivel aos

antagonistas como o metoprolol e apresentaram afinidade aumentada para os agonistas.?®
1.3.1.5 Suscetibilidade para IC

Tendo em vista as alteracBes que as variacdes genéticas dos receptores beta-
adrenérgicos podem causar na funcdo do sistema adrenérgico e seu impacto na predisposicao
a enfermidades e na resposta terapéutica, esses polimorfismos tém sido relacionados a

propensdo, evolucdo e desfecho de diversas doencas cardiacas, entre elas a IC.

Conforme descrito anteriormente, o alelo Arg389 tem uma maior atividade
estimulatoria sobre o sistema simpatico enquanto o alelo Gly389 apresenta aumento do
“down-regulation” como um efeito protetor a atividade simpéatica aumentada na IC. Portanto,
diversos estudos foram desenvolvidos para verificar se hd uma correlacdo entre 0s
polimorfismos do ADBR1 e a suscetibilidade a IC. Na maioria desses estudos ndo se
conseguiu encontrar diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias isoladas dos

alelos Arg389 e Gly 389 em pacientes com IC quando comparado com controles.
1.3.1.6 Capacidade de exercicio na IC

Quando comparados os alelos Gly e Arg na posicdo 389 com a capacidade de
realizacdo de exercicio fisico na IC, os portadores do alelo Gly obtiveram um menor
desempenho, apesar do mesmo aumento de frequéncia cardiaca e pressédo arterial ao esforco
méaximo.> Wagoner e cols.?’, avaliaram 263 pacientes com cardiopatia dilatada e
demonstraram que homozigotos Arg389 tinham pico de volume de oxigénio (VO2)
significativamente maior. Isto sugere que a deteccdo precoce dos polimorfismos pode
determinar aqueles com menor capacidade fisica e, portanto, direcionar programas de

exercicio individualizados.

Ja para o polimorfismo ADBR1 Ser49Gly, a amostra ndo foi controlada para este
cddon isoladamente. Entretanto, percebeu-se que tal polimorfismo pode modular a
responsividade funcional do cédon 389. Dessa forma, verifica-se que a analise do haplétipo

também deve ser realizada e talvez seja mais importante que o estudo dos SNP
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isoladamente.*” Em pacientes com IC, o hapl6tipo Ser49/Gly389 apresentou menores picos de
VO,, enquanto os pacientes Gly49/Arg389 possuiam melhor pico de VO, ?

1.3.1.7 Resposta ao betablogueador e prognostico na IC

Nos ultimos 10 anos, os betabloqueadores (metoprolol, bisoprolol e carvedilol) tém
sido associados a significativa reducdo em todas as causas de mortalidade e hospitalizacdo em
pacientes com IC, sendo recomendados nas diretrizes como terapia padrédo. No entanto, como
demonstrado no estudo MERIT-HF houve reducdo de mortalidade de apenas 34% dos
pacientes em uso de metoprolol quando comparados com placebo.?® Tal fato foi determinante
para justificar os estudos com os polimorfismos no intuito de identificar pacientes

respondedores a esta terapéutica, levando em conta as variacdes inter-individuais.

Terra e cols. avaliaram 61 pacientes com disfuncao sistélica e FEVE <40%, titulando
a dose de metoprolol até 200mg/d ou dose maxima tolerada e no seguimento ecocardiografico
apos trés meses do uso da medicacdo, observaram que os pacientes homozigotos Arg389Arg
obtiveram melhora da FE, com reduc¢do dos diametros cavitarios em sistole e em diastole, em
comparagdo com os portadores do alelo Gly.?**

O estudo BEST avaliou o uso do betabloqueador néo-seletivo (buncidolol) para
tratamento da IC classe IlI-IV. Um subestudo BEST-Genetic analisou o impacto do
polimorfismo do beta 1 adrenérgico no tratamento com o betabloqueador e foi notado uma
melhora consideravel na sobrevida e reducdo da hospitalizacdo em pacientes homozigotos
Arg389Arg, em contraste com os portadores do alelo Gly.*? No entanto, em um subestudo do
MERIT-HF com 600 pacientes, os resultados ndo confirmaram que as diferentes respostas ao

uso de betabloqueador estiveram relacionadas a esses polimorfismos.*:

Terra e cols. observaram que os portadores de Gly49 obtiveram melhora significativa
do grau de remodelamento ventricular esquerdo apds tratamento com metoprolol quando
comparados com homozigotos Ser49Ser. Além disso, revelou que o genédtipo Arg389Arg nédo
afeta a tolerancia do metoprolol na fase inicial de titulacdo, enquanto que pacientes portadores
do alelo Gly389 assim como homozigotos Ser4d9 apresentaram maiores taxas de
descompensacdo indicadas pela necessidade de aumento concomitante de outras medicacoes

para 1C. %%
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Borjesson e cols.*® avaliaram 184 pacientes tratados por longa data com
betabloqueadores e encontraram que os portadores de 1 ou 2 alelos Gly49 tiveram melhora
mais acentuada na sobrevida em 5 anos do que pacientes homozigotos Ser49Ser, 0s quais
possuiam maior probabilidade de apresentarem desfechos: hospitalizacdo, transplante

cardiaco e morte.

Em estudo prospectivo com 375 pacientes com IC, Magnusson e cols.®® demonstraram
que a influéncia do codon 49 no prognostico e tratamento com betabloqueadores é mais
pronunciada do que no c6don 389. Entéo, pacientes portadores de 1 ou 2 alelos Gly49 tratados
com baixas doses de betabloqueador tiveram menor taxa de mortalidade do que pacientes

homozigotos Ser49.

Estudos com o polimorfismo do ADBR1 Arg389Gly ndo evidenciaram associacdo
com a taxa de sobrevida.?* Entretanto, isto acontece quando ha o desequilibrio de ligacéo

entre os codons 49 e 389.

O quadro 2 resume os principais efeitos dos polimorfismos dos receptores beta 1

adrenérgicos no prognastico e resposta ao betabloqueador na IC.

QUADRO 2. Polimorfismos do gene ADBR1 e seu efeito no prognostico e resposta ao
betabloqueador na IC.

Arg389Gly !!

Arg389Arg: 1 FEVE apo6s 3 meses de uso do Terra e cols.

metoprolol
Arg389Gly Arg389Arg: melhora da sobrevida e BEST-Genetic*
hospitalizagdo com o uso do buncidolol.
Arg389Gly Arg389=Gly389: resposta ao betabloqueador. | Subestudo MERIT-HF.*
Ser49Gly Gly49: melhora do remodelamento de VE com | Terra e cols.*

uso de metoprolol.

Ser49Gly Gly49: melhora da sobrevida em 5 anos em uso | Bérjesson e cols.*

de betabloqueador

Ser49Gly Gly49: menor taxa de mortalidade com baixas | Magnusson e cols.*

doses de betablogueador.
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1.3.2 Polimorfismos dos receptores beta 2 adrenérgicos

O receptor beta 2 adrenérgico é codificado por um gene destituido de introns e
localizado no cromossomo 5g31-32. Até o momento, foram descritos 12 polimorfismos SNPs
para 0 gene ADBR?2. Destes, cinco (Argl6Gly, GIn27Glu, Trh164lle, Val34Met e Ser220Cis)
ocasionam alteragdes em aminodcidos do receptor e apresentam importancia funcional (figura
4). As consequéncias do polimorfismo Ser220Cis ainda ndo sdo bem compreendidas e estima-
se que o polimorfismo Val34Met, que € bastante raro, ndo provogue mudangas na funcao do
receptor beta 2. Os demais, por outro lado, demonstram estar relacionados a alteragdes

funcionais do receptor.’

NH2
5 16Arg  Gly
GIn Gl ‘
-1 'E‘ ¥ o x
34val Met s
164 Thr e

HOOGC

FIGURA 4.
Polimorfismos do gene ADBR2.
Representacéo esquematica do receptor beta 2 adrenérgicos e as posi¢des onde ocorrem os polimorfismos tipo
SNP (retirado de http://receptors.med.uc.edu/FOverview.html).



http://receptors.med.uc.edu/FOverview.html
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1.3.2.1 ArgleGly

A substituicdo do nucleotideo citosina pelo nucleotideo guanina, na posi¢do 46 do
gene ADBR2, determina a substituicdo do aminoacido arginina (Arg) pelo aminoacido glicina
(Gly) no codon 16. No inicio das investigagdes sobre o polimorfismo Argl6Gly, atribuia-se a
arginina ser o alelo mais frequente na populacdo (alelo selvagem). Entretanto, estudos
posteriores demonstraram que o aminoacido glicina era, na verdade, o alelo mais frequente
(Arg/Gly, frequéncia alélica 0,40/0,60). Contudo, por ter sido descrito inicialmente dessa
forma, o alelo arginina permaneceu com a denominacéo selvagem e o alelo glicina continuou

denominado alelo mutante.?
1.3.2.2 GIn27Glu

Na posicado 79 do gene ADBR?2, a alteracdo do nucleotideo adenina pelo nucleotideo
guanina resulta em substituicdo do aminoacido glutamina pelo &cido glutdmico no cédon 27.
O alelo glutamina, por ser encontrado de forma mais frequente na populacdo, é designado
alelo selvagem. O 4&cido glutdmico, por ser o menos frequente, € denominado mutante
(GIn/Glu, frequéncia alélica 0,55/0,45).2

1.3.2.3 Argl6Gly/GIn27Glu

Sabe-se hoje que ha um notavel desequilibrio de ligacdo entre os cédons 16 e 27, de
modo que os individuos homozigotos Glu27Glu quase sempre apresentam o aminoacido
glicina em homozigose no codon 16 (Glyl6Gly). Os individuos homozigotos GIn27GIn
podem ser homozigotos (Argl6Arg ou Gly16Gly) ou heterozigotos (Argl6Gly) para o cédon
16. O haplotipo Argl6Glu27 é encontrado em menos de 1% da populagdo sendo, portanto,

muito raro.'?
1.3.2.4 Frequéncia Alélica

A frequéncia dos alelos envolvidos nos polimorfismos do gene ADBR2 varia entre 0s
diferentes grupos étnicos. Em afro-americanos, a frequéncia do alelo Argl6 é 49%, enquanto
gue em brancos e asiaticos a frequéncia desse mesmo alelo é 46% e 59%, respectivamente.
No que diz respeito ao alelo Glu27, sua frequéncia alélica é de 20% entre individuos afro-

americanos. Em brancos e asiaticos, a frequéncia do Glu27 é de 35% e 7%, respectivamente.
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1.3.2.5 O papel funcional dos polimorfismos dos receptores beta 2 adrenérgicos

Esta bem estabelecido que os polimorfismos nos cddons 16 e 27 ndo alteram a
capacidade de ligacdo das catecolaminas ao receptor beta 2 e nem a atividade da adenil
ciclase. Porém, estudos demonstram que estes polimorfismos estdo fortemente relacionados a

susceptibilidade desses receptores ao fendmeno de down-regulation.*’

Estudos in vitro revelaram uma maior dessensibilizagdo na variante Gly16 em relagéo
a Argl6, apos administracdo de isoprenalina. O mesmo experimento indicou ainda que a
variante Glu27, por ocasionar uma alteracdo na conformacao do receptor beta 2, possui maior
resisténcia ao fendmeno de down-regulation do que a variante GIn27.%* Assim sendo,
presume-se que o polimorfismo Glu27 produza um receptor beta 2 com maior responsividade
aos agonistas adrenérgicos.” O haplétipo Gly16Glu27 demonstrou ser mais susceptivel ao
down-regulation quando comparado com o hapl6tipo Gly16GIn27. Uma hipdtese para tal fato
seria a preponderancia do efeito do Glyl6 sobre o efeito da variante Glu27. O haplétipo

Argl6Glu27 é o que apresenta maior resisténcia a dessensibilizacao.*

In vivo, trés hapldtipos foram estudados (Argl6GIn27Thrl64, Glyl6Glu27Thrl64 e
Gly16GIn27Thr164). Apés duas semanas de tratamento com isoprenalina via oral, o haplo6tipo
Gly16Glu27Thr164 foi o que apresentou menor dessensibilizagdo.*”*® Em outros estudos, um
tratamento intravenoso com isoprenalina resultou em maior dessensibilizacdo do haplétipo
Arg16GIn27Thr164.%%

Esses resultados que apontam menor resisténcia do Arglé ao down regulation
divergem dos resultados obtidos in vitro. Uma possivel hipotese para isso seria a exposi¢do
dos receptores beta 2 adrenérgicos a um nivel basal de catecolaminas enddgenas em modelo
humano, o que iria proporcionar uma maior dessensibilizacdo enddgena do Gly16. Assim,
qguando expostos a um agonista exdgeno, o polimorfismo Glyl6, ja dessensibilizado,

apresentaria menor susceptibilidade ao down-regulation.**
1.3.2.6 Suscetibilidade para IC

Muitos estudos investigaram uma possivel associagéo entre IC e os polimorfismos do
gene ADBR?2, e diferentes resultados foram descritos na literatura. Sabe-se que a proporgéo
entre receptores beta 1 e beta 2 é de 80 para 20 em coracdes sadios. No entanto, na IC, essa
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proporcdo e de 60 para 40, o que indica que o polimorfismo de beta 2 pode modificar a

progressdo da doenca.™?

Heckbert e cols.*? realizaram estudos em uma amostra com mais de 5000 idosos em
busca de uma possivel relagdo entre os polimorfismos Argl6Gly e GIn27Glu e o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Seus resultados sugerem que os portadores do
alelo Glu27 tém um menor risco de desenvolver eventos corondrios que 0s pacientes

portadores do alelo GIn27 em homozigose.

Forleo e cols.*®, em seus estudos, concluiram que pacientes Glyl6Glu27 com
miocardiopatia dilatada apresentavam maior risco de desenvolver IC do que pacientes
Gly16GIn27. Entretanto, assim como para 0 polimorfismo de beta 1, parece ndo haver
diferenca significativa entre a frequéncia dos alelos do receptor beta 2 em pacientes com e
sem IC, o que indica que esse polimorfismo ndo deve estar associado a susceptibilidade para
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essa doenca. Covolo e cols.” ndo encontrou diferencas significativas na distribuicdo dos

diferentes alelos entre pacientes com IC e o grupo controle.
1.3.2.7 Capacidade de exercicio na IC

Alguns estudos verificaram a relagdo dos diferentes polimorfismos do receptor beta 2

com a capacidade de realizar exercicio.

Wagoner e cols.?’, ap6s determinarem o gendtipo de 230 pacientes ambulatoriais com
IC, submeteram estes pacientes a testes de capacidade cardiopulmonar. Os resultados
demonstraram que os homozigotos Glyl6 apresentaram piores picos de VO, quando
comparados aos homozigotos Argl6. Além disso, ao avaliar 0s genoétipos das posicGes 16 e
27 de forma simultanea, os homozigotos Gly16GIn27 foram 0s que apresentaram piores
desempenhos, sendo os melhores relacionados aos homozigotos para Arg16Glu27.

1.3.2.8 Resposta ao betabloqueador e progndstico na IC

No que diz respeito a resposta a medicamentos, estudos mostraram que o Argl6 e o
Glu27, quando em homozigose, promovem maior vasodilatagdo em resposta a agonistas
adrenérgicos. Por outro lado, estudos in vivo demonstraram que as combinacGes dos alelos
Argl6 e GIn27 exibiram maior dessensibilizagdo mediada pelo agonista durante a resposta

vasodilatadora.?®
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Estudos realizados por Kayne e cols.*®, envolvendo pacientes com IC tratados com
betabloqueadores, indicaram que o risco de morte ou transplante cardiaco era
significativamente maior naqueles que possuiam haplétipo Argl6GIn27. Ao se analisar o
polimorfismo do gene ADBR2 GIn27Glu de forma isolada, pacientes homozigotos para o
alelo GIn27 manifestaram pouca melhora da fungdo cardiaca mediante administracdo de
carvedilol, quando comparados com pacientes portadores do alelo Glu27. Esses resultados
foram confirmados por Metra e cols.”®. Na ocasido, os pacientes com IC cronica foram
tratados por mais de um ano com carvedilol, e foi constatado que a FEVE em homozigotos
Glu27 foi muito maior do que em homozigotos GIn27. N&o foi obtida significancia estatistica
para estudos que tentaram correlacionar a resposta ao carvedilol e o polimorfismo Argl6Gly
de forma isolada. Entretanto, devido ao desequilibrio de ligacdo, pacientes homozigotos para
Glu27, que apresentam melhor resposta ao carvedilol, quase sempre séo portadores do alelo

Gly16 em homozigose.”®

De Groote e cols.*” em seus experimentos observaram para pacientes com o haplétipo
Gly16GIn27 uma tendéncia a menor sobrevida quando comparada com pacientes com o0s dois
outros haplétipos, demonstrando, mais uma vez, que a analise dos SNP isoladamente pode
ndo ser suficiente para caracterizar a evolugdo da doenca e que talvez mais estudos sejam
necessarios antes que se possa estabelecer uma relacéo entre o polimorfismo do beta 2 e 0

prognostico na IC.

Pacientes homozigotos para o haplétipo Argl6GIn27 tiveram alto risco de
mortalidade, enquanto aqueles homozigotos para o hapl6tipo Gly1l6GIlu27 tinham este risco
reduzido. Dados similares foram recentemente publicados por Shin e cols.*® que encontraram
em 227 pacientes portadores de IC crbnica tratados com betabloqueadores que o0s
homozigotos para o haplétipo Argl6GIn27 tinham hazard ratio para eventos adversos

(definido por morte ou transplante cardiaco) de 1.91.

No entanto, outros estudos ndo comprovaram que os polimorfismos Argl6Gly e

GIn27Glu estdo associados com o risco do desenvolvimento de IC ou com o prognéstico.*

O quadro 3 resume os principais efeitos dos polimorfismos do gene ADBR2 no

prognostico e resposta ao betabloqueador na IC.
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QUADRO 3. Polimorfismos do gene ADBR2 e seu efeito no prognostico e resposta ao
betabloqueador na IC.

Argl6GIn27: maior risco de dbito ou
transplante cardiaco.

Argl6GIn27 !!

Kayne e cols.

GIn27Glu GIn27: melhor resposta ao carvedilol. Kayne e cols.”
GIn27Glu Glu27: melhora FE com uso de carvedilol. Metra e cols.®
ArgleGly e Sem correlagdo com o prognostico na IC. Ligget e cols.”
GIn27Glu

Gly16GIn27 | Gly16GIn27: menor sobrevida De Groote e cols.*
Arg16GIn27/ |Homozigotos Argl6GIn27: risco de mortalidade | Shin e cols.*®
Gly16Glu27 |e transplante cardiaco.




2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo primério:

(1) Avaliar a associacdo dos polimorfismos dos receptores beta adrenérgicos com a
melhora ecocardiogréfica com o uso de carvedilol e o impacto prognéstico em pacientes
ambulatoriais da rede publica de satde portadores de IC, com disfuncgéo sist6lica do ventriculo

esquerdo.
2.2 Objetivos secundarios:

(1) Comparar a prevaléncia dos genotipos e a frequéncia alélica dos polimorfismos dos
receptores beta adrenérgicos em pacientes portadores de IC, com um grupo controle de

voluntarios sadios.

(2) Avaliar a associacdo do sexo e cor autodeclarada em relacdo aos polimorfismos

dos receptores beta adrenérgicos e desfechos estudados.



3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Delineamento do estudo

Estudo observacional, coorte prospectivo, multicéntrico, realizado no Ambulatério de
IC do HUAP e no Hospital Geral da Faculdade de Medicina de Valenca, no periodo de
dezembro de 2005 a marco de 2009.

O estudo envolveu as seguintes etapas:

Registro dos dados clinicos e demograficos dos pacientes e controles.

T o

Coleta de sangue para a analise genética dos receptores beta adrenérgicos.

o

Analise dos dados genéticos correlacionando-0s com as caracteristicas clinicas.
d. Analise dos dados genéticos correlacionando-os com o remodelamento reverso
avaliado pelo ecodopplercardiograma no seguimento de seis meses e com 0s

desfechos 6bito e internacdo hospitalar em um seguimento minimo de doze meses.

3.2  Caracterizagdo das amostras do estudo

3.2.1 Grupo I: Pacientes com IC Sistolica

Foram incluidos 146 pacientes ambulatoriais da rede publica, portadores de IC com

disfuncdo predominante sistolica do VE, que preenchessem os critérios de inclusdo
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do presente estudo. Cento e sete foram originarios do HUAP/UFF da cidade de Niteroi e 39
do Hospital Geral da Faculdade de Medicina de Valenga.

Os dados demograficos registrados foram: sexo, idade e cor autodeclarada. Os dados
clinicos avaliados foram: tabagismo, IMC, presenca de hipertensdo arterial, doenca arterial
coronariana, diabetes mellitus, insuficiéncia renal crénica, anemia, fibrilacdo atrial e uso de
medicamentos cardiovasculares. Os pacientes com historia prévia de infarto agudo do
miocardio (IAM), angioplastia e cirurgia de revascularizagdo miocardica foram considerados

portadores de doenga arterial coronariana (DAC).

Os pacientes encontravam-se em acompanhamento ambulatorial especializado, em uso
de tratamento padronizado para IC, adaptado da 11 Diretriz Brasileira de IC Crénica® (quadro
4):

QUADRO 4. Tratamento farmacoldgico da IC a partir da classe funcional da NYHA.

IECA/BRA Tratamento
otimizado como
Betabloqueador* descrito na CF

. NYHA 3.
IECA/BRA IECA/BRA Antagonista da

Aldosterona;
Betabloqueador* Betabloqueador*
Nitrato-Hidralazina;

Digoxina;

Diuréticos

IECA=inibidor da enzima de conversao da angiotensina/ BRA= bloqueador do receptor de
angiotensina Il/ NYHA= New York Heart Association.

* O betablogueador de escolha foi o carvedilol, considerada dose otimizada de
50mg/dia em duas tomadas diarias ou dose maxima toleravel. Ajuste realizado a cada duas

semanas, ou conforme critério médico.
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3.2.2 Grupo lI: Controle

Para responder o objetivo secundario quanto a prevaléncia dos polimorfismos em
voluntarios saudaveis, foram selecionados 83 individuos sadios, afastada cardiopatia estrutural
através da avaliacdo clinica direcionada por um questionario especifico (anexo 1), exame
fisico e eletrocardiograma.

Os critérios de excluséo do grupo controle foram: idade < 18 anos e presenga de fatores
de risco cardiovasculares (dislipidemia, hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus,

doenga aterosclerotica, historia familiar de cardiomiopatia).

Os individuos do grupo Il foram equiparados com aqueles do grupo | quanto a cor
autodeclarada.

3.3 Avaliagao clinica e exames complementares do grupo | (pacientes)

3.3.1 Critérios de Inclusdo

a) Idade > 18 anos;
b) Pacientes com historia e exame fisico compativeis com IC;

c) FEVE menor ou igual a 50%, utilizando o método de Simpson.

3.3.2 Ciritérios de Exclusdo

Os critérios de exclusdo considerados foram aqueles que pudessem influenciar no

prognostico ou resposta medicamentosa, independente do uso do beta-blogqueador.

a) Pacientes com indicagdo ou submetidos a terapia de ressincronizagéo cardiaca.

b) Miocardite em atividade.

c) Episddio de morte subita abortada ou presenca de desfibrilador implantavel.

d) Indicacédo de angioplastia ou cirurgia de revascularizacdo miocéardica, planejada
para 0s proximos meses.

e) Intolerancia ao carvedilol na terapia admissional.
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3.3.3 Avaliacio Ecocardiogréafica

Os exames ecocardiograficos foram executados por dois ecocardiografistas experientes
e com titulacdo na éarea, realizados na admissdo e apos seis meses de acompanhamento de
acordo com as normas do Departamento de Ecocardiografia da Sociedade Brasileira de
Cardiologia. As analises feitas no estudo em questdo foram: didmetros cavitarios do VE em
sistole e em diastole e do atrio esquerdo, expressos em milimetros e FEVE pelo célculo de
volume (Simpson). O aparelho utilizado foi o Vivid 3, GE Medical Systems Ultrasound,
Wisconsin USA.

3.3.4 Exames Laboratoriais

Foram realizados exames laboratoriais na admissdo, 0s quais consistiram em dosagem

de hemoglobina, glicose, uréia, creatinina, sodio, potéssio, perfil lipidico, &cido Urico.
3.3.4.1 Hemoglobina

Foi considerado presenca de anemia, quando os niveis de hemoglobina encontravam-se

menor ou igual a 12 g/dl para mulheres e menor ou igual a 13g/dl para homens.
3.3.4.2 Glicemia de admissdo

Foi considerada a presenca de diabetes nagueles pacientes com histdria pregressa, uso
de hipoglicemiante e/ou insulina subcutanea ou presenca de uma glicemia de jejum maior ou
igual a 126mg/dl.**

3.3.4.3 Creatinina de admissao

Conforme definido na revisdo de Biesen e cols.”, considera-se funcdo renal normal

para valores de creatinina sérica inferiores a 1,5 mg/dl.
3.3.4.4 Sodio de admisséo

Foi considerado sodio baixo para valores abaixo de 135mEg/L, na auséncia de outros
fatores que pudessem contribuir para tal.
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3.3.4.5 Potassio de admissdo

Valores normais de potassio, segundo referéncia do laboratorio de bioquimica do
HUAP, foram considerados entre 3,6 e 5,0 mEq/L.

3.3.4.6 Perfil lipidico de admisséo

Baseado na Diretriz Brasileira para o tratamento de dislipidemias e prevencdo da
aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia - 2001°® foram utilizados os valores de

referéncia do perfil lipidico, como se segue no quadro 5.

QUADRO 5. Valores de referéncia do perfil lipidico em adultos

COLESTEROL TOTAL LDL-C HDL-C TRIGLICERIDEOS

Valores em mg/dL

Desejéaveis <200 <130 > 40 <150

3.3.4.7 Acido Grico de admissdo

Utilizados os valores de referéncia do laboratério de bioguimica do HUAP para
definicdo de hiperuricemia, de acordo com o sexo: de 3,0 a 6,6 mg/dl para homens e de 2,4 a

5,7 mg/dl para mulheres.

3.3.5  Seguimento

Os pacientes foram acompanhados por um periodo minimo de doze meses e maximo
de 40 meses para avaliacdo dos desfechos internacdo hospitalar e 6bito, os quais foram
registrados através das visitas subsequentes (no caso de internacéo) ou telefénico e/ou registro

em prontuario (no caso de 6bito).

Para aqueles pacientes que preencheram os critérios de inclusdo e consentiram sua
participacgdo no estudo foi preenchida uma ficha de inclusdo (anexo 2). Eles foram submetidos
a coleta de exames laboratoriais e avaliacdo genética, e consecutivamente era iniciada a terapia

farmacologica ou otimizada aquela de uso prévio.
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Apos seis meses de inclusdo no estudo, os pacientes foram reavaliados clinicamente,
laboratorialmente e através da ecocardiografia (anexo 3). Foram considerados trés graus de
melhora ecocardiografica, em comparacdo ao exame admissional, quanto ao remodelamento

reverso (esses trés niveis foram os determinantes da resposta terapéutica):

1) aumento da FEVE maior ou igual a 20% ;
2) aumento da FEVE maior ou igual a 10%;

3) reducdo de didmetros cavitarios esquerdos menor ou igual a 5%.

A sequéncia racional do estudo encontra-se detalhado na figura 5.

+ Obtengiio do Termo de Consentimento/ Preenchimento da ficha de inclusio;
» Coleta DNA:

* Hemograma/bioquimica;

. * Eletrocardiograma;

Admissdo |. Ecocardiograma transtoracico.

+ Reavaliagio do ecocardiograma transtoracico;

+ Avaliagio de desfechos (internagio hospitalar e/ou obito).
6 meses

» Avaliagiio de desfechos (internagio hospitalar e/ou o6bito).
12 meses

FIGURA 5.
Sequéncia racional do estudo.
Da admissdo aos 12 meses de seguimento.
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3.4 Avaliagdo genético molecular

3.4.1 Extracdo do DNA Genbmico

A extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total foi feita com reagentes
comerciais, de acordo com procedimento descrito pelo fabricante ou pelo método manual de
precipitagdo salina. Resumidamente, na técnica manual, as amostras foram submetidas a lise
celular com 1000 pL do tampdo Tris-1 (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, KCI 10 mM, MgCl, 10 mM,
EDTA 2 mM pH 8,0) contendo Triton X-100 a 2,5%. Apos centrifugacdo a 5.000 rpm por 5
minutos em centrifuga Beckman®, os nicleos celulares foram lisados com 200 pL do tamp&o
Tris-2 contendo SDS a 1%. As proteinas foram removidas por precipitacdo salina com 100 pL
de NaCl 5M. O DNA presente no sobrenadante foi isolado por precipitacdo etandlica e
finalmente, ressuspenso em 100 pL do tampdo TE (Tris-HCI 10 mM e 1mM EDTA, pH 8,0) e

mantidos a -20°C até o momento do uso.

3.4.2 Avaliacdo em gel de agarose e guantificacdo do DNA.

Apoés a extracdo, a integridade das amostras de DNA foi analisada por eletroforese
(sistema de eletroforese BIO RAD) em gel de agarose a 0,8 % em tampéo TBE 1X (Tris-HCI
90 mM, &cido bérico 90 mM e EDTA 2 mM), corado com brometo de etidio.

3.4.3 Anélise dos Polimorfismos dos Receptores Beta Adrenérgicos.

Os polimorfismos do gene ADBR1 Arg389Gly e Ser49Gly e do gene ADBR2
GIn27Glu e Argl6Gly do receptor beta 2 adrenérgico foram analisados por PCR-RFLP. A
reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 25 pL, sendo utilizados: 50 —100 ng de
DNA genémico, ap0s ajuste da concentracao, 1 U de Tag DNA polimerase Fermentas, tampéo
de reacdo (KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM, Tris-HCI 10 mM), 200uM de cada desoxinucleotideo
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 15 pmol de cada oligonucleotidio. Apds desnaturagdo a 94°C
por 5 minutos, as amostras foram amplificadas em um programa de 30 ciclos de 30 segundos a
94°C (desnaturacdo) para os polimorfismos do ADBR1 e 1 minuto para os do ADBR2,
anelamento em temperaturas e tempos especificos para cada variante (quadro 6) e 1 minuto a
72°C para extensdo, em um termociclador Techne modelo Progen. Em seguida as amostras

foram submetidas a extensdo final em um ciclo de 7 minutos a 72°C. Os amplicons foram
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avaliados em gel de agarose a 2%, usando como indicador de tamanho, um marcador de 100

pares de base.

QUADRO 6. Sequéncias de oligonucleotidios utilizadas de acordo com as variantes.

ADBR1 |Arg389Gly' |Sense 5-CGCTCTGCTGGCTGCCCTTCTTCC-3’ 580C/30s
Antisense 5’-TGGGCTTCGAGTTCACCTGCTATC-3’
Ser49Gly" Sense 5’-CCGGGCTTCTGGGGTGTTCC-3’ 610C/30s
Antisense 5’-GGCGAGGTGATGGCGAGGTAGC-3’
ADBR2 |GIn27GIu’ Sense 5’-GAATGAGGCTTCCAGGCGTC-3’ 560C/60s
Antisense 5’- AGGCCCATGACCAGATCAGC-3’
Gly16Arg° Sense 5’-CTTCT TGCTGGCACGCAAT-3’ 560C/60s
Antisense 5’-CCAACTACTTCATCACTTCACTGG-3’

1-Magbool e cols.”; 2-de Groote e cols. ¥/

3.4.3.1 Analise dos Polimorfismos dos Receptores Beta 1 Adrenérgicos
a) Analise Molecular do Polimorfismo ADBR1 Arg389Gly

O fragmento de 530 pares de base amplificado foi digerido com a enzima de restricao
(RFLP) BCG I que reconhece o sitio 5°...10(N)CGA(N)6TGC(N)12...3’, onde N representa
qualquer nucleotideo. Desta forma, a presenca do alelo polimorfico Gly codificado pelo cdédon
GGA abole o sitio de reconhecimento da enzima BCG I. A identificacdo genotipica foi
baseada no seguinte padrdo de fragmentos revelados em gel de agarose a 2%: 342 e 154 bp
para 0s homozigotos Arg389Arg, 530bp para os homozigotos Gly389Gly e 530, 342 e 154 bp
para os heterozigotos Arg389Gly. O fragmento de 34 bp era muito pequeno para ser

visualizado neste sistema de eletroforese.
b) Analise Molecular do Polimorfismo ADBR1 Ser49Gly

O fragmento de 564 pares de base amplificado foi digerido com a enzima de restricao
(RFLP) Eco 0109 I que reconhece o sitio 5°...PuG|GNCCPy ...3°, onde Pu indica a presenca
de uma purina (adenina ou guanina) e Py indica uma pirimidina (timina ou citosina) e N

representa qualquer nucleotideo. Desta forma, a presenca do alelo polimérfico Gly codificado
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pelo cddon GGC cria o sitio de reconhecimento para a enzima Eco 0109 I, possibilitando a
identificacdo do homozigoto Gly49Gly pela presenca no gel de agarose a 2% de fragmentos
contendo 345 e 219 pares de base. Os individuos homozigotos Ser49Ser, que possuem apenas
0 cédon AGC serdo identificados pelo fragmento de 564 bp, enquanto a presenca de

fragmentos contendo 564, 345 e 219bp identificara os heterozigotos Ser49Gly.

3.4.3.2 Analise dos Polimorfismos dos Receptores Beta 2 Adrenérgicos

a) Andlise Molecular do Polimorfismo ADBR2GIu27GIn

O fragmento de 353 pares de base amplificado foi digerido com a enzima de restri¢ao
(RFLP) Fnu4HI que reconhece o sitio 5°..GC|NGC...3’, onde N representa qualquer
nucleotideo. Desta forma, a presenca do alelo polimérfico Glu codificado pelo cédon GAA
abole o sitio de reconhecimento da enzima. A identificacdo genotipica foi baseada no seguinte
padrdo de fragmentos revelados em gel de agarose a 2%: 27, 55, 97 e 174bp para 0s
homozigotos GIn27GIn, 27, 55, 97,174 e 229 para os heterozigotos GIn389Glu e 27,97 e 229
bp para os homozigotos Glu27Glu. O fragmento de 27 bp era muito pequeno para ser

visualizado neste sistema de eletroforese®.

b) Anélise Molecular do Polimorfismo ADBR2 Argl16Gly

O fragmento de 201bp amplificado foi digerido com a enzima de restricdo (RFLP)
BsrDI que reconhece o sitio 5°...GCAATGNN...3’, onde N representa qualquer nucleotideo.
Desta forma, a presenca do alelo polimérfico Gly codificado pelo cédon GGA cria um sitio de
reconhecimento para a enzima BsrDlI, possibilitando a identificagdo do homozigoto Gly16Gly
pela presenca no gel de agarose a 3% de fragmentos contendo 14, 23, 56 e 108bp. Os
individuos homozigotos Argl6Arg, que possuem apenas 0 codon AGA serdo identificados
pelos fragmentos de 14, 56 e131bp, enquanto a presenca de fragmentos contendo 14, 23, 56,
108, 131 identificard os heterozigotos Argl6Gly. Os fragmentos de 14 e 23 bp sdo muito
pequenos para serem visualizados neste sistema de eletroforese, porém isto ndo prejudica a

identificacdo dos genotipos.
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FIGURA 6:
Exemplo da analise molecular do polimorfismo ADBR1 Arg389Gly.
O fragmento de 530 pares de base amplificado foi digerido com a enzima de restricdo (RFLP). Identificacdo
genotipica: 342 e 154 bp para os homozigotos Arg389Arg, 530bp para os homozigotos Gly389Gly e 530, 342 e
154 bp para os heterozigotos Arg389Gly.

3.5 Aspectos bioéticos

Em conformidade com a Declaracdo de Helsinki todos os participantes da pesquisa

assinaram, apos leitura, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo4).

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal Fluminense (CEP CMM/HUAP 121/05) e pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP — Brasilia (DF), Brasil (registro 12411).

3.6  Conflito de interesses
O presente estudo teve financiamento da FAPERJ.

O Laboratério Baldacci forneceu medicamento (carvedilol), no entanto, ndo participou
no desenho, analise ou divulgacédo do estudo.

O grupo de pesquisadores responsaveis pela coleta dos dados bem como a autora deste
estudo e professores orientadores ndo foram subvencionados para a realizacdo do mesmo.
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3.7  Analise estatistica
A andlise estatistica foi composta pelos seguintes métodos:

e para verificar se existe variacdo significativa nas respostas terapéuticas (dados
numeéricos) da admissdo para seis meses foi utilizado o teste t de Student pareado;

e a variacdo (delta) das respostas terapéuticas entre os subgrupos de gendtipos foi
avaliada pela Analise de Variancia “one-way”;

e para analisar a variagdo da CF NYHA (dado categdrico) apds seis meses foi
realizada a ANOVA para medidas repetidas de dados categdricos pelo procedimento
CATMOD®® do pacote estatistico SAS® System.

e para verificar se existe variacdo significativa no uso das medicacBes ap0s seis

meses foi aplicado o teste de Mc Nemar corrigido.

A relacdo entre as variaveis clinicas e de gendtipo com os desfechos e respostas
terapéuticas (analise uni e multivariada) foi avaliada pelos seguintes métodos:

i) comparacéo com dados categéricos foram aplicados os testes de x° ou exato de
Fisher;

ii) comparacdo com dados numericos foi usado o teste t de Student para amostras
independentes; e

iii) para identificar as variaveis independentes que predizem (ou explicam) o0s

desfechos ou respostas terapéuticas foi utilizada a Analise de Regressdo Logistica.

A curva de sobrevida ou livre de eventos foi ajustada pelo método de Kaplan-Meier.
A estatistica de log-rank foi aplicada para verificar se existe diferenca significativa na curva

estratificada pelos polimorfismos ADBR1 Ser49Gly e Arg389Gly e cor auto-declarada.

Foi realizada a analise do desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em relagdo a
distribuicdo dos genotipos dos polimorfismos dos receptores beta-adrenérgicos utilizando-se 0

teste do .

O critério de determinacdo de significancia adotado foi o nivel de 5%. A analise

estatfstica foi processada pelo software estatistico SAS® System



4. RESULTADOS

4.1  Descricdo geral da amostra estudada

Dos 146 pacientes incluidos no estudo, 140 permaneceram até a finalizacdo deste,
tendo ocorrido 06 perdas devido a perda do contato ou desisténcia no acompanhamento. A

tabela 1 apresenta as caracteristicas basais da amostra estudada.

A média de idade dos 140 pacientes que seguiram o acompanhamento foi de 59413
anos, 50,7% autodeclarados afro-brasileiros, 102 pacientes do sexo masculino, 46% de

etiologia isquémica, 23,6% tabagistas.

Quanto as comorbidades associadas & IC, houve predominio da hipertensdo arterial
(73,6%), seguindo-se a doenca arterial coronariana (42,1%), diabetes mellitus tipo Il (34,3%),

anemia (25,7%), insuficiéncia renal crénica (16,4%) e fibrilacéo atrial (15,7%).

Na avaliagdo da classe funcional, na inclusdo do projeto, observou-se que a maioria
dos pacientes incluidos encontrava-se em classe funcional 1 (33%) ou Il (42%), com apenas

1% em classe funcional 1V, segundo a classificacdo NYHA.

O indice de massa corporea (IMC) revela tendéncia ao sobrepeso entre os pacientes,

com média de 25,9 e mediana de 25.

Quanto os exames laboratoriais, apenas as médias dos niveis séricos de acido urico

para ambos 0s sexos encontravam-se superior a faixa da normalidade.

O ecodopplercardiograma transtoracico realizado na incluséo do estudo apontou para a

predominancia de pacientes com disfuncao sistolica grave do VE (média da FEVE = 35,3%)



TABELA 1. Caracteristicas Clinicas e Laboratoriais dos pacientes com IC (grupo 1).

Variavel n Média DP
Idade (anos) 140 58,5 13,0
Peso (kg) 138 70,5 16,6
Altura (m) 138 1,6 0,1
IMC (kg/m?) 138 25,9 5,2
Pressao Arterial (mmHg)

Sistolica 140 129,7 26,1

Diastolica 140 80,2 15,3
FC (bpm) 140 75,4 11,6
Ecocardiograma -Admissao

Atrio Esquerdo (mm) 140 4.6 0,8

VED (mm) 139 6,8 1,0

VES (mm) 139 55 11

FEVE (%) 140 35,3 9,3
Hemaoglobina (g/dl)

Homens 99 13,9 1,8

Mulheres 43 12,7 1,5
Glicose (mg/dL) 139 125,2 63,1
Uréia (mg/dL) 139 46,7 28,6
Creatinina (mg/dL) 139 1,3 1,0
Acido drico (mg/dL)

Homens 101 7,0 2,1

Mulheres 43 6,3 2,3
Colesterol Total (mg/dL) 138 1948 71,5
LDL (mg/dL) 133 120,5 42,2
HDL (mg/dL) 136 42,9 15,2
Triglicerideos (mg/dL) 137 1446 103,7
Sodio sérico (mEg/L) 139 139,2 3,7

Potassio sérico (mEq/L) 139 4,6 0,5
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4.2  Terapia medicamentosa

Na avaliacdo da terapia em uso prévio notou-se que consideravel percentual de
pacientes que vinham em uso de IECA (81,4%) e betabloqueador (71,4%), no entanto com

66,4% dos casos com necessidade do uso de diurético alca e 25% tiazidico concomitante.

Ao analisar, a terapéutica apds seis meses de seguimento (figura 7), observou-se que
existiu aumento significativo no uso dos antagonistas da angiotensina Il (p = 0,0006),
espironolactona (p = 0,014), betabloqueador (p < 0,0001) e estatina (p = 0,003); e queda
significativa no uso de inibidores da enzima de conversdo da angiotensina (p = 0,037) e de
diuréticos tiazidicos (p = 0,025)

N&o houve diferencas significativas quanto a terapia aos seis e doze meses.

%

100+

O Admissao
B 6 meses

FIGURA 7.

Comparacao da terapéutica admissional e ap0s seis meses de seguimento.
(IECA = inibidor da enzima de conversdo de angiotensina; BRA = bloqueador do receptor da angiotensina Il;
N+H = associacao nitrato e hidralazina)
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4.3  Variaveis ecocardiogréaficas na admissao e apos seis meses

Quanto a comparacdo das varidveis ecocardiograficas na admissdo e em seis meses
observou-se que ndo existe variacdo significativa no AE ap0s seis meses. Em média, reduziu

0,07 cm (p = 0,16), que corresponde, em media a 0,83% (p = 0,46).

Houve queda significativa no VED ap0s seis meses, em media, de -0,20 unidades (p =
0,0004), que corresponde, em média a 3,1% (p = 0,0005) e do VES em média, de -0,33
unidades (p = 0,0001), que corresponde, em média a 6,3% (p = 0,0001). No entanto, embora

estas quedas sejam estatisticamente significantes ndo sdo clinicamente relevantes.

Foi verificado, como demonstrado na tabela 2, que existiu um aumento estatistico e
clinicamente significativo na FEVE apés seis meses, que corresponde em média a 20,9% (p =
0,0001).

A tabela 2 fornece a média, desvio padrdo/erro padrdo (DP/EP), mediana, minimo e
méaximo da FEVE, respectivamente, na admissao, seis meses apos, a correspondente varia¢ao
absoluta (delta) e relativa (delta %), e o respectivo nivel descritivo (p valor) do teste t

pareado.

TABELA 2. Analise da FEVE apds seis meses.

Variavel n  Média pvalor
FEVE (%)
admissao 129 35,45

FEVE (%) -6m 129 41,64
Delta absoluto 129 6,19 0,0001
Delta (%) 129 20,89 0,0001

4.4  Analise da classe funcional segundo NYHA na admisséo e ap0s 6 meses

A ANOVA para medidas repetidas de dados categdricos, mostrou que existe variagao
significativa na CF NYHA (p < 0,0001), ou seja, houve melhora significativa na CF apds seis
meses (tabela 3).
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TABELA 3. Analise da classe funcional NYHA apds seis meses.

CF admissao 6 meses p valor
NYHA  n % n % i
I 43 33,1 61 46,9
<
11 56 43,1 60 46,2 0,0001
/v 31 23,8 9 6,9

# ANOVA para medidas repetidas
(procedimento CATMOD do SAS®).

45  Equilibrio de Hardy-Weinberg dos polimorfismos dos receptores beta-

adrenérgicos.

O teste do y® mostrou que as frequéncias genotipicas dos polimorfismos dos genes
ADBR1 e ADBR2 estavam em concordancia com os pressupostos de Hardy-Weinberg. Os

valores de p estdo sumarizados na tabela 4.

TABELA 4. Equilibrio de Hardy Weinberg dos polimorfismos estudados.

Polimorfismos dos genes ADBR1 e ADBR2 (valor de p)

Arg389Gly Ser49Gly GIn27Glu Argl6Gly
Paciente IC 0,099 1,000 0,344 0,186
Controle 0,797 0,173 0,248 1,000

4.6  Analise da prevaléncia genotipica entre os grupos estudados

A fim de estabelecer a prevaléncia dos genotipos para ADBR1 e ADBR2 entre casos e
controles, foram analisados 83 individuos saudaveis. Observou-se que existe relagédo
significativa com o polimorfismo do gene ADBR2 GIn27Glu (p = 0,007), ou seja, 0 grupo
controle apresentou o genotipo GIn27GIn (45,8%) significativamente maior que o grupo de
casos (32,9%), por outro lado, o grupo de casos apresentou o genétipo Glu27Glu (24,7%)

significativamente maior que o grupo controle (8,4%) (tabela 5).



TABELA 5. Associacao entre genotipos ADBR1 e ADBR2 em controles e pacientes.

Polimorfismo Genotipo Controle Pacentes p valor
Gene % n %
ArgArg 43 51,8 71 48,6

ADBRI  Arg389Gly ArgGly 37 44,6 58 398 0,11
GlyGly 3 3,6 17 11,6
SerSer 16 19,3 33 22,6

Ser49Gly SerGly 42 50,6 64 43,8 0,60
GlyGly 25 30,1 49 33,6
GInGIn 38 45,8 48 32,9

R GIn27Glu GInGlu 38 458 62 424 0,001
GluGlu 7 8,4 36 24,7
ArgArg 63 75,9 106 72,6

Argl6eGly ArgGly 18 21,7 37 25,3 0,83
GlyGly 2 2,4 3 2,1
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4.7  Analise das variaveis ecocardiograficas e classe funcional em relacdo aos

gendtipos.

Observou-se que ndo existe diferenca significativa no delta relativo do AE, VED, VES

e FEVE entre os subgrupos de genotipos, ou seja, os diametros e a FEVE variam (melhoram)

de forma semelhante entre os subgrupos de genotipos. No entanto, a ANOVA para medidas

repetidas de dados categodricos (tabela 6), mostrou que existe melhora significativa na CF
NYHA apenas do subgrupo ADBR1 Ser49Ser (p = 0,0001). Entretanto, ndo se observou

diferenca significativa na evolucdo da CF entre os subgrupos Ser49Ser versus Ser49Gly (p =

0,87).
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TABELA 6. Analise da CF NYHA apds seis meses (6m) por subgrupos de genotipos ADBR1
Ser49Gly.

Ser49Ser Ser49Gly Gly49Gly
CF admissao 6m admissao 6m admisséo 6m
n % n % n % n % n % n %
| 28 308 42 46,2 14 389 18 50,0 1 333 1 333
1 41 451 43 47,3 14 389 15 41,7 1 333 2 66,7
Hniav 22 242 6 6,6 8 2272 3 8,3 1 333 0 00

p valor ? 0,0001 0,11 pOUCOS Casos
p valor ° 0,87
@ ANO)VA para medidas repetidas no interior de cada subgrupo do genétipo Ser49Gly (efeito do
tempo).

® ANOVA para medidas repetidas entre subgrupos do genétipo Ser49Gly (Ser49Ser versus Ser49Gly)
(efeito da interagéo: subgrupo*tempo).

4.8  Regressao Logistica

A Anélise de Regressao Logistica foi realizada para avaliar a influéncia simultanea das

variaveis sobre os desfechos e respostas terapéuticas, desta amostra em estudo.

O processo de selegdo dos fatores foi o de “stepwise”, ao nivel de 5%, o qual seleciona
0 menor subgrupo de variaveis independentes que melhor explica (ou prediz) os desfechos e

respostas terapéuticas.

Inicialmente entraram nos modelos todas as varidveis avaliadas em todos os 140
pacientes: idade, sexo, cor autodeclarada, IMC, PAS, FC, classe funcional NYHA, presenca
de FA, FEVE admissional, hemoglobina, glicemia, creatinina, acido urico, sédio, dose de
betabloqueador, genotipos. Em cada modelo, o numero total de pacientes variou de acordo

com a perda de informacéo de cada variavel.

Nas tabelas 7, 8 e 9 estdo as analises de algumas variaveis do estudo em relacdo a

internacdo hospitalar, 6bito e melhora da FEVE > 20%, respectivamente.



TABELA 7. Analise das variaveis clinicas e de genotipo ADBR1 e ADBR2 segundo
internacao hospitalar

com internacéo sem internacao

L . p valor
Variavel categoria n % n %
Sexo masculino 31 67,4 65 69,9 0.76
feminino 15 32,6 28 30,1 '
Cor autodeclarada nao afro 21 45,7 48 51,6 0.50
afro 25 54,4 45 48,4 '
FA sim 8 17,4 14 15,1 0.72
ndo 38 82,6 79 85,0 '
NYHA /v 19 41,3 16 17,2
/1 27 58,7 77 82,8 0,002
Hb alterado 14 30,4 22 244 0.45
normal 32 69,6 68 75,6 '
Sodio <135 2 4.4 8 8,6 0.30
>=135 43 95,6 85 91,4 ’
Etiologia isquémica 20 43,5 44 47,3 0.67
ndo isquémica 26 56,5 49 52,7 '
Dose B-bloqg alta 18 50,0 58 67,4 0.070
baixa 18 50,0 28 32,6 ’
ﬁngigglGly ArgArg 11 23,9 34 36,5
ArgGly 21 457 37 39,8 031
GlyGly 14 30,4 22 23,7
g\eDrESI)?GlIy SerSer 31 67,4 69 74,2 0.57°
SerGly 13 28,2 23 24,7
GlyGly 2 44 1 1,1
e GInGIn 21 457 46 495
GInGlu 21 456 36 387 0,69
GluGlu 4 8,7 11 11,8
ﬁfgﬁécaly ArgArg 11 239 21 226
ArgGly 17 37,0 45 484 0,38
GlyGly 18 39,1 27 29,0
Idade (anos) Média £ DP 59,7 +14,9 57,7+11,8 0,38
FEVE adm (em %) média = DP 352+9,7 354+9,2 0,94
Sédio ( mEg/L) média £ DP 139,2+34 139,2+3,9 0,99

pc: poucos casos < 10 pacientes sem uso de B-Blog.

? teste de ° para AA versus AG.
Variaveis numeéricas foi aplicado o teste t para amostra independentes.




TABELA 8. Analise das variaveis clinicas e de genotipo ADBR1 e ADBR2 segundo 6bito.

obito nao ébito
] ) p valor
Variavel categoria n % n %
Sexo masculino 9 60,0 87 69,6 031
feminino 6 40,0 38 30,4 '
acuot(r) declarada no afro 8 533 61 488 074
afro 7 46,7 64 512
FA sim 2 13,3 20 16,0 .
nio 13 86,7 105 84,0 !
NYHA Y 6 40,0 29 232 013
L/ 9 60,0 9% 768 !
Hb alterado 3 20,0 34 27,9
normal 12 80,0 88 72,1 0.38
Sédio <135 0 0,0 10 8,0 033
>= 135 14 100,0 115 92,0
Etiologia isquémica 7 46,7 57 45,6 0.93
n&o isquémica 8 53,3 68 54,4 '
Dose B-blog alta 3 75,0 74 622
baixa 1 25,0 45 37,8 be
Q%Eégglely ArgArg 2 133 43 344
ArgGly 9 60,0 50 40,0 0.24
GlyGly 4 26,7 32 256
Qe?fggly SerSer 14 933 8 688 0 048"
SerGly 1 6,7 36 288
GlyGly 0 0,0 3 2,4
éﬁ??élu GInGIn 7 467 61 488
GInGlu 6 40,0 51 408 0,94
GluGlu 2 13,3 13 10,4
ﬁgﬁg{ély ArgArg 3 200 20 232
ArgGly 6 40,0 56 44,8 0.83
GlyGly 6 40,0 40 320
Idade (anos) média + DP 61,7 + 15,3 58,2+12,8 0,31
(;')EVE adm @M \egia+DP 3224107 35,6 +9,1 0,17
Sodio (mEg/L) média £ DP 139,4+ 3,8 139,2+£ 3,7 0,84

pc: poucos casos < 10 pacientes sem uso de B-Blog.
# teste exato de Fisher paraSer49Serversus Ser49Gly.



TABELA 9. Analise das variaveis clinicas e de genotipos ADBR1 e ADBR2 segundo aumento

FEVE >20%.
Aumento FEVE > Aumento
20% FEVE <20% p valor
Variavel categoria n % n %
Sexo masculino 43 74,1 48 67,6 0.41
feminino 15 25,9 23 32,4 '
SO eclaraga 020 29 50,0 37 521 081
afro 29 50,0 34 47,9
FA sim 11 19,0 8 11,3 022
nao 47 81,0 63 88,7 '
NYHA /v 12 20,7 19 26,8 042
/1 46 79,3 52 73,2 '
Hb alterado 18 31,6 17 24,6 0.38
normal 39 68,4 52 75,4 ’
Sodio <135 1 1,7 9 12,7 0019
>=135 57 98,3 62 87,3 '
Etiologia isquémica 21 36,2 39 54,9 0.034
nao isquémica 37 63,8 32 451 '
Dose B-bloqg alta 35 64,8 39 60,9 0.66
baixa 19 35,2 25 39,1 '
2?9%?; Gly ArgArg 17 29,3 24 33,8
ArgGly 23 39,7 20 409 0,74
GlyGly 18 31,0 18 25,4
ée??gelly SerSer 43 741 47 66,2 0.36°
SerGly 14 24,1 22 31,0
GlyGly 1 1,7 2 2,8
o GInGIn 30 51,7 29 409
GInGlu 22 37,9 33 465 0,46
GluGlu 6 10,3 9 12,7
QE)gBllgély ArgArg 14 24,1 15 21,1
ArgGly 27 46,6 31 437 0,76
GlyGly 17 29,3 25 3572
Idade (anos) média + DP 57,4+13,0 59,4 +13,1 0,39
FEVE adm s
(em %) média + DP 32,0489 383+84 0,0001
Sédio .
(MEg/L) média + DP 139,9 + 35 1384 + 3,8 0,019

pc: poucos casos < 10 pacientes sem uso de B-Blog.
® teste de * para Ser49Ser versus Ser49Gly.



58

As tabelas 10, 11 e 12 fornecem alguns dos parametros das varidveis significativas
selecionadas pelo método de Regressdo Logistica para os desfechos e respostas terapéuticas.
Os parametros sao: coeficiente, erro padrdo (EP) e nivel descritivo (p valor) e o risco relativo

(RR) com seu respectivo intervalo de confianca de 95% (I1C de 95%).

Analisando as varidveis simultaneamente, segundo a Regressdo Logistica, observou-se
que apenas CF I11/1V (p = 0,001) foi significativa para predizer a internacdo, com risco de

3,9. As demais variaveis ndo apresentaram contribuicéo independente, ao nivel de 5%.

Em relacdo ao dbito, observou-se que apenas o genétipo ADBR1 Ser49Ser (p = 0,09)

apresentou uma tendéncia para predizer o 6bito, ao nivel de 10%. As demais variaveis ndo

apresentaram contribuicdo independente, ao nivel de 10% (tabela 10). Neste momento, foi

utilizado o nivel de 10% para fins de explorac&o analitica.

TABELA 10. Regressao Logistica para o desfecho obito:

\_/ar!a_vel : coeficiente EP pvalor RR IC de 95%
significativa
ADBR1 Ser49Ser 1,7682 1,0540 0,093 586 0,74 - 46,2

Analisando as varidveis simultaneamente, segundo a Regressdo Logistica, observou-se
que apenas a FEVE menor (p = 0,034) foi significativa para predizer a melhora do AE > 5%,
ou seja quanto menor a FEVE maior a propor¢ao de melhora AE > 5% (relagdo inversa). As

demais variaveis ndo apresentaram contribuicdo independente, ao nivel de 5%.

A dose B-bloq alta (p = 0,016) e sexo feminino (p = 0,037) foram significativos para
predizer reducdao do VED > 5%.

A auséncia de sodio < 135 (p = 0,046) e auséncia de etiologia isquémica (p = 0,042)

foram significativas para predizer aumento da FE > 20% (tabela 11).
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TABELA 11. Regressdo Logistica para a resposta aumento FEVE > 20%.

\(arl_a_vel . coeficiente EP pvalor RR IC de 95%
significativa
Sédio < 135 -2,1560 1,0780 0,046 0,12 0,01 - 0,96

Etiologia isquémica -0,7597 0,3743 0,042 0,47 0,22 - 0,97

Foi avaliada a influéncia simultanea das variaveis sobre os desfechos e respostas
terapéuticas, desta amostra em estudo. As variaveis consideradas nesta analise foram uso de
IECA ou ARAII e Espironolactona.

Analisando as variaveis simultaneamente, segundo a Regressdo Logistica, observou-se
que apenas 0 uso de espironolactona (p = 0,031) foi significativo para predizer a melhora na
CF NYHA (tabela 12).

TABELA 12. Regressdo Logistica para a melhora da CF NYHA.

\(arl_a_vel . coeficiente EP pvalor RR IC de 95%
significativa
Espironolactona 0,8334 0,3872 0,031 230 1,08 - 491

N&do existe mudanca na Andlise de Regressdo Logistica para as outras respostas

terapéuticas com a inclusdo do IECA/ARAII e espironolactona.

A frequéncia de IECA ou ARAII na amostra em estudo é de 93,8% (n = 137), talvez
justifiqgue a perda de significancia na influéncia das respostas terapéuticas (quase todos

fizeram uso, independente da resposta).
4.9  Analise dos desfechos em relacao a frequéncia alélica

N&o foi encontrada significancia estatistica na analise da relacdo entre a melhora
ecocardiografica > 20% e as frequéncias alélicas dos diferentes polimorfismos dos receptores

beta-adrenérgicos.

Na analise dos desfechos clinicos e o polimorfismo ADBR1 Arg389Gly, observou-se,
que segundo o teste de ¥, ndo existe associacdo significativa (p = 0,065) entre 6bito ap6s
12meses e frequéncia alélica Arg/Gly, ao nivel de 5%. Porém, segundo o teste exato de
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Fisher, observou-se que os pacientes que morreram apresentaram frequéncia alélica Gly389
(61,1%) significativamente maior que o grupo que ndo morreu (44,7%), com p = 0,047.

Adicionalmente e reforcando o primeiro achado, observou-se, que 0s pacientes com
internacdo apds 12 meses apresentaram frequéncia alélica Gly389 (54,9%) significativamente
maior que o grupo sem internacao apos 12 meses (42,1%), com p = 0,039.

Quando avaliado o polimorfismo ADBR1 Ser49Gly, verificamos uma tendéncia ao

Obito, ao nivel de 10%, dentre aqueles pacientes portadores do alelo Ser49, com p=0,081.

A avaliacdo dos polimorfismos do gene ADBR2 ndo mostrou diferenca

estatisticamente significativa para a anélise dos desfechos clinicos e frequéncia alélica.

4.10 Avaliacdo da sobrevida ou livre de eventos em relacdo aos polimorfismos dos
genes ADBR1 e ADBR2

A estatistica de log-rank foi aplicada para verificar se existe diferenca significativa na
curva estratificada pelo polimorfismo ADBR1 Ser49Gly e Arg389Gly.

Observou-se que ndo existe diferenca significativa (p = 0,085) na sobrevida entre 0s
dois subgrupos do ADBrl Ser49Gly [Ser49Ser (AA) versus Serd9Gly + Gly49Gly
(AG+GG)]. Podemos dizer que existe uma tendéncia do subgrupo com gendétipo Ser49Ser

apresentar sobrevida menor que o subgrupo com gen6tipo ndo Ser49Ser (figura 8).
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FIGURA 8.
Curva de sobrevida estratificada pelo polimorfismo ADBR1 Ser49Gly.
(AG+GG = Ser49Gly + Gly49Gly/ AA= Ser49Ser).

A figura 9 demonstra que existe diferenca significativa (p = 0,054) na sobrevida entre
0s dois subgrupos de polimorfismo ADBR1 Arg389Gly (Gly389Gly + Arg389Gly versus
Arg389Arg). O subgrupo com a presenca do alelo Gly389 apresentou sobrevida menor que o
subgrupo sem alelo Gly389 (Arg389Arg).
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FIGURA 9.

Curva de sobrevida estratificada pelo polimorfismo ADBR1 Arg389Gily.

(Sem G=Arg389Arg Com G= Gly389Gly + Arg389Gly).

N&o houve diferenca significativa na avaliacdo dos polimorfismos estudados para o

gene ADBR2 e a sobrevida livre de eventos.

4.11 Avaliacdo da sobrevida em relacdo aos polimorfismos dos receptores beta

adrenérgicos e a cor autodeclarada

Na andlise do desfecho internacdo hospitalar em relacdo aos polimorfismos dos

receptores beta-adrenérgicos, ndo foi encontrada diferenca significativa entre os grupos. No

entanto, na analise da sobrevida, quanto aos obitos, foi observado, conforme a figura 10 que

0s pacientes autodeclarados afro-brasileiros e homozigotos ADBR1 Ser49Ser apresentaram

menor sobrevida quando comparados aos homozigotos Gly49Gly e heterozigotos Ser49Gly

(p=0,03). N&o foi observada esta diferenca entre os pacientes autodeclarados nédo afro-

brasileiros (p=0,92).
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FIGURA 10.
Probabilidade acumulada de sobrevida segundo o polimorfismo
ADBR1 Ser49Gly e a cor autodeclarada.
(Ser49Ser (AA) = 1/ Serd9Gly (AG) + Gly49Gly (GG)=0).A= Afro-brasileiros B= N&o afro-brasileiros

Na analise para o polimorfismo Arg389Gly, encontramos uma tendéncia ao 6bito entre
0s pacientes autodeclarados afro-brasileiros e com presenca de 1 ou 2 alelos Gly389 (p=0,06),
sendo que o mesmo fato ndo foi observado entre os pacientes autodeclarados ndo afro-

brasileiros (figura 11).



1,07

0,69

+

©g_gg3ss

+
+
9

+
+
+

00
=100

—t— 00-censored
—+1 00-censored

n
z
>
o
R
)
]
(7]
1]
o P=0,06
3
E 05
E
£
5
& 047
[
-
o
)
=027
)
I
=]
2

A & 0,0+

T I | T
0 10 0 30 40
Tempo de acompanhamento (meses)
104 cg_gg38s
! tl=|'l -1 00
+ + 11 .00
—t+— ,00-censored
o —+—1 ,00-censored
= +
> 0,84
I
£
P
“ P=0,33
=
s 0,67
=
[
=
E
=
o
ﬁ 0,44
=
[
o
E
"~
2 02
[ =
o
0,0
B 0 10 20 30 40

Tempo de acompanhamento (meses)

FIGURA 11.

Probabilidade acumulada de sobrevida segundo o polimorfismo
ADBR1 Arg389Gly e a cor autodeclarada.
(Arg389Gly (CG) + Gly389Gly (GG)= 1/ Arg389Arg (CC) =0). A= Afro-brasileiros B= Nd&o afro-brasileiros.
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5. DISCUSSAO

Na avaliacdo clinica dos pacientes estudados foi possivel observar o impacto do
tratamento especializado para IC na otimizacdo da terapia medicamentosa com consequente
melhora da classe funcional, FEVE e sobrevida, o que é concordante com as evidéncias
atuais. Estas tém demonstrado que o acompanhamento dos pacientes nas clinicas de IC
melhora a adesdo ao tratamento farmacologico e ndo farmacoldgico, determina melhor
otimizacdo da terapéutica, diminui o nimero de hospitalizagdes relacionadas diretamente a
doenca, com consequéncias diretas na qualidade de vida. Quanto a mortalidade total, os dados

ainda sdo menos consistentes.®’

Quanto ao perfil dos pacientes portadores de IC, nota-se mudanca nos Gltimos anos.
Uma pesquisa realizada na aten¢do primaria - Programa Médico de Familia - da cidade de
Niterdi, encontrou elevada prevaléncia de sindrome metabélica em pacientes com IC. No
presente estudo encontram-se niveis elevados de IMC entre os individuos estudados, com

média de 25, comprovando a mudanca do perfil nutricional.

Embora a doenca arterial coronariana e HAS tém sido tradicionalmente considerados
um dos mais importantes fatores de risco modificaveis para o desenvolvimento da IC, estudos
recentes tém destacado a importancia de fatores de risco metabolicos cada vez mais
prevalentes: glicemia, diabetes, obesidade e sindrome metabdlica. Dados do estudo de
Framingham mostraram, com base na analise de 5881 pessoas, com média de idade de 55
anos, sendo 54% mulheres, que o aumento do IMC em uma unidade aumentaria o risco de

apresentar IC em 5% para os homens e em 7% para as mulheres.>®
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Se a obesidade ¢ um fator de risco para o desenvolvimento da IC, é interessante,
entretanto, notar que ela confere uma possivel protecdo quanto a mortalidade aos pacientes

portadores de I1C, como demonstrado por Horwich e cols.®

Diferentemente, a hiponatremia no paciente portador de IC confere risco adicional na
mortalidade. Um estudo com pacientes com IC e sddio sérico menor ou igual a 135mEqg/L

evidenciou um aumento de Gbito em pacientes hospitalizados.

A atividade da renina apresenta relacdo linear inversa com a concentragdo plasmatica
de sodio, de modo que a presenca de hiponatremia identifica um grupo de individuos com
grande ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona.®* Assim, pacientes com as duas
condicdes associadas (IC e hiponatremia) tém predisposicdo a niveis elevados de renina,

angiotensina 11, aldosterona, vasopressina circulantes, além de catecolaminas.®?

Este fato poderia justificar, no presente estudo, que a auséncia de sédio < 135 esteve
associada ao aumento da FEVE >20%, assim como a presenca da cardiopatia ndo isquémica.
Outros estudos tém mostrado que a terapia com betabloqueador aumenta significativamente
mais a FEVE em pacientes com cardiomiopatia idiopatica do que naqueles com etiologia
isquémica, corroborando os achados.®%4%

Em relacdo a genética, para um consideravel nimero de doencas cardiovasculares foi
proposto que tanto a susceptibilidade a doenca, quanto a variabilidade “interindividual” em
relacdo ao tratamento se relacionavam, em parte, aos polimorfismos genéticos,

particularmente aqueles polimorfismos relacionados a receptores de neurotransmissores.

O papel central do sistema nervoso simpatico e de seus receptores na IC torna os
polimorfismos genéticos destes receptores fortes candidatos a fatores de risco e preditores de

resposta ao tratamento da IC.

Os estudos de prevaléncia alélica nas diferentes populagdes demonstram que para o
polimorfismo ADBR1 Arg389Gly, a frequéncia alélica do Arg389 é maior do que para o
Gly389, 70% e 30% respectivamente. Como ha variacdo entre as diversas etnias, foi
observada maior frequéncia para o alelo Gly389 em afro-americanos (42%) em comparagao
aos caucasianos (27%).%° Na amostra estudada do grupo 2 (controle) encontrou-se distribuicdo

semelhante aos caucasianos, com 26% para a frequéncia alélica do Gly389. O mesmo fato
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ocorreu para a frequéncia alélica do polimorfismo do gene ADBR2 GIn27Glu, onde a
frequéncia do alelo Glu27 é 35% em caucasianos e o0 achado neste estudo foi de 31,3%.

No que diz respeito as distribuicdes alélicas dos polimorfismos do gene ADBR1
Ser49Gly e do ADBR2 Argl6Gly em individuos saudaveis, encontrou-se nesta populagéo as
frequéncias para os alelos Gly49 (55,4%) e Argl6 (86,7%) significativamente maior do que 0
encontrado em outras populacdes de diferentes etnias.*>**%’

Quanto a investigacdo dos polimorfismos do gene ADBR1 e risco para
desenvolvimento de IC, ndo foi encontrado associagéo entre os polimorfismos Arg389Gly e
Ser49Gly e suscetibilidade para IC. O mesmo achado ja havia sido demonstrado para o
polimorfismo Arg389Gly por Small e cols.®® na avaliagdo de 159 pacientes com IC

(isquémica e idiopética) e 189 controles; e por Tesson e cols.”

em 426 portadores de
cardiomiopatia dilatada idiopatica. Para o polimorfismo Ser49Gly, Borjesson e cols.*
concluiram que a prevaléncia do Ser49Gly foi similar em 184 pacientes com IC idiopatica e
77 controles. No entanto, Podlowski S e cols.™, observaram que a presenca do alelo Gly49 foi

mais prevalente em pacientes com cardiomiopatia idiopatica.

Em relacdo a suscetibilidade para a IC e os polimorfismos do gene ADBR2, Liggett e
cols.”® estudaram a influéncia destes em 259 pacientes com IC idiopatica ou isquémica e
concluiram que os polimorfismos Argl6Gly e GIn27Glu ndo estiveram associados com o
risco do desenvolvimento de IC ou com o prognéstico, assim como a conclusdo de outros
estudos que fizeram esta analise. Ja Forleo e cols.*®, ao analisarem haplétipos, concluiram que
pacientes Gly16Glu27 com miocardiopatia dilatada apresentavam maior risco de desenvolver
IC.

Nesta populagdo encontrou-se maior prevaléncia do genotipo Glu27Glu entre os
portadores de IC em comparagdo com os voluntarios sadios. O mesmo fato foi encontrado por
Mogara e cols.” em estudo realizado em populacdo latino-americana, onde a presenca do

alelo Glu foi considerado possivel preditor de risco para IC.

N&o existem na literatura estudos brasileiros que analisassem a prevaléncia dos
polimorfismos do gene ADBR2 na IC. Mas, em relacdo a HAS, estudos em outras populacfes
apontam para uma maior suscetibilidade em desenvolver HAS nos portadores do alelo Glu27.

Bray e cols.”* evidenciaram frequéncias mais altas para os alelos Glyl6 e Glu27 em
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hipertensos do que em normotensos e o odds ratio para a ocorréncia de hipertenséo foi de 1.80
(p=0,023) para o alelo Glu27. Assim, como temos uma prevaléncia de 74% de HAS entre 0s
individuos portadores de IC, poder-se-ia atribuir a maior prevaléncia do gendtipo Glu27Glu a

esta comorbidade e ndo diretamente a IC.

Quanto ao remodelamento reverso em pacientes com IC e os polimorfismos dos
receptores beta-adrenérgicos, os estudos sdo controversos. Embora alguns tenham mostrado
que a melhora da FEVE e reducéo de didmetros cavitarios com o uso do betabloqueador esteja
associado a presenca do aleloArg389, subestudos como o MERITH néo encontrou associacao
desses polimorfismos com o remodelamento reverso. Outros estudos associaram a melhora da
FEVE com a presenca do alelo Gly49 e Glu27, no entanto ndo confirmado por estudos

maiores. 2%

Nesta populacdo n&o se encontrou associacdo de nenhum dos polimorfismos
estudados, tanto na avaliacdo dos genotipos quanto da frequéncia alélica, com a melhora da

FEVE apds seis meses de tratamento com carvedilol.

Quanto a avaliacdo do progndstico e os polimorfismos do gene ADBRL1, o subestudo
BEST, na andlise de 1040 pacientes para o polimorfismo Arg389Gly, demonstrou que aqueles
homozigotos Arg389 e tratados com buncidolol, obtiveram reducdo significativa da
mortalidade comparada com placebo, enquanto ndo houve diferenca na mesma avaliagdo para
os homozigotos Gly389.%* A partir deste estudo, foi liberado pelo FDA 0 uso deste teste

genético para pacientes com IC.

Uma analise retrospectiva, envolvendo 375 pacientes com cardiomiopatia dilatada,
recebendo betabloqueador e 492 controle, revelou significativa associagdo entre sobrevida e o
polimorfismo Ser49Gly, com a variante Ser49 associada a reducdo de sobrevida em cinco
anos. No entanto, este estudo foi limitado por pacientes com IC com FEVE preservada e dado
ndo especificado quanto ao betabloqueador usado no estudo.** No presente estudo, quanto &
avaliacdo do prognostico em relacdo aos desfechos 6bito e internacdo hospitalar, em um
tempo médio de 23 meses, observou-se menor sobrevida nos portadores do alelo Gly389 e

tendéncia ao 6bito para aqueles que possuiam o genotipo Ser49Ser.

Diferencas raciais em indicadores de nivel socioeconémico ndo conseguem explicar

totalmente o excesso de mortes na populacéo de raga negra, comparativamente a populacéo de
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raca branca, particularmente mortes por doenca cardiovascular e complicacbes como a
insuficiéncia cardiaca. Este achado tem reforcado a idéia de que parte das diferencas raciais
em eventos cardiovasculares sdo mediadas por fatores genéticos que determinam a gravidade

da doenca e resposta a medicamentos especificos’.

Na analise da sobrevida e o polimorfismo Ser49Gly quanto & cor autodeclarada,
observou-se que os pacientes afro-brasileiros e homozigotos Ser49Ser apresentaram pior
sobrevida em relacdo aos ndo afro-brasileiros com o mesmo gendtipo. Isso corrobora a
interacdo gene-etnia-resposta medicamentosa que ja havia sido descrita em relacdo ao
polimorfismo da 6xido nitrico sintetase e a resposta favoravel a associagdo nitrato-hidralazina
na IC em afro-americanos. Resultados do Genetic Risk Assessment of Heart Failure Study
(GRAHF) sugeriram que as variacdes genéticas para a enzima oxido nitrico sintetase 3
influencia a progressdo para a IC e pode impactar na eficacia terapéutica da associagdo

nitrato-hidralazina.”

Os estudos sdo controversos em relacdo a resposta ao betabloqueador de acordo com a
etnia. O estudo BEST revelou um aumento de 18% na sobrevida para ndo afro-americanos
(p=0,01) versus 17% na reducdo da sobrevida de afro-americanos (p=0,27) com o uso do
bucindolol comparado com placebo.”* J& os estudos US Carvedilol e COPERNICUS nio
mostraram diferenca na resposta medicamentosa favoravel ao beta-bloqueador em relacdo a
ser ou nio afro-americano.”®

E valido lembrar que os estudos realizados para avaliacdo da eficicia do beta-
bloqueador na IC incluiram um namero significativamente menor de afro-americanos, o que
pode comprometer a analise da resposta medicamentosa segundo a etnia. Além do mais,
nenhum dos estudos foi desenvolvimento especificamente para testar se existia diferenca na
resposta terapéutica entre os grupos étnicos, sendo as comparagdes feitas através de analises

de subgrupos, nédo participando do desenho original do estudo.

Outro fato que deve ser levado em conta sdo as diferentes agdes farmacologicas dos
beta-bloqueadores. O carvedilol é um antagonista neuro-hormonal de a¢do mdltipla, com
propriedade betabloqueadora ndo seletiva e alfabloqueadora. N&o possui atividade
simpaticomimeética intrinseca, mas propriedade estabilizadora de membrana e potente acéo
antioxidante e neutraliador de radicais de oxigénio, o que pode justificar melhor em afro-

americanos. Ja o bucindolol também néo-seletivo, possui propriedade vasodilatadora leve.”
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Finalmente, diferencas étnicas na resposta medicamentosa podem ser decorrentes de
diferengas genéticas e ambientais dos individuos, assim como, da prépria patogénese da
doenca. As diferencas genéticas entre grupos étnicos, por sua vez, decorrem das diversidades
na distribuicdo de polimorfismos que estdo relacionados tanto a enzimas responsaveis pelo
metabolismo de farmacos bem como aos receptores dessas medicagdes. Por exemplo, afro-
americanos e africanos tém uma alta freqiiéncia do alelo CYP2D6, que codifica uma enzima
deficiente. Esse alelo € virtualmente ausente em brancos e asiaticos. Isto é particularmente
interessante no que se concerne a resposta ao carvedilol em negros, pois CYP2D6 é
responsavel pelo metabolismo de um dos isdmeros deste medicamento, podendo contribuir na

eficacia e toxicidade deste, de acordo com o genétipo.”

Validacdes prospectivas do impacto preditivo das variacdes genéticas sdo necessarias

antes da implementacéo rotineira de tratamentos geneticamente individualizados.



6. LIMITACOES DO ESTUDO

Alguns resultados do presente estudo podem ter sido influenciados pelo numero
amostral reduzido para uma avaliagdo genética ideal, limitando inclusive a avaliacdo dos

haplotipos.

Aspectos sécio-econdmicos podem interagir com fatores genéticos e interferir nos
desfechos da IC. Os achados neste estudo, onde apenas pacientes da rede publica foram

estudados podem impedir que os dados sejam reproduzidos em outras populacdes.



CONCLUSOES

Baseados nos resultados obtidos, concluiu-se que:

— Pacientes com IC, sob terapia betabloqueadora e portadores do alelo Gly389 do
polimorfismo para o gene ADBR1 Arg389Gly apresentam pior evolucdo, com reducgéo
da sobrevida livre de eventos em comparacdo aqueles portadores do alelo Arg389, na
populacdo estudada.

— Pacientes com IC, tratados com carvedilol, afro-brasileiros e homozigotos para
Ser49Ser apresentam sobrevida reduzida em relacdo aos pacientes nao afro-brasileiros
com 0 mesmo genotipo.

— Na amostra estudada, ndo houve associagdo dos polimorfismos estudados para 0s
genes ADBR1 (Arg389Gly, Ser49Gly) e ADBR2 (GIn27Glu, Argl6Gly) e o
remodelamento cardiaco reverso com a terapia betablogueadora.

— O gendtipo ADBR2 Glu27Glu apresentou maior prevaléncia no grupo de
pacientes com IC quando comparado ao grupo controle.

— A auséncia de sodio baixo e de etiologia isquémica predisse melhora da FEVE >
que 20%.
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