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1. RESUMO GERAL

A insuficiéncia cardiaca (IC) €, ainda nos dias de hoje, um problema de saude publica,
pois apesar dos definidos avangos terapéuticos sua morbi-mortalidade persiste
elevada. Dados do sistema unico de saude do Brasil demonstram taxa de mortalidade
intrahospitalar de 8.5%. Trata-se de uma sindrome clinica com heranga multifatorial
caracterizada, do ponto de vista fisiopatologico, pelo remodelamento das cavidades
cardiacas. Neste processo, ocorre uma reestruturacdo da matriz extracelular, mediada
em grande parte, pelas metaloproteinases de matriz (MMPs). Estudos tém
evidenciado que os polimorfismos nas regides promotoras dos genes da MMP-1 (-
1607 1G/2G), da MMP-3 (-1171 5A/6A) e da MMP-9 (-1562 C/T) (afetam a expresséao
desses genes e tém sido implicados em doengas cardiacas como a aterosclerose,
infarto agudo do miocardio (IAM) e arritmias cardiacas. Sugere-se que a presenga dos
alelos 2G, 5A e T podem estar relacionados a susceptibilidade a IC e com a
mortalidade nos pacientes com IC. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o papel desses polimorfismos genéticos na fisiopatologia da IC e no
prognostico dos pacientes. Para isto, foram estudados 313 pacientes com IC por
disfuncéo sistolica do ventriculo esquerdo e 367 individuos saudaveis. A genotipagem
foi realizada utilizando a técnica de reagcdo em cadeia da polimerase e restricao
enzimatica de fragmentos. Curvas de sobrevida foram construidas por meio do
método de Kaplan-Meier para avaliar os desfechos de interesse (morte subita
cardiaca ou morte por progressdo da IC). As frequéncias alélicas e genotipicas

observadas para os polimorfismos -1607 1G/2G (MMP-1), -1171 5A/6A (MMP-3) e -
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1562 C/T (MMP-9) foram semelhantes nos casos e controles (p> 0,05 para todas as
comparagdes). Encontramos que os carreadores do alelo 2G da MMP1 foram
associados a etiologia isquémica, histéria de infarto agudo do miocardio e
procedimentos de revascularizagdo miocardica (todos os valores de p < 0.05). Durante
um acompanhamento médio de 37 meses (variagdo entre quartis 16 a 62 meses)
ocorreram 58 mortes relacionadas a IC. Sobrevida relacionada a |IC foi
significativamente melhor nos pacientes carreadores do alelo 2G da MMP1 (73%
versus 44% para pacientes 1G/1G, p=0.003) e nos carreadores do alelo 6A da MMP-3
(71% versus 61% para pacientes 5A/5A, p=0.05), particularmente em pacientes de
etiologia ndo isquémica (p=0.03). Os portadores do gendtipo 1G1G da MMP1 foram
independentemente associados a mortalidade por IC depois de ajustados para varios
preditores de risco (RR 2.1, IC 95% 1.2-3.6; p=0.01). A despeito destes achados,
concluimos que os polimorfismos das MMP -1, -3 e -9 nao foram associados a
suscetibilidade a IC. Os carreadores do alelo 2G da MMP -1 apresentam maior
etiologia isquémica e a presencga dos alelos 1G/1G e 5A/5A estao relacionados a pior

sobrevida dos pacientes com IC.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Insuficiéncia Cardiaca

Definicdo. A insuficiéncia cardiaca (IC) € uma sindrome clinica que resulta da
deterioragdo da funcgéo cardiaca, caracterizada por alteragdes estruturais, funcionais,
genéticas, hemodindmicas e neuro-humorais secundarias e compensatorias. Tais
alteracbes manifestam-se, do ponto de vista clinico, freqliientemente por dispnéia e
fadiga, reducdo da capacidade funcional, acimulo de liquidos, com conseqlente

congestao pulmonar e periférica (1,2).

Epidemiologia. Existe grande interesse no estudo da IC, uma vez que esta é uma

doenga cuja incidéncia, prevaléncia, custos e indices de hospitalizacbes vém
aumentando nos ultimos anos, apesar do melhor entendimento dos mecanismos
fisiopatologicos da doencga e dos definidos avangos terapéuticos recentes, como o uso
de ressincronizadores e cardiodesfibriladores implantaveis (3-7), tornando-se, dessa
forma, um grave problema de saude publica. Nos Estados Unidos, por exemplo,
estima-se que 5.7 milhdes de norte-americanos sejam portadores de IC sendo 60% do
sexo masculino. Além disso, somente no ano de 2006 mais de 292.000 norte-
americanos faleceram em decorréncia da doenga. Dados da coorte de Framingham
indicam que a mortalidade anual €& de aproximadamente 20%, sendo que
aproximadamente 80% dos portadores de IC com idade até 65 anos morrerdao em 8
anos(8). Os custos também s&o elevados, somente no ano de 2009 os custos diretos

e indiretos com pacientes portadores de IC somaram U$$ 37.2 bilhdes de doélares
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americano. Nos ultimos 10 anos naquele pais, o numero de internagdes hospitalares
aumentou de 800.000 para mais de 1.1 milh&o (8).

No Brasil, fenbmeno semelhante é observado, sendo a IC uma das principais
causas de mortalidade de toda a federagdo como também responsavel por cerca de
250.000 internagdes anuais, com crescentes incrementos de custo, tempo de
internagao e letalidade nos ultimos 11 anos (9). Os dados da tabela | ilustram esses

achados.

Tabela | - Epidemiologia da Insuficiéncia Cardiaca em Hospitais Publicos Brasileiros.

1998 2008 2009
Internagdes(n) 388.892 268.980 271.020
Obitos 26.298 22.078 23.099
Custo Total R$161,2 milhdes R$247,62 milhdes R$295,90 milhdes
Tempo de permanéncia 6 dias 6.5 dias 6.5 dias
Taxa de mortalidade 6.76% 8.21% 8.52%

Etiologia. No nosso pais, assim como nos Estado Unidos, a principal causa de IC é
cardiopatia isquémica crénica associada a hipertensao arterial sistémica. Também
existem causas endémicas como a doenga de Chagas presente em algumas regides,
bem como a endomiocardiofibrose e a cardiopatia reumatica crénica as quais estao
relacionadas a regides com perfil sécio econdmico mais baixo (10). As principais
etiologias de IC envolvem disturbios relacionados com deficiéncia de contratilidade
miocardica como na miocardiopatia dilatada, bem como relacionada a doencga arterial
coronariana; situagdes onde ha sobrecarga de pressdo como na hipertensao arterial

sistémica, coartagdo da aorta e estenose adrtica; sobrecarga de volume, observada na
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insuficiéncia mitral, hipertireoidismo, anemia, beribéri, fistula arteriovenosa e finalmente
por disturbios do enchimento ventricular exemplificados nas miocardiopatias restritivas

e endomiocardiofibrose.

Preditores Progndsticos. A busca de entendimento dos fatores prognésticos em

pacientes com IC sempre foi intensa e com objetivo de definir e investigar estratégias
de tratamento. Além disto, ao paciente e seus familiares a informagao progndstica
permite o planejamento do seu futuro. Ao médico permite identificar de maneira
apropriada pacientes com indicagcdo de transplante cardiaco ou dispositivos de
assisténcia (11).

Diversos fatores prognosticos ja sdo conhecidos e permitiram a elaboragao de
modelos progndsticos. Sao itens destes modelos a redugéo da fragao de ejegao, piora
da capacidade funcional, o consumo maximo de oxigénio, anemia, hiponatremia,
largura do complexo QRS, taquicardia sinusal em repouso, hipotensdo, congestéao
refrataria, insuficiéncia renal e elevagao persistente de niveis plasmaticos de peptideo
natriurético do tipo B (BNP) durante hospitalizagcbes (11). A identificagao destes fatores
auxiliou na elaboragdo de modelos de escores prognoésticos. O Escore de Seattle (12),
por exemplo, foi derivado e validado a partir de seis estudos de coorte totalizando mais
de onze mil pacientes. Baseia-se em caracteristicas clinicas como idade, sexo, classe
funcional, pressao arterial sistolica, peso, etiologia isquémica e fracdo de ejecéo; uso
de medicagbes como inibidores da enzima de conversdo de angiotensina (IECA),

betabloqueadores, diuréticos, espironolactona, estatina e marcadores laboratoriais
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como colesterol total, numero total de leucdcitos, acido urico, sédio e hemoglobina.
Esse escore é capaz de predizer com alta acuracia (area sob a curva roc= 0.729,
IC95%= 0.714 a 0.744) a sobrevida dos pacientes em até cinco anos antes e apés
intervengbes farmacolégicas e de dispositivos como ressincronizadores e
cardiodesfibriladores implantaveis. No entanto, com a identificacdo de novos
preditores prognosticos e melhor consisténcia terapéutica dos pacientes com IC os
modelos progndsticos necessitarao ser revalidados. Além disso, ocorreram importantes
avancos no entendimento fisiopatolégico da IC que permitiu identificar diversos
biomarcadores como renina, interleucinas, endotelina e noradrenalina, relacionados

com remodelamento cardiaco e que serdo abordados a seguir (2).

2.2 Remodelamento Cardiaco

Remodelamento cardiaco pode ser definido como expressao gendmica que
resulta em mudancas moleculares, celulares e intersticiais as quais se manifestam
clinicamente como alteracdo na estrutura (massa, dimensdo e formato) e funcéo
cardiaca (13). E influenciado pela resposta do cardiomiécito a sobrecarga pressorica,
volumétrica ou dano celular em associacado a ativacdo neurohumoral. Desempenham
papel importante nesse processo o intersticio, os fibroblastos, o colageno, a
vascularizagdo coronariana, isquemia miocardica, necrose e apoptose celular. Pode
ser classificado como fisiolégico como ocorre nos atletas profissionais ou patolégico
como comumente observado em individuos que sofreram um infarto agudo do

miocardio (IAM), em situagdes de sobrecarga pressorica, sobrecarga volumétrica ou
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por processo inflamatério miocardico (13). Também pode ser classificado nas formas
com ou sem adaptacao (14). No processo adaptativo em que o coragdo € submetido a
injuria por longos periodos de tempo (na insuficiéncia mitral, por exemplo) o
remodelamento permite que o coragdo mantenha sua funcéo preservada. Entretanto,
com a exposi¢cdo prolongada a sobrecarga volumétrica ou mesmo apdés um IAM a
continuidade do remodelamento nao consegue manter o suporte circulatério
necessario, sendo visto, assim, como um processo deletério. Nao ha duvida que o
entendimento do processo fisiopatolégico do remodelamento cardiaco, seu controle e
até mesmo a sua reversao sdo buscados, a fim de diminuir eventos cardiacos maiores
em pacientes com IC. Diversos ensaios clinicos, utilizando inibidores da enzima de
conversao da angiotensina (IECA) (15), betabloqueadores (16), espironolactona
(17,18), associagdo hidralazina-isossorbida (19,20) demonstraram redugdo de
mortalidade em pacientes com IC que utilizaram esse tipo de medicacdo. O
remodelamento cardiaco esta implicado diretamente na obtencéo desses resultados, ja
que os referidos medicamentos determinaram melhora da fragao de ejecé&o e do débito
cardiaco, redugdes dos volumes sistélico e diastélico finais do ventriculo esquerdo. O
mesmo raciocinio € utilizado para explicar por que medicacdes vasodilatadoras como
prazozin (19) e diltiazem (21) ou mesmo agentes inotropicos (22), os quais melhoram a
hemodindmica cardiaca, ndo trouxeram beneficios em termos de mortalidade ou
hospitalizacdes por IC.

Fatores envolvidos no processo de remodelamento cardiaco: Os cardiomiocitos sao as

células diretamente envolvidas no processo de remodelamento cardiaco. Sé&o
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determinantes nos processo de contragao ventricular, bem como da sua massa. Ao ser
exposto a lesdo, aguda ou crbnica, ha, frequentemente, uma diminuicdo de
cardiomiocitos e os remanescentes tornam-se alongados e hipertrofiados, com objetivo
de manter o débito cardiaco, o que determina aumento da espessura da parede
ventricular (13). Esse processo pode ocorrer de forma homogénea, como nos casos de
sobrecarga pressorica por hipertensao arterial sistémica, ou focal, como quando ocorre
hipertrofia compensatoria em segmentos préximos ao infarto do miocardio. Além disto,
existe inducado da expressao de genes associados a hipertrofia ventricular, resultando
em sintese de novas proteinas contrateis e formacao de novos sarcomeros, 0 que, por
sua vez, aumenta o estresse parietal e, muitas vezes, determina isquemia do
cardiomidcito (13).

A ativacdo neuro-humoral é outro fator importante no processo do
remodelamento cardiaco, ja bem estudada e inicialmente ocorre como resposta
compensatoria do organismo ao deébito cardiaco ineficiente. Em longo prazo, essa
ativacao esta relacionada a progressdo da doenga e ao processo de remodelamento
ventricular. A ativagado dos sistemas simpatico e renino-angiotensina-aldosterona (SRA)
sao o0s principais envolvidos nesse processo e determinam aumento da pods-carga
devido a vasoconstricao periférica. Quando ha lesdo de cardiomiécito ocorre aumento
nos niveis de angiotensina Il, o que determina a sintese de fibroblastos gerando
necrose e fibrose do endocardio. Além disso, ha aumento da producéo de aldosterona
que estimulara a sintese de colageno determinando fibrose e contribuindo para o

processo de remodelamento. Em sub-analise do ensaio clinico RALES (23), a
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administragdo de espironolactona, um antagonista da aldosterona, determinou redugao
dos niveis plasmaticos do procolageno tipo Ill, com suposta reducdo da sintese de
colageno, sendo este fendmeno sugerido como possivel explicagdo dos beneficios
dessa medicagdo em pacientes com IC. Em relagdo ao sistema simpatico, desde a
década de 60, sabe-se que pacientes com IC apresentam niveis elevados de
noradrenalina (NA) (24). Latini e colaboradores (25) estudaram 4300 pacientes do
ensaio Val-HeFT e dosaram os niveis plasmaticos de BNP (marcador de estresse
parietal), noradrenalina, aldosterona, endotelina e renina antes da randomizagdo. Os
pacientes com niveis elevados de BNP (Risco relativo [RR] = 2.5), NA (RR = 1.5) e
renina plasmatica (RR = 1.55) apresentaram maior morbi-mortalidade.

Nos ultimos anos, fatores envolvidos na proliferacdo dos fibroblastos,
degradacdo de colageno, apoptose celular e marcadores inflamatorios tém sido
estudados para melhor entendimento do processo de remodelamento cardiaco, bem
como buscar alternativas terapéuticas para os pacientes com IC (24). O processo
inflamatério, por exemplo, esta envolvido na fisiopatologia e progressao da IC. Desde a
década de 50, diversos biomarcadores tém sido foco de intensa investigagdo. A
proteina C reativa, por exemplo, determina dano endotelial reduzindo a sintese de
oxido nitrico, aumento da sintese de endotelina-1 e expressdo de moléculas de adesao
(26). Em 2005, Anand e colaboradores demonstraram que pacientes portadores de IC
com niveis elevados de proteina C reativa apresentavam maior ocorréncia de eventos

cardiovasculares maiores (26).
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Além disso, estudos da década de 90 sugerem que o fator de necrose tumoral
alfa (TNFa) e as interleucinas 1, -6 e -18 apresentam niveis elevados em pacientes
com IC. Estas citocinas pré-inflamatérias podem ser produzidas pelas células
nucleadas cardiacas e estdo relacionadas a apoptose e necrose de cardiomiécitos,
enquanto o TNFa esta envolvido com os processos que levam a dilatagdo do ventriculo
esquerdo, em parte, devido a ativacdo de enzimas proteoliticas, conhecidas como
metaloproteinases de matriz (27,28).

Outro fator importante que parece estar implicado na progressao da IC é o
estresse oxidativo, o qual resulta do desbalango entre a producao de espécies reativas
de oxigénio e o nivel de antioxidantes, determinando redug¢do nos niveis de oéxido
nitrico. Esse desbalanco determina importante dano endotelial e afeta a progressao da
IC devido a indugdo do processo de apoptose e conseqliente necrose dos
cardiomidcitos (26). Por ser de dificil mensurar diretamente as espécies reativas de
oxigénio, alguns marcadores indiretos de estresse oxidativo tém sido investigados. A
mensuragao de mieloperoxidase e isoprostano, por exemplo, sdo capazes de predizer

mortalidade em pacientes com IC (29,30).

2.3 Matriz extracelular
A matriz extracelular (MEC) representa uma trama complexa de moléculas
biologicamente ativas que da base aos cardiomiocitos, sendo composta de proteinas

de matriz, como o colageno tipo | e tipo Ill — responsaveis pela integridade dos
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cardiomidcitos adjacentes; moléculas de sinalizagao celular; proteases e determinados
tipos celulares, que desempenham importante papel no remodelamento cardiaco (31).

A matriz extracelular tem a funcdo de manter o adequado alinhamento dos
cardiomidcitos a partir do endocardio até o epicardio. A microscopia eletronica permitiu
melhor entendimento das suas fungdes, sua relagdo com a vascularizagdo, bem como
demonstrou sua capacidade de armazenar rede fibrilar de colageno, proteoglicanos,
glocosaminoglicanos e componentes biolégicos ativos como a endotelina, angiotensina
Il e TNFa (31). Sua integridade é preservada pela equidade de expressao e atividade
entre as metaloproteinases de matriz (MMPs) e os inibidores teciduais de matriz
(TIMPs). Quando ha predominio de atividade das MMPs sobre os TIMPs ha
remodelamento e dilatagao ventricular (24). Ativagao de procolageno tipo | e tipo lli
determinam incremento no processo de fibrose, remodelamento e estdo associados a
maior ocorréncia de eventos em pacientes com IC (24,32). No entanto, existem pelo
menos 25 tipos diferentes de MMPs, colageno e TIMPs que necessitam de melhor
entendimento do seu papel, a fim de rotineiramente serem aferidos (24).

O entendimento da MEC e sua relacdo com o processo de remodelamento é de
fundamental importancia para elaboragao de estratégias de tratamento que freiem este
processo. No periodo logo apds um IAM, por exemplo, sabe-se que inicialmente existe
a degradacdo da MEC, liberacdo de moléculas bioativas e citocinas (31). Essa
degradacao de MEC inicial € processo importante para que alguns dias apés o IAM as
células inflamatorias, juntamente com maturacdo e proliferacdo de fibroblastos,

permitam as condicbes necessarias para formacdo de nova MEC e consequlente
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formacao de tecido cicatricial. Na fase tardia do remodelamento pés IAM a nova MEC
permite que o endocardio resista ao estresse gerado. Entretanto, quando a MEC néo
suporta o estresse endocavitario ocorre a expansao do IAM, a qual se caracteriza pela
dilatagdo ventricular que podera evoluir para IC (33). Uma das provaveis explicagoes
para essa situacdo € o aumento na degradagado da MEC e € um preditor de aumento
de morbi-mortalidade (33). O remodelamento que ocorre nos estados de sobrecarga
pressorica e volumétrica, ou na doenga chagasica também envolve de maneira diversa
a estrutura da MEC. O estado de sobrecarga pressoérica, comumente observada em
individuos hipertensos ou na estenose aortica, determina hipertrofia concéntrica, a qual
resulta da adicdo de sarcOmeros em paralelo ao cardiomiécito, determinando aumento
na espessura parietal do miocardio e, muitas vezes, reducado do volume diastdlico final
(32). Esse estresse gerado determina acumulo progressivo de colageno e MEC
espessa e disposta de forma desorganizada. Ja os estados de sobrecarga volumétrica,
determinam hipertrofia excéntrica, que resulta da adicdo de sarcOmeros em série,
determinando aumento dos volumes sistdlico e diastdlico finais. Ha diminuigdo de
colageno e perda de MEC. Na doencga chagasica a MEC normal é substituida por outra
desestruturada e com aspecto “enfisematoso” entre os midcitos. As figuras 1, 2 e 3

obtidas por microscopia eletronica ilustram esses aspectos.
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Figura 1- Remodelamento miocéardio nas sobrecargas pressoricas

Normal

Fonte: Retirado de Spinale (31).
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Figura 2- Remodelamento nas sobrecargas de volume

Normal
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Figura 3- Remodelamento na Doenca de Chagas

Chagas DCM -,

Fonte: Retirado de Spinale (31).

2.4 Metaloproteinases de Matriz (MMP)

As MMPs sdo uma familia de proteinases zinco-dependentes que participam da
degradacao e remodelamento da matriz extracelular (34-36). Estdo envolvidas em
processos fisiolégicos como o desenvolvimento embrionario, a organogénese, a
reproducdo, a ovulagdo, a apoptose, a angiogénese, a migragdo celular, o
remodelamento e a reabsor¢cdo tecidual (36-37). Também estdo associadas a
processos patolégicos como o crescimento e metastatizagdo de neoplasias malignas,
processos inflamatoérios sistémicos e em diversas doencgas cardiacas. Esta familia de

endoproteinases é composta por mais de 25 diferentes enzimas que compartilham
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dominios estruturais e caracteristicas funcionais, mas diferem na especificidade do
substrato (38-39). Desta forma, as MMPs sao divididas em grupos, quanto ao
substrato que degradam, conforme exemplificado na Tabela 2 (35). Porém, todas as
MMPs compartilham as seguintes caracteristicas: (1) degradam componentes da
MEC; (2) contém ion zinco (Zn*?) em seu sitio ativo; (3) necessitam do ion calcio
(Ca*®) para a sua estabilidade; (4) funcionam em pH neutro; e (5) sdo inibidas por
inibidores especificos de metaloproteinases de matriz teciduais (TIMPs)(38-40).
Também apresentam quatro dominios distintos: dominios das sequéncias de peptideo
e propeptideo, os quais contém a por¢cao NH»- terminal; dominio catalitico que contém
a regido de ligacdo do ion Zn*? e é responsavel pela atividade proteolitica; € o dominio
hemopexina/vitronectina, que esta presente em todas as MMPs, exceto na MMP-7, e

confere substrato especifico (33).
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Tabela 2 — Principais MMPs e seus principais substratos

Grupo Principais substratos da ME

Colagenases

MMP-1 Colagenos |, 11, 1ll, VIl e X e agrecan

MMP-8 Colagenos I, Il e llI

MMP-13 Colagenos I, II, lll, VI e X, agrecan, fibronectina e laminina
Gelatinases

MMP-2 Colagenos I, IV, V, VI, VII, X e Xl, fibronectina, laminina e

vitronectina
MMP-9 Colagenos |, IV, V, VI, X e Xl, elastina, agrecan, fibronectina e

vitronectina

Matrilisina
MMP-7 Colagenos lll, 1V, IX, X e XI, elastina, fibrina, laminina, fibronectina

e vitronectina

Estromelisinas

MMP-3 Colagenos I, IV, V, VI, IX, X e XI, pr6-MMP-1, -3, -7, -9, -13,
fibronectina, laminina e proteoglicanos

MMP-10 Colagenos lll, IV, V e Xl, fibronectina, laminina e proteoglicanos

MMP-11 Colageno 1V, fibronectina e laminina

Fonte: Modificado de Brauer (35).
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A maioria das MMPs sao constitutivamente expressas e altamente induziveis,
respondendo a muitos fatores, incluindo estiramento mecanico, hormoénios,
transformacgdes celulares, fatores de crescimento e citocinas (34,36). A maioria
desses fatores esta presente no miocardio, particularmente durante a progresséo para
a IC. Assim, as MMPs podem responder a estimulos do ambiente, de maneira rapida
e sustentada, para reorganizar a estrutura e o conteudo da MEC tecidual (41).

As MMPs sao sintetizadas como pro-enzimas e ativadas pela remogao do pro-
peptideo N-terminal (36,42). Este pro-peptideo parece manter a molécula em estado
de laténcia devido a interagdo de um residuo de cisteina com o ion zinco. Quando o
pré-peptideo é clivado, a cisteina para de interagir com o zinco e a enzima fica ativa.
Embora este n&o seja o unico mecanismo de ativagdo, é certamente o mais
importante e comum para todas as moléculas desta familia. Essa ativagao pode ser
realizada pelas serino-proteinases, por proteinases plasmaticas como a plasmina, ou
por outras MMPs ativadas (40,43).

As mudancgas na expressao/ativacdo das MMPs contribuem para a patogénese
de doencas, tais como o enfisema pulmonar, a aterosclerose, os aneurismas
vasculares, a IC e o crescimento, invasdao e metastase tumoral (44-45). Mais
especificamente, na IC de etiologias diversas, a expressao e a atividade das MMPs
estdo elevadas, sugerindo que o remodelamento da MEC realizado por estas enzimas
€ uma resposta comum e deliberada do miocardio ao dano tecidual (41).

A importancia da MEC e da atividade das MMPs no desenvolvimento e

progressdao da IC tém sido demonstrada em modelos experimentais de doenca
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cardiaca (34). Evidéncias de uma relagédo causa e efeito entre as MMPs e o processo
de remodelamento do VE foram demonstradas pelo uso de modelos animais de
doenca arterial crénica, de animais transgénicos e de inibidores enddgenos ou
farmacolégicos de MMPs. No modelo murino de insuficiéncia do VE, um aumento nos
niveis de MMPs no miocardio, foi acompanhado pela progressao da dilatagdo e
disfuncdo do VE (42). Outros modelos experimentais indicam que inibidores
(enddégenos ou farmacoldgicos) de MMPs e nocaute génico afetam favoravelmente o
remodelamento cardiaco e sugerem o uso de inibicado farmacoldgica como terapia

potencial para pacientes em risco para o desenvolvimento de IC (34,46).

2.5 A MMP-1

A MMP-1, também conhecida como colagenase-1, é uma proteinase capaz de
degradar colageno fibrilar insoluvel, especialmente tipo I, Il e lll (34,47). As alteragdes
do nivel sérico ou da atividade da enzima tém sido pesquisadas e associadas com
doengas cardiovasculares (34,46,48). A MMP-1 pode prevenir ou retardar a
progressao da aterosclerose em camundongos nocauteados para ApoE (48). Porém,
a expressao elevada de MMP-1 no coragdo de camundongos transgénicos pode
causar hipertrofia cardiaca, dilatagao e disfungao sistolica (46). De forma similar, a
rapida progressédo da IC em humanos esta associada a uma maior expressao génica
da MMP-1. No entanto, um estudo espanhol demonstrou a diminuigdo do nivel sérico
de MMP-1 e o aumento proporcional de seu inibidor TIMP-1 em pacientes com IC, em

relacdo aos controles, e entre pacientes com desfecho (morte, readmissao por IC ou

28



transplante cardiaco) comparados aos individuos livres de evento (49). Além disso,
tecidos infartados apresentam trés a quatro vezes mais RNA mensageiro da MMP-1
quando comparados a tecidos saudaveis, resultando no aumento do nivel sérico da

MMP-1 apds o infarto (50).

2.6 A MMP-3

A MMP-3 ou estromelisina-1 € uma enzima com atividade proteolitica contra um
amplo espectro de componentes extracelulares como proteoglicanos, fibronectinas,
lamininas, vitronectina e alguns tipos de colageno (38,44). De forma muito similar a
MMP-1, a alteracdo do nivel sérico ou da atividade da MMP-3 tem sido amplamente
estudada e associada com doengas cardiovasculares (45,51,52). Alguns estudos
destacam o envolvimento da MMP-3 na estabilidade da placa aterosclerética, no
remodelamento cardiaco e na ativacdo de outras MMPs, incluindo a MMP-1
(40,42,53). Camundongos com deficiéncia de apolipoproteina E (ApoE) e MMP-3
desenvolvem aterosclerose avangcada na aorta (52). Estudos com humanos
demonstraram niveis elevados da MMP-3 no miocardio com doenca cardiaca

estrutural e na IC de etiologia ndo-isquémica(42,54).

2.7 A MMP-9
A MMP-9 também é conhecida por gelatinase B e possui a capacidade de
degradar diversos tipos de proteinas intersticiais como fibronectina, colageno tipo I, IV

e V (65). A MMP-9 tem sido foco de estudos em relagdo ao seu papel sobre o
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remodelamento cardiaco. Em um estudo utilizando pacientes da coorte de
Framingham (56), niveis séricos de MMP-9 foram associados a aumento do diametro
diastélico do ventriculo esquerdo, bem como de suas espessuras parietais. Diversos
estudos também tém demonstrado correlagdo entre os niveis de MMP-9 no periodo
pos-infarto agudo com mediadores neurohumorais € marcadores ecocardiograficos de
remodelamento cardiaco (57-59). Em recente trabalho de Dini e colaboradores (60),
em pacientes com disfuncido sistdlica do ventriculo esquerdo, niveis elevados de
MMP-9 sérica foram superiores aos niveis de BNP em determinar sobrevida e
ocorréncia de eventos cardiacos. A MMP-9 também parece exercer papel importante
em preservar a integridade miocardica em miocardites virais por Cocksakie conforme
estudo em modelo animal (61). Na area de neurologia, a MMP-9 tem sido investigada
como possivel fator de risco para acidente vascular cerebral. Em trabalho recente,
Eldrup e colaboradores, demonstraram que individuos com niveis elevados de MMP-9
e estenose carotidea superior a 50% apresentam risco dobrado para acidente

vascular cerebral e morte cardiovascular (62).

2.8 Os polimorfismos nos genes das MMPs

Foram identificados varios polimorfismos nos genes das MMP-1 e -3 no
cromossomo 11921-23 e da MMP-9 no cromossomo 20q11-13, que afetam a regiao
promotora e podem influenciar em etapas criticas da ligagcao de fatores de transcrigdo
ou na eficiéncia transcricional como um todo, resultando em uma expressao

diferencial de MMPs em diferentes individuos (37, 45, 54). Diversos estudos
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demonstraram evidéncias clinicas da associagao entre polimorfismos genéticos, niveis
plasmaticos das MMPs e desfechos cardiovasculares (52,63-65).

Um dos polimorfismos descritos no gene da MMP-1 ocorre na posi¢cao —1607
(1G/2G) e altera a expressao génica, sendo que o alelo 2G esta associado a maior
atividade transcricional, que pode chegar a ser 20 vezes maior do que o alelo 1G
(46,48). O alelo 2G esta associado com estenose coronariana e maior remodelamento
pés-infarto agudo do miocardio (IAM). Da mesma forma, o gendtipo 2G2G foi
associado ao aumento de risco para doenca carotidea (66,67).

O polimorfismo 5A/6A na posicédo —1171 no gene da MMP-3 também afeta a
expressao génica, sendo que o alelo 5A é descrito como o de maior atividade
transcricional (68,69). Esse aumento na atividade foi demonstrado por ensaios in vitro,
onde células transfectadas com o gene contendo o alelo 5A apresentaram duas a
quatro vezes mais expressao do que as células com o alelo 6A (70). Além disso, ha
evidéncias in vivo, em humanos, que confirmam que o alelo 5A tem maior atividade e
nivel sérico (51,63).

O alelo 5A tem sido associado com diversas doencas cardiovasculares, tais
como miocardiopatia dilatada idiopatica, infarto agudo do miocardio, ruptura da placa
aterosclerética e formacao de aneurismas (39,45). O alelo 6A, que tem menor
expressao, esta associado com a susceptibilidade a estenose da carétida interna,
desenvolvimento de aterosclerose e progressdo para doenca arterial coronariana
(45,51,66). Interessante trabalho de Liu e colaboradores (63) demonstrou que o alelo

5A foi associado com maior atividade plasmatica da MMP-3, susceptibilidade,
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gravidade e complexidade da doencga aterosclerdtica coronariana em pacientes com
sindrome coronariana aguda. Esse estudo também demonstrou que os portadores do
alelo 5A apresentam risco dobrado para infarto agudo do miocardio e um efeito
sinérgico entre o habito de fumar, o genétipo e a ocorréncia de sindrome coronariana
aguda, pois fumantes carreadores do alelo 5A apresentaram vinte vezes mais risco
(63).

Os genes das MMP-1 e -3 estdo em regides muito préximas no cromossomo
11; por isso, alguns trabalhos estudaram a combinagdo de seus gendtipos com
doencas cardiovasculares. Um estudo demonstrou que pacientes homozigotos para
os alelos 6A e 2G apresentavam elevado risco para estenose carotidea (66). Da
mesma forma, o haplétipo 5A/1G estava associado com doencga arterial coronariana
(69,71).

Apesar de inumeras evidéncias envolvendo polimorfismos genéticos de MMPs
com doengas cardiovasculares, sdo escassos os estudos que avaliaram o seu papel
no contexto da IC. Mizon-Gérard e colaboradores (54) estudaram o papel de
polimorfismos genéticos nos genes da MMP-2, MMP-3 e MMP-9 no progndstico de
pacientes caucasianos com IC por disfungao sistdlica. Estes investigadores
observaram que o polimorfismo da MMP-3 tem efeito diferencial na sobrevida dos
pacientes com IC. A analise demonstrou que o gendtipo 5A5A foi um preditor
independente de mortalidade cardiaca apenas em pacientes nao-isquémicos (54).
Também demonstrou que os carreadores do alelo T da MMP-9 apresentaram maior

mortalidade (54). Tang e colaboradores (39), em estudo de caso controle, avaliaram o
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papel de polimorfismos genéticos de MMPs (-1607 1G/2G no gene da MMP-1, -1171
5A/6A no gene da MMP-3 e -1562C>T no gene da MMP-9) no risco de desenvolver IC
(cardiomiopatia dilatada idiopatica) na populacédo chinesa. Nos pacientes chineses
com cardiomiopatia dilatada idiopatica encontraram que o polimorfismo da MMP-3
esta associado a susceptibilidade a IC. O alelo 5A do gene da MMP-3 foi mais
freqUente nos pacientes do que nos controles, e o gendtipo 5A6A, quando comparado
ao genotipo 6A6A, aumentou significativamente o risco para o desenvolvimento de
cardiomiopatia dilatada idiopatica (RR= 2.7, intervalo de confianga 95%= 1.45 a 5.1).
No entanto, o polimorfismo da MMP-1 ndo demonstrou estar associado com a
susceptibilidade a cardiomiopatia dilatada idiopatica neste estudo (39).

O polimorfismo T/C na posigao -1562 no gene da MMP-9 afeta a transcricao
génica sendo o alelo T o de maior atividade transcricional. A presenca do alelo T
parece estar relacionado a doenca aterosclerética coronariana, mas os dados néao sao
consensuais (72,73). A presenca do alelo T em estudo com individuos que tiveram um
IAM determina maiores niveis de MMP-9 e esta correlacionado a maior risco de I1AM
(74). Recente trabalho também levantou a hipétese de que o alelo T poderia ser um

fator de risco para fibrilagdo atrial em individuos hipertensos (75).

3. Justificativa do Estudo
A IC é o estagio final de diversas doengas cardiacas e apresenta alta taxa de
morbi-mortalidade. O componente central para a progressao da IC é a disfungéo

ventricular, a qual esta relacionada as alteragbes na geometria ventricular, processo
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conhecido como remodelamento ventricular. Esse processo determina progressiva
dilatacdo do ventriculo esquerdo e esta relacionado a aumento da morbi-mortalidade
dos pacientes com IC. A matriz extracelular do miocardio contribui para manutencao
da geometria do miocardio e o alinhamento dos cardiomidcitos. As metaloproteinases
de matriz sdo uma familia de enzimas enddégenas que tém a fungao de degradar a
matriz extracelular. Diversos estudos tém demonstrado que as MMP-1,-2,-3 e -9 estdo
relacionadas com o processo de remodelamento cardiaco, infarto agudo do miocardio
e acidente vascular cerebral. Os polimorfismos das metaloproteinases de matriz
influenciam a atividade transcricional dos genes determinando diferentes niveis de
atividade das MMPs em relagdo a degradagdo da matriz extracelular, o que pode
resultar, em ultima instancia, em processo de remodelamento distintos, influenciando o
prognostico dos pacientes com IC.

Esse trabalho tem como objetivos avaliar a influéncia dos polimorfismos de
metaloproteinases de matriz sobre suscetibilidade da doencga, caracterizacido
fenotipica e prognostico numa coorte brasileira de pacientes com disfungao sistolica do

ventriculo esquerdo.
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4. Objetivos

Objetivo principal

1. Determinar se os polimorfismos das MMP-1, -3 e -9 apresentam relacdo com
mortalidade por IC em individuos com disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo de

grau moderado a grave.

Objetivos secundarios

1. Determinar se os polimorfismos das MMP-1, -3 e -9 estdo relacionados a
suscetibilidade a IC.
2. Determinar se os polimorfismos das MMP-1, -3 e -9 estdo relacionados a

caracteristicas fenotipicas da IC.
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RESUMO

Objetivos: O papel funcional dos polimorfismos das metaloproteinases de matriz (MMPS)
sobre a suscetibilidade a insuficiéncia cardiaca (IC), caracteristicas fenotipicas e prognostico
tém sido pouco estudados.

Métodos: Foram estudados 313 com IC sistolica e 367 individuos saudaveis que serviram de
grupo controle. O processo de genotipagem dos polimorfismos das MMP-1 (-1607 1G/2G),
MMP-3 (-1171 5A/6A) e MMP-9 (-1562 C/T) foi realizado utilizando-se o método de PCR-
RFLP (reacdo em cadeia de polimerase). Curvas de sobrevida de Kaplan-Meier e modelos de
regressdo de Cox foram construidos para avaliar mortalidade relacionada a insuficiéncia
cardiaca.

Resultados As frequéncias alélicas e genotipicas das MMP-1, MMP-3 e MMP-9 foram
semelhantes em pacientes com IC e nos controles, porém o genétipo 1G/1G da MMP-1 foi
significativamente menos freqlente (p = 0,03) em andlise restrita a pacientes com IC de
etiologia isquémica. Carreadores do alelo 2G da MMP1 foram associados a etiologia isquémica,
historia de infarto agudo do miocérdio e procedimentos de revascularizagdo miocéardica (todos
os valores de p < 0,05). Os pacientes foram acompanhados em média por 37 meses (variagao
interquartil de 16 a 62 meses) e ocorreram 58 mortes relacionadas a IC. Sobrevida relacionada a
IC foi significativamente melhor nos pacientes carreadores do alelo 2G da MMP1 (73% versus
44% para pacientes 1G/1G, p=0,003) e nos carreadores do alelo 6A da MMP-3 (71% versus
61% para pacientes 5A/5A, p=0,05), particularmente em pacientes de etiologia ndo isquémica

(p=0,03). Os portadores do genotipo 1G1G da MMP1 foram independentemente associados a
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mortalidade por IC depois de ajustados para varios preditores de risco (RR 2,1, IC 95% 1,2-3,6;
p=0,01)

Conclusdes Os polimorfismos das MMP-1, MMP-3 e MM-9 ndo foram associados a
suscetibilidade a IC. Os carreadores do polimorfismo MMP-1 (-1607 1G/2G) tiveram maior

prevaléncia de IC de etiologia isquémica e melhor progndstico.

INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) representa a fase final de diversas doencas cardiacas e
permanece como grande causa de morbidade e mortalidade em todo 0 mundo.* Estudos clinicos
e experimentais demonstraram que o remodelamento e dilatacdo do ventriculo esquerdo (VE)
ocorre durante a progressdo da faléncia do VE determinando o estagio final da doenca e IC
refrataria.” A reestruturacéo da matriz de colageno tem papel principal no processo adaptativo
do miocardio doente e na transicdo para a descompensacdo cardiaca.® As metaloproteinases de
matriz extracelular (MMPs), uma familia de enzimas enddgenas zinco dependentes, tém sido
identificadas com pecas chaves nesse processo. Colagenases (MMP-1), gelatinases (MMP-2 e
MMP-9) e estromelisinas (MMP-3) atuam no remodelamento da matriz em diferentes estagios
do desenvolvimento e progresséo da IC. *>°

Os polimorfismos genéticos das MMPs influenciam substancialmente a eficiéncia
transcricional do gene determinando expressdo génica heterogénea.”® Uma variante comum da
regido promotora do gene da MMP-1 na qual um (1G) ou dois (2G) nucleotideos da guanina
foi descrito na posicao -1607 e se refere ao local de inicio do processo transcricional desse

gene.’ Foi demonstrado que o alelo promotor 2G do gene da MMP-1 apresenta atividade
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transcricional 20 vezes mais intenso que o alelo promotor 1G. A presenca do alelo 2G esteve
associado com aumento do risco de doenca arterial coronariana (DAC)'°, estenose carotidea'’ e
aumento do remodelamento do VE apés infarto agudo do miocéardio (IAM).* Um
polimorfismo comum na posicdo -1171 na regido promotora da MMP-3 (um alelo apresenta
seis adeninas em sequéncia [6A] e o outro alelo cinco[5A]) também ja foi descrito).® Ensaios de
transfeccdo demonstraram que o gene promotor da MMP-3 que contém o alelo 5A apresenta
duas a quatro vezes mais atividade transcricional do que o alelo 6A.” Estudos iniciais sugeriram
que o alelo 5A est4 associado a aumento do risco de miocardiopatia dilatada’® e possivelmente
apresenta impacto no prognéstico da IC.** Finalmente a presenca do alelo T do polimorfismo da
posicao -1562 da MMP-9 tem sido associado ao aumento da atividade promotora e a DAC de
maior gravidade.™

No presente estudo, hipotetizamos que a variabilidade geneticamente mediada das
MMPs esta relacionada a suscetibilidade a doenca, a sua caracterizacdo fenotipica e ao
prognostico em pacientes brasileiros com IC. Avaliamos estas hipoteses através da analise dos
polimorfismos acima citados numa coorte de pacientes ambulatoriais portadores de IC com

disfuncdo sistélica do VE de grau moderado a grave.

METODOS

Pacientes. Incluimos 312 pacientes consecutivos, maiores de 18 anos, com IC e disfuncéo
sistdlica do ventriculo esquerdo (fracdo de ejecdo inferior a 45%). Pacientes portadores de
doencas graves ou com expectativa de vida reduzida foram excluidos. Os pacientes foram

recrutados consecutivamente entre julho de 2003 e novembro de 2007 do ambulatério de
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Insuficiéncia Cardiaca e Transplante de um hospital universitario e tercidrio localizado na
cidade de Porto Alegre, Brasil. Os pacientes foram submetidos a avaliacéo clinica e laboratorial
atraves de questionario padréo, exame fisico, avaliacdo de parametros ecocardiogréaficos e testes
laboratoriais. Os pacientes portadores de IC foram seguidos ambulatorialmente na instituigdo
tendo seu estado vital monitorado através de prontuério eletrénico, contato telefénico e através
do banco de dados regional de certiddo de 6bitos. O desfecho primario foi morte relacionada a
IC, definida como morte subita inesperada (dentro da primeira hora do inicio dos sintomas) ou
causada por doenca refrataria avancada.

Também foram avaliados 367 individuos aparentemente saudaveis, doadores do Centro
de Hemoterapia do mesmo hospital, 0s quais ndo apresentavam historia propria ou familiar de
morte sUbita prematura ou doenca cardiovascular. O protocolo do estudo foi aprovado pelo
comité institucional local e pela Agéncia Nacional de Etica em Pesquisa de acordo com os
principios contidos na Declaracdo de Helsinque. Todos os individuos assinaram o

consentimento informado antes de entrar no estudo.

Genotipagem. O DNA gendmico foi extraido de sangue periférico de acordo com método néo
enzimatico previamente descrito.® A metodologia da reacéo em cadeia da polimerase (PCR) foi
utilizada com a finalidade de amplificar os fragmentos que contém os polimorfismos da MMP-
1 1G/2G, MMP-3 5A/6A e MMP-9 C/T, utilizando-se primers e condi¢cBes previamente
descritas por Dunleavey e colaboradores®’” e Zhang e colaboradores®® respectivamente. Os
produtos da PCR foram submetidos a processo digestivo utilizando-se endonucleases de

restricio Xmnl ou Pael de acordo com as instrucdes do fabricante (MBI Fermentas, St. Leon-
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Rot, Germany). Os fragmentos digeridos foram separados por gel de eletroforese de
poliacrilamida a 8% e visualizados com nitrato de prata corado (polimorfismo da MMP-1 e
MMP-3) ou gel de agarose a 2% e visualizados com brometo de etidio sob luz ultravioleta

(polimorfismo MMP-9).

Analise Estatistica. Os dados foram apresentados através de suas médias + desvio padrdo ou
através de numero absoluto e percentuais. As varidveis continuas foram comparadas através do
teste t de Student ou teste U de Mann-Whitney e as variaveis categoricas através do teste do qui
quadrado ou Exato de Fisher, quando apropriado. O teste do qui-quadrado também foi utilizado
para testar o equilibrio de Hardy-Weinberg e para comparar as freqiéncias alélicas e
genotipicas dos pacientes caso e controle. As frequéncias dos hapl6tipos foram estimadas pelo
método Baiesiano utilizando o software PHASE versdo 2.1%%. O desequilibrio de ligagéo entre
os polimorfismos genéticos da MMP-1 e MMP-3 foram calculados e expressos em D’ e r2. %
Analise de regressao logistica foi utilizada para avaliar a associacdo independente da MMP-1
como preditor de etiologia isquémica. As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier foram
construidas a partir do inicio do acompanhamento ambulatorial do paciente até o ultimo registro
médico ou morte e comparada através da estatistica de log-rank. Modelos proporcionais de Cox
foram criados e ajustados para outras varidveis que influenciariam a mortalidade relacionada a
IC. Todos os dados foram analisados utilizando-se os softwares SPSS para Windows versdo
16.0 ou SAS 9.0 para Windows. O valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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RESULTADOS
Pacientes e Controles. Os pacientes com IC alocados para este estudo eram
predominantemente do sexo masculino (69%), caucasianos (70%), com idade media de 60 + 13
anos, apresentavam disfungéo sistolica do ventriculo esquerdo de grau moderado a grave e
classe funcional (NYHA) I ou Il (78%). A etiologia da IC era isquémica em 115 (38%)
pacientes e idiopatica em 91 (30%) pacientes. A maioria dos pacientes utilizava inibidores da
enzima conversora de angiotensina (IECA) (90%) e beta-blogueadores (88%). A maioria dos
individuos do grupo controle era do sexo masculino (70%), caucasiano (77%), com idade média
de 45 £ 12 anos e eram significativamente mais jovens que os pacientes portadores de IC (p=
0,001).
Suscetibilidade a Doenga. As freqliéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos das MMP-
1, -3 e -9 dos pacientes portadores de IC e saudaveis estdo descritas na Tabela 1. As frequiéncias
genotipicas observadas estiveram em equilibrio de Hardy-Weinberg nos casos, controles e em
toda amostra estudada para todos os polimorfismos analisados. As freqléncias alélicas e
genotipicas foram semelhantes nos individuos aparentemente saudaveis do grupo caso e no
grupo controle, independentemente da etiologia da IC (isquémicos versus nao isquémicos).
Entretanto, nds observamos menor prevaléncia do genétipo 1G1G (polimorfismo da MMP-1)
em pacientes isquémicos quando comparados aos controles (14% versus 25%; p=0,03).

Como os genes das MMP-1 e -3 genes estdo agrupados nO mesmo Cromossomo
(11922.3), foi realizado andlise de haplétipos e suas freqiiéncias foram estimadas. Os
polimorfismos se encontravam em pobre desequilibrio de ligagdo em ambos 0s grupos

(D’=0.53; r’=0.21 para 0s casos e D’=0.56; r’=0.22 para os controles). As freqiiéncias dos
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haplotipos 1G/6A, 1G/5A, 2G/6A e 2G/5A nos pacientes (0,18, 0,31, 0,42 e 0,09,
respectivamente) foram semelhantes as encontradas nos controles (0,17, 0,30, 0,43 e 0,10,

respectivamente) (p=0,72),

Caracterizagdo Fenotipica. As caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes de acordo
com o0s gendtipos das MMP-1, -3 e -9 estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4, respectivamente.
Etiologia isquémica, infarto do miocardio prévio, disfungdo regional do VE e
hipercolesterolemia foram significativamente mais frequentes nos pacientes com IC carreadores
do alelo da MMP-1 2G (n = 244) (todos os valores de p < 0,05). O genotipo 1G1G também foi
associado a complexos QRS mais alargados ao eletrocardiograma de superficie (Tabela 2). Os
polimorfismos da MMP-3 (-1171 5A/6A) nédo foram significativamente associados aos aspectos
clinicos tradicionais da IC, como demonstrado na Tabela 3. Entretanto, os carreadores do alelo
5A da MMP-3 (n = 197) tiveram diminui¢do da variabilidade da frequéncia cardiaca, aumento
das dimensdes do VE e maior duracdo do complexo QRS. Finalmente, nds ndo observamos
associagdes significantes entre os polimorfismos da MMP-9 (-1562 C/T) com as caracteristicas
clinicas da IC, exceto para duracdo mais longa do complexo QRS nos pacientes homozigotos
para CC (n = 250) (Tabela 4).

Como o alelo 2G da MMP-1 foi associado & IC de etiologia isquémica, analise de
regressdo logistica multipla foi realizada para avaliar outros preditores potenciais de IC de
etiologia isquémica em nossa coorte (Tabela 5; modelo ajustado para idade, género,
hipercolesterolemia, pressdo arterial, diabete mélito, doenca pulmonar obstrutiva crénica,

alcoolismo, creatinina, glicemia e sodio séricos). Nossos dados sugerem que o alelo 2G
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(polimorfismo da MMP-1) seja preditor independente de IC de etiologia isquémica (RR

ajustado 2,14, intervalo de confianca (IC) 95% 1,1-4,15, p = 0,024).

Seguimento e Prognostico. Os dados clinicos de seguimento foram obtidos de todos o0s
pacientes recrutados. Durante o seguimento médio de 76 meses, houve 58 mortes relacionadas a
IC e 38 mortes de outras causas. As Figuras 1, 2 e 3 representam respectivamente as curvas de
sobrevida de Kaplan-Meier de acordo com os genétipos das MMP-1, MMP-3 e MMP-9 (painel
A para todos os pacientes, painel B para etiologia ndo isquémica e painel C para etiologia
isquémica). A sobrevida relacionada a IC foi, ao longo do tempo, melhor nos carreadores do
alelo 2G da MMP-1 2G (valor do log-rank de p = 0,003). A analise estratificada por etiologia
demonstrou perfil de sobrevida semelhante nos pacientes ndo isquémicos (Figura 1B), embora
nos tenhamos observado uma tendéncia estatistica nos pacientes de etiologia isquémica (valor
do log rank de p= 0,08; Figura 1C). Os carreadores do alelo 6A da MMP-3 apresentaram,
também, melhor progndstico relacionado a IC, particularmente no grupo ndo isquémico (valor
do log rank de p= 0,03; Figura 2B). O polimorfismo da MMP-9 néo teve impacto na sobrevida
relacionada a IC independentemente da etiologia (Figura 3).

Modelos proporcionais de Cox foram criados para avaliar preditores relacionados a morte
por IC. O gendtipo 1G/1G do gene da MMP-1 foi associado independentemente a mortalidade
por IC depois de ajustado para classe funcional, pressao arterial sistolica, dimensées do VE, e
niveis séricos de creatinina e sodio (RR 2,1; intervalo de confianca 95% de 1,2-3,6; valor de p =

0,01). Esta associacdo foi atenuada quando foi adicionado ao modelo a duragdo do complexo
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QRS (modelo 2 na Tabela 6), sugerindo que parte da interacdo entre o genétipo da MMP-1 e a

sobrevida relacionada a IC foi modulada por anormalidades da conducéo intraventricular.

DISCUSSAO

No presente estudo, demonstramos que um polimorfismo genético comum da MMP-1 (-
1607 1G/2G) esteve associado a aumento de risco de IC em pacientes isquémicos, maior
prevaléncia de etiologia isquémica nos pacientes com IC sistolica e pior prognéstico
relacionado a IC. Nenhum outro polimorfismo das MMPs esteve relacionado a suscetibilidade a
IC, mas os carreadores do alelo 6A (MMP-3 -1171 5A/6A) também estiveram relacionados a
maior risco de mortalidade relacionada a IC em pacientes ndo isquémicos. De maneira
interessante, estes polimorfismos implicaram em diferencas na duracdo do complexo QRS no
eletrocardiograma de superficie, sugerindo que as associacbes observadas podem ser
moduladas, pelo menos em parte, por anormalidades na condugéo intraventricular.

A reestruturacdo da matriz de colageno, realizada em parte pelas MMPs, tem papel
principal no remodelamento do ventriculo esquerdo e sobre a transi¢do para a descompensacao
cardiaca.>*#? A expressdo e atividade das MMPs estdo elevadas nas varias etiologias da IC
sugerindo que o remodelamento da matriz extracelular é uma resposta comum e deliberada para
o dano do tecido miocardico® A elevacdo da expressio da MMP-1 no coracdo de
camundongos transgénicos pode causar expansdo e hipertrofia cardiacas e disfuncdo sistélica.??
De forma similar, a répida progresséo da IC em humanos est4 associada com maior expressao

génica da MMP-1 e MMP-32'#  Além disso, nosso grupo e outros investigadores
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demonstraram que a inibicdo das MMPs pode atenuar de maneira importante o remodelamento
do VE em modelos experimentais de infarto agudo do miocérdio®°.

Proveniente de uma familia de mais de 20 MMPs, a colagenase fibrilar, as gelatinases
(MMP-2 e MMP-9) e a estromelisina (MMP-3) sdo consideradas as principais enzimas que
atuam no processo que conduz a quebra, degeneracdo e reorganizacgdo extracelular do coragéo.
Alguns polimorfismos de MMPs tém sido descritos e implicados em efeitos significantes sobre
a sua expressdo génica. Particularmente, os genes da MMP-1 e MMP-3 apresentam variacoes
em suas regides promotoras (-1607 1G/2G e -1171 5A/6A, respectivamente), as quais resultam
em aumento importante da atividade transcripcional e tem sido associado a suscetibilidade a
doenca e a desfechos clinicos em diversas condicdes cardiovasculares.’ Além disto, o
polimorfismo do alelo T da MMP-9 na posicao -1562 também tem sido associado a gravidade
da doenca arterial coronariana em estudos angiograficos.’® Tang e colaboradores,* investigou
polimorfismos genéticos semelhantes em pacientes chineses com miocardiopatia dilatada
idiopatica e encontraram que o alelo 5A da MMP-3 foi associado a suscetibilidade a IC. Esta
associagdo nao foi reproduzida em nossos pacientes, porém a ancestralidade genética da
amostra do nosso estudo ndo é comparavel a populagdo chinesa. Desta forma, as frequiéncias
alélicas e genotipicas dos individuos chineses foram diferentes das encontradas em nosso
estudo; de maneira surpreendente, por exemplo, o gendtipo 5A5A ndo foi encontrado na
populagdo chinesa. Nossos achados em relagéo as freqliéncias alélicas das MMPs assemelha-se
a outros estudos Europeus e Brasileiros com fregiiéncias genotipicas semelhantes.***?” No

presente estudo, ndo foram identificadas diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas da

MMP-1 e MMP-9 entre pacientes com IC e nos controles na populagcdo geral do estudo.
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Entretanto, nds observamos menos frequéncia do genotipo 1G1G da MMP-1 em pacientes com
IC de etiologia isquémica. Devido a proximidade dos genes da MMP-1 e -3 no cromossomo 11,
alguns pesquisadores tém estudado os haplétipos dos dois polimorfismos. Trabalhos prévios
tém demonstrado que o haplotipo 5A/1G esta associado a suscetibilidade a infarto do miocéardio
e doenca arterial coronariana.’®*® Nosso estudo n&o encontrou associacéo destes haplétipos e
suscetibilidade a IC.

A associacdo entre os polimorfismos das MMPs e aterosclerose tem sido explorada em
cenérios clinicos distintos conduzindo a achados conflitantes. Estudo pioneiro realizado por
Ghilardi e colaboradores ** demonstrou que individuos homozigotos para os alelos 6A (MMP-
3) e 2G (MMP-1) apresentavam risco aumentado para estenose de carétida em estudo pequeno
de pacientes que foram submetidos a endarterectomia. Posteriormente, Ye e colaboradores™
demonstraram que individuos homozigotos para o alelo com transcricdo mais ativa (2G) do
gene da MMP-1 apresentavam risco reduzido para doenca coronariana cardiaca em comparacao
com o alelo 1G. Nesse estudo envolvendo 471 homens e mulheres caucasianos europeus, 0
polimorfismo genético 5A/6A da MMP-3 ndo foi associado ao risco de doenca arterial
coronariana. Nossos dados sugerem que a etiologia isquémica, infarto agudo do miocardio
prévio e anormalidades segmentares do VE foram mais freqiientes nos pacientes com IC
carreadores do alelo 2G da MMP-1. Podemos especular que os individuos com a variante
genética mais ativa podem ter chance reduzida de desenvolver doenca aterosclerética, como
sugerido por Ye e colaboradores'®; mas quando o ateroma ja esta4 presente, a atividade
proteolitica aumenta e pode incrementar o risco de instabilidade da placa e determinar o risco

de eventos agudos e disfuncdo ventricular, como sugerido por nossos achados.
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Mizon-Gérard e colaboradores™ estudaram os impactos dos polimorfismos genéticos da
MMP-2 (-1306 C/T), MMP-3 (-1171 5A/6A) e MMP-9 (-1562 C/T) no prognostico de
pacientes com IC e disfuncdo sistolica. Esses investigadores observaram que o genétipo 5SA5A
(MMP-3) foi preditor independente de mortalidade cardiovascular somente nos pacientes ndo
isquémicos. Nossos achados em relacdo ao polimorfismo -1171 5A/6A da MMP-3 foram
notavelmente semelhantes (Figura 2B). Entretanto, nds ndo replicamos o impacto significante
do polimorfismo -1562 C/T da MMP-9 no prognéstico da IC como observado por Mizon-
Gerard e colaboradores, pois em nossa amostra ndo houve associacao desta variante genética e
mortalidade relacionada a IC. No presente trabalho, nés demonstramos pela primeira vez,
associagdo significante do polimorfismo (-1607 1G/2G) da MMP-1 com mortalidade cardiaca.
Pacientes que eram homozigotos para o alelo transcripcionalmente ativo 2G da MMP-1 teve
reducdo substancial da mortalidade relacionada a IC. O mecanismo desta associa¢do necessita
ainda ser determinado, pois os carreadores do alelo 2G tém dimensdes semelhantes de
ventriculo esquerdo, prevaléncia similar de arritmias ventriculares na monitorizacao por Holter
e recebiam o mesmo tratamento farmacoldgico. Interessantemente, aléem do aumento da
prevaléncia de etiologia isquémica, um reconhecido marcador de pior prognostico de pacientes
com IC, os carreadores do alelo 2G também estavam associados com reducdo na duracdo do
complexo QRS, um fator que pode explicar em parte a evolugdo favoravel deste grupo de
pacientes.**%

Alguns aspectos metodoldgicos de nosso estudo merecem consideracdo cuidadosa.

Considerando a possibilidade tedrica que as associacdes observadas nesta analise ocorram

somente em grupos étnicos especificos, nossos resultados devem ser vistos com cautela, pois

58



existe algum grau de mistura na populacdo caucasiana brasileira (aproximadamente 70% da
nossa amostra). Entretanto, a prevaléncia dos polimorfismos estudados foi semelhante aos
reportados em outras populacfes européias e americanas. Como esperado, nossa amostra de
controles aparentemente saudaveis era mais jovem do que os pacientes portadores de IC, pois
estes individuos provinham da clinica de doadores de sangue. N6s realizamos uma analise de
caso-controle restrita a controles de idade maior (>50 anos de idade) e os resultados nédo se
alteraram substancialmente (dados ndo demonstrados). Finalmente, sabe-se que o efeito dos
polimorfismos de um nucleotideo isolado pode ser suplantado por outros mecanismos
compensatorios ou regulatérios atuantes na 1C. Medidas dos niveis séricos das MMPs ou a
expressdo tecidual das MMPs pode aumentar o entendimento nos processos envolvidos no
prognostico da IC.

Em conclusdo, nossos dados sugerem que o polimorfismo da MMP-1 (-1607 1G/2G)
contribui para a variabilidade da apresentacdo clinica e de desfechos clinicos relevantes em
pacientes com IC. Estudos futuros sdo necessarios para explorar potenciais interacfes
farmacogenéticas dos polimorfismos das MMPs. Estudos genéticos envolvendo diferentes

32, 33,34

mecanismos compensatorios podem servir de fundamento para o desenvolvimento das

“tdo aguardadas” estratégias individualizadas de manejo e tratamento da IC.
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Tabela 1 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos genéticos da metaloproteinase

de matriz (MMP) em Pacientes com insuficiéncia cardiaca e controles.

Todos Etiologia nédo Etiologia
) . . Controles
pacientes isquémica isquémica
MMP-1
N 313 195 118 367
Frequéncia Genotipica
1G1G 69 (22) 52 (27) 17 (14) 93 (25)*
1G2G 157 (50) 88 (45) 69 (59) 174 (48)
2G2G 87 (28) 55 (28) 32 (27) 100 (27)
Frequéncia Alélica
1G 0,47 0,49 0,44 0,49
2G 0,53 0,51 0,56 0,51
MMP-3
N 306 193 113 366
Frequéncia Genotipica
SA5A 49 (16) 31 (16) 18 (16) 54 (15)
SA6A 148 (48) 97 (50) 51 (45) 184 (50)
6A6A 109 (36) 65 (34) 44 (39) 128 (35)
Frequéncia Alélica
5A 0,40 0,41 0,38 0,40
6A 0,60 0,59 0,62 0,60
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MMP-9

N

Frequéncia Genotipica
CcC

CT

TT

Frequéncia Alélica

C

T

307

250 (81)
54 (18)
3(1)

0,90
0,10

193

159 (82)
31 (16)
3(2)

0,90
0,10

114

91 (80)
23 (20)
0(0)

0,90
0,10

359

280 (78)
75 (21)
4 (1)

0,88
0,12

Os resultados séo apresentados em nimero absoluto e percentuais (entre parénteses).

*valor de p < 0,05 para comparagdo em pacientes isquémicos ajustados para sexo, idade e

grupo étnico.
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Tabela 2 — Caracteristicas clinicas dos pacientes com IC de acordo com o polimorfismo

genético da MMP-1.

Variavel MMP-1 p
Total 1G1G  Carreadores 2G
N =312 N =68 N =244

Idade (anos) 61+ 13 62 + 13 59+12 0,18
Homens (%) 215 (69) 48 (71) 167 (68) 0,73
Caucasianos (%) 220 (70) 55 (81) 165 (68) 0,05
Etiologia da IC (%)

Isquémica 118 (38) 17 (25) 101 (41) 0,014

Idiopética 91 (29) 30 (44) 61 (25) 0,002

Hipertensiva 73 (23) 16 (24) 57 (23) 0,97
Classe funcional I e 11 da NYHA (%) 238 (78) 52 (78) 186 (78)  >10,99
Hipertensao (%) 183 (59) 36 (53) 147 (60) 0,28
Diabete melito (%) 93 (30) 20 (30) 73 (30) 0,93
Obesidade (%) 50 (16) 13 (20) 37 (15) 0,43
Tabagismo atual (%) 38 (12) 7 (10) 31 (13) 0,59
Hipercolesterolemia (%) 93 (30) 13 (20) 80 (34) 0,029
Infarto do miocérdio prévio (%) 101 (32) 13 (19) 88 (36) 0,008
Revascularizagdo Miocardica (%) 34 (11) 8 (12) 26 (11) 0,97
Acidente vascular cerebral (%) 23 (7) 5(7) 18 (7) >0,99
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 125+ 24 124 +22 125+ 24 0,89
Creatinina (mg/dL) 129+047 124+047 130x046 0,28
Sodio (mEg/L) 1404 +3,4 1405+3,0 1404+35 0,84
Hemoglobina (mg/dL) 131+1,7 133+15 13,017 0,28
Eletrocardiograma

Duragdo do QRS (ms) 129+ 35 142+38 125+33 0,001
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Fibrilagdo atrial (%) 57 (19) 16 (24) 41 (17) 0,23

Ecocardiograma

Diametro diastdlico do VE (cm) 56+11 57+100 5511 0,23
Fracdo de ejecdo do VE (%) 318 308 32+8,3 0,17
Disfuncao segmentar do VE (%) 100 (34) 12 (19) 88 (38) 0,006
Atrio esquerdo (cm) 48+08 49+08 47+08 0,39
Holter de 24-horas*
TV néo sustentada (%) 107 (42) 30 (48) 77 (40) 0,27
SDNN (ms) 109 + 44 102 £39 111+ 46 0,28
Medicagoes (%)
IECA 284 (88) 59 (87) 215 (88) 0,955
Beta-bloqueadores 269 (88) 60 (86) 209 (86) 0,687
Diuréticos 271 (89) 56 (85) 215(90) >0,99
Espironolactona 113 (37) 26 (39) 87 (36) 0,763

Dados expressos como media + desvio padrdo e nimeros absolutos (percentuais).

NYHA - New York Heart Association; VE — ventriculo esquerdo; TV - taquicardia ventricular;
SDNN - desvio padrdo dos intervalos RR; IECA - inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina.

* dados disponiveis para 257 pacientes.
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com IC de acordo com o polimorfismo

genético da MMP-3.

Variavel MMP-3 p
Total 6A6A Carreadores
N =306 N =109 5A
N =197

Idade (anos) 60 £ 13 61+12 59 + 13 0,27
Homens (%) 209 (68) 78 (72) 131 (66) 0,36
Caucasianos (%) 216 (71) 72 (66) 144 (73) 0,009
Etiologia da IC (%)

Isquémica 113 (37) 44 (40) 69 (35) 0,35

Idiopética 89 (29) 25 (23) 64 (32) 0,08

Hipertensiva 73 (24) 30 (27) 43 (22) 0,26
Classe funcional I e 11 da NYHA (%) 234 (78) 86 (81) 148 (76) 0,90
Hipertensao (%) 180 (59) 68 (62) 112 (57) 0,35
Diabete melito (%) 93 (30) 28 (26) 65 (33) 0,18
Obesidade (%) 50 (16) 15 (14) 35 (18) 0,36
Tabagismo atual (%) 38 (12) 17 (16) 21 (11) 0,21
Hipercolesterolemia (%) 80 (29) 29 (27) 61 (31) 0,42
Infarto do miocérdio prévio (%) 97 (32) 36 (33) 61 (31) 0,71
Revascularizagdo Miocardica (%) 33 (11) 11 (10) 22 (11) 0,77
Acidente vascular cerebral (%) 26 (8) 8 (7) 18 (9) 0,59
Pressdo arterial sistélica (mmHg) 124 + 24 126 +24 124 +24 0,48
Creatinina (mg/dL) 1,29+0,47 131+049 126+0,43 0,16
Sodio (mEqg/L) 140+ 3,4 140£3,7 14032 0,76
Hemoglobina (mg/dL) 131+17 130+18 131+17 0,65
Eletrocardiograma

Duragdo do QRS (ms) 129+ 35 122+32 131+35 0,041
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Fibrilacao atrial (%) 55 (18) 17(16)  38(20) 0,92

Ecocardiograma

Diametro diastdlico do VE (cm) 56+11 54+11 5710 0,04
Fracdo de ejecdo do VE (%) 31+8,0 31+7,7 31+85 0,79
Disfuncao segmentar do VE (%) 97 (33) 39 (37) 58 (31) 0,26
Atrio esquerdo (cm) 48+0,8 47+08 48+08 007
Holter de 24-horas*
TV néo sustentada (%) 103 (41) 39 (45) 64 (39) 0,32
SDNN (ms) 109 + 44 118+45 103+43 0,039
Medicagoes (%)
IECA 268 (88) 98 (90) 170 (86) 0,77
Beta-bloqueadores 264 (86) 95 (87) 169 (86) 0,74
Diuréticos 172 (90) 66 (92) 106 (89) 0,74
Espironolactona 70 (37) 27 (37) 43 (36) 0,94

Dados expressos como media + desvio padrdo e nimeros absolutos (percentuais).

NYHA - New York Heart Association; VE — ventriculo esquerdo; TV - taquicardia ventricular;
SDNN - desvio padrdo dos intervalos RR; IECA - inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina.

* dados disponiveis para 251 pacientes.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinicas dos pacientes com IC de acordo com o polimorfismo

genético da MMP-9.

Variavel MMP-9 p
Total CcC Carreadores T
N =307 N =250 N =57

Idade (anos) 60 + 13 60 + 13 59 +13 0,36
Homens (%) 211 (69) 171 (68) 40 (70) 0,92
Caucasianos (%) 217 (71) 174 (70) 43 (75) 0,48
Etiologia da IC (%)

Isquémica 114 (37) 91 (36) 23 (40) 0,68

Idiopética 90 (29) 76 (30) 14 (25) 0,47

Hipertensiva 72 (23) 60 (24) 12 (21) 0,76
Classe funcional I e Il da NYHA (%) 234 (78) 190 (78) 44 (79) 0,99
Hipertens&o (%) 179 (58) 144 (58) 35 (61) 0,71
Diabete melito (%) 91 (30) 71 (28) 20 (35) 0,40
Obesidade (%) 50 (16) 43 (17) 7(12) 0,48
Tabagismo atual (%) 38 (12) 34 (14) 4(7) 0,25
Hipercolesterolemia (%) 90 (29) 75 (30) 15 (26) 0,70
Infarto do miocérdio prévio (%) 98 (32) 76 (30) 22 (39) 0,30
Revascularizagdo Miocardica (%) 33 (11) 27 (11) 6 (11) >0,99
Acidente vascular cerebral (%) 24 (8) 19 (8) 5(9) 0,98
Presséo arterial sistolica (mmHg) 125+ 24 125+24  123+23 0,55
Creatinina (mg/dL) 129+047 131+049 126+043 0,33
Sodio (mEg/L) 140,4+3,4 1405+32 1399+40 0,22
Hemoglobina (mg/dL) 131+17 131+17 13314 0,41
Eletrocardiograma

Duragdo do QRS (ms) 129 + 34 131+35 118+29 0,011

Fibrilag&o atrial (%) 56 (18) 47 (19) 9 (16) 0,69
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Ecocardiograma
Diametro diastdlico do VE (cm)
Fracao de ejecdo do VE (%)
Disfuncdo segmentar do VE (%)
Atrio esquerdo (cm)

Holter de 24-horas*
TV néo sustentada (%)
SDNN (ms)

Medicaces (%)
IECA
Beta-bloqueadores
Diuréticos

Espironolactona

6,6+1,0
31+8

97 (33)

48+0,8

104 (41)
110 + 45

269 (88)
269 (88)
290 (94)
117 (38)

6,6+0,9
31+8

77 (32)

48+0,8

91 (43)
109 + 45

220 (88)
219 (88)
236 (94)
91 (36)

6,6+1,2
32+9

20 (36)

47+1,0

13 (32)
113 + 43

49 (86)
50 (88)
54 (95)
26 (46)

0,51
0,43
0,70
0,54

0,28
0,72

0,84
>0,99
>0,99

0,25

Dados expressos como media + desvio padrdo e nimeros absolutos (percentuais).

NYHA - New York Heart Association; VE — ventriculo esquerdo; TV - taquicardia ventricular;

SDNN - desvio padrdo dos intervalos RR; IECA - inibidores da enzima de conversdo da

angiotensina.

* dados disponiveis para 251 pacientes.
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Tabela 5 — Preditores independentes de etiologia isquémica na analise de regressdo multipla

Variavel RR IC 95% p

Carreadores MMP-1 2G 2,14 1,10-4,15 0,024
Idade (anos) 1,03 1,01-1,05 0,006
Hipercolesterolemia 2,76 1,58-4,80 <0,001
Diabete melito 3,04 1,75-5,30 <0,001
Presséo arterial diastolica (mmHg) 0,97 0,95-0,99 0,002

RR, risco relativo; IC, interval de confianca.
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Tabela 6 — Analise univariada e modelo proporcional de Cox para mortalidade relacionada a IC.

Variavel Anélise Univariada Modelo Ajustado 1* Modelo Ajustado 2 *
HR 1IC 95% p HR IC 95% p HR 1IC 95% p

SAS Classe Funcional Il e IV 2,9 1,7-5,0 <0,001 2,4 1,3-4,2 0,003 2,2 1,2-4,0 0,008
PAS, cada 1 mmHg 0,98 0,96-0,99  <0,001 0,98 0,97-0,99 0,01 0,99 0,97-1,0 0,06
Creatinina, cada 1 mg/dL 2,0 1,2-3,1 0,005 1,6 0,98-2,7 0,06 1,4 0,8-2,3 0,25
Saédio, cadal mEqg/L 0,85 0,8-0,9 <0,001 0,85 0,79-0,92 <0,001 0,84 0,78-0,92 <0,001
Duracédo do QRS, cada 10 ms 1,2 1,1-1,3 <0,001 -- -- -- 1,1 1,01-1,19 0,02
Diametro diast. VE, cada 1 mm 1,5 1,2-19 0,002 1,4 1,04-1,8 0,03 1,2 0,9-1,6 0,26
Genotipo MMP-1 1G/1G 2,2 1,3-3,8 0,003 2,1 1,2-3,6 0,01 1,5 0,84-2,7 0,16

SAS - escala especifica de atividade; PAS- pressdo arterial sistélica; VE — ventriculo esquerdo; MMP — metaloproteinase de

matriz.

Modelo 1 ndo foi ajustado para duragdo do QRS; Modelo 2 foi ajustado para todas as variaveis.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1 — Curva de sobrevida de Kaplan-Meier comparando pacientes com IC portadores do
gendtipo 1G1G (polimorfismo da MMP-1) e carreadores do alelo 2G (A — todos 0s pacientes

com IC; B —etiologia ndo isquémica; C — etiologia isquémica).

Figura 2 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier comparando pacientes com IC portadores do
genotipo 5A5A (polimorfismo da MMP-3) e carreadores do alelo 6A (A — todos o0s pacientes

com IC; B —etiologia ndo isquémica; C — etiologia isquémica).

Figura 3 - Curva de sobrevida de Kaplan-Meier comparando pacientes com IC portadores do
gendtipo CC (polimorfismo da MMP-9) e carreadores do alelo T (A — todos os pacientes com

IC; B —etiologia ndo isquémica; C — etiologia isquémica).
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Sobrevida RelacionacomIC
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Sobrevida RelacionacomIC
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Sobrevida RelacionacomIC
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ABSTRACT

Aims Matrix metalloproteinases (MMPs).are implicated in extracellular matrix restructuring
and MMPs functional polymorphisms substantially affect gene expression, but their role on
heart failure (HF) susceptibility, phenotypic characterization and prognosis is poorly explored.
Methods We studied 313 HF patients with LV systolic dysfunction and 367 healthy control
subjects. Genotyping of MMP-1 (-1607 1G/2G), MMP-3 (-1171 5A/6A) and MMP-9 (-1562
C/T) polymorphisms was performed using the PCR-RFLP method. Kaplan-Meier survival
curves and Cox proportional hazard models were construted to evaluate HF-related mortality.
Results Allelic and genotypic frequencies of MMP-1, -3 and -9 were similar in HF patients and
controls, but the 1G/1G genotype of MMP-1 was significantly less frequent (p = 0.03) in
analysis restricted to HF from ischemic etiology. MMP1 2G allele carriers were positively
associated to ischemic etiology, history of myocardial infarction and revascularizatrion
procedures (all p values < 0.05). Patients were followed-up for a median of 37 months
(interquartile range 16 to 62 months) and there were 58 HF-related deaths. HF related survival
was significantly better in MMP1 2G allele carriers (73% versus 44% for 1G/1G patients,
p=0.003) and in MMP-3 6A allele carrier (71% versus 61% for 5A/5A patients, p=0.05),
particularly in non-ischemic patients (p=0.03). MMP1 2G allele carriers were independently
associated to HF mortality after adjustment for several other predictors of risk (HR 2.1, 95% CI
1.2-3.6; p=0.01)

Conclusions MMP-1, -3 and -9 polymorphisms were not associated to HF susceptibility.
MMP-1 (-1607 1G/2G) was related to a higher prevalence of ischemic etiology among patients

with systolic HF and worse HF-related prognosis.
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INTRODUCTION

Heart failure (HF) represents the end-stage of several heart diseases and remains a major
cause of morbidity and mortality worldwide.! Experimental and clinical studies have
demonstrated that left ventricular (LV) remodeling and dilation occur along with LV failure
progression, culminating with end-stage and refractory HF.? Restructuring of the collagen
matrix plays a central role in the adaptations of the failing myocardium and the ultimate
transition to cardiac decompensation.® Matrix metalloproteinases (MMPs), an endogenous
family of zinc-dependent enzymes, have been identified as key players in this process.
Collagenases (MMP-1), gelatinases (MMP-2 and MMP-9) and stromelysins (MMP-3) **® have
all been linked to matrix remodeling in the different stages of HF development and progression.

Genetic polymorphisms of MMPs substantially influence the overall gene
transcriptional efficiency, resultings in heterogeneous gene expression.”® A common variant in
the promoter region of the MMP-1 gene with one (1G) or two (2G) guanine nucleotides has
been described at position -1607 relative to the transcriptional start site of the gene.? It has been
shown that the 2G allelic promoter of the MMP-1 gene has a 20-fold higher transcriptional
activity than the 1G allelic promoter.® The 2G allele was associated to increased risk of
coronary heart disease (CHD), increased risk of carotid artery stenosis, and enhanced LV
remodeling after an acute myocardial infarction (AMI).**** A common polymorphism at the -
1171 position in the promoter region of MMP-3 (one allele having a run of six adenines [6A]
and another allele having five adenines [5A]) has also been described.® Transfection assays
have shown that the MMP-3 promoter containing the 5A allele has two- to four-fold higher

transcriptional activity than promoter constructs containing the 6A allele.” Initial studies have
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suggested that the 5A allele is associated to the risk of idiopathic dilated cardiomyopathy™ and
might have an impact on HF prognosis.* Finally, the T allele of the MMP-9 polymorphism at
position -1562 has also been associated to increased promoter activity and to the extent of
cororany artery disease *°.

In the present study, we hypothesized that genetically mediated variability of MMPs are
related to the disease susceptibility, phenotypic characterization and prognosis in Brazilian HF
patients. We evaluated these hypotheses by analyzing the above mentioned polymorphisms in a

cohort of HF outpatients with moderate to severe left ventricular systolic dysfunction.

METHODS
Patients. We included a total of 312 consecutive patients, older than 18 years, with HF and left
ventricular systolic dysfunction (ejection fraction lower than 45%). Patients with other serious
illnesses or with reduced life-expectancy were excluded. Patients were recruited consecutively
between July, 2003 and November, 2007 from the Heart Failure and Transplant outpatient
clinic in a tertiary care university hospital in Porto Alegre, Brazil. Patients underwent clinical
and laboratory evaluation consisting of a standardized questionnaire, physical examination,
evaluation of echocardiographic parameters and laboratory tests. HF patients were followed-up
in the oupatient clinic at our institution and vital status was evaluated at hospital electronic
records, by telephone contact and at a local Death Certificate database. The outcome of interest
was HF-related death, defined as sudden unexpected death (within 1 hour of initiation of

symptoms) or caused by advanced refractory disease.
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We also evaluated 367 apparently healthy blood donors from the Hemotherapy Center
of the same hospital, who had no personal or family history of premature sudden death or
cardiovascular diseases. The study protocol was approved by the local institutional review
board and by the National Agency of Ethics in Research and conforms with the principles
outlined in the Declaration of Helsinki. All subjects provided written informed consent prior to

enrollment.

Genotyping. Genomic DNA was extracted from peripheral blood according to a non-enzymatic
method previously described.’® The polymerase chain reaction (PCR) method was used to
amplify fragments containing the MMP-1 1G/2G, MMP-3 5A/6A and MMP-9 C/T
polymorphisms, using primers and conditions as described by Dunleavey et al.*’ and Zhang et
al.’® The PCR products were then subjected to digestion by restriction endonuclease Xmnl or
Pael following the manufacturer’s instructions (MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Germany). The
digested fragments were separated by 8% polyacrylamide gel electrophoresis and visualized

with silver nitrate staining or 2% agarose gel and visualized with ethidium bromide.

Statistical analysis. Data are presented as mean + standard deviation or absolute numbers and
percentages. Continuous variables were compared by the Student t test or Mann-Whitney U
test, and categorical variables by the chi-square test or Fisher Exact test, as appropriate. Chi-
square was also used to test the Hardy-Weinberg equilibrium and to compare the allele and
genotype frequencies between cases and control subjects. Haplotype frequencies were

estimated by a Bayesian method using PHASE version 2.1**?°. The linkage disequilibrium
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between MMP-1 and -3 genetic polymorphisms was calculated and expressed in terms of D’
and r? 2. Multivariate logistic regression was used to assess the independent role of MMP-1 as
a predictor of ischemic etiology. Kaplan-Meier survival curves were constructed from the date
of entry at the outpatient clinic up to the last registry of follow-up or death, and compared by
the log-rank statistics. Cox proportional hazard models were created and adjusted for other
variables that might influence HF-related mortality. All data were analyzed using SPSS for
Windows 16.0 or SAS 9.0 for Windows. A p value of < 0.05 was considered statistically

significant.

RESULTS
Patients and Controls. HF patients enrolled in this study were predominantly males
(69%) and Caucasian (70%), with a mean age of 60 + 13 years, moderate to severe left
ventricular dysfunction and in New York Heart Association (NYHA) class | or Il (78%). The
etiology of HF was ischemic in 115 (38%) patients and idiopathic in 91 (30%) patients. The
majority of patients used angiotensin-converting enzyme (ACE) inhibitors (90%) and beta-
blockers (88%). Most control subjects were men (70%) and Caucasian (77%), with mean age of

45 + 12 years and they were significantly younger than patients (p=0.001).

Disease suscpectibility. The allele and genotype frequencies of MMP-1, -3 and -9
polymorphisms in HF patients and controls are presented in Table 1. The observed genotype
frequencies were in Hardy-Weinberg equilibrium in cases, controls and in the overall studied

sample for all analyzed polymorphisms. Genotype and allele frequencies were remarkably
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similar in apparently healthy controls and cases, regardless of HF etiology (ischemic versus
non-ischemic), except for a lower prevalence of the 1G1G genotype in ischemic patients when
compared to controls (14% versus 25%; p = 0.03).

As the MMP-1 and -3 genes are in the same chromosome cluster (11g22.3), haplotype
analysis was undertaken and their frequencies were estimated. The polymorphisms were in
moderate linkage disequilibrium in both groups of subjects (D’= 0.53; r’= 0.21 for cases and
D’= 0.56; r’= 0.22 for controls). The frequencies of 1G6A, 1G5A, 2G6A and 2G5A haplotypes
in patients (0.18, 0.31, 0.42 and 0.09, respectively) were similar to those found in controls

(0.17,0.30, 0.43 and 0.10, respectively) (p= 0.72).

Phenotypic Characterization. Clinical and demographic characteristics of patients according
to MMP-1, -3 and -9 genotypes are presented in Tables 2, 3 and 4, respectively. MMP-1 2G
allele carriers (n = 244) were significantly more frequent in HF patiens with ischemic etiology,
a previous myocardial infarction, regional left ventricle dysfunction and hypercholesterolemia
(all p values < 0.05). The 1G1G genotype was also associated to longer QRS complexes on
surface EKG (Table 2). MMP-3 (-1171 5A/6A) polymorphism was not significantly associated
to most traditional clinical features of HF. MMP-3 5A carriers (n = 197), however, had
decreased heart rate variability and increased LV dimensions and longer QRS complex duration
(Table 3). Finally, we did not observe significant associations between the MMP-9 (-1572 C/T)
polymorphism with HF clinical characteristics, except for a longer QRS complex duration in

CC homozygous patients (n = 250).
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As the MMP-1 2G allele was associated to ischemic HF etiology, we performed
multiple logistic regression analysis to examine other potential predictors of ischemic etiology
in our cohort (Table 5; model adjusted for age, gender, hypercholesterolemia, blood pressure,
diabetes mellitus, chronic obstructive pulmonary disease, alcoholism and serum creatinine,
glucose and sodium). Our data suggest that the 2G allele (MMP-1 polymorphism) is an
independent risk factor for HF of ischemic etiology (adjusted OR= 2.14, 95% confidence

interval [CI] 1.1 — 4.15, p= 0.024).

Follow-up and Prognosis. Clinical follow-up data were obtained for all enrolled patients.
During a median follow-up of 76 months, there were 58 HF-related deaths and 38 deaths from
other causes. Figures 1, 2 and 3 depicts the Kaplan-Meier survival curves according to MMP-1,
MMP-3 and MMP-9 genotypes, respectively (panel A for all patients, panel B for non-ischemic
etiology and panel C for ischemic etiology). HF related survival was significantly better over
time in MMP-1 2G carriers (log-rank p value = 0.003). Analysis stratified by etiology
demonstrated a similar survival profile, although we observed only a statistical trend in
ischemic patients (log rank p value = 0.08; FigurelC). MMP-3 6A carriers also depicted a
better HF related prognosis, particularly in the non-ischemic group (log rank p value = 0.03;
Figure 2B). MMP-9 polymorphism had no impact on HF related survival, irrespective of
etiology (Figure 3).

Cox proportional hazard models were created to evaluate predictors of HF-related mortality.
MMP1 2G carriers were independently associated to HF mortality after adjustment for

functional class, systolic arterial pressure, left ventricular dimensions and serum levels of
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creatinine and sodium (OR 2.1; 95% confidence interval of 1.2-3.6; p value = 0.01). This
association was attenuated in a model that was additionally adjusted for QRS complex duration
(model 2 in Table 6), suggesting that part of the interaction between MMP1 genotype and HF

related survival was modulated by intraventricular conduction abnormalities.

DISCUSSION

In the present study, we have demonstrated that a common genetic polymorphism of
MMP-1 (-1607 1G/2G) was associated to increased HF risk in ischemic patients, higher
prevalence of ischemic etiology among patients with systolic HF and worse HF-related
prognosis. No other MMPs polymorphisms was associated to increased HF susceptibility, but
6A carriers (MMP3 -1171 5A/6A) were also associated to a increase risk of HF-related
mortality in non-ischemic patients. Interestingly, these polymorphisms implicated in differences
on QRS complex duration in surface EKG, suggesting that the observed associations could be
modulated, at least in part, by intraventricular conduction abnormalities.

Restructuring of the collagen matrix, performed in part by MMPs, has a pivotal role in
left ventricle remodeling of the failing myocardium and the ultimate transition to cardiac
decompensation.>*?> MMP expression and activity are elevated in HF of various etiologies,
suggesting that extracellular matrix remodeling is a common and deliberate response to
myocardium tissue damage.® Elevated MMP-1 expression in the heart of transgenic mice can
cause cardiac hypertrophy, expansion and systolic dysfunction.”® Similarly, the rapid

progression of HF in humans is associated with higher MMP-1 and MMP-3 gene
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expression.”***  Also, we and others have demonstrated that MMPs inhibition can greatly
attenuate LV remodeling in experimental models of acute myocardial infarction®?.

From a familiy of more than 20 MMPs, fibrillar collagenase (MMP-1), gelatinases
(MMP-2 and MMP-9) and stromelysin (MMP-9) are considered major players in the processes
that lead to extracellular disruption, degeneration, and reorganization in the heart. Several
MMPs polymorphisms have been described and are implicated in significant effects on gene
expression. In particular, MMP-1 and MMP-3 genes have variants in their promoter regions
(-1607 1G/2G and -1171 5A/6A, respectively) that result in significantly higher transcriptional
activity and have been associated to disease susceptibility and clinical outcomes in several
cardiovascular conditions °. Also, the T allele of MMP-9 polymorphism at position -1562 has
also been associated to the severity of coronary artery disease in angiographic studies 8. Tang
et al.’® have investigated similar genetic polymorphisms in Chinese Han patients with
idiopathic dilated cardiomyopathy and found that the 5A allele of MMP-3 was associated to HF
susceptibility. This association was not replicated in our patients, but the genetic ancestrality of
our study sample is not comparable to the Chinese population. As such, allelic and genotypic
frequencies in Chinese subjects were distinctively different from those found in our study;
surprisingly, for example, 5A5A genotype was not found in the Chinese population. Our
findings regarding MMPs allele frequencies resembles those from other European and Brazilian
studies, with similar genotypic frequencies.’®**’ In the present study no significant differences
in the frequencies of MMP-1 and MMP-9 genotypes or alleles were identified between HF
patients and controls in the overall population. We did observe, however, a lower frequency of

the 1G1G genotype of MMP-1 in ischemic HF patients. Because the proximity of the MMP-1
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and -3 genes in chromosome 11, some researchers have studied haplotypes of the two
polymorphisms. Previous reports have shown that the 5A/1G haplotype was associated to
susceptibility to myocardial infarction and coronary artery disease. % Our study did not find
an association of these haplotypes with HF susceptibility.

The association of MMPs polymorphisms and atherosclerosis has been previously
explored in distinct clinical scenarios with somewhat conflicting findings. A pioneer study by
Ghilardi et al** have demonstrated that subjects who were homozygous for both the 6A (MMP-
3) and 2G alleles (MMP-1) had an elevated relative risk of carotid artery stenosis in a small

1*° have shown

study of patients who underwent carotid endarterectomy. Subsequently, Ye et a
that subjects homozygous for the more transcriptionally active 2G allele of the MMP-1 gene
had a reduced risk of coronary heart disease compared to homozygous for the less
transcriptionally active 1G allele. In their study, involving 471 caucasian European men and
women, the 5A/6A polymorphism in the MMP-3 gene was not associated to the risk of
coronary artery disease. Our data suggest that ischemic etiology, previous acute myocardial
infarction and left ventricular segmental abnormalities were more frequent in 2G allele carriers
of the MMP-1 gene in HF patients. One could speculate that subjects with the more active
genetic variant of the MMP-1 gene might have a reduced chance to develop atherosclerotic
disease, as suggested by Ye et al; but whenever the atheroma is already present, the enhanced
proteolytic activity could increase the risk of plaque instability and implicate in risk for acute
events and ventricular dysfunction, as suggested by our findings.

Mizon-Gérard et al ** have studied the impact of the MMP-2 (-1306 C/T), MMP-3 (-

1171 5A/6A) and MMP-9 (-1562 C/T) genetic polymorphisms in the prognosis of HF patients
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with systolic dysfunction. These investigators have observed that the 5A5A genotype (MMP-3)
was an independent predictor of cardiac mortality only in non-ischemic patients. Our findings
regarding MMP3 -1171 5A/6A polymorphism were remarkably similar (Figure 2B). However,
we did not replicate the significant impact of MMP-9 -1562 C/T on HF prognosis observed by
Mizon-Gérard et al, as in our sample there was no association between this genetic variant and
HF-related mortality. In present study, we have demonstrated, for the first time, a significant
association of MMP-1 (-1607 1G/2G) polymorphism with cardiac mortality. Patients that were
homozygous for the more transcriptionally active 2G allele of the MMP-1 gene had a
substantially reduced HF-related mortality. The mecanism of this association has yet to be
determined, as 2G allele carriers had similar left ventricular dimensions, similar prevalence of
ventricular arrhythmias on Holter monitoring and received the same pharmacological treatment.
Interestingly, besides the increased prevalence of ischemic etiology, a recognized marker for
worse prognosis in HF, 2G allele carriers were also associated to a reduced QRS complex
duration, a factor that could explain in part the relative favorable evolution of this subset of
patients. %!

Some methodological aspects of our study deserve careful consideration. Considering
the theoretical possibility that the associations observed in this analysis occurs only in specific
ethnic groups, our results should be viewed with caution, as there is some degree of genetic
admixture in the Caucasian-Brazilian population (~70% of our sample). However, the
prevalence of the studied polymorphisms was similar to that reported in other European and
American populations. As expected, our sample of apparently healthy controls was younger

than our HF patients, as this subjects were derived from a blood donnor clinic. We performed a
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case-control analysis restricted to aged controls (>50 years old) and the results were not
substantially altered (data not shown). Finally, it is well-recognized that the net final effect of
isolated nucleotide polymorphisms might be outweigthed by other compensatory or regulatory
pathways. Measurements of MMPs serum levels or identification of MMPs tissue expression
might also enhance the understanding of the processes involved in HF prognostication.

In conclusion, our data suggest that MMP-1 (-1607 1G/2G) polymorphism contributes
to the variability of clinical presentation and to relevant clinical outcomes in HF patients.
Further studies are needed to explore potential pharmocogenetic interactions of MMPs

823334 ¢an set the

polymorphisms. Genetic studies involving different compensatory pathways
background for the development of the “so-called” individualized strategies to manage and treat

HF.
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Table 1 - Allele and genotype frequencies of matrix metalloproteinase (MMP) gene

polymorphisms in heart failure patients and control individuals.

) Non-ischemic Ischemic etiology
All patients Controls
etiology

MMP-1
N 313 195 118 367
Genotype frequency
1G1G 68 (22) 52 (27) 17 (14) 93 (25)*
1G2G 157 (50) 88 (45) 69 (59) 174 (48)
2G2G 87 (28) 55 (28) 32 (27) 100 (27)
Allele frequency
1G 0.47 0.49 0.44 0.49
2G 0.53 0.51 0.56 0.51
MMP-3
N 306 193 113 366
Genotype frequency
5A5A 49 (16) 31 (16) 18 (16) 54 (15)
5A6A 148 (48) 97 (50) 51 (45) 184 (50)
6A6A 109 (36) 65 (34) 44 (39) 128 (35)
Allele frequency
5A 0.40 0.41 0.38 0.40
6A 0.60 0.59 0.62 0.60
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MMP-9

N 307
Genotype frequency

CC 250 (81)
CT 54 (18)
TT 3(1)
Allele frequency

C 0.90
T 0.10

193

159 (82)
31 (16)
3(2)

0.90
0.10

114

91 (80)
23 (20)
0 (0)

0.90
0.10

359

280 (78)
75 (21)
4 (1)

0.88
0.12

Results are presented as absolute numbers and percentages in parentheses.
* p value < 0.05 for comparison with ischemic patients adjusted for sex, age and ethnic group.

All others comparisons were non significants.
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Table 2 - Clinical characteristics of HF patients according to MMP-1 gene polymorphism.

Variable MMP-1 p value
Overall 1G1G 2G carriers
N =312 N =68 N =244

Age (years) 61 +13 62 £ 13 59 +12 0.18
Males (%) 215 (69) 48 (71) 167 (68) 0.73
Caucasian (%) 220 (70) 55 (81) 165 (68) 0.05
Heart failure etiology (%)

Ischemic 118 (38) 17 (25) 101 (41) 0.014

Idiopathic 91 (29) 30 (44) 61 (25) 0.002

Hypertensive 73 (23) 16 (24) 57 (23) 0.97
NYHA class I-11 (%) 238 (78) 52 (78) 186 (78)  >0.99
Hypertension (%) 183 (59) 36 (53) 147 (60) 0.28
Diabetes mellitus (%) 93 (30) 20 (30) 73 (30) 0.93
Obesity (%) 50 (16) 13 (20) 37 (15) 0.43
Current smoking (%) 38 (12) 7 (10) 31 (13) 0.59
Hypercholesterolemia (%) 93 (30) 13 (20) 80 (34) 0.029
Acute myocardial infarction (%) 101 (32) 13 (19) 88 (36) 0.008
CABG (%) 34 (11) 8 (12) 26 (11) 0.97
Stroke (%) 23 (7.4) 5(7.4) 18 (7.4) >0.99
Systolic blood pressure (mmHg) 125+ 24 124 +22 125+24  0.866
Creatinine (mg/dL) 1.29+047 124+047 130+0.46 0.283
Sodium (mEg/L) 1404 +34 1405+3 1404+35 0.84
Hemoglobin (mg/dl) 13.1+17 133+15 1304%x17 0.28
Electrocardiogram

QRS duration (ms) 129+ 35 142+38 125+33  0.001

Atrial fibrillation (%) 57 (19) 16 (24) 41 (17) 0.230
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Echocardiography

LV diastolic diameter (cm) 558+11 575+£100 554+11 0.230
LV ejection fraction (%) 31+8 30+8 32+8.3 0.171
Regional left ventricle dysfunction (%) 100 (34) 12 (19) 88 (38) 0.006
Left Atrium (cm) 478+08 485+08 475+08 0.39
24-hour Holter monitoring*
Non-sustained VT (%) 107 (42) 30 (48) 77 (40) 0.267
SDNN (ms) 109+44 1024390 111+46  0.285
Medications (%)
ACE inhibitors 284 (88) 59 (87) 215 (88) 0.955
Beta-blockers 269 (88) 60 (86) 209 (86) 0.687
Diuretics 271 (89) 56 (85) 215(90) >0.99
Spironolactone 113 (37) 26 (39) 87 (36) 0.763

Data expressed as means =+ standard deviation or absolute numbers ( percentages).

NYHA - New York Heart Association; CABG —coronary artery bypass graft; LV — left
ventricular; VT — ventricular tachycardia; SDNN — standard-deviation of RR intervals; ACE -
angiotensin-converting enzyme.

* data available for 257 patients.
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Table 3 - Clinical characteristics of HF patients according to MMP-3 gene polymorphism.

Variable

MMP-3

p value

Age (years)

Males (%)

Caucasian (%)

Heart failure etiology (%)
11344

Isc (37 (40

he ) )

mic
69 (35)
0.35

Idiopathic
89 (29)

25 (23)
64 (32)
0.08

Hypertensive
73 (24)
30 (27)
43 (22)
0.26

NYHA class | and 11 (%)
234 (78)

86 (81)

148 (76)

>0.99

Hypertension (%)
Diabetes mellitus (%)

Overall
N =306

6A6A

N =109

5A carriers
N =197

60 + 13
209 (68)
216 (71)

180 (59)
93 (30)

61212
78 (72)
72 (66)

68 (62)
28 (26)

59+13

131 (66)
144 (73)

112 (57)
65 (33)

0.27
0.36
0.009

0.35
0.18
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Obesity (%)
Current smoking (%)
Hypercholesterolemia (%)
Past myocardial infarction (%)
CABG (%)
Stroke (%)
Systolic blood pressure (mmHg)
Creatinine (mg/dL)
Sodium (mEg/L)
Hemoglobin (mg/dl)
Electrocardiogram

QRS duration (ms)
Atrial fibrillation (%)
Echocardiography

LV diastolic diameter (cm)

LV ejection fraction (%)

Regional left ventricle dysfunction

(%)
Left Atrium (cm)

24-hour Holter monitoring*
Non-sustained VT (%)
SDNN (ms)

Medications (%)
ACE inhibitors
Beta-blockers
Diuretics

Spironolactone

50 (16)
38 (12)
80 (29)
97 (32)
33 (11)
26 (8,5)
124 + 24
1.29 +0.47
140.4+3.4
13.1+1.7

129 + 35
55 (18)

558 +1.1
31+8
97 (33)

4.8+0.8

103 (41)
109 + 44

268 (88)
264 (86)
172 (90)
70 (37)

15(14)  35(18)
17(16) 21 (11)
29(27) 61 (31)
36(33)  61(31)
11(10)  22(11)
8(7,3) 18 (9)
126+24 124+ 24
1.31+0.49 1.26 +0.43
140.3+3.7  140.4%3.2

13+1.8  13.1#17
122+32  131%35
17(16)  38(20)
54+1.1 5.66% 1.0
31+77 31+85
39(37)  58(31)
4708  4.80.8
39(45)  64(39)
118 +45 103 + 43
98 (90) 170 (86)
95(87) 169 (86)
66 (92) 106 (89)
27(37)  43(36)

0.36
0.21
0.42
0.71
0.77
0.59
0.48
0.16
0.76
0.65

0.041
0.92

0.04
0.79
0.26

0.07

0.32
0.039

0.77
0.74
0.74
0.94

Data are expressed as means + standard deviation or absolute numbers (percentages).
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NYHA - New York Heart Association; CABG —coronary artery bypass graft; LV — left
ventricular; VT — ventricular tachycardia; SDNN - standard-deviation of RR intervals; ACE -

angiotensin-converting enzyme.

* data available for 251 patients.
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Table 4 - Clinical characteristics of HF patients according to MMP-9 gene polymorphism.

Variable MMP-9 p value
Overall CcC T carriers
N =307 N =250 N =57

Age (years) 60 + 13 60 + 13 59 +13 0.36
Males (%) 211 (69) 171 (68) 40 (70) 0.92
Caucasian (%) 217 (71) 174 (70) 43 (75) 0.48
Heart failure etiology (%)

Ischemic 114 (37) 91 (36) 23 (40) 0.68

Idiopathic 90 (29) 76 (30) 14 (25) 0.47

Hypertensive 72 (23) 60 (24) 12 (21) 0.76
NYHA class | and 11 (%) 234 (78) 190 (78) 44 (79) >0.99
Hypertension (%) 179 (58) 144 (58) 35 (61) 0.71
Diabetes mellitus (%) 91 (30) 71 (28) 20 (35) 0.40
Obesity (%) 50 (16) 43 (17) 7(12) 0.48
Current smoking (%) 38 (12) 34 (14) 4(7) 0.25
Hypercholesterolemia (%) 90 (29) 75 (30) 15 (26) 0.70
Acute myocardial infarction (%) 98 (32) 76 (30) 22 (39) 0.30
CABG (%) 33(10.7)  27(10.8) 6 (10.5) >0.99
Stroke (%) 24 (7.8) 19 (7.6) 5(8.8) 0.98
Systolic blood pressure (mmHg) 125+ 24 125+24  123+23 0.55
Creatinine (mg/dL) 129+047 131+049 126+043 0.33
Sodium (mEg/L) 1404 +3.4 1405+3.2 1399+40 0.22
Hemoglobin (mg/dl) 13.08+1.7 13.07+17 133+14 041
Electrocardiogram

QRS duration (ms) 129 + 34 131+35 118+29  0.011

Atrial fibrillation (%) 56 (18) 47 (19) 9 (16) 0.69

110



Echocardiography

LV diastolic diameter (cm) 6.6 1.0 6609 66+1.2 0.51
Left ventricular ejection fraction (%) 31+8 31+8 32+9 0.43
Regional left ventricle dysfunction (%) 97 (33) 77 (32) 20 (36) 0.70
Left Atrium (cm) 477+£08 478108 47x1 0.54
24-hour Holter monitoring*
Non-sustained VT (%) 104 (41) 91 (43) 13 (32) 0.28
SDNN (ms) 110 £ 45 109 +£45  113+43 0.72
Medications (%)
ACE inhibitors 269 (88) 220 (88) 49 (86) 0.84
Beta-blockers 269 (88) 219 (88) 50 (88) >0.99
Diuretics 290 (94) 236 (94) 54 (95) > 0.99
Spironolactone 117 (38) 91 (36) 26 (46) 0.25

Data are expressed as means + standard deviation or absolute numbers (percentages).

NYHA - New York Heart Association; CABG —coronary artery bypass graft; LV — left
ventricular; VT — ventricular tachycardia; SDNN - standard-deviation of RR intervals; ACE -
angiotensin-converting enzyme.

* data available for 251 patients.
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Table 5 — Independent predictors of ischemic etiology in multiple regression analysis

Variable OR 95% ClI p value
MMP-1 2G carriers 2.14 11-415 0.024
Age (years) 1.03 1.01-1.05 0.006
Hypercholesterolemia 2.76 1.58-4.8 <0.001
Diabetes mellitus 3.04 1.75-5.3 <0.001
Diastolic blood pressure (mmHg) 0.97 0.95-0.99 0.002

OR, Odds ratio; ClI, confidence interval

112



Table 6. Univariate analysis and Cox proportinonal hazard model for HF-related mortality.

Variable Univariate Analysis Adjusted Model 1* Adjusted Model 2 *

OR 95% ClI p value OR 95% CI  pvalue OR 95% ClI  pvalue
SAS Functional Class Il or IV 2.9 1.7-5.0 <0.001 2.4 1.3-4.2 0.003 2.2 1.2-4.0 0.008
SAP, each 1 mmHg 0.98 0.96-0.99  <0.001 0.98 0.97-0.99 0.01 0.99 0.97-1.0 0.06
Creatinine, each 1mg/dL 2.0 1.2-3.1 0.005 1.6 0.98-2.7 0.06 14 0.8-2.3 0.25
Sodium, each 1 mEgq/L 0.85 0.8-0.9 <0.001 0.85 0.79-0.92 <0.001 0.84 0.78-0.92  <0.001
QRS duration, each 10 ms 1.2 1.1-1.3 <0.001 -- -- -- 11 1.01-1.19 0.02
LV diastolic diameter, each 1 mm 1.5 1.2-1.9 0.002 1.4 1.04-1.8 0.03 1.2 0.9-1.6 0.26
MMP-1 2G carriers 2.2 1.3-3.8 0.003 2.1 1.2-3.6 0.01 15 0.84-2.7 0.16

SAS - Specific activity scale; SAP — systolic arterial pressure; LV — left ventricle; MMP — matrix metalloproteinase.

Model 1 was not adjusted for QRS duration; Model 2 was adjusted for all variables.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Kaplan-Meier survival curves comparing HF patients with 1G1G genotype
(MMP-1 polymorphism) and 2G allele carriers (A — all HF patients; B — non-ischemic

etiology; C — ischemic etiology).

Figure 2 - Kaplan-Meier survival curves comparing HF patients with 5A5A genotype
(MMP-3 polymorphism) and 6A allele carriers (A — all HF patients; B — non-ischemic

etiology; C — ischemic etiology).

Figure 3 - Kaplan-Meier survival curves comparing HF patients with CC genotype
(MMP-9 polymorphism) and T allele carriers (A — all HF patients; B — non-ischemic

etiology; C — ischemic etiology).
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ANEXQOS
Anexo 1. Termo de Consentimento Informado
Prezado Sr/a:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver
um problema no coragdo chamado insuficiéncia cardiaca. Os polimorfismos séo
alteragdes que acontecem em um gene e modificam alguma caracteristica da
pessoa. Como o Sr/a tem insuficiéncia cardiaca, gostariamos de convida-lo para
participar do estudo. Caso aceite, realizaremos o registro de suas informacoes
meédicas, e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue — na ocasiao de
sua entrada no estudo. Apds, estaremos registrando novamente estas
informagdes nas suas proximas consultas. Com a amostra de sangue, faremos a
identificacdo de 3 polimorfismos em genes responsaveis pela regulacdo da
funcdo cardiaca, que podem estar associadas ao desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca e a forma com que ela se apresenta. Se o Sr/a concordar,
armazenaremos as amostras para que outras caracteristicas possam ser
analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso grupo (nesse caso, estes
trabalhos serdo também apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa e, se
possivel, sera solicitado novo Termo de Consentimento como este). No futuro,
essas caracteristicas poderdao auxiliar na escolha mais individualizada dos
medicamentos, com mais beneficios para os pacientes e menores custos no
tratamento da insuficiéncia cardiaca. No entanto, os resultados deste estudo ndo
trardo beneficios diretos para o Sr/a.

O Sr/a é livre para decidir por participar ou nao do estudo, e sua recusa
nao implicard em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as
informacdes obtidas estardo a sua disposicdo se assim desejar. Todos os
resultados referentes a pesquisa serao utilizados para fins exclusivos de
pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Eu, , fui informado(a) dos objetivos e da
justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do procedimento
de coleta de sangue a que serei submetido e das determinagbes de
caracteristicas genéticas que serdo feitas. Recebi também a garantia de
resposta a duvidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranga
da confidencialidade dos dados obtidos.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo o Dr. Luiz Eduardo Paim
Rohde, a Dra. Nadine Clausell, a Dra. Andréia Biolo e o Dr. Fabio Michalski
Velho (fone para contato com os pesquisadores 21018344), tendo este projeto
sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa desta Instituicdo.
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Local e data

Paciente ou responsavel:

Nome

Assinatura
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Anexo 2. Ficha de Registro Ambulatorial
de Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca

GRUPO DE ICC - HCPA

Nome: REGISTRO GERAL:
Prontuario:
Endereco:
Telefone: 1) 2) REGISTRO POLIMORFISMOS:
Data de nascimento: /[ ()excluido () etiologia
Sexo: ( )fem ( )masc ( )FE>45%
. ( ) recusa
Cor: () branco () pardo () preto ( ) dilise
() SCA ultimos 3 meses
( ) SIDA em uso ARVs
() neoplasia ndo-curada
HISTORIA )
Duracdo da IC: meses
Idade de inicio da IC: anos
No. Internagdes por IC:
Etiologia:
( ) isquémica CHECKLIST
( ) idiopatica ( ) Regristo
() hipertensiva Data:
() alcodlica
( ) valvular () Coleta
() pos-parto Data:
() pdés-QMT
() outra: () Holter
Data:
( ) Cardiopatia isquémica
( ) Angina atual ()IAM () Ecocardio
( ) CRM ( ) ACTP/stent Data:
( ) Sincope ( )AVE
( ) Vasculopatia periférica () Etiologia definida
( ) Marcapasso permanente Data:
( ) Dislipidemia ( ) Obesidade () Seguimento 1 ano
( )DM ( )HAS Data prevista:
( ) Tabagismo: anos-mago
( ) Tabagismo atual ( ) Consulta de seguimento marcada
( ) Uso abusivo de alcool () Atual Data da consulta:
COMORBIDADES CHARLSON
( )DPOC ( ) d renal mod/grave
( ) d. cerebrovascular ( ) neoplasia
( ) deméncia ( ) neo metastatica
( ) ulcera péptica () SIDA
( ) d. tecido conjuntivo ( ) linfoma/leucemia
( ) d. hepatica leve ( ) d. hepatica mod/sev
( ) d. vascular periférica
( ) DM com lesdo em 6rgéo-alvo
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Anexo 3. Ficha de seguimento clinico.

Obito: Data I Causa ( )
Causa do o6bito: 1. Morte subita
2. Progresséo da ICC
3. Infarto do miocardio
4. Outra causa cardiaca
5. N3o cardiaca conhecida
6. Desconhecida.
DATA Tipo do Causa do | Descrigao / Observacoes
Evento evento
Evento/Admissao:
/ /
Alta:
/ /
Evento/Admissao:
/ /
Alta:
/ /
Evento/Admissao:
/ /
Alta:
/ /
Evento/Admissao:
/ /
Alta:
/ /

Tipo de evento:

1. Visita a Emergéncia

2. Internagao
3. Sincope

Motivo da internagao ou visita a emergéncia / internagao:

.1CC

. Sincope

. IAM com supra
. IAM sem supra
. Angina instavel
. Bradiarritmia

~NOoO O~ WN -

. Intoxicacao digitalica

8. Taquiarritmia supraventricular
9. Taquiarritmia ventricular

10. Desidratacao

11. Outra causa cardiaca

12. Outra causa nao cardiaca
13. Desconhecida
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