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RESUMO

Dada a possivel diferenga fisiopatoldgica entre insuficiéncia cardiaca com
fragdo de ejecéo preservada (ICFEP) e reduzida (ICFER) associada a falta de
biomarcadores capazes de diferencia-las, objetivamos comparar niveis de
metaloproteinase-9, microRNAs e marcadores inflamatérios entre pacientes
com ICFEP e ICFER durante e apds episoddios de IC descompensada. Os
biomarcadores foram avaliados na admissao hospitalar, alta e em uma consulta
ambulatorial. Os pacientes com ICFER apresentaram maiores niveis de MMP-9
e miR-150 apds terapia aguda. MMP-9 e miR-150 reduziram e miR-21
aumentou apds a alta comparado a admissao, porém, essas alteracdes foram
transitérias nos dois grupos. Ainda, MMP-9 elevada e miR-21 reduzidos na
consulta ambulatorial foram preditores de readmissao hospitalar. Os niveis de
IL-18 no grupo ICFEP foram maiores, reduziram apds a alta e se
correlacionaram com troponina |. Concluimos que marcadores de
remodelamento cardiaco estdo mais alterados na ICFER e que a IL-18 pode

atuar de forma distinta na ICFEP.



1. INTRODUGAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) apresenta elevada morbidade e mortalidade,
representando um problema de saude publica. A fisiopatologia da sindrome é
complexa, envolvendo diversos sistemas neuro-humorais e autonémicos, além de
ativagdo de vias intracelulares que regulam a viabilidade celular, a apoptose, o
remodelamento da matriz extracelular (MEC), a formagdo de cicatriz fibrotica e
angiogénese.

Além da ativagao neuro-humoral, tanto em nivel sistémico quanto tecidual,
ocorre o acionamento do processo inflamatério com alteracdo nos niveis de
mediadores inflamatérios e liberacdo de citocinas anti e pré-inflamatérias. A
inflamagédo € um componente central da resposta ao estresse tecidual e lesées no
coragao, promovendo remodelamento e cicatrizagdo através de alteragbes da
matriz extracelular, proliferacdo celular, da hipertrofia de cardiomidcitos, afetando
também a capacidade contratil do coragcdo. Os mediadores inflamatérios podem
contribuir para a progresséo da alteragéo estrutural e funcional cardiaca, causando
disfungéo ventricular e fibrose do miocardio. Sugere-se que a ativagao inflamatdria
na IC contribua para a progresséo da doenga e piora da capacidade funcional.

Em especial, o papel da matriz extracelular e fibrose parecem cruciais para o
remodelamento cardiaco e progressdo da IC. Os genes responsaveis por estas
funcbes estdo profusamente ativados e evidencias recentes indicam que os
microRNAs tem papel central na sua regulacdo e dessa forma, podem representar
uma pecga chave na regulagdo das vias intracelulares envolvidas na fisiopatologia

do remodelamento ventricular caracteristico da IC.



Além disso, diversos estudos buscam avaliar as diferengas clinicas e
fisiopatoldgicas na IC com fragdo de ejecao reduzida (ICFER) e IC com fragdo de
ejecao preservada (ICFEP), bem como encontrar biomarcadores especificos em
distintos estagios da doenga, com o objetivo de diferenciar e identificar a causa da
disfungao cardiaca. No cenario da IC aguda descompensada, o estado congestivo
€ sabidamente um momento de grande metabolismo celular, com incremento de
marcadores inflamatdrios, bem como marcadores de lesao celular e de “turnover”
de matriz extracelular, culminando com a progressédo do remodelamento ventricular
patolégico.

No entanto até o momento, nenhum estudo prospectivo se propds a avaliar o
perfil de expressdo de microRNAs em estados compensados e descompensados
de IC ou correlaciona-los com marcadores de atividade de matriz extracelular
nestes pacientes. Sendo assim, no presente trabalho, buscamos avaliar os niveis
de metaloproteinase 9 (MMP-9) e o perfil de expressdo de microRNAs plasmaticos
associados ao processo de fibrose cardiaca e inflamagdo (miR-21 e miR-150
respectivamente). Igualmente, avaliamos o perfil inflamatério destes pacientes nos
diferentes estagios de compensacéo clinica e analisamos os diferentes cenarios da
IC, comparando pacientes com ICFER versus pacientes com ICFEP. Os resultados
destas analises permitiram uma melhor compreensédo dos mecanismos regulatérios

e do impacto da descompensacgao na progressao da IC aguda.



2. REVISAO DA LITERATURA

Epidemiologia da Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca é uma das principais causas de internagdes por
doengas cardiovasculares, possui alta taxa de mortalidade [1] e esta associada a
um alto impacto econdmico devido aos custos das internacgdes [2-4]. Sendo assim,
representa um emergente problema de saude publica [5]. Estudos epidemioldgicos
estimam que cerca de 6,4 milhdes de brasileiros sofram de IC, de acordo com os
dados da |l Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Cronica de 2009.

No Brasil, segundo os registros do Sistema Unico de Saude (SUS), que
atende cerca de 80% da populagdo, as doencas do aparelho circulatério
representam a terceira maior causa de hospitalizacdo pelo SUS, com mais de um
milh&o de internagcdes no ano de 2010, sendo mais frequente na faixa etaria acima
de 60 anos [1], conforme o esperado, visto que sua prevaléncia aumenta com a
idade [6, 7]. Embora a sindrome se mantenha como causa mais frequente de
internacdo por doenga cardiovascular, o numero de internacdes hospitalares por
insuficiéncia cardiaca vem reduzindo progressivamente ao longo da ultima década,
passando de 398.489 internagcbes em 2000 para 264.727 internagdes em 2010.
Somente na regido Sul, a IC representa mais de 57 mil internagdes no mesmo ano.
No entanto, o gasto total com internagbes por este quadro aumenta
progressivamente e passou de cerca de 204 milhdes de reais em 2000 para mais
de 304 milhdes de reais no ano de 2010. Os ultimos dados do Ministério da Saude
indicam também que o numero de 6bitos por IC no pais foi superior a 23.000 no

ano de 2010 (DATASUS, 2010 (www.datasus.gov.br)).




IC com Fragao de Ejegcao Reduzida vs. IC com Fragao de Ejecao Preservada

A IC é caracterizada como a incapacidade de manter as necessidades
metabdlicas dos tecidos, quando o coragao ndo consegue manter o debito cardiaco
adequado, ou consegue fazé-lo a custa de aumento das pressdes de enchimento
do ventriculo esquerdo. As causas da IC incluem as cardiopatias de origem
isquémica, hipertensiva, valvular e congénita, as cardiomiopatias (dilatada,
hipertrofica e restritiva), as arritmias (taquicardiomiopatias), o uso de alcool e
drogas, e as doencas do pericardio [8].

A causa mais comum de IC no mundo é a doenca isquémica, associada a
necrose miocardica, causando perda de tecido contratil e disfungdo ventricular
sistdlica esquerda. Nos pacientes idosos observa-se uma prevaléncia
gradativamente maior de hipertensdo arterial sistolica e hipertrofia ventricular
esquerda, que sao fatores contribuintes para o desenvolvimento da disfuncéo
cardiaca [7]. Neste cenario, atribui-se a maior parte do desarranjo hemodinamico a
disfungdo diastolica dos ventriculos, com graus variaveis de deficiéncia de
relaxamento e alteracdo da complacéncia tecidual. Muitas vezes, apds intensa
investigacdo clinica e laboratorial nenhuma causa evidente da sindrome consegue
ser claramente identificada, entdo a etiologia é classificada como idiopatica [1].

Ainda, os pacientes com IC sao classificados quanto a presenca de
disfungao sistolica: quando possuem fragao de ejegcéo (FE) do ventriculo esquerdo
(VE) reduzida (ICFER), ou FE preservada (ICFEP). Na disfungcéo sistdlica
miocardica ocorre um dano na fungdo ventricular esquerda, levando a IC e
desencadeando uma serie de mecanismos compensatérios a fim de preservar o

debito cardiaco. [9, 10]. Em curto prazo, esses mecanismos compensatorios,



ativados apds o declinio inicial na capacidade ejetora do coragdo, sdo capazes de
manter a fungdo do ventriculo esquerdo dentro do estado fisioldgico, de tal forma
que a capacidade funcional do paciente é preservada ou levemente reduzida.
Porém, com o tempo, a ativagao sustentada desses sistemas provoca danos no
ventriculo, com a piora do remodelamento do VE e subsequente descompensacéao
cardiaca [10].

Ja na ICFEP predomina a disfuncdo diastdlica com o relaxamento do
miocardio prejudicado, ha um aumento da rigidez da parede ventricular e uma
diminuicdo do comprimento ventricular esquerdo, levando ao comprometimento do
enchimento ventricular [10]. Na disfungao diastdlica € comum a ocorréncia de
dados ecocardiograficos de fungao sistdlica normal ou levemente alterada.
Aproximadamente a metade dos pacientes com IC apresentam FE normal ou
pouco alterada. O prognéstico dos pacientes que possuem fragdo de ejecao
ventricular preservada nao parece ser muito diferente dos pacientes com fracédo de
ejecao reduzida, isto vem sugerindo que ocorram mecanismos patofisiolégicos
similares entre os grupos. Por outro lado, alguns estudos indicam que pacientes
com FE preservada constituem um grupo de individuos diferente e mais
heterogéneo [11]. Similarmente, alguns trabalhos tenham demonstrado diferengas
em fatores prognésticos e desfechos clinicos entre os pacientes com ICFER e
ICFEP, no entanto os resultados ainda sao contraditérios no que diz respeito a
efetiva diferenciagao fisiopatolégica entre os grupos [12-14]. Além disso, tem sido
demonstrado que ICFER e ICFEP n&o podem ser facilmente diferenciadas na
pratica clinica, requerendo avaliagéo por exames de imagem. Esta barreira dificulta
o diagnéstico efetivo da IC, uma vez que esta diferenciagcdo pode ser crucial no

tratamento e prognéstico dos pacientes com IC [15].



Assim, diversos estudos buscam avaliar as diferengas clinicas e
fisiopatoldégicas nos pacientes com ICFER e ICFEP, bem como encontrar
biomarcadores especificos em distintos estagios da doenga, com o objetivo de
diferenciar e identificar a causa da disfuncao cardiaca. Além de um diagnéstico

mais preciso e consequentemente um melhor prognéstico e tratamento [11, 16, 17].

Insuficiéncia Cardiaca Agudamente Descompensada

Além das diferentes etiologias e formas de apresentagédo a IC possui duas
classificagdes principais relacionadas ao quadro clinico dos pacientes. A primeira
relaciona-se a progressdao da doencga e caracteriza-se por quatro estagios. O
estagio A inclui individuos sob o risco de desenvolver IC, mas ainda sem alteragédo
estrutural e sem sintomas atribuiveis a doenga. O estagio B refere-se aqueles que
adquiriram lesdo estrutural cardiaca, mas ainda sem sintomas. O estagio C
engloba os individuos com les&o estrutural cardiaca e sintomas da IC. O estagio D
inclui os que apresentam sintomas refratarios ao tratamento. Esta categorizagéo
permite definir o tipo de abordagem a ser realizada, seja ela preventiva (estagios A
e B), terapéutica (estagio C) ou paliativa (estagio D). A segunda classificagao foi
proposta pela New York Heart Association (NYHA) e divide a IC conforme classes
funcionais assim descritas: classe | - sem sintomas com limitacdo semelhante a
individuos sem a doenca, classe Il - sintomas em atividades cotidianas, classe Ill -
sintomas em esforcos menores que os habituais e classe IV - sintomas em
minimos esforgos ou no repouso [1, 5].

Os pacientes com IC apresentam uma variedade de manifestacdes clinicas,

porém nenhuma € especifica da sindrome. Os principais sintomas clinicos da IC



congestiva incluem fadiga, letargia, dispneia e edema, além de sinais fisicos como
taquicardia, estertores pulmonares, terceira bulha e pressdo jugular venosa
elevada [18]. A IC aguda caracteriza-se por um inicio rapido ou uma mudanga
clinica nesses sinais e sintomas, resultando na necessidade rapida de terapia. A IC
aguda pode ainda ser nova ou devido a piora de uma IC pré-existente (IC crénica
descompensada) [1]. Muitas dessas manifestacbes embora caracteristicas na IC
sdao de dificil interpretacdo, sobretudo em mulheres, idosos e obesos [7].
Habitualmente, o diagndstico definitivo é relativamente simples e estabelecido pelo
conjunto de informagdes derivadas da anamnese, do exame fisico e de exames
subsidiarios, como o raio-X de térax e a dosagem de peptideos natriuréticos (BNP
e pro-BNP). Muitos estudos clinicos utilizam escores compostos validados para o
diagndstico da sindrome, como o escore de Framingham e escore de Boston [1].
Na sala de emergéncia e essencial a identificacdo da etiologia da IC, da
causa da descompensacéao e do grau de disfungao sistélica associada a sindrome.
Aproximadamente 30-40% dos pacientes que se apresentam com IC aguda
(crébnica descompensada) nao tem disfungédo sistdlica de ventriculo esquerdo
evidente (Figura 1). Em amostra de pacientes brasileiros que procuram servigo de
emergéncia, nosso grupo recentemente demonstrou que pacientes com IC e fragao
de ejecao preservada sdo mais frequentes em idosos (> 70 anos de idade), do
sexo feminino, tem etiologia ndo isquémica, se apresentam com fibrilagdo ou flutter
atrial, anemia, pressdo de pulso ampla (> 45 mm Hg) e ndo tem alteracbes de
conducao no eletrocardiograma (ECG) [19]. Um escore clinico, baseado nestas
variaveis, é capaz de predizer com acuracia razoavel (area sobcurva ROC de 0,76)
o risco de disfungao sistélica. Estes achados sugerem que embora a sintomatologia

da sindrome seja indistinguivel, pacientes com ou sem disfungdo sistdlica de



ventriculo esquerdo podem ter mecanismos patogénicos distintos. Nesse sentido,
diversos estudos clinicos, que testaram estratégias de tratamento
comprovadamente eficazes em pacientes com IC por disfungao sistdlica, falharam
em demonstrar beneficio clinico substancial em pacientes com IC com fracdo de

ejecao preservada [20, 21].
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Figura 1. Fracdo de Ejecao de Ventriculo Esquerdo em 721 pacientes admitidos por IC aguda em

hospital terciario[19].

Fisiopatologia da Insuficiéncia Cardiaca

A IC se inicia apds uma injuria miocardica, onde mudangas adaptativas
ocorrem nos miécitos sobreviventes e na matriz extracelular levando ao
remodelamento patologico do ventriculo esquerdo, com dilatagdo e prejuizo na
contratilidade. O processo de remodelamento ventricular ocasiona hipertrofia e

alteragdes na biologia dos cardiomidcitos, morte celular por necrose ou apoptose,



alteragbes na matriz extracelular, bem como alteragbes na geometria e arquitetura
da cavidade ventricular [10].

Estas adaptacgbes fisiopatolégicas ocorrem por presenca de defeito da
contragdo miocardica, de sobrecarga hemodinamica excessiva ao ventriculo, ou
por ambos. O coracdo possui trés principais mecanismos compensatorios para
manutengao de sua fungdo de bomba: 1) o mecanismo de Frank Starling, no qual
ha aumento da pré-carga, com alongamento dos sarcOmeros para fornecer
superposig¢ao 6tima entre os miofilamentos melhorando o desempenho contratil; 2)
o aumento da liberagcdo de catecolaminas por nervos adrenérgicos e pela medula
adrenal, produzindo efeito inotrépico positivo, aumentando a contratilidade
miocardica; 3) a hipertrofia miocardica, com ou sem dilatagdo das camaras
cardiacas, na qual a massa de tecido contratil esta aumentada [5].

Dentre os mecanismos compensatorios acionados na IC estdo: ativacdo do
sistema renina-angiotensina aldosterona (SRAA) e do sistema nervoso simpatico
(SNS); aumento das concentragdes de proteina C reativa (PCR), baixa resposta
vasodilatadora da parede endotelial, menor expressao da proteina de 6xido nitrico-
sintase endotelial (eNOS) e aumento na expressao génica pela produgdo de
citocinas pro-inflamatérias e linfécitos, como o TNF-a, IL-6, IL-18, PCR e
interleucina 1 beta (IL-1B) [22-27].

Inicialmente, esses sistemas compensatorios sdo capazes de restaurar a
funcao cardiovascular, porém, ao longo do tempo, a ativagdo sustentada destas
vias ocasiona efeitos sistémicos deletérios [28] (figura 2), contribuindo para as
manifestagdes clinicas da sindrome de IC, incluindo o desenvolvimento de
sintomas, declinio na capacidade funcional, episddios de descompensacgao,

instabilidade elétrica miocardica e morte prematura, usualmente devido a faléncia
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de bomba ou arritmias ventriculares [22]. Algumas mudangas que ocorrem no
fendtipo dos midcitos durante o processo de remodelamento patolégico sao
secundarias a reativacdo de um programa génico que normalmente nao é expresso
no periodo pés-natal, bem como a redugao da expressdo de um numero de genes
normalmente expressos no coracéo adulto [5].

Resumidamente, em situagcdes nas quais ha reducdo do débito cardiaco,
mecanismos neuro-humorais sao ativados com o objetivo de preservar a
homeostase circulatoria. Apesar de primeiramente ser vista como uma resposta
compensatéria  benéfica, a liberagdo enddgena de neuro-hormdnios
vasoconstritores exerce papel deletério no desenvolvimento da IC. Assim, a
progressao da insuficiéncia pré-existente se da a custa da ativacao do sistema
nervoso simpatico e renina-angiotensina-aldosterona, aumentando a sobrecarga de
volume e a pds-carga do ventriculo esquerdo. Deste modo, a sindrome clinica da
IC ocorre em consequéncia as limitacdes ou falha definitiva desses mecanismos
compensatoérios [5]. Essas alteracbes do controle autbnomo do coracdo e da
circulagao periférica variam com o modelo e a etiologia da IC, bem como com a
natureza e intensidade do estimulo provocador. Em geral, nos estagios iniciais da
IC, a ativacdo do sistema nervoso autbnomo atua para manter o débito cardiaco,
aumentando a contratilidade miocardica e elevando a frequéncia cardiaca; na IC
grave, a vasoconstricdo mediada pelo sistema nervoso simpatico e pela
angiotensina Il circulante, tende a manter a pressao arterial e, desviar o fluxo
sanguineo dos leitos cutaneo, esplancnico e renal para preservar a perfusao dos
leitos coronarios e cerebral. Em pacientes com IC moderada, estas alteragdes
ocorrem primariamente durante o esforgo, enquanto nos pacientes com IC grave,

elas estao presentes mesmo em repouso [5].
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Como resposta, para portadores de IC a perda da capacidade funcional é
consequéncia destas alteragdes centrais e periféricas. Sob a oética central, ocorre
incapacidade em se aumentar adequadamente o volume sistélico (VS) e a
frequéncia cardiaca (FC), resultando em menor débito cardiaco (DC) [29]. Portanto,
a complexa interacdo dos fatores hemodinamicos, ativagdo neuro-hormonal
sisttmica e local além de alteragdes circulatorias e tissulares periféricas,
caracterizam a IC como sindrome progressiva, ndo homogénea e de multiplas

causas [29].

Mecanismos
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Figura 2. Patogénese da IC. Adaptado de Mann DL. Mechanisms and Models in

Heart Failure: A Combinatorial Approach. Circulation 1999;100:999-1008.

Remodelamento Cardiaco e o Papel da Matriz Extracelular

Além das mudangas fisiopatoldgicas que alteram o volume e composi¢cao
dos midcitos cardiacos, varias alteracdes ocorrem dentro da matriz extracelular do
miocardio, incluindo a fibrose perivascular e a degradagao da matriz extracelular. A
fibrose pode ser desencadeada por angiotensina Il, endotelina e aldosterona, que

promovem a deposi¢cao excessiva de colageno fibrilar apds a morte dos midcitos ao
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redor dos vasos sanguineos no interior do miocardio. Ja a degradagao progressiva
da matriz extracelular leva ao realinhamento dos miécitos dentro da parede do VE,
contribuindo para a dilatagdo e o afinamento da parede do VE, que ocorrem
durante a progressao da IC [10]. A degradacado da matriz extracelular é realizada
pelas metaloproteinases de matriz (MMPs) que podem ser ativadas no miocardio
insuficiente por citocinas e fatores de crescimento.

As metaloproteinases de matriz formam uma familia de aproximadamente 30
enzimas proteoliticas zinco-dependentes capazes de degradar diferentes
componentes da matriz extracelular, como colageno, elastina e proteoglicanos [30].
As MMPs atuam em diversos processos fisioldgicos, como o desenvolvimento
embrionario, crescimento tecidual e morfogénese. Estas proteases sao
identificadas e classificadas de acordo com o substrato especifico em que atuam, e
incluem, entre outras, as colagenases intersticiais como a MMP-1, estromelisinas
como a MMP-3 e gelatinases como a MMP-2 e MMP-9 [31].

A MMP-1 cliva o colageno tipo I, Il e Ill da matriz extracelular, podendo atuar
também sobre outros componentes da matriz, bem como sobre outras moléculas. A
MMP-3, secretada por macrofagos, cliva diversos tipos de substratos como
proteoglicanos, colagenos tipo IV e IX, fibronectina e laminina e, ainda, pode ativar
a MMP-1. J4 a MMP-9 tem a capacidade de degradar colagenos tipo |, lll, IV e V,
gelatinas, proteoglicanos e elastina [31].

A atividade das MMPs pode ser regulada em multiplos niveis, tais como:
transcricdo, ativacdo de precursores zimogénicos, interagdo com outros
componentes especificos da matriz extracelular e inibicdo pelos inibidores
endogenos tissulares das MMPs (TIMPs) [30]. Alteragbes em qualquer desses

mecanismos podem levar a modificacdes na expressao ou atividade das MMPs.
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Tais modificagdes vém sendo demonstradas em diferentes condi¢cbes patoldgicas,
como nos processos inflamatérios, artrite, metastase tumoral, doencas
respiratorias, aneurisma vascular, remodelamento e doengas cardiovasculares [30,

32].

Metaloproteinases e Insuficiéncia Cardiaca

Tendo em vista a importancia do remodelamento da matriz no
desenvolvimento e progressao da IC, diversos estudos tém procurado analisar o
perfil de biomarcadores de remodelamento de matriz nos diferentes cenarios da IC.
Como um estudo que demonstrou que os niveis de MMP-2 estdo elevados em
pacientes agudamente descompensados quando comparados a pacientes estaveis
e individuos saudaveis. Ainda, o estudo evidenciou que os niveis de MMP-2
reduzem na alta hospitalar e no periodo de recompensacao clinica [33].
Similarmente, um painel de biomarcadores associados a mudancgas na homeostase
da matriz que foi capaz de diferenciar pacientes com hipertrofia ventricular
esquerda daqueles pacientes com IC diastdlica [34]. Ainda, pacientes com
cardiomiopatia induzida por estres e apresentagido clinica aguda, possuem um
perfil de MMPs e TIMPs similar ao de pacientes com IC hipertensiva e diastdlica,
mas diferente dos pacientes com infarto agudo do miocardio [35]. Além disso,
pacientes com amiloidose cardiaca apresentam perfis diferentes de MMPs e TIMPs
em seus subtipos [36].

Niveis elevados de MMP-2 estdo associados com reducdo da funcao
sistélica em pacientes com cardiomiopatia hipertréfica e fragcdo de ejecdo do

ventriculo esquerdo (FEVE) preservada [37]. Além disso; pacientes com IC
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diagnosticada precocemente e fragdo de ejegcao preservada apresentam niveis
maiores de MMP-2 em comparagédo aos individuos saudaveis [38]. Igualmente,
pacientes com ICFEP apresentaram niveis mais elevados de MMP-2 em
comparagao com pacientes com ICFER e individuos saudaveis. Ainda, MMP-2 e
TIMP-1 demonstraram correlagdo com disfung¢ao diastdlica e valor prognéstico em
pacientes com IC [39]. Do mesmo modo, um estudo avaliando o prognéstico de
pacientes com IC sistdlica crbnica demonstrou que niveis elevados de MMP-2
estao associados a um pior desfecho clinico [40]. Ainda, pacientes com terapia de
resincronizacdo apresentaram associacdo entre FEVE < 35% e niveis séricos
reduzidos de MMP-1, assim como reducao nos niveis de MMP-2 apds implante da
terapia [41, 42]. Entretanto, Kato e colaboradores observaram niveis elevados de
MMP-2 em relacdo aos controles, mas nenhuma diferengca apds implante de
assistente ventricular [43].

Além disso, foi observado que niveis de NT-proBNP, MMPs 2 e 9, TIMP e
Colageno sao diferentes entre pacientes com ICFEP e ICFER, sugerindo
heterogeneidade entre os grupos [11]. Ainda, pacientes com cardiomiopatia
dilatada e IC isquémica, assim como pacientes chagasicos apresentam niveis
elevados de MMPs 2 e 9 [42, 44].

Adicionalmente, maiores niveis séricos de MMP-2 ativa foram preditores de
remodelamento, ao passo que niveis elevados de MMP-9 inativa foram associados
com preservagao do volume ventricular pés infarto agudo do miocardio (IAM) [45].
Similarmente, niveis de MMP-2 e 9 ativa estdo elevados em pacientes na fase
aguda do IAM com elevacdo de ST, reduzindo apds intervengédo percutanea
coronaria e pacientes com menor fragdo de ejegcao apresentavam maiores niveis

de MMP-9 apds a terapia [46].
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Niveis elevados de MMP-9 estdo associados com severa disfuncao
diastdlica em pacientes com doenga arterial coronariana e fracdo de ejegao
preservada [47]. Igualmente, maiores niveis de MMP-9 estdo associados com
reducao do tamanho do ventriculo esquerdo e diminuicdo da hipertrofia cardiaca
em pacientes com cardiomiopatia hipertrofica e FEVE preservada [37]. Ainda niveis
elevados de MMP-9 estdo associados a uma maior mortalidade e menor tempo
livre de eventos em pacientes com cardiomiopatia isquémica [48]. Do mesmo
modo, maiores niveis de MMP-9 e TIMP-1 sao preditores de pior progndstico da IC,
por reducao da sobrevida e maior risco de transplante e morte [49]. Além disso, a
razao MMP-9/TIMP-1 esta elevada em biopsias de pacientes com cardiomiopatia
dilatada, assim como correlacionada a apoptose, mostrando o envolvimento das
MMPs nos processos de morte celular e degradagao da matriz extracelular [50].
Portanto, MMP-9 vem sendo considerada um possivel biomarcador de
remodelamento cardiaco e inflamacéao [51].

No entanto, MMP-9 foi significantemente menor no gradiente transcardiaco
de pacientes com IC avancada, demonstrando que niveis periféricos dessa enzima,
podem nao refletir o turnover de remodelamento cardiaco [52].

Assim, tendo em vista a acdo das MMPs em multiplos cenarios das doencas
cardiovasculares, alguns trabalhos tém avaliado a agédo de diversos medicamentos,
que atuam em diferentes vias, sob o perfil de expressdo e atividade destas
enzimas. Sendo assim, as MMPs atualmente s&do vistas como um possivel alvo

terapéutico [53].
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Perfil Inflamatoério na Insuficiéncia Cardiaca

A progressdo da IC nao depende exclusivamente das alteragbes
hemodindmicas, neurohumorais e enddcrinas, pois a ativagao inflamatdria local e
sistémica inicialmente contribui para compensar a perda da capacidade de
bombeamento cardiaco [54, 55].

A inflamagao é um componente central da resposta ao estresse tecidual e
lesbes no coragao, promovendo remodelamento e cicatrizagdo através de
alteracbes da matriz extracelular, proliferagdo celular, da hipertrofia de
cardiomidcitos, afetando também a capacidade contratii desses [56]. Os
mediadores inflamatérios podem contribuir para a progressdo da alteragéo
estrutural e funcional cardiaca, causando disfuncdo ventricular e fibrose do
miocardio, indu¢cado da morte celular por apoptose e ou necrose [57], como também
manifestagdes periféricas com modificagdes funcionais e perda de massa muscular
esquelética [58, 59].

As citocinas sdo moléculas que interligam, amplificam e propagam a
resposta imune, recrutando células para areas de inflamacéo, estimulando sua
divisdo, proliferagdo e diferenciagdo. Além das células imunoldgicas, fibroblastos,
plaquetas, endotélio, musculo liso vascular e o proprio cardiomiocito sdo capazes
de produzir amplo espectro desses peptideos bioldgicos, principalmente sob o
estimulo de hipdxia, estresse mecanico e de endotoxinas. As citocinas promovem
inflamacéao, disfungdo endotelial, coagulagdo, desacoplamento do estimulo beta-
adrenérgico, geracao de radicais livres, perda gradativa de massa muscular e

intolerancia ao esforco, entre outros efeitos [60-63].
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Citocinas Inflamatoérias na Insuficiéncia Cardiaca

Dentre os efeitos observados pelas citocinas pré-inflamatérias na IC,
destacam-se aqueles vinculados a fungdo ventricular esquerda: inotropismo
negativo, alteragdes no metabolismo cardiaco e remodelamento ventricular,
gerando hipertrofia dos cardiomiécitos, necrose, apoptose e alteracbes na matriz
extracelular do miocardio [61, 62, 64].

As citocinas pro-inflamatérias mais estudadas na IC sdo o TNF-a e
interleucinas IL-1 B, IL-1 e IL-6 tanto em niveis plasmaticos quanto teciduais [65].
Niveis elevados de citocinas sao detectados em estagios precoces da IC, mesmo
antes da ativacao neuro-humoral [66].

As IL-6 e IL-18 sao consideradas citocinas proé-inflamatérias que podem ser
produzidas por células nucleadas cardiacas [54]. Ainda, estas citocinas podem ser
liberadas para a corrente sanguinea através da secre¢cdo de mondcitos e
macrofagos presentes no miocardio lesado [67].

Ainda, a IL-6 pode ser induzida pela angiotensina Il, via final da ativagdo do
sistema renina-angiotensina na |IC, em diferentes tipos celulares, como
cardiomidcitos, fibroblastos, células endoteliais e musculares lisas dos vasos [68].
Também, a IL-6 pode ser secretada por macrofagos, ceratinécitos, osteoblastos,
células T, neutrdfilos, eosindfilos, células musculares esqueléticas e até mesmo
tecido adiposo [69]. Portanto, sua acado pro-inflamatoéria esta relacionada a sua
hiperproducado crénica, e pode promover efeitos adversos sobre contratilidade
miocardica como deposi¢gdo anormal de colageno e redugao de proteinas locais

levando a hipertrofia patolégica [70].
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Além disso, o aumento sistémico da IL-6 favorece a atrofia muscular
esquelética com perda de proteina e um maior risco de trombose devido a agao
estimulante na producgao de fibrinogénio [71]. Ainda, os efeitos deletérios da IL-6
sobre o miocardio sdo mais presentes e se destacam na progressao da IC. O
aumento nos niveis plasmaticos de IL-6 em pacientes com IC vem sendo
associado com disfungdo ventricular, gravidade da doencga, pior progndstico e
mortalidade [24, 72-76]. Do mesmo modo, pacientes idosos (> 65 anos) com
ICFEP apresentam niveis maiores de IL-6 e estes estdo associados com maior
indice de readmissao hospitalar [77]. Adicionalmente, maiores niveis de IL-6 foram
associados a disfuncdo diastdlica em pacientes com hipertensao e fracdo de
ejecao preservada [78]. Por outro lado, a ag¢do anti-inflamatéria e protetora
cardiovascular dessa citocina esta associada a manutencdo da homeostase das
células cardiacas pela inibicdo da apoptose e prevencdo da hipertrofia cardiaca
nos estagios iniciais da doenca [66, 79]. Sendo assim, a IL-6 vem sendo
amplamente discutida na literatura devido seu papel ambiguo, pois pode atuar
como uma citocina pré-inflamatéria ou anti-inflamataria.

A IL-18 pertence a familia da IL-1 e pode estimular especificamente células
T-helper, assim como induzir a secregéao de TNF-a e IL-6 nos macréfagos. Ainda,
um estudo demonstrou que a IL-18 pode induzir a expressdo de mRNA do
Peptideo Natriurético Atrial (ANP) que é um estabelecido marcador de IC [80].
Além disso, foi demonstrado que niveis séricos elevados de IL-18 podem ser
encontrados mesmo em estagios estaveis da IC congestiva [81]. Do mesmo modo,
maiores niveis dessa citocina estdo associados a depressdo da contratilidade
miocardica e significativa redugdo da fracdo de ejecdo [70, 82]. Um estudo

avaliando o perfil inflamatério em modelo experimental de IC observou aumento de
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IL-18 uma semana apés lesdo promovida pelo infarto. Além disso, no periodo em
que a IC foi considera estabelecida, outros marcadores inflamatorios presentaram
seus niveis elevados, demonstrando a agao das citocinas no desenvolvimento e
progressao da IC [83].

Niveis plasmaticos elevados de TNF-a estdo associados com o
desenvolvimento de IC em pacientes idosos [80]. Além disso, niveis elevados desta
citocina demonstraram, por meio de modelo multivariado, um papel preditor de
mortalidade em pacientes com IC avancgada [73]. Do mesmo modo, maiores niveis
de TNF- a sdo preditores de readmissao hospitalar em pacientes idosos [77]. Ainda
pacientes com ICFEP apresentaram niveis mais elevados de TNF-a quando
comparados com pacientes com ICFER e individuos saudaveis, e seus niveis se
correlacionaram com diversas caracteristicas clinicas, sugerindo que esta citocina
pode ser utilizada como um importante marcador de comorbidades induzidas pela
resposta inflamatéria [84]. Adicionalmente, maiores niveis de TNF- a estdo
correlacionados com disfuncao diastélica em pacientes hipertensos com fragao de
ejecao preservada [78].

Outra citocina, porém, que demonstra propriedades anti-inflamatérias,
inibindo a producdo de varias outras citocinas, como o proprio TNF-a é a
interleucina 10 (IL-10) [85]. Ainda, foi demonstrado que a queda na razao IL-
10/TNF-a estad fortemente correlacionada com a progressao da IC pés infarto
agudo do miocardio [86]. Entretanto, at¢é o momento existem poucos estudos
avaliando o potencial papel prognéstico e diagndstico da IL-10 nos diferentes

cenarios da IC.
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MicroRNAs

MicroRNAs ou miRs sdo pequenos RNAs ndo-codificantes que regulam a
expressao génica ao nivel pos-transcricional pela degradagéo ou inibicdo de genes
alvos. A variagédo significativa no grau de complementariedade nas sequencias
permite que um unico microRNA atinja varios mRNAs, regulando multiplos genes.
Os microRNAs sido predominantemente estudados no cancer, embora ainda seja
desconhecido seu padrao de expressao ou o seu papel nesta patologia bem como
em outras doengas, especialmente nos disturbios cardiovasculares [87-89].

Em 2006, aproximadamente 650 microRNAs ja haviam sido identificados no
genoma humano [87]; hoje ja existem mais de 1000 microRNAs descritos. Esses
microRNAs exercem um papel relevante na modulagdo de algumas fungdes
celulares e sua desregulardo esta associada a diversas condigdes patologicas [90].
Os microRNAs regulam a diferenciagéo de células estaminais, a neurogénese, a
hematopoiese, a secre¢cdo de insulina, a resposta imune, o desenvolvimento e a
funcdo do musculo cardiaco e esquelético. Alteracbes na expressdo dos
microRNAs tém sido associadas com a desregulardo no desenvolvimento de
diversas espécies como por exemple em plantas, Drosophila (mosca-das-frutas),
zebrafish (peixe conhecido popularmente como paulistinha), roedores e seres
humanos.

Os microRNAs sao transcritos primeiramente pela RNA polimerase Il e séo
chamados de pri-MIRs (primarios). Esses pri-MIRs sédo clivados no nucleo pela
Drosha, uma RNase do tipo Ill, que associada a uma proteina DGCRS8 gera o pre-
MIR (precursor). O pre-MIR possui uma estrutura secundaria (stem-loop) de

aproximadamente 65 nucleotideos. Posteriormente, esse pre-MIR e exportado para
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o citoplasma, através da exportina-5 e processado pela ribonuclease Dicer
(proteina altamente conservada) e seus cofatores que ativam a proteina ativadora
de cinase (PKR), tornando-se um microRNA maduro. Apds, a proteina argonauta
(elF2C2 ou Ago2a em humanos), da familia das endonucleases, interage para
formar o complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), essencial para
direcionar o microRNA até o RNA mensageiro (mMRNA) alvo. O reconhecimento dos
alvos pelo microRNA ocorre na regiao 3' do mRNA-alvo, principalmente devido a
complementariedade com a sequéncia seed (2°-8° nucleotideos do microRNA,;
Figura 3) [87, 91]. Uma expressdo aumentada dos miRNAs pode levar a uma
menor expressdao dos mRNAs-alvo, enquanto que uma diminuicdo da expressao
dos mesmos pode aumentar os niveis de mRNAs devido a perda da inibicdo dos
mMiRNAs sobre seus alvos. Estima-se que os miRNAs regulem a expresséo de 30%
dos genes que compdem o genoma humano [92].

A abordagem utilizada para o estudo dos microRNAs tem como elemento
fundamental sua especificidade em relagdo ao seu alvo correlacionado a doenca.
Baseado neste critério, a analise do perfil de expressdo de microRNAs revela que o
miR-1, let-7, miR-26a, miR-30 e miR-126-3p sao altamente expressos no musculo

cardiaco de camundongos normais [93].
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MicroRNAs nas Doencgas Cardiacas

Diversos estudos tém revelado o importante papel dos miRNAs em doencgas
cardiovasculares, diabetes e cancer. Os miRNAs mais abundantes no musculo

cardiaco sao o miR-1, let-7, miR-133, miR-126, miR-30c e miR-26a. Além disso, os
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mMiRNAs parecem ter papel importante no controle do crescimento celular por
hipertrofia e remodelamento das camaras; sendo assim, os miRNAs surgem como
potenciais alvos terapéuticos [94, 95].

Além disso, estudos tem demonstrado a importdncia dos niveis de
microRNAs cardio-especificos como biomarcadores plasmaticos no infarto agudo
do miocardio, tais como o miR-1, miR-133 e miR-499 [94, 96]. Em um estudo
recente, Wang e colaboradores (2010) avaliaram os niveis de expressdo de
microRNAs como potenciais biomarcadores em amostras de plasma e tecido de
humanos e de ratos com IAM. No estudo foi evidenciado que a expressao do miR-
208 no plasma de ratos estava aumentada apdés a indugédo do IAM, sugerindo que
pode ocorrer a presenca e possivel alteracdo nos niveis de microRNAs na
circulagao sanguinea quando ha lesao no coragédo. Na analise de plasma humano
verificaram que em individuos saudaveis, os niveis plasmaticos de miR-208 foram
indetectaveis, enquanto que nos pacientes com IAM estavam muito aumentados
[94]. Ji e colaboradores (2009) também demonstraram que as concentragdes
plasmaticas do miR-208 estavam elevadas em um modelo experimental de ratos
utilizando isoproterenol para induzir o dano miocardio, indicando ser um importante
marcador de lesdo cardiaca [97].

As mudancas no perfil de expressdo de microRNAs em doencgas especificas,
assim como na insuficiéncia cardiaca, tém sido estudadas utilizando o método de
microarranjo que é capaz de demonstrar os microRNAs que tem sua expressao
alterada em diversas condi¢cdes, podendo apresentar sua expressao aumentada ou

diminuida em resposta a diferentes lesdes teciduais (Figura 4).
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Figura 4. Alvos de miRNAs na fisiopatologia cardiovascular (S. Dangwal et al, 2012).

MicroRNAs na Insuficiéncia Cardiaca

Diversos estudos sugerem que os microRNAs s&o diferencialmente
regulados na insuficiéncia cardiaca desempenhando um papel critico na
patogénese e progressdo da doencga. Na insuficiéncia cardiaca a resposta inicial

7

compensatéria € acompanhada por modificacbes que levam a reexpressdo de
genes fetais. O perfil de expressao de microRNAs e RNAs mensageiros de genes
fetais foram correlacionados em amostras de miocardio fetal e transplantes [98].

O perfil de expressao de diversos microRNAs como let-7¢, miR-1, miR-15b,
miR-100, miR-195, miR-342, miR-191, miR-23 e miR-499 foi diferente em amostras

de biopsias de ventriculo esquerdo de pacientes com IC e cardiomiopatia dilatada,

isquémica ou com estenose aodrtica. Esses resultados demonstraram que os
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microRNAs em doencgas cardiacas apresentam padrdes de expressao alterados
que diferem conforme a etiologia da doenga [99].

Niveis plasmaticos elevados de miR-423-5p apresentaram excelente
acuracia para diagnosticar dispneia por IC. Além de uma correlagdo com niveis de
NT-proBNP e menor fragdo de ejecao ventricular. Ainda, avaliando tecido cardiaco
pos-morte, maiores niveis deste microRNA estavam correlacionados com morte por
progressao da doenga [100]. Além disso, foi demonstrado que alguns microRNAs
apresentam perfil de expressao diferente entre pacientes em relagcdo ao grupo
controle e estes apresentavam correlagdo com parametros clinicos prognosticos
[101, 102]. Do mesmo modo, diversos microRNAs apresentaram perfil de
expressao diferente entre pacientes com IC preservada e individuos saudaveis,
ainda estes microRNAs demonstraram correlagdo com severidade da doenca [103].
Igualmente, foi observado um perfil de expressao diferenciado em pacientes com
disfuncdo diastélica em comparacdo a pacientes com cardiomiopatia mais
disfuncao sistoélica [104].

Ainda, alguns trabalhos comparando microRNAs circulantes em pacientes
com ICFER e ICFEP, demonstraram que perfis de expressao de diferentes
microRNAs sio capazes de diferenciar pacientes com IC dos controles saudaveis,
bem como distinguir os tipos de IC [105, 106]. No entanto, um estudo avaliando
microRNAs no fluido pericardico de pacientes com diferentes patologias cardiacas
e estagios da doenga verificou que nao foi possivel detectar nenhum perfil de
expressao capaz de diferenciar as patologias cardiovasculares ou condi¢ao clinica
[107]

Portanto, pequenos estudos clinicos tém buscado determinar perfis de

expressao de microRNAs em pacientes com diferentes cenarios de IC. Entretanto,
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seus resultados sao controversos, possivelmente devido a limitacdo por falta de
protocolos padronizados, pequeno tamanho amostral e alto grau de variabilidade
entre os grupos [108]. Contudo, os microRNAs sdo emergentes biomarcadores
para distinguir ICFER de ICFEP, e futuramente facilitar o diagnéstico tratamento de

forma mais precisa [109, 110].

MicroRNAs e matriz extracelular

A atividade da matriz extracelular estd intimamente relacionada ao
desenvolvimento de fibrose miocardica, sendo uma marca na hipertrofia e IC [100].
No momento existem 4 microRNAs descritos que podem estar envolvidos na
regulacdo de fibrose cardiaca: miR-21, miR-29, miR-30 e miR-133. Estes
microRNAs estdo envolvidos em rotas de degradacao e sintese de componentes
da matriz, tendo com genes alvos MMPs, colageno ou sinalizantes de sua agao
[100]. O papel destes microRNAs e seus mRNAs alvos na regulagao da fibrose
cardiaca e durante o processo de hipertrofia ja foi demonstrado em modelo animal
[111].

Os microRNAs -1 e -133 sao preferencialmente expressos no musculo
cardiaco e esquelético apresentando um papel importante no remodelamento do
coragao durante o processo de cardiogénese [112]. Estes microRNAS estao
localizados no mesmo lécus cromossémico e sao transcritos simultaneamente no
tecido durante o desenvolvimento. Ainda, um estudo em modelo animal e in vitro
demonstrou que os microRNAS -1 e 133 apresentam papeis distintos na
modulagao da proliferagdo do musculo esquelético e sua diferenciacdo, com baixos

niveis de expressao no coracdo em desenvolvimento comparado ao encontrado em
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camundongos adultos [113]. Estudos experimentais, envolvendo modelos com

ganho ou perda de fungéo cardiaca, tem demonstrado que os microRNAs modulam

varios aspectos do fendtipo da insuficiéncia cardiaca [100, 101]. Ainda, niveis

circulantes de miR-133 e miR-423-5p estdo alterados em pacientes com |IAM, no

entanto estes microRNAs nao apresentaram associagdo com remodelamento

cardiaco pos |1AM [114].
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miR-21

O miR-21 é um dos miRs mais estudados em condic¢des fisioldgicas e em
muitas doencas como as cardiovasculares e o cancer [115-117]. Isso se deve ao
fato de o miR-21 estar envolvido em muitos processos bioldgicos importantes como
angiogénese, apoptose, inflamagao e crescimento celular. Em relagdo a apoptose,
a maioria dos estudos tém demonstrado o papel protetor do miR-21 [88, 115, 117].
A inibicdo da apoptose é de particular importancia nas doencas cardiovasculares.
Estudos em modelos de isquemia/reperfusdo e IAM demonstraram reducido na
area de infarto e melhora na funcdo cardiaca, assim como, menor apoptose e
deposigao de colageno associados a expressao elevada de miR-21 [116, 118-120].
Além disso, foi sugerido que o miR-21 também participa do processo inflamatério,
sendo induzido por interleucina 6 e TNF-a, demonstrando assim um potencial efeito
anti-inflamatério [121-123]. Ainda, estudos experimentais demonstram que o miR-
21 parece ter um papel importante na angiogénese [124].

Na insuficiéncia cardiaca o papel do miR-21 permanece controverso. O miR-
21 esta envolvido com o desenvolvimento cardiaco fetal e progressao da IC em
células humanas. Esses dois processos tém muitas similaridades na expressao de
genes e miRs [98]. Niveis de expressao elevados de miR-21 foram observados em
fibroblastos isolados de pacientes com IC, assim como em modelo animal de IC
induzida por constricdo adrtica (TAC). Ainda, no modelo de TAC em camundongos,
foi observado associagao do miR-21 com fibrose, hipertrofia e disfungao cardiaca
[98]. Outro estudo, demonstrou que altos niveis de miR-21 foram acompanhados
de alargamento do VE, hipo-contratilidade e fibrose em ratos com IC pd6s-IAM [125].

A superexpressao de miR-21 foi detectada no coragao de animais submetidos ao
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modelo de TAC [126, 127]. Além disso, o nocaute génico do miR-21 (miR-21-/-) foi
suficiente para reduzir a hipertrofia cardiaca in vitro [128]. Entretanto, Tatsuguchi e
cols. sugeriram que o miR-21 regula negativamente a hipertrofia cardiaca
patolégica em uma abordagem de perda e ganho de fungdo no modelo TAC em
camundongos [129].

No entanto, camundongos nocaute para miR-21 (miR-21-/-), submetidos a
diferentes estresses cardiacos, apresentam todo o fendtipo de hipertrofia cardiaca,
demonstrando que o miR-21 nao é essencial para o remodelamento cardiaco
patoldgico [130].

Tendo em vista o papel dos microRNAs na progresséao da IC, alguns estudos
buscaram avaliar o perfil de expressdo dos microRNAs em diferentes cenarios da
IC. Como um estudo que avaliou pacientes com estagio final de IC antes e apds
implante de assistentes ventriculares e observou reducédo nos niveis de expressao

do miR-21, entre outros, em 1, 3 e 6 meses apos implante [131].

miR-150

O miR-150 ¢é altamente expresso nos ganglios linfaticos, timo, baco, cérebro,
coragao, e esta envolvido na regulagdo da imunidade inata. Este miR foi
encontrado reduzido em pacientes com IAM e IC, assim como em modelos animais
dessas doencas [98, 126, 127, 132]. A superexpressao do miR-150 reduziu a
migragcdo de mondécitos e produgao de citocinas pro-inflamatdrias e isso resultou na
melhora da fungao cardiaca, com redug¢ao da area infarto, da apoptose e dos niveis
inflamatoérios apés o IAM. Niveis elevados de miR-150 foram associados ao

desenvolvimento cardiaco em fetos e a pacientes com prognéstico favoravel,
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demonstrando um papel protetor no desenvolvimento do coragao [98, 127, 133,
134]. Esse papel protetor foi demonstrado por Liu e cols. utilizando um modelo
transgénico de miR-150 seguido por cirurgia TAC em camundongos [132]. Esses
animais tiveram uma taxa de sobrevida 25% maior comparados aos animais
selvagens, 8 semanas apds a cirurgia. Além disso, a superexpressao miR-150
atenuou a fibrose, hipertrofia e disfungdo cardiaca. Em uma abordagem de perda e
ganho de funcao foi demonstrado que o miR-150 regula negativamente os niveis
de proteina SRF no coragao [132]. Da mesma forma, outro estudo com abordagem
de perda de fungdo do miR-150 demonstrou o aumento da apoptose cardiaca,
fibrose, disfungado cardiaca e menor sobrevida apés IAM em camundongos [135].
Foi identificado que o0 miR-150 inibe diretamente os genes pré-apoptéticos EGR2 e
P2X7R, sugerindo que miR-150 protege o coragao contra o estresse isquémico, em
parte, pela repressao desses genes [135]. Outros estudos identificaram ZEB1,
NOTCH3, c-Myb como alvos do miR-150, demonstrando um possivel efeito desse
miR sobre a proliferagédo celular, angiogénese, apoptose e sobrevivéncia [136-138].

No entanto, ainda faltam estudos que avaliem o perfil de expressao destes
microRNAs e sua correlacdo com marcadores de atividade da matriz extracelular

em pacientes com IC.
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3.JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Justificativa

Diversas evidencias recentes sugerem que microRNAs podem representar
uma pecga chave na regulacéo das vias intra-celulares envolvidas na fisiopatologia
do remodelamento ventricular caracteristico da insuficiéncia cardiaca. No presente
estudo pretendemos avaliar o papel de microRNAs na fase de compensacao clinica
de pacientes com insuficiéncia cardiaca aguda, momento de grande ativagao
celular, com incremento de marcadores de lesao celular e de “turnover’” de matriz
extracelular. Desta forma, os resultados do presente estudo permitirdo uma melhor
compreensao dos mecanismos regulatorios e do impacto da descompensacéo na
progressao da sindrome da insuficiéncia cardiaca, além de possibilitar auxilio na
avaliacdo do estado congestivo e potencial proposicdo de estratégias de
tratamento especificas para o manejo da IC aguda. De forma similar, poderemos
entender de forma mais aprofundada as diferengas em mecanismos regulatérios
que ocorrem entre IC com disfuncédo sistélica e IC com fracdo de ejecao

preservada.
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Hipoteses

H1. A descompensagédo clinica e o estado congestivo estdo associados a
alteracbes na expressao de microRNAs e marcadores da atividade da MEC em

pacientes com IC.

H2. O perfil de expressao de microRNAs e marcadores da atividade da MEC na IC
estdo associados a funcdo sistdlica do ventriculo esquerdo, sendo diferenciada

para pacientes com IC e FEVER, em comparagao aos pacientes com IC e FEVEP.

H3. Existe correlagcédo entre expressao de microRNAs e marcadores de atividade da

MEC com desfechos clinicos em pacientes com IC.

H4. Alteragbes nos marcadores inflamatorios estdo associadas a descompensagao
clinica e fungao sistdlica do ventriculo esquerdo, sendo distinta entre pacientes

com ICFEP e ICFER.
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Figura 6: Hipotese conceitual
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4. Objetivo Geral

Analisar o perfil de expressao dos microRNAs e biomarcadores plasmaticos
associados a atividade da MEC e inflamagdao em pacientes com IC com e sem

disfuncao sistélica, em estados descompensados e compensados.

Objetivos Especificos

1. Verificar se existe diferenca nos niveis plasmaticos dos MMP-9 em
diferentes estados de compensacgao e entre pacientes com IC-FER e IC-

FEP.

2. Analisar se existe diferenca na expressao de mir-21 e mir-150 em diferentes

estados de compensacéo clinica e entre pacientes com IC-FER e IC-FEP.

3. Verificar se existe associagao entre a expressao dos microRNAs 21 e 150

com MMP-9.

4. Analisar o valor prognéstico dos microRNAs 21 e 150 e da MMP-9 nos

pacientes com IC-FER e IC-FEP.

5. Analisar se existe diferenca nos niveis de marcadores inflamatorios em
diferentes estados de compensacgao e entre pacientes com IC-FER e IC-
FEP.
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ABSTRACT

Aims: Little is known about the differences in pathophysiology of heart failure with
preserved ejection fraction (HFpEF) or reduced ejection fraction (HFrEF).
Biomarkers linked to extracellular matrix and related microRNAs could help to we
aimed to compare the circulating MMP-9, miR-21, and miR-150 between both
groups of patients during and post-acute decompensated heart failure episodes.
Methods and results: MMP-9, miR-21 and miR-150 expression profiling were
evaluated on plasma samples of patients with HFrEF and HFpEF at hospital
admission, discharge and outpatient follow-up. MMP-9 levels were higher in
patients with HFrEF at discharge. Moreover, miR-150 was higher in patients with
HFrEF after acute therapy, whereas miR-21 was similar between groups during
decompensation and in chronic stable HF. Comparing different stages of
compensation, the biomarkers had transient changes in both HF groups. The MMP-
9 and miR-150 reduced in acute therapy, but miR-21 increased, demonstrating
opposite expression profiles. Additionally, the MMP-9 higher levels (> 59.85 ng/mL)
and miR-21 down-expression (< 0.002 arbitrary units) in the outpatient follow-up
predicted readmission in a short period.

Conclusions: We showed that the biomarkers of extracellular remodeling appeared
to be more actively disarranged in patients with HFrEF compared to patients with
HFpEF, although in both groups the remodeling had a transient attenuation in acute
therapy in contrast to baseline values, with a reactivation of the process 120 days
after discharge. Furthermore, high levels of MMP-9 and low expression of miR-21 in
chronic stable HF were predictors of poor prognosis. This finding may indicate that

HF cardiac remodeling is a dynamic process requiring constant monitoring.
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INTRODUCTION

Though heart failure with preserved ejection fraction (HFpEF) and heart failure with
reduced ejection fraction (HFrEF) have similar morbidity and mortality incidence,
both forms of heart failure (HF) need specific disease management due to their
distinct pathophysiology [1]. Furthermore, the diagnosis of HFpEF is complex and
requires evidence of diastolic dysfunction by means of imaging, generally by
echocardiography [2]. Therefore, different studies try to find biomarkers able to
diagnose and distinguish these two forms of HF [3, 4].

Patients with chronic HF frequently experience episodes of acute decompensated
HF that are characterized by interstitial fluid overload, elevated cardiac filling
pressures, depressed cardiac output, and the associated symptoms [5]. It is not
known whether processes central to pathological myocardial remodeling, such as
myocyte injury/loss and ECM turnover, are activated by episodes of
decompensation. Therefore, it is possible that these mechanisms are altered during
episodes of acute decompensation.

The matrix metalloproteases (MMPs) act in the matrix remodeling by collagen
turnover, and are associated with ventricular fibrosis, hypertrophy and diastolic
dysfunction [6-9]. Moreover, MMPs have been demonstrated to be of significant
diagnostic and prognostic value in HF [10-14].

Recently, microRNAs (miRNAs) have emerged as potential biomarkers and
therapeutic targets in various diseases, including cardiovascular complications [15,
16]. MiRNAs are a class of small non-coding RNAs that control the gene expression
by translational repression or mRNA degradation [17]. MiRNAs are involved in

cardiac development and changes in their expression levels are associated with
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pathogenesis and progression of HF [18, 19]. Additionally, studies suggest the
potential prognosis role of miRNAs in HF [20-22], as well as their ability to
distinguish HFrEF from HFpEF [23, 24].

In the present study, we evaluated the circulating MMP-9, miR-21, and miR-150 in
patients with HFrEF and HFpEF during and post-acute decompensated heart failure

episodes.

METHODS

Patient recruitment

In the present study, 100 patients with acute decompensate heart failure were
recruited from the emergency of Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). All
patients underwent detailed clinical examination, and left ventricular ejection fraction
(LVEF) was assesed by two-dimensional echocardiography during the
decompensation episode index or ut to 3 months prior to admission. Patients with
confirmed HF and LVEF < 45% were classified as HFrEF, whereas those with LVEF
> 45% were categorized as HFpEF.

Diagnosis of decompensated HF was clinically defined as the presence of
worsening dyspnea, paroxysmal nocturnal dyspnea, and/or orthopnea, together with
clinical signs of circulatory congestion (increase of venous jugular pressure,
hepatojugular reflux, hepatomegaly and/or peripheral edema), and/or radiological
signs of congestion on chest X-ray. All patients included in this study had Boston

score > 8 points [25]
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Patients with chronic obstructive pulmonary disease, primary pulmonary
hypertension, pericardial disease, active respiratory infection, pulmonary embolism,
severe hemodynamic instability requiring vasoactive drugs, severe aortic stenosis,
renal dysfunction with creatinine> 3 mg / dL) or significant liver disease (cirrhosis or

active hepatitis), rheumatic diseases and cancer were excluded from this study.

Follow-up

Patients were evaluated at three time-points: 1) at hospital admission (ut to 36
hours), 2) at the time of hospital discharge, and 3) in an outpatient visit scheduled at
least 2 months after hospital discharge in the HF Clinic at the Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. If patients were not compensated at the time of consultation, a new
visit was rescheduled. Patients in functional class | and Il of the NYHA and with

clinical score of congestion lower than 5 were considered compensated [25].

Ethical considerations

The study protocol was conducted according to the principles outlined in the

Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee in Research of

the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Written informed consent was obtained

from all subjects prior to inclusion in the study.

Plasma sample collection
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Peripheral venous blood samples from all subjects were collected into
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)-coated tubes. Blood samples were
centrifuged for 15 min at 4°C and 1500 rpm within one hour from collection. Plasma
was separated and aliquoted into 1.5 mL microtubes and stored at -80°C for

posterior combined analysis.

MMP-9 Levels

The MMP-9 dosages were performed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) kits (Invitrogen Corporarion, Camarillo,CA, USA) in plasma samples. All
analyses were performed in duplicate, using commercial assays and in accordance

with the specifications of their respective manufacturers.

MicroRNAs expression

In a subgroup of 20 patients with HFrEF and 22 with HFpEF, microRNAs
expression profiles were assessed by means of isolation kit commercially available
miRvana PARIS miRNA (Ambion, Austin, TX, USA) using 495 ml of plasma. After
protein denaturation, 50pM (fixed volume of 5 pL) of synthetic, non-human
Caenorhabditis elegans miR (cel-miR-39) (Qiagen, Valencia, CA, USA) was spiked
into plasma samples to control for potential technical variations throughout the
extraction and measurement procedures [26]. Cel-miR-39 was simultaneously
analyzed in the final miR eluate, providing a standard control for the concentration
of studied miRs obtained from subject samples.

The concentration of microRNAs was determined by spectrophotometric analysis
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(NanoDrop 1000, Thermo Scientific, Wilmington, DE). Reverse Transcription (RT)
reactions were performed according to manufacturer’s instructions, using miRs
Reverse Transcription Kit® (Life Technologies, Carlsbad, CA). MicroRNAs of
interest (MiR-21 and -150) were measured by quantitative real-time polymerase
chain reaction (QRT-PCR) using TagMan® miRs Expression Assays probes (Life
Technologies) on the 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). All of the miR gRT-PCR reactions were run in triplicate, and the
relative expression values were determined using the ACT method [27]. In brief,
data from gRT-PCR were normalized to the reference control microRNA, cel-miR-
39, using the ACT method. The relative expression levels for each individual
microRNA were calculated using the following mathematical formula: ACT =

CTsample — CTcel-miR-39. These values were transformed into quantities using the

formula 2°2CT and are presented as fold-change relative to the internal control [27].
Data are reported as fold regulation, where fold regulation is equal to the fold
change for fold change values > 1 (up-regulation) or is the negative inverse of the

fold change for fold change values < 1 (down-regulation).

Statistical analysis

Continuous variables with normal distribution are expressed as mean * standard
deviation. Categorical variables are reported as absolute number and percentage.
miR expression values are reported as relative fold change. Differences between
continuous variables were assessed using the Student t-test or Mann-Whitney for
variables not normally distributed. The Chi-square test (or the exact Fisher test) was

used to compare categorical variables.
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Plasma levels of miRs have a non-Gaussian distribution. Hence, their correlation
with other variables were evaluate by the Spearman correlation test. To compare
the difference of miRs expression between groups of patients at the different
compensation stages, we used the general linear model with Fisher's least
significant difference (Bonferroni) post hoc test. Comparison of survival free-events
curves were performed by Kaplan Meier with Log-rank (Mantel Cox) test. All
statistical analyses were performed with the SPSS statistical package (version 18.0)
for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL), and a two-tailed P value < 0.05 was

considered statistically significant.

RESULTS

Clinical characteristics

We included 100 patients admitted at the time of clinical decompensation and
grouped according to the left-ventricular ejection fraction: 61 patients with HFrEF
and 39 patient with HFpEF. Their clinical characteristics and demographics are
summarized in Table 1. Patients were predominantly white and used conventional
medication in the treatment of HF. The patients with HFpEF were older (p = 0.001)
and with higher frequency of female sex (p = 0.013).

As expected, HFrEF patients have higher levels of BNP at admission, and the
cardiac structural remodeling was distinct between the groups, with higher diastolic
and systolic diameters of the left ventricle in the HFrEF group. In addition, patients
with HFrEF had a lower systolic blood pressure and higher hemoglobin levels.

However, other laboratory data showed no difference between groups (Table 2).
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Patients in acute therapy remained hospitalized for 11 + 13 days, and 10 died
during this period. Moreover, other 10 patients died before the outpatient follow-up
had been performed. Therefore, 60 patients with chronic stable HF were
reassessed in approximately 120 days after discharge and followed up for 27.1 +
1.4 months.

MMP-9 Levels

MMP-9 plasmatic levels were higher in HFrEF patients in all stages of
compensation, (p = 0.007) (Figure 1A). Furthermore, the MMP-9 levels showed the
same expression patterns over time in both groups, demonstrating a decrease with
acute therapy (p = 0.007 for HFrEF and p = 0.005 for HFpEF). However, MMP-9
expression returned to levels similar to those of admission by the time of outpatient
follow-up. Moreover, no correlation was found between the MMP-9 plasmatic levels
and clinical variables, laboratory tests and echocardiographic parameters in neither

stages of compensation (data not shown).

miR-21 expression levels

As depicted in Figure 1B, the expression levels of circulating miR-21 did not differ in
patients with HFrEF and HFpEF in clinical decompensation and chronic stable HF
(p > 0.05 for all comparisons). Also, miR-21 expression profile over time is similar
between groups (p interaction = 0.528). Furthermore, we verified that patients with
HFrEF and HFpEF have higher levels at the time of hospital discharge, compared
with admission (p = 0.003) (Figure 1B), and these levels return to admission levels

at the outpatient follow-up.
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MiR-21 levels demonstrated no correlation with others biomarkers, clinical variable,
and any echocardiographic dates of morphology and function (p > 0.05 for all

comparison) (data not show).

miR-150 expression levels

When comparing the miR-150 expression levels in patients with HFrEF and HFpEF
at admission, no differences were observed between groups (Figure 1C).
Nevertheless, after acute therapy miR-150 levels were higher in patients with
HFrEF than in patients with HfpEF, and this difference it is even greater in
outpatient follow-up (Table 3).

For the analysis of patients with HFrEF and HFpEF in different stages of
compensation, we observed a reduction in the miR-150 levels at the time of hospital
discharge, compared with admission and outpatient follow-up (p = 0.002).
Additionally, in patients with HFrEF, the miR-150 levels were higher at the
outpatient follow-up when compared to admission and discharge (Figure 1C).
Similarly to other biomarkers, no correlation was found between miR-150 levels and
any clinical variable, laboratory tests and echocardiographic dates of morphology

and function (p > 0.05 for all comparison) (data not show).

Prognostic value of biomarkers

Since we observed increasing values of the biomarkers at the follow-up visit, we

further evaluated their prognostic role for readmissions. Higher levels of MMP-9 and
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lower levels of miR-21 at a time of outpatient follow-up were associated to
readmission within 30 days after that follow-up (Figure 2). Moreover, none of the
biomarkers, as well as LVEF at the time of discharge, were able to predict

readmission or death (data not shown).

DISCUSSION

The present study compared patients with HFrEF and HFpEF during episodes of
decompensation and later when they returned to chronic stable HF. MMP-9 are
higher in patients with HFrEF both during decompensation and after acute and
chronic compensation, and miR-150 was higher in patients with HFrEF after acute
therapy, while miR-21 levels were similar between HFrEF and HFpEF groups.
Second, with acute therapy, we observed opposite and transient changes in MMP-9
and miR-150 (reduced) and miR-21 (increased) in both HF groups. In addition, miR-
150 levels increased only in HFrEF group at chronic stable HF. Finally, we
demonstrated that higher MMP-9 and lower miR-21 levels at the outpatient visit
were predictors of short-term readmission.

We observed that MMP-9 levels were higher in patients with HFrEF. Similarly,
Kliczkowski et al found that patients with higher MMP-9 levels had a lower ejection
fraction after coronary intervention therapy [28]. However, other studies comparing
patients with HREF and HFpEF did not detect differences in MMP-9 levels between
groups [10, 12, 29]. Nevertheless, two of these studies have demonstrated high

levels of MMP-2 in patients with HFpEF [10, 12].
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Likewise, we found a higher expression of miR-150 in patients with HFrEF after
acute therapy. Recent investigation in animal models and clinical studies showed
that overexpression of miR-150 is associated with reduced infarct area, apoptosis
and inflammatory levels after AMI, resulting in improved cardiac function and
prognosis [19, 30-32]. Moreover, studies in experimental TAC demonstrated that
higher levels of miR-150 are associated with reduction of fibrosis, cardiac
hypertrophy and dysfunction [33, 34]. These data show that MMP-9 and miR-150
play an important role in cardiac remodeling process and can act differently in
distinct HF phenotypes. Nonetheless, other studies comparing the same groups of
patients did not report any difference concerning the expression of this microRNA
[23, 24].

There was no difference in miR-21 expression levels between groups. Similarly,
Watson et al examined the expression of 5 microRNAs in patients with HF
compared to the control group and found that only miR-328 and miR 375 were
differently expressed between patients with HFrEF and HFpEF [24]. Equally, Wang
et al observed 12 microRNAs with potential diagnosis of HF in one or both
phenotypes and showed that only the miR-125-5p, -190a, -550a-5p and -638
presented different expression profile between groups [23]. In the same manner,
other studies have demonstrated that several microRNAs altered expression levels
in patients with HFrEF, itemizing cases of controls [21, 22]. Still, Nair and
collaborators evaluated patients with different heart diseases, showed different
expression profiles of miR-454, -500, -1246 and -142-3p in patients with diastolic
dysfunction [35]. However, confirming our findings, these studies found no

difference in miR-21 expression levels between groups [21-24, 35].
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Another findings of the present study regards changes in MMP-9 levels and evaluated
microRNAs in different stages of clinical compensation, demonstrating a decrease of MMP-
9 and miR-150, and increased of miR-21 during acute therapy. Similarly, Biolo and
collaborators have demonstrated that MMP-2 levels are elevated in acute decompensated
patients when compared to stable patients and healthy individuals. Also, the study showed
that MMP-2 levels are reduced at discharge and clinical recompensation period [36]. In the
same way, a study that evaluated patients with AMI during the acute phase noted that levels
of active MMP-2 and MMP-9 reduced after percutaneous coronary intervention ps;
Furthermore, Fukushima and collaborators assessed the expression profiles of plasma
microRNAs in patients with congestive HF and demonstrated a reduction in levels of miR-
126 with the increase of the NYHA functional class, suggesting association of microRNAs
with improved clinical status [20]. However, Nair and collaborators compared patients with
dilated cardiomyopathy compensated and decompensated and found no difference in
microRNA expression levels in the different states of congestion [35].

The miR-21 may be involved in regulating cardiac fibrosis, degradation routes and synthesis
of matrix components, targeting MMPs, collagen or markers of their action [37, 38]. In
addition, bioinformatics analysis has shown that miR-21 is a potential regulator of MMP-9

gene (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw, last accessed on May 23rd, 2016).

Interestingly, MMP-9 and miR-21 changes with acute therapy were not maintained at the
follow-up visit. We speculate one possible explanation would be that those patients were
about to have a new episode of decompensation. In fact, patients with higher MMP-9 levels
and lower levels of miR-21 have greater rates of readmission shortly after the outpatient
follow-up. Similarly, other studies have demonstrated that elevated levels of MMP-9 are
associated with increased mortality and lower event-free time in patients with HF [39, 40].

In addition, a study assessing the prognosis of patients with chronic systolic HF



67

demonstrated that increased levels of MMP-2 are associated with a worse clinical outcome
[11]. However, contrary to our findings, a study analyzing differences in expression of
microRNAs after implantation of ventricular assistants in patients with end-stage heart
failure, demonstrated that miR-21 levels reduced after implantation, indicating that the
decrease from microRNA may be associated with clinical improvement [16]. Although
some studies have shown an association between microRNAs, prognostic clinical
parameters and treatment [16, 20, 21, 41], until the moment there are few studies evaluating
the role of microRNAs as clinical outcome predictors.

A limitation of our study was the losses in follow-up, reducing the number of
assessments both at discharge and at outpatient follow-up. In addition, we analyzed
microRNAs in only a subset of our sample, which may have limited the results of the
correlations of microRNAs with MMP-9, and LVEF.

In conclusion, patients with HFrEF have higher MMP-9 levels compared with
HFpEF at all time-points, with a transient reduction with acute therapy. Despite no
differences miR21 and 150 at admission, there were also transient changes in these
markers with acute therapy. Furthermore, high levels of MMP-9 and low expression
of miR-21 in chronic stable HF were predictors of short-term readmission. These
findings may indicate that HF-associated cardiac remodeling is a dynamic process
requiring constant monitoring and tailoring therapies in order to avoid/limit disease
progression. The role of these markers in HF differentiation and prognostication

should be further assessed.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: MMP-9, miR-21 and miR-150 expression levels in patients whit HFrEF
and HFpEF in different compensation stages. Statistical analysis perform by GEE

whit Bonferroni pos-hoc Test.

Figure 2: Survival curves of time free-events after outpatient consultation according

to the median of each biomarker.
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TABLE 1. Clinical and demographic characteristics.

HFrEF (n=61) HFpEF) (n=39) P-value
Age (years) 61.5+124 68.3+11.0 0.06
Male sex, n (%) 41 (67) 18 (41) 0.013
Whites, n (%) 49 (80) 32 (82) 0.79
Comorbidity, n (%)
Hypertension 46 (75) 33 (85) 0.322
Diabetes 30 (49) 15 (38) 0.311
COPD 15 (24) 5(13) 0.200
Obesity 14 (23) 8 (20) 0.810
Smoking 33 (54) 11 (28) 0.014
Ischemic heart disease 27 (44) 18 (47) 0.837
Previous AMI 17 (28) 8 (20) 0.482
Previous stroke 10 (16) 6 (15) 1.000
Previous MRS 9 (15) 10 (18) 0.781
Atrial fibrillation 28 (46) 18 (46) 1.000
HF Etiology, n (%)
Ischemic 28 (46) 13 (33) 0.297
Hypertensive 30 (49) 14 (36) 0.220
NYHA functional class, n (%)
Il 5(8) 5(13) 0.753
1] 26 (43) 16 (41) 0.757
v 30 (49) 18 (46) 0.574
Medications, n (%)
Beta blocker 47 (77) 26 (67) 0.356
ACE-I 52 (85) 27 (69) 0.078
Furosemide 58 (95) 32 (82) 0.044
Digoxin 49 (80) 9(23) <0.001
Spironolactone 25 (41) 12 (32) 0.397
Anticoagulants 21 (34) 12 (31) 0.828

ACE-I, angiotensin-converting enzyme inhibitor; AMI, acute myocardial infarction; COPD,
chronic obstructive pulmonary disease; HFpEF, heart failure whit preserved ejection fraction;
HFrEF, heart failure whit reduced ejection fraction; LVEDD, left-ventricular end diastolic
diameter; LVESD, left-ventricular end systolic diameter; LVEF, left-ventricular ejection fraction;

MRS, myocardial revascularization surgery; NYHA, New York Heart Association



TABLE 2. Laboratory and echocardiographic data in admission.

HFrEF (n=61) HFpEF (n=39) P-value
Laboratory tests
Hemoglobin (g/dL) 12.8+1.9 11.31+28 0.005
Sodium (mmol/L) 140+ 4 1413 0.051
Potassium (mmol/L) 44+0.6 44+0.7 0.997
Creatinine (umol/L) 1.25+ 047 1.26 £ 0.55 0.725
Troponin | (ng/L) 0.59 + 0.64 0.12+0.34 0.544
BNP (pg/mL) 1,518.61 + 1,298.23 414.96 + 513.97 0.001
Systolic BP, mmHg 128.7 + 26 143.4 + 30 0.029
Diastolic BP, mmHg 84.6 +19 78.1+19 0.182
Echocardiographic data
AE 5.05+0.78 5.08 £ 0.99 0.687
LVEDD (mm) 6.59 + 1.11 5.37 £ 0.81 <0.001
LVESD (mm) 5.66 +1.18 3.53+0.76 <0.001
LVEF (%) 28.2+7.94 63.72 + 8.31 <0.001
Mass (g) 331.28 + 123.06 263.9 + 108.96 0.005

LVEDD, left-ventricular end diastolic diameter; LVESD, left-ventricular end systolic diameter;

LVEF, left-ventricular ejection fraction; ventricular left, VE.



TABLE 3. Comparing of MMP-9, miR-21 and miR-150 levels between groups in

different time evaluation.

Admission Discharge Follow-up
miR-21
HFrEF 0.0224 + 0.007 0.1007 + 0.04 0.0760 = 0.02
HFpEF 0.0195 + 0.005 0.0818 + 0.06 0.0326 £+ 0.01
p-value 0.748 0.810 0.100
miR-150
HFrEF 0.0350 + 0.01 0.0193 + 0.008 0.1884 + 0.08
HFpEF 0.0214 £ 0.006 0.0014 + 0.001 0.0071 + 0.003
p-value 0.308 0.037 0.041
MMP-9
HFrEF 7312145 61.62 + 3.1 7290+ 6.1
HFpEF 61.68 £ 4.1 49.33+3.3 58.87 £5.9
p-value 0.063 0.007 0.099

Statistical analysis by GEE with Bonferroni post-hoc test.

74
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ABSTRACT

Inflammatory markers play an important role in heart failure (HF). We examined
whether cytokine levels are different between heart failure patients with left
ventricular preserved ejection fraction (HFpEF) and patients with reduced ejection
fraction (HFrEF), as well as in distinct stages of HF clinical compensation.

We studied 70 HF patients who were admitted to our hospital with acute
decompensation. They were divided into two groups according to left ventricle
ejection fraction (LVEF): HFrEF (LVEF < 45%) and HFpEF (LVEF > 45%).
Interleukin-6 (IL-6), IL-10, IL-18 and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) were
measured at acute decompensation HF, after acute therapy and at chronic
compensated HF. Plasma brain natriuretic peptide (BNP) and troponin levels were
also measured at the acute stage. IL-18 levels were higher in HFpEF on acute
decompensated HF, decreased in chronic compensation, and correlated with
troponin | levels in acute decompensated HF patients. There was no difference in
other cytokines levels between HFpEF and HFrEF, and they did not change after
acute therapy in either group. However, decreased IL-10 levels were observed after
acute therapy only in the HFrEF group. We found significant correlations between
troponin and IL-18 and IL-10 only in HFpEF network.

In conclusion, the IL-18 levels in HFpEF patients were elevated at admission,
decreased after chronic compensation HF, and correlate with troponin I. These
findings suggest that activation of IL-18 pathway may play a specific role in HFpEF.
Keywords: Heart failure, HFpEF, HFrEF, inflammatory cytokines, and clinical

compensation.
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INTRODUCTION

Among patients with clinical syndrome of heart failure (HF), approximately 50%
present normal left ventricle ejection fraction (LVEF), known as HF with preserved
EF (HFpEF), whose prognostic factors and clinical outcomes may be distinct from
patients with reduced LVEF (HFrEF). Moreover, HFrEF and HFpEF are not easily
distinguishable in clinical practice, requiring assessment by imaging, and this
differentiation can be critical in the treatment and prognosis of patients with HF [1].
However, evidences are still contradictory with regard to the pathophysiological
effective differentiation between groups [2-4]. Therefore, several studies seek to find
specific circulating biomarkers in patients with HFrEF and HFpEF that may improve
our understanding about the pathophysiological pathways of the disease [5-7].
Inflammation is a significant element of the response to tissue stress and injury in
the heart, coordinating remodeling and healing by promoting extracellular matrix
remodeling, cell proliferation, cardiomyocyte hypertrophy and affecting
cardiomyocyte contractility [8]. In addition, some studies showed changes in pro-
inflammatory cytokines in HF patients after acute therapy [9, 10].

This study aims to test the hypothesis that inflammatory marker levels can act
distinctly between HFpEF and HFrEF, and in different stages of HF clinical

compensation.



84

METHODS

Patients recruitment

In the present study, 70 patients with acute decompensated heart failure were
included, recruited from the emergency of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). All patients underwent detailed clinical examination and left ventricular
ejection fraction was assessed by two-dimensional echocardiography during the
decompensation episode or within the 3 months prior to admission. Patients with
confirmed HF and LVEF < 45% were classified as HFrEF, whereas those with LVEF
> 45% were categorized as HFpEF.

Diagnosis of decompensated HF was clinically defined as the presence of
worsening dyspnea, paroxysmal nocturnal dyspnea, and/or orthopnea together with
clinical signs of circulatory congestion (increase of venous jugular pressure
hepatojugular reflux hepatomegaly and/or peripheral edema), and/or radiological
signs of congestion on chest X-ray. To be included in the study, the patient should
present Boston score > 8 points [11].

Patients with chronic obstructive pulmonary disease, primary pulmonary
hypertension, pericardial disease, active respiratory infection, pulmonary embolism,
severe hemodynamic instability requiring vasoactive drugs, aortic stenosis, renal
dysfunction (creatinine > 3 mg/dL), cirrhosis or active hepatitis, rheumatic diseases

and cancer were excluded from this study.
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Follow-up

Patients were evaluated at three time-points: 1) at acute decompensated HF (up to
36 hours after hospital admission), 2) after acute therapy (discharge), and 3) at
chronic compensated HF (outpatient visit) scheduled at least 2 months after hospital
discharge in the HF Clinic at the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. If patients
were not compensated at the time of consultation, a new visit was rescheduled.
Patients in functional class | and Il of the NYHA and with clinical score of congestion

lower than 5 were considered compensated [11].

Ethical considerations

The study protocol was conducted according to the principles outlined in the
Declaration of Helsinki and was approved by the Ethics Committee in Research of
the Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Written informed consent was obtained

from all subjects prior to inclusion in the study.

Plasma sample collection

Peripheral venous blood samples from all subjects were collected into
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) -coated tubes. Blood samples were
centrifuged for 15 min at 4°C and 1500 rpm within one hour from collection. Plasma
was separated and aliquoted into 1.5 mL microtubes and stored at -80°C for

posterior combined analysis.
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Biomarkers levels

Plasma levels of inflammatory cytokines IL-6, IL-10, and TNF-a were measured by
Multiplex Bead Immunoassay, using Human Magnetic Custon Luminex Kit by the
Luminex system 200 (Invitrogen by Life Technologies, MD). The IL-18 dosages
were performed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits (Invitrogen
Corporarion, Camarillo,CA, USA). All analyzes were performed in duplicate, using
commercial assays and in accordance with the specifications of their respective
manufacturers.

The concentrations of troponin | (cTnl) were analyzed using automated methodology
electrochemiluminescence immunoassay (ADVIA Centaur CP, Ultra Troponin | TIVI;
Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown, NY, USA).

BNP levels were measured using automated methodology electrochemiluminescence

immunoassay (ADVIA Centaur BNP, Siemens Healthcare Diagnostics Inc., Tarrytown,

NY, USA).

Statistical analysis

Continuous variables with normal distribution were expressed as mean * standard
deviation. Categorical variables were reported as absolute number and percentage.
The Chi-square test (or the exact Fisher test) was used to compare categorical
variables and T test to numerical variables whit Gaussian distribution. All statistical

analyses were performed with the use of SPSS statistical package (version 18.0) for
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Windows (SPSS Inc., Chicago, IL) and a two-tailed P value < 0.05 was considered
statistically significant.

Network-based analysis of correlations

Correlations between expression levels of distinct biomarkers were assessed
adopting the Spearman’s Rank correlation coefficient with the R environment (R
Development Core Team, 2008) [12]. P values were computed using the asymptotic
t approximation as implemented in the cor.test function in order to test if a detected
association was statistically significant. Network-based analysis of correlations

among biomarkers was conducted with Cytoscape v3.4.0 software.

RESULTS

Clinical characteristics

Seventy patients admitted to the hospital emergency during episode of clinical
decompensation were included in the study. Forty-four patients were allocated in
HFrEF group and 26 patients in HFpEF. Their clinical and demographics
characteristics are summarized in Table 1. Patients were predominantly white,
hypertensive and used conventional medication in the treatment of HF. There was
no difference between the groups regarding demographic and clinical
characteristics. However, as expected, the groups have distinct profiles regarding

echocardiographic cardiac function and morphology. Patients with HFrEF have
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higher diastolic and systolic diameters of the left ventricle and greater BNP levels

than patients with HFpEF (Table 2).

Biomarkers in Acute decompensated HF

BNP levels, as expected, were more elevated in patients with HFrEF than in patient
whit HFpEF (1,300 + 740 pg/mL vs 441.36 + 570, p = 0.02) in acute
decompensated HF (Figure 1 A). Troponin | levels in acute decompensation HF
were similar between the two groups (0.05 £ 0.06 vs. 0.15 + 0.41, p = 0.30) (Figure
1 B).

Moreover, the plasma levels of interleukin-18 (IL-18) were higher in patients with
HFpEF in comparison with patients with HFrEF in acute decompensation HF (p =
0.027) (Figure 1 D). However, no differences were found in other pro-inflammatory
interleukins (IL-6 and TNFa) between patients with HFpEF and patients with HFrEF.
Likewise, we did not observe distinct anti-inflammatory IL-10 levels between both
HF groups (Figure 1 C, E, F). Additionally, none of the inflammatory biomarkers had
correlation with clinical characteristics, echocardiographic dates of morphology and

function, and comorbidities in acute decompensated HF (Data not shown).

Follow-up

Figure 2 shows the changes observed in the biomarker levels at discharge (acute

therapy) and outpatient visit (chronic compensation) as compared to admission

(acute decompensated HF).
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IL-18 levels did not differ between acute decompensated HF and acute therapy in
the two HF groups (p > 0.05 for both comparisons). However, circulating levels of
IL-18 showed contrasting profiles between both groups in chronic compensate HF,
demonstrating opposite direction of expression changes: it decreased in patients
with HFpEF while it increased in patients with HFrEF (p = 0.022) (Figure 2 B).
Additionally, IL-10 levels appear to have a different magnitude of expression
changes between the two groups after acute therapy. The IL-10 levels decreased in
patients with HFrEF more than in HFpEF group, both with acute therapy (p = 0.001)
and in chronic compensate HF (p = 0.033) (Figure 2 D).

With respect to IL-6, there was no significant changes for both stages and HF
groups (p > 0.05 for all comparisons) (Figure 2 C). Likewise, levels of TNF-a did not
change with acute therapy and chronic compensation HF in comparison with acute
decompensated HF in both groups of HF patients (p > 0.05 for all comparisons)

(Figure 2 A).

Correlation networks

We have conducted a network-based correlation analysis to investigate the
association between inflammatory biomarkers and markers known in the clinical
practice of HF (BNP and Troponin) in acute decompensated HF for all patients.
Additionally, we created independent correlation networks for HFpEF and HfrEF
groups (Figure 3). Edge thickness is proportional to correlation strength and positive
and negative correlations are represented by solid and dashed lines, respectively.
Edges corresponding to significant correlations (p < 0.05) are highlighted in red. In

addition, node color denotes either absolute expression levels for HFpEF and
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HFrEF networks, or fold changes for HFrEF vs HFrEF network, with red (blue)
indicating increased (decreased) expression levels. In both cases, color intensity is
proportional to expression or fold change magnitude.

The network of all HF patients demonstrated a strong negative correlation between
IL-18 and BNP levels (r = -0.6, p = 0.006). In addition, a weak and positive
correlation was observed between IL-18 and TNF-a (r = 0.3, p = 0.03), IL-10 and IL-
6 (r=0.4, p=0.0001), and between troponin and IL-10 (r = 0.3, p = 0.005) (Figure 3
A).

When verified, the troponin | remained positively correlated with IL-10 (r = 0.46, p =
0.024) and IL-18 (r = 0.45, p = 0.02) only in the HFpEF network, as well as, IL-10
and IL-6 (r=0.6, p=.0.0006). No other significant correlations were observed in this
network (Figure 3 B).

In the HFrEF network, a significant association was found solely between IL-6 and
troponin I, which presented a weak negative correlation (r = -0.3, p = 0.33) (Figure 3
C). Although not significant, a strong negative correlation was observed between IL-

6 and BNP for HFrEF patients (r=-0.7, p=0.057).

DISCUSSION

In this study, we evaluated whether the inflammatory biomarkers can act distinctly
between HFpEF and HFrEF, and in different stages of HF clinical compensation.
We observed higher levels of IL-18 in patients with HFpEF compared to patients
with HFrEF in acute decompensated HF. In addition, we verified that the IL-18
levels decreased in chronic stable HF only in HFpEF patients. Interestingly, its

expression levels were increased in patients with HFrEF at this stage. Additionally,
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we demonstrated that IL-10 levels had a greater decrease in HFrEF patients than in
HFpEF patients both with acute therapy and after chronic compensation. Moreover,
by exploring the network connections between inflammatory biomarkers and
markers known in the clinical practice HF, we demonstrated that these correlations
change depending on the HF phenotype. We found significant correlations between
troponin and IL-18 and IL-10 in HFpEF network, but these correlations are non-
significant in the network related to the HFrEF group.

We showed that IL-18 levels were significantly higher in HFpEF group compared to
HFrEF at acute decompensated HF. Similarly, previous studies verified high levels
of IL-18 in patients with congestive heart failure (CHF) [13], acute coronary
syndromes [14], and in both ischemic and dilated HF [15, 16]. Moreover, an
experimental model of Ml in mouse showed increased production of cardiac IL-18
mRNA and pro-IL-18, as well as circulating IL-18 post MI. In addition, they
demonstrated that IL-18 higher levels also reduced myocardial contractility [17].
Additionally, other studies in murine models of left ventricular pressure and volume
overload demonstrated that higher IL-18 expression are associated with interstitial
fibrosis and diastolic dysfunction [18, 19], and hypertrophy [20]. Also, trials in cell
culture showed the damaging role of IL-18 in different ways of remodeling and
extracellular matrix degradation [21-23]. Therefore, IL-18 may be associated with
HFpEF due to its involvement in the pathogenesis of contractile dysfunction, and
prohypertrophic and profibrotic effects.

However, there was no significant differences in IL-6, IL-10 and TNF-a level
between HF groups in acute decompensated HF. Similarly, previous studies did not
show variation in IL-6 levels between HFpEF and HFrEF in acute phase [7, 24, 25]

or between TNF-a levels [9].
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In addition, in the present study IL-18 reduced in chronic compensated HF only in
the HFpEF group, and that IL-10 levels had a more accentuated decrease in HFrEF
group in relation to the HFpEF group both for acute therapy and after
compensation. Similarly, other studies showed reduction of pro-inflammatory
cytokines in HF patients after acute therapy. Matsumoto et al. demonstrate that IL-6
levels decreased after discharge [9] and Schulze et al. showed reduction in TNF-a
levels after clinical compensation [10].

Interestingly, there was an association between IL-18 and troponin when analyzing
the HFpEF correlation network on admission. Similarly, previous studies in patients
with 1AM also found correlation between these markers [26, 27]. Although several
experiments in vitro and in vivo have showed IL-18 association with cell
hypertrophy, cell death due to pyroptosis [28], until now, there are few studies
evaluating the direct association between IL-18 and troponin. Nonetheless, a recent
assay indicated that neutralization of IL-18 with anti-IL-18 antibody or IL-18-binding
protein (IL-18BP) decreased expression of inflammatory cytokines including IL-18,
IL-23, IL-18, and IL-17, and induced the reduction in mononuclear cells infiltration
and production of troponin T (TnT) [29].

The main limitation of this study was the small number of patients included in each
group of HF patients. In addition, we did not evaluate a control group of healthy
subjects, which could give us a better direction about the differences between
groups, as well as during the follow-up.

In conclusion, analyzing the IL-18 levels for HFpEF patients in relation to the HFrEF
group, we observed differential characteristics such as elevated levels at admission,
a decrease in expression after chronic compensation HF, and a significant positive

correlation with troponin | solely for HFpEF subjects. These findings may suggest
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that IL-18 act differently in HFpEF and HFrEF. However, more studies are
necessary to understand the pathophysiological mechanisms that regulate the

individual phenotypes of HF.
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TABLE 1. Clinical and demographic characteristics.

97

HFrEF (n=44) HFpEF (n=26) P-value
Age (years) 61.7+13.4 66.4 £ 11.9 0.12
Male sex, n (%) 28 (64) 11 (42) 0.08
Whites, n (%) 36 (82) 22 (85) 0.88
Comorbidity, n (%)
Hypertension 31 (70) 21 (81) 0.40
Diabetes 23 (52) 8 (31) 0.08
COPD 12 (27) 3(11) 0.12
Obesity 10 (23) 7 (27) 0.69
Smoking 25 (57) 7 (27) 0.02
Ischemic heart disease 17 (39) 12 (46) 0.62
Previous AMI 11 (25) 6 (23) 1.00
Previous stroke 6 (14) 4 (16) 1.00
Previous MRS 8 (18) 5(19) 1.00
Atrial fibrillation 20 (46) 11 (42) 1.00
HF Etiology, n (%)
Ischemic 19 (43) 9(32) 0.61
Hypertensive 19 (43) 10 (33) 0.80
Alcoholic 6 (14) 1(4) 0.24
NYHA functional class, n (%)
Il 4 (9) 4 (16) 0.67
1] 22 (50) 11 (42) 0.68
\Y] 18 (41) 11 (42) 0.76
Medications, n (%)
Beta blocker 35 (79) 17 (65) 0.26
ACE-I 37 (84) 17 (65) 0.08
Furosemide 41 (93) 21 (81) 0.14
Digoxin 35 (79) 6 (23) <0.001
Spironolactone 21 (48) 8 (31) 0.31
Anticoagulants 16 (36) 8 (31) 0.79

ACE-I, angiotensin-converting enzyme inhibitor; AMI, acute myocardial infarction; COPD, chronic

obstructive pulmonary disease; HFpEF, heart failure whit preserved ejection fraction; HFrEF, heart

failure whit reduced ejection fraction; LVEDD, left-ventricular end diastolic diameter; LVESD, left-
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ventricular end systolic diameter; LVEF, left-ventricular ejection fraction; MRS, myocardial
revascularization surgery; NYHA, New York Heart Association.

TABLE 2. Laboratory and echocardiographic data in admission.

HFrEF (n=44) HFpEF (n=26) P-value

Laboratory tests

Hemoglobin (g/dL) 129+1.9 11.31+27 0.01

Na (mmol/L) 140+ 4 141+ 3 0.23

K (mmol/L) 44+0.6 44+0.7 0.93

Creatinine (umol/L) 1.20 £ 0.40 1.30 £ 0.54 0.37
Systolic BP, mmHg 127.7 £ 25 139.9 + 26 0.06
Diastolic BP, mmHg 82.8+ 18 79.2+19 0.43
Echocardiographic data

AE 5007 50+0.8 1.00

LVEDD (mm) 6.48 £ 1.08 5.44 £ 0.65 <0.001

LVESD (mm) 5.61+1.14 3.60 + 0.64 <0.001

LVEF (%) 274 +7.68 63.88 + 8.82 <0.001

VE Mass (g) 318.14 £ 113.6 270.7 £ 101.5 0.08

Na, sodium; K, potassium; LVEDD, left-ventricular end diastolic diameter; LVESD, left-ventricular

end systolic diameter; LVEF, left-ventricular ejection fraction; ventricular left, VE.
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Legends

Figure 1: Biomarkers levels in patients with HFpEF and HFrEF at acute

decompensated HF (admission).

Figure 2: Change in cytokines levels between acute decompensated HF and after

acute therapy (discharge) and after chronic compensation HF (outpatient visit).

Figure 3: Biomarkers networks at acute decompensated HF for A) the comparison
between HFrEF and HFpEF groups, B) HFpEF patients and C) HFrEF patients. In
all networks, edge thickness is proportional to correlation strength, and positive and
negative correlations are represented by solid and dashed lines, respectively.
Edges corresponding to significant correlations (p < 0.05) are highlighted in red. In
network A, node color denotes the fold change in expression for HFrEF vs. HFpEF,
with red representing increased expression and blue decreased expression. In
networks B and C, node color denotes biomarkers absolute expression levels. In

both cases, color intensity is proportional to expression or fold change magnitude.
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