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RESUMO

Nos ultimos anos, varios biomarcadores estdo ganhando importancia clinica na
avaliacdo diagnostica e prognostica de pacientes com doencas cardiovasculares. O fator
de diferenciacdo e crescimento celular-15 (GDF-15) € uma citocina induzida por
estresse e inflamagdo, membro da familia do TGF-, cuja producdo no miocardio foi
demonstrada experimentalmente em resposta a injuria isquémica ou sobrecarga
cardiaca. Este novo marcador foi correlacionado a aumento do risco de eventos
cardiovasculares em estudos populacionais e configurou-se preditor independente de
mortalidade e progndstico adverso em pacientes com doenca arterial coronariana e
insuficiéncia cardiaca. Este trabalho tem como objetivo revisar o valor diagnostico e

prognostico do GDF-15 em diferentes cenéarios na cardiologia.

ABSTRACT

In the last years, several diagnostic and prognostic biomarkers are being studied
in cardiovascular disease. Growth differentiation factor (GDF)-15 belongs to the
transforming growth factor B (TGF-B) cytokine family, is highly up regulated in
inflammatory conditions and has been correlated to myocardial injury and pressure
cardiac overload in animal models. Recent studies showed that the protein is correlated
to an increased risk of cardiovascular events in a population of community-dwelling
adults and can independently predict adverse outcomes and mortality in patients with
coronary artery disease and heart failure. We undertook this review to summarize the
current evidence on the predictive value of GDF-15 as a biomarker in different settings

in cardiology.



Introducéo

Fator de crescimento e diferenciacdo celular-15 (GDF-15) ¢ uma citocina da
familia do fator transformador de crescimento-Beta (TGF-B), encontrada em baixa
quantidade nos tecidos e no plasma, exceto pela placenta e prostata. Antigamente
chamado de MIC-1 (citocina inibidora de macrofagos), foi descoberto ha mais de 20
anos e assim nomeado devido a um possivel papel antagonista apds ativagdo de
macrofagos por citocinas inflamatorias (interleucinas e fator de necrose tumoral) em
estudos experimentais. A sua fungdo clara no organismo permanece incerta até hoje e
pode variar conforme o tecido estudado. A expressao desse marcador ¢ regulada por
estresse e injuria tecidual, estando o mesmo associado a condigdes inflamatérias em
diferentes orgdos, inclusive no miocardio.'

Em modelos animais, o GDF-15 se apresentou inicialmente como uma proteina
cardioprotetora, prevenindo morte celular, dilatagao e hipertrofia cardiaca. Expressao
aumentada do marcador foi encontrada apos estimulos agressores como sobrecarga de
pressio e isquemia tecidual.> Em ratos geneticamente modificados para apresentarem
deficiéncia de GDF-15, quando provocada isquemia coronariana, eram observadas areas
de infarto maiores com maior apoptose de midcitos, indicando uma possivel fungdo de
limitagdo de dano miocardico para o marcador.

Outro trabalho correlacionou niveis elevados do GDF-15 em cardiomidcitos de
ratos com uma redu¢do na ativacdo do horménio do crescimento (GH), sugerindo sua
participagdo na via de sinalizacdo do GH. Apds essa descoberta, os mesmos autores
realizaram estudo em criancas com cardiopatia congénita, encontrando niveis
significativamente maiores de GDF-15 no plasma de criangas com cardiopatia e
deficiéncia de crescimento, em relagdo a controles saudaveis e a cardiopatas com
crescimento normal.*

A partir dos resultados de trabalhos experimentais, essa proteina passou a ser
estudada em humanos, apresentando-se na maior parte dos estudos como um
biomarcador associado a maior risco de desenvolver eventos cardiovasculares.’”
Atualmente, a dosagem sérica do GDF-15 encontra-se disponivel comercialmente
apenas na Europa, em outras regides os kits sdo acessiveis apenas para fins de pesquisa
clinica e experimental.'” O objetivo deste artigo é revisar o papel do GDF-15 em

diferentes cendrios dentro da cardiologia.



Risco cardiovascular em individuos saudaveis

O primeiro estudo em humanos a relacionar o GDF-15 com doenca
cardiovascular foi em 2002 e incluiu 27.628 mulheres saudaveis acompanhadas por 4
anos. Os resultados demonstraram um aumento em 2,7 vezes no risco de evoluir com
eventos cardiovasculares (infarto, acidente vascular cerebral e morte cardiovascular) nas
participantes com niveis da citocina acima de 856 ng/L.""

Em uma coorte com 1391 pacientes sem doenca cardiovascular estabelecida, o
marcador foi preditor independente de mortalidade e morte cardiovascular, com maior
poder quando comparado ao peptideo natriurético cerebral (BNP) (HR 1.5 (95% IC:
1.3-1.8) versus HR 1.3 (95% IC: 1.2-1.5)."

Dados do Framingham Heart Study, onde foram avaliados 85 biomarcadores
(incluindo BNP, PCR e GDF-15) em 3523 participantes ao longo de 14 anos de
seguimento, mostraram que o GDF-15 foi o unico marcador, em andlise multivariada, a
manter associacdo significativa com os trés desfechos avaliados: eventos cardiacos
ateroscleroticos, insuficiéncia cardiada e mortalidade (HR 1.43 (95% IC: 1.20-1.58);
HR 2.08 (95% IC: 1.72-2.53), HR 1.96 (95% IC: 1.76-2.17), respectivamente).®

Doenca arterial coronariana (DAC)

O GDF-15 foi estudado em pacientes admitidos no hospital apds sindrome
coronariana aguda (SCA) e em portadores de doenga coronariana estavel.

Pacientes que apresentavam niveis aumentados de GDF-15 em dosagem
realizada na internacdo devido a SCA evoluiram com um nimero maior de eventos
como morte cardiovascular, reinfarto e acidente vascular cerebral em 12 meses de
seguimento apos a alta, demostrando um valor prognostico com relagdo a progressdo de
doenca aterosclerdtica.'

Outro estudo observacional recente demonstrou a mesma associacao prognostica
do marcador para eventos cardiovasculares maiores (MACE) neste cendrio, porém em
analise multivariada ajustando para outros fatores de risco cardiovascular, o GDF-15
permaneceu significativo apenas para mortalidade e desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca."*

Ainda no contexto de doenca aguda, um ensaio clinico avaliando estratégia
invasiva versus conservadora na SCA sem supradesnivelamento do segmento ST
(SCASSST) encontrou diferenca significativa na incidéncia de eventos nos pacientes

com niveis elevados de GDF-15 que foram alocados no grupo da estratégia
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conservadora. Os autores sugerem que a dosagem do marcador possa complementar os
escores de risco na selecdo daqueles que se beneficiam mais de estratificacdo invasiva
precoce. "’

Corroborando com essa ideia, foi realizada uma analise do escore GRACE
associado a dosagem de GDF-15 na admissdo ao hospital e os resultados encontrados
demonstraram um aumento na acuracia do escore de risco (area sobre a curva (AUC) de
0.79 para 0.85) quando se ajusta para o nivel sérico do marcador. Entre os pacientes que
ndo apresentaram eventos durante o seguimento de 6 meses, 54 foram classificados
como risco intermediario pelo escore de GRACE e teriam sido reclassificados em baixo
risco se utilizado o escore ajustado.'®

Tzikas e cols encontraram associacdo do GDF-15 com o diagndstico de infarto
agudo em pacientes admitidos por dor toracica, de modo semelhante a troponina, tendo
forte correlacdo com a severidade da doenga coronariana avaliada pelo escore Syntax
apos cateterismo cardiaco.'”

Avaliando-se especificamente pacientes com SCA com supradesnivelamento do
segmento ST (SCACSST) tratados com angioplastia percutinea primdria, a taxa de
mortalidade em 10 anos apods o evento agudo aumentou de 6% para 19% nos pacientes
com GDF-15 acima da média.'® Outra coorte semelhante avaliou a alteracdo dinimica
do GDF-15 durante as primeiras 24 horas de uma SCACSST, determinando um pico da
citocina em 12 horas e mantendo-se elevada ao final das 24 horas. Niveis maiores na
dosagem realizada ap6s 24 horas se correlacionaram & maior mortalidade em 30 dias."
Em relagdo a extensdo do infarto e prognostico, quanto maior a dosagem do marcador,
maior o risco de remodelamento e dilatacdo ventricular em 12 meses.”

Estudo prospectivo analisou 92 biomarcadores em 847 pacientes com doenga
coronariana acompanhados por 6 anos apds um infarto agudo. GDF-15 foi um dos dois
unicos marcadores com poder para predizer mortalidade, apds ajuste para fatores
clinicos.”'

Em metandlise incluindo 8 estudos com pacientes acompanhados apos uma
sindrome coronariana aguda, o GDF-15 foi considerado um forte preditor de
mortalidade com risco relativo (RR) de 6.08 (95% IC = 4.79-7.71, p < 0.001) e
reinfarto ndo-fatal com RR de 1.76 (95% IC = 1.49-2.07, p < 0.001).* Resultado que se
repete em segunda metandlise mais recente, com 13 estudos totalizando 43.547
pacientes com SCA: RR para mortalidade foi 6.75 (95% IC: 5.81-7.84, p < 0.001) e
para reinfarto ndo-fatal 1.95 (95% IC: 1.72-2.21,p < 0.001).
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Ainda neste cendrio, em que esta indicado o uso de dupla anti agregacao
plaquetaria, o0 GDF-15 também foi preditor de risco de sangramento."> Em uma analise
post-hoc do ensaio clinico PLATO (ticagrelor x clopidogrel na SCACSST), foi
identificado um risco 3 vezes mais alto de sangramento nos pacientes que mantém
niveis do marcador acima de 1800 ng/L em dosagem realizada um més apds a SCA,
independentemente da droga utilizada.** Um marcador de risco de sangramento nesse
contexto que permanece elevado apés o evento agudo pode ajudar na decisdo de
manutengdo da terapia antitrombotica dupla além do tempo usualmente recomendado.

Com relagdo a doenca coronariana cronica, o marcador foi dosado em uma
coorte com 14.577 pacientes portadores de angina estdvel e revascularizacdo prévia,
doenca multiarterial ou infarto ha mais de um ano. Ao longo do seguimento, niveis
acima de 1827 ng/L associaram-se a maior risco de morte cardiovascular (HR 2.63, 95%
IC 1.9-3.6, p<0.001), morte subita cardiaca (HR 3.06, 95% IC 1.9-4.8, p<0.001) e
hospitalizag@o por insuficiéncia cardiaca (HR 5.8, 95% IC 3.2-10, p = 0.006), de forma
independente a outros marcadores como troponina, proteina C reativa ¢ BNP. Neste
estudo, o GDF-15 ndo se correlacionou com novo evento trombotico apods ajuste para os

demais biomarcadores.

Insuficiéncia cardiaca (IC)

O GDF-15 foi avaliado em diversas coortes com pacientes portadores de
insuficiéncia cardiaca e comparado, na maioria, ao tradicional NT-proBNP (precursor
do BNP).

A principal diferenca entre eles ¢ a propor¢dao do aumento no plasma conforme o
tipo de disfuncdo ventricular. O NT-proBNP, um marcador de estresse hemodinamico
do ventriculo esquerdo, estd aumentado na IC com fra¢do de eje¢do reduzida de forma
mais significativa do que na IC com fracdo de ejecdo preservada. Em contrapartida, o
GDF-15 encontra-se elevado de forma semelhante na disfun¢ao sistolica e diastolica,
sugerindo que injuria inflamatoria seja parte da fisiopatologia de ambas as condigdes. O
GDF-15 apresentou-se como importante preditor de eventos adversos e mortalidade,

independentemente da fragdo de ejecio e nivel sérico de NT-proBNP.2*!

Insuficiéncia cardiaca com frac¢ao de ejecao reduzida (ICFEr)
A avaliacdo da citocina em diferentes estagios da insuficiéncia cardiaca define-a

como um biomarcador de evolu¢do de doenga, aumentando exponencialmente conforme
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a piora de classe funcional e o remodelamento do ventriculo esquerdo. Os niveis de
GDF-15 ja estdo elevados na fase pré-clinica da IC (estdgio B) e a associacdo do
marcardor ao NT-proBNP aumentou a acuracia diagndstica para a sua identificacao,
inclusive nesta fase inicial.”

Outro estudo prospectivo recente chegou a conclusdo semelhante,
correlacionando o GDF-15 a progressao da disfuncdo ventricular e perda de capacidade
funcional em pacientes com fracdo de ejecdo menor que 35%, encontrando niveis
séricos progressivamente maiores conforme a gravidade da IC. Este resultado se
manteve significativo apos ajuste para outros fatores de risco como VO,, idade e taxa de
filtragio glomerular.*®

O ensaio clinico Val-HeFT, que avaliou a valsartana no tratamento da ICFEr,
realizou uma subandlise com a dosagem do GDF-15 em 1734 participantes e
corresponde a maior experiéncia com o marcador neste cenario, identificando seu valor
prognostico. Os niveis do fator aumentaram com o tempo em ambos 0s grupos
randomizados, sugerindo que ele faga parte de um processo ainda ndo contemplado
pelas terapias atuais, e se correlacionaram com eventos cardiacos adversos e
mortalidade de forma independente a outros fatores como classe funcional e fragcdo de
ejecdo.’

Mais recentemente, se demonstrou ainda que os seus niveis séricos também nao
sdo afetados pelo uso de sacubitril/valsartana. Um subestudo com 1935 participantes do
ensaio clinico PARADIGM-HF demonstrou que o GDF-15 foi preditor de mortalidade
em pacientes ambulatoriais com ICFEr com HR de 1.13 (95% IC = 1.08-1.18,
p<0.001), independentemente da terapia utilizada.>*

O papel do marcador foi estudado ainda em pacientes submetidos a implante de
ressincronizador cardiaco. Durante o seguimento de 158 pacientes, 72% apresentaram
boa resposta a ressincronizagdo, mas aqueles em que o nivel sérico basal do GDF-15 era
superior a 2720 ng/L tiveram risco significativamente maior de morte cardiovascular e
reinternacdes por insuficiéncia cardiaca em 2,5 anos. Apesar de se demonstrar o valor
progndstico do biomarcador nesta populagdo, o nivel basal e a variagdo em um ano pos-
implante nio foram capazes de predizer resposta ao dispositivo.>

No cendrio de doenga avancada, foram dosados 5 biomarcadores (PCR, NT-
proBNP, GDF-15, galectina-3 e troponina) em pacientes com classe funcional NYHA
II1. Entre eles, o GDF-15 foi o melhor preditor de mortalidade a longo prazo, inclusive

com maior valor preditivo que NT-proBNP (AUC 0.78 versus 0.63).*°
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Em pacientes com miocardiopatia nado-isquémica grave, foram analisadas
bidpsias realizadas durante o implante de dispositivos de assisténcia ventricular ou no
transoperatorio de transplante cardiaco, sendo o nivel sérico de GDF-15 fortemente
correlacionado ao grau de fibrose miocardica nestas amostras. Nesta coorte, observou-se
que um meés apds o implante do suporte circulatorio os niveis do marcador reduziram-se
significativamente comparado ao pré-implante, sugerindo mais uma vez a sua

associagdo com o grau de disfuncao miocérdica.’’

Insuficiéncia cardiaca com fracao de ejecao preservada (ICFEp)

Atualmente, os critérios diagndsticos para ICFEp sdo baseados principalmente
em sintomas de insuficiéncia cardiaca e alteragdes ecocardiograficas sugerindo elevagao
nas pressoes de enchimento cardiacas. Ainda assim, ha bastante heterogeneidade nos
conceitos e critérios conforme as sociedades e no diagndstico de consultério na pratica
clinica. Foram detectados niveis elevados de GDF-15 em pacientes com ICFEp,
encontrando uma associagdo direta com o E/e’ no ecocardiograma. A combinagdo de
NT-proBNP e GDF-15 elevados aumentou a acuracia diagnostica (atingindo uma AUC
de 0.93) para a identificacio de pacientes portadores desta entidade.*®

Ainda, estudos de coorte prospectivos com esta populacdo demonstraram que
quanto maior o nivel sérico do GDF-15, maior o grau de disfun¢do diastolica e pior a
classe funcional NYHA.***

Um desafio diagnostico ¢ a definicdo de ICFEp em obesos moérbidos, devido a
limitagdes ecocardiograficas como janela desfavoravel, dispneia multifatorial e niveis
intrinsicamente reduzidos de BNP. No estudo de Baessler e cols, em pacientes com IMC
acima de 30, o GDF-15 se correlacionou com elevacdo nas pressdes de enchimento ao
ecocardiograma. A adi¢do do GDF-15 aos critérios ecocardiograficos de disfungao
diastolica obteve melhor performance diagnostica nessa populagdo, comparada a

associagdo do BNP aos mesmos critérios (AUC 0.76 x AUC 0.56, respectivamente). !

Insuficiéncia cardiaca agudamente descompensada

A dosagem sérica do GDF-15 na admissdo de pacientes agudamente
descompensados ¢ elevada (a maioria dos estudos encontrou valores acima de 1200
ng/L). Quanto mais alta a medida ou se os niveis aumentam durante a internagdo, maior

o risco de reinternagdes por IC e mortalidade ap6s a alta hospitalar. ***
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Um estudo com 55 pacientes portadores de ICFEr realizou dosagens seriadas de
diversos biomarcadores durante a internacdo por descompensagdo cardiaca e 30 dias
apos a alta, demonstrando que a curva do GDF-15 se assemelha a de dois outros
marcadores: ST2 e BNP. Neste estudo, um rapido decréscimo no nivel do marcador ¢
evidenciado com a melhora clinica dos pacientes, diferente do que ocorreu com outras
proteinas inflamatorias como PCR, TNF-alfa, IL-6, galectinas ¢ mieloperoxidase.**

Modelos construidos adicionando o GDF-15 a marcadores classicos como
troponina ¢ BNP demonstram que a sua dosagem na IC aguda acrescenta valor
progndstico, o que sugere a presenca de varias vias fisiopatologicas independentes em
pacientes hospitalizados por IC e novamente denota relevancia clinica para o marcador
nesse cenério.**

Um resumo do papel do GDF-15 na insuficiéncia cardiaca pode ser encontrado

na Figura 1.

Morte subita

O biomarcador foi também estudado no contexto de estratificacdo de risco de
morte stibita em pacientes com doengas cardiovasculares.

No cenario de doenca coronariana estavel, demonstrou-se que pacientes com
GDF-15 elevado apresentam maior risco de morte subita com HR de 3.0 (95% CI, 1.94-
4.84;p<0,001).%

Uma coorte recente realizou a dosagem de ST2 e GDF-15 em portadores de
insuficiéncia cardiaca de etiologia nao isquémica, sendo acompanhados por um tempo
médio de 7 anos. O GDF-15 se correlacionou com um aumento em duas vezes no risco
de arritmia ventricular e morte subita reanimada (p<0.03) e foi superior ao ST2 em
predizer mortalidade por qualquer causa (HR ajustado = 2.4; 95% CI = 1.4-4.2; p =
0.003 versus HR = 1.6; 95% CI = 1.05-2.7; p = 0.03)."

Fibrila¢ao atrial (FA)

Em pacientes com fibrilagdo atrial, em tratamento adequado e anticoagulados,
aqueles com niveis mais elevados do marcador apresentaram taxas 4 a 5 vezes mais
altas de mortalidade, independentemente da idade, sexo e escore CHA,DS,VASc.*®

Resultado semelhante foi encontrado por Sharma e cols, sendo o GDF-15

. . ~ 49
fortemente associado a morte por progressao da IC e sangramento.
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Pacientes portadores de FA nao valvar, ndo anticoagulados, cujos niveis de GDF-
15 sérico sdo acima de 809 ng/dL tem mais risco de ter trombo no atrio esquerdo,
independente de idade, volume do atrio e CHA,DS,VASc.”

Em um estudo com 14.798 pacientes anticoagulados, foi encontrado um risco
3,5 vezes mais elevado de sangramento maior nos participantes com GDF-15 elevado,
independente da terapia antitrombotica utilizada e demais comorbidades.*® Apés esse
achado, foi desenvolvido nesta populacdo e validado em outra amostra semelhante o
escore de risco ABC (baseado em idade, biomarcadores - GDF-15, hemoglobina e
troponina - ¢ histéria clinica de sangramento), sendo o GDF-15 o integrante de maior
contribuicdo para o risco. Esse escore obteve melhor acurdcia que o escore mais

utilizado na pratica clinica (HAS-BLED).”'

Doenca renal cronica

Remodelamento cardiaco, fibrose e inflamagdo sdo possiveis fatores envolvidos
no aumento da incidéncia de eventos cardiovasculares em pacientes com doenca renal
cronica (DRC).

Avaliando-se biomarcardores possivelmente representativos dessas condigoes,
demonstrou-se que as proteinas ST2, galectina-3 e GDF-15 associaram-se
significativamente a mortalidade nestes pacientes, mas ndo a eventos aterosclerdticos.
Entre elas, apenas o GDF-15 foi correlacionado ao risco de desenvolver insuficiéncia
cardiaca.>

Resultado semelhante foi encontrado por Bansal e cols., em que o GDF-15 foi
preditor de IC em pacientes com disfuncdo renal, assim como o NT-proBNP. Entretanto,
ao contrario do peptideo natriurético, o GDF-15 teve uma correlagdo mais forte com
insuficiéncia cardiaca com fragio de ejegdo preservada.’

Pacientes com taxa de filtragio glomerular abaixo de 60 mL/min/1.73m?
apresentam niveis significativamente maiores de GDF-15 e NT-proBNP, quando
comparados a pacientes com func¢do renal normal. Em uma coorte com 358 pacientes
com DRC e disfungdo sistdlica, o GDF-15 refinou a estratificagdo prognoéstica de
pacientes com NT-proBNP baixo e foi fortemente associado a eventos adversos, de

. . . . . , . , 4
maneira mais significativa que o préprio peptideo.’
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Concluséo

Apo6s mais de 20 anos da descoberta do GDF-15, ainda estdo surgindo novos
estudos sobre o seu papel diagnéstico e progndstico, a fim de investigar de que forma
pode complementar a avaliacdo ndo-invasiva do risco cardiovascular de pacientes com
ou sem doenca cardiaca. A expressao do marcador é afetada por estresse, injdria
tecidual e inflamacdo, tornando-se um marcador de gravidade de doenca e
morbimortalidade.

O GDF-15 melhorou a performance diagndstica de critérios para ICFEp e foi
marcador de eventos adversos, com maior acuracia que o tradicional NT-proBNP,
especialmente em obesos morbidos e pacientes com doenca renal cronica.

A sua dosagem sérica aumentou a acurécia de escores de risco cardiovascular
como o GRACE na sindrome coronariana aguda e permitiu o desenvolvimento de novos
escores de risco de sangramento como o ABC na fibrilacdo atrial. Configurou-se
preditor independente de mortalidade e eventos cardiovasculares na ICFEr e na doenga
coronariana estavel.

Foi, ainda, correlacionado ao risco de morte stbita em cardiopatas isquémicos e
em portadores de miocardiopatia dilatada, sugerindo que possa auxiliar também na
selecdo de pacientes com recomendacdo de cardiodesfibrilador implantavel.

Apesar de promissor, novos e maiores estudos sdo necessarios para incorporagao
do biomarcador no manejo clinico de pacientes com cardiopatia, complementando a

estratificacdo de risco para determinar a necessidade de terapias adicionais.
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GDF-15 NA

Associa-se a piora na classe funcional NYHA

PROGNOSTICO

1 Risco de reinternagdes por IC apés a alta

I Risco de morte e eventos CV na ICFEr e ICFEp
1 Risco de morte subita na ICFEr e DAC estavel

Figura 1. GDF-15 em diferentes aspectos clinicos na insuficiéncia cardiaca.

IC: insuficiéncia cardiaca; ICFEp: insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo preservada;
NYHA: New York Heart Association; CV: cardiovasculares; ICFEr: insuficiéncia cardiaca com

fracdo de ejecdo reduzida; DAC: doenga arterial coronariana.
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JUSTIFICATIVA DA PESQUISA

As diretrizes clinicas recomendam implante de cardiodesfibrilador em pacientes
com insuficiéncia cardiaca ndo isquémica baseando-se apenas em fracdo de ejecdo e
classe funcional, apesar do beneficio do dispositivo ser evidentemente menor
comparando-se aos pacientes isquémicos sob mesma condicdo. Em paises em
desenvolvimento o custo do implante ndo permite aplicar as recomendacdes a todos,
indicando uma necessidade de estratificacdo desta populacdo a fim de recomendar
apenas aos que possuem maior risco de arritmia ventricular e morte subita. Algumas
estratégias tém sido estudadas e amplamente utilizadas ao longo dos anos, como
Ressonancia magnética cardiaca, Holter de 24 horas, Teste cardiopulmonar e Estudo
eletrofisiol6gico. O papel dos marcadores séricos ainda ndo estad bem definido, mas
surge como uma abordagem promissora visto depender apenas de coleta de sangue para
a sua realizacdo e interpretacdo. O fator de crescimento e diferenciacdo celular (GDF)-
15 mostrou em vérios trabalhos a capacidade de predizer eventos adversos e
mortalidade em diversos cendrios, principalmente na ICFEr. Um estudo correlacionou o
seu nivel sérico ao grau de fibrose miocardica em pacientes com insuficiéncia cardiaca
ndo isquémica, sendo também recentemente associado a morte subita nesta mesma
populacéo.

Nosso objetivo é avaliar o papel prognéstico do GDF-15 como preditor de risco

de eventos arritmicos graves e mortalidade em pacientes ndo-isquémicos.
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HIPOTESE CONCEITUAL
Niveis séricos elevados de GDF-15 se relacionam com eventos arritmicos graves

e mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca ndo-isquémica, identificando

individuos de maior risco.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal
Determinar o papel da dosagem sérica de GDF-15 na predicdo de eventos
arritmicos graves em uma amostra de pacientes com insuficiéncia cardiaca nao-

Isquémica.

Objetivos Secundarios
% Determinar o papel da dosagem de GDF-15 na predicdo de morte
cardiovascular.

¢+ Determinar o papel do GDF-15 na predicdo de morte por qualquer causa.
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ABSTRACT

Background: New strategies are being proposed to select patients with non-ischemic
heart failure (HF) for cardioverter-defibrillator (ICD) implantation in order to increase
cost-effectiveness, including risk stratification aided by biomarkers. Growth
differentiation factor (GDF)-15, a stress-induced cytokine, has been correlated to
adverse outcomes, myocardial fibrosis and sudden death in heart failure patients.
Objective: We aimed at evaluating the prognostic value of GDF-15 regarding the risk
of serious arrhythmic events and mortality in patients with non-ischemic
cardiomyopathy.

Methods: A prospective observational study which included 148 non-ischemic HF
patients who underwent clinical and laboratory evaluation, including measurement of
serum GDF-15. The study’s primary endpoint was serious arrhythmic events that
include either syncope, appropriate therapy by ICD, or sudden cardiac death. Secondary
endpoints were all-cause mortality and cardiovascular mortality.

Results: Mean age of the study cohort was 54.8+12.7 years and mean left ventricular
ejection fraction (LVEF) was 27.447.5. During follow-up, the primary endpoint
occurred in 34 patients (23%) and 40 patients (26%) died. Serum GDF-15 was not able
to predict serious arrhythmic events in this cohort (HR: 1.10, p=0.79). Elevated GDF-15
was associated with a higher risk of cardiovascular mortality (HR: 2.59, p=0.01) and
all-cause mortality (HR: 1.91, p=0.04). Multivariable analysis showed that GDF-15
remained an independent predictor of mortality after adjusting for potential clinical risk
factors. The optimal cutoff point for GDF-15 predicting cardiovascular death was 936
ng/L (sensitivity, 69%:; specificity, 60%), determined by ROC curve.

Conclusion: In this cohort of non-ischemic HF patients on optimized medical
treatment, GDF-15 serum levels did not predict major arrhythmic events. Elevated

levels, however, were associated to cardiovascular and total mortality.
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INTRODUCTION

Heart failure with reduced left ventricular ejection fraction (LVEF) is an
important public health problem worldwide. In approximately 30% to 40% of patients
the etiology of ventricular dysfunction is not caused by coronary artery disease. Non-
ischemic cardiomyopathy (NIC) is characterized by the absence of major lesions on
coronary angiography or by negative findings on imaging studies performed to assess
ischemia. Despite recent therapeutic advances, these patients still present an elevated
mortality by progressive heart failure and sudden cardiac death (SCD) caused by
ventricular arrhythmias.*

The main preventive measures for primary prevention of SCD in NIC patients
include guideline-directed medical therapy (GDMT) for heart failure and implantable
cardioverter-defibrillator (ICD). Current guidelines recommendations for ICD
implantation are based only on NYHA functional class and LVEF.>® However, trials
assessing the effectiveness of the device in NIC patients, including the latest DANISH
trial, have failed to show significant benefit regarding total mortality.*® Mainly because
of cost constraints, it is clear that ICDs cannot be implanted in all patients fulfilling the
recommended criteria, particularly in low- and middle-income countries. Identification
of subgroups at higher or lower risk for SCD might help to improve the cost-
effectiveness of such therapy.”™!

Myocardial fibrosis identified by late gadolinium enhancement cardiovascular
magnetic resonance imaging (MRI) or serum biomarkers has emerged as a predictor of
SCD in NIC patients.**** Growth/differentiation factor(GDF)-15 is a protein belonging
to the transforming growth factor-beta family and usually is expressed in low
concentrations in most organs and up-regulated in response to oxidative stress, tissue
injury and inflammation.** GDF-15 has been correlated with the amount of myocardial
fibrosis and associated with the risk of SCD in recent study with small sample size.*>*°

This cohort study aims to determine the prognostic value of GDF-15 as a
predictor of serious arrhythmic events, cardiovascular and total mortality in NIC

patients on contemporary treatment.
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METHODS

Study design and population

The present study is an observational prospective study of participants included
in a previous cohort published in 2017 which was designed to assess risk predictors of
arrhythmias and SCD in patients with NIC and LVEF <40%."" Non-ischemic HF was
defined as the absence of atherosclerotic coronary lesions with greater than 75%
stenosis at coronary arteriography, or absence of necrotic or ischemic areas by cardiac
single photon emission computed tomography (SPECT) or cardiac magnetic resonance.
Participants were treated in the Heart Failure and Cardiac Transplant clinic at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre, RS, Brazil) and enrolled from
March 2011 to June 2016. All patients received standard management as recommended
by contemporary guidelines.

This study had approval by the Ethics Committee of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. A written informed consent was obtained from all participants. After
informed consent, patients underwent a detailed clinical evaluation, routine laboratory
tests, non-invasive cardiac exams and invasive electrophysiological study (EPS). During

EPS, blood was drawn for further biochemical analysis, including GDF-15.

Serum GDF-15 measurement

A 20 ml blood sample was collected from the patient by aspiration through the
venous sheath by the time of the EPS. The blood sample was centrifuged in a dedicated
research laboratory and stored under -70°C. Circulating GDF-15 was measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the instructions of the
manufacturer (cod. EHGDF15, Thermo Fisher Scientific Inc, Frederick, MD, USA).

Follow-up and outcomes

Patients were followed in outpatient visits at 3, 6, 12 months and annually
thereafter. Patients who failed to return were contacted by telephone contacts, home
visits or contact with relatives. The clinic staff had access to all the data collected during
the research protocol.

The primary endpoint was the occurrence of serious arrhythmic event, defined as
cardiac syncope, appropriate ICD therapy or SCD. The secondary endpoints were

cardiovascular death and death from any cause. Classification of outcomes was
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performed by an independent committee (composed of two researchers separately),
blinded for results of initial evaluation, based on clinical history, statements from family
members, review of ICD or pacemaker electrograms, hospital charts and death

certificate. Definitions of discordant cases were evaluated by consensus.

Statistical Analysis

Data are expressed as mean + standard deviation, median and interquartile range
(IQR) or as absolute numbers and percentages. Comparisons between groups (with and
without events) were performed using Student’s t-test or chi-square test for normally
distributed variables and nonparametric tests for variables with non-normal distribution.
The optimal cutoff value for serum GDF-15 predicting outcomes was determined by the
analysis of the sensitivity and specificity values derived from receiver operating
characteristic (ROC) curve data. Cox regression was used for univariable and
multivariable analysis of potential predictors for the primary and secondary outcomes.
All statistical analyses used the statistical packages SPSS (version 19.0). A two-tailed p-
value of 0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Study population and clinical outcomes

The study included 148 patients, mostly males (60%), with severe ventricular
dysfunction, predominantly caused by idiopathic dilated cardiomyopathy. The mean age
of the study cohort was 54.8+12.7 years. Mean LVEF was 27.4+7.5 and most were in
New York Heart Association (NYHA) functional class | and 11 (82%) at the moment of
inclusion. Regarding heart failure (HF) treatment, 144 (97%) were on ACE inhibitors or
angiotensin receptor blockers (ARB) and on beta-blockers. Mean follow-up was 42+25
months. During the study, 40 (27%) patients received an ICD implantation (19 single
lead and 4 dual lead systems; 17 an ICD-R device (triple lead systems)). Eight patients
(5.4%) underwent heart transplantation.

The primary endpoint occurred in 34 patients (23%), comprising sudden cardiac
death in 17 patients (50%), cardiac syncope in 5 (15%) and appropriate ICD therapy in
12 (35%). Forty patients died (27%), 29 being adjudicated as cardiovascular death
(19.5%). Table 1 depicts baseline clinical characteristics of the study population

stratified by the primary and secondary endpoints. Patients with serious arrhythmic
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events had statistically significant differences in left ventricular end diastolic diameter
(LVEDD), presence of non-sustained VT on the 24-hour Holter and in the incidence of
left bundle branch block (LBBB) (all p values < 0.05). Patients who presented the
secondary outcome cardiovascular death had significant lower ejection fraction and
lower peak oxygen uptake (VO,) on cardiopulmonary exercise testing, as well as more

dilated ventricles and higher GDF-15 levels.

GDF-15 and serious arrhythmic event

Median GDF-15 level in the entire cohort was 883 ng/L (IQR: 524-1388) and
did not differed between the group with and without primary outcome (890 versus 883,
respectively, p=0.75). Serum GDF-15 above 1388 ng/L (75th percentile) was not able to
predict serious arrhythmic events in an univariate Cox regression model (HR: 1.10,
p=0.79).

GDF-15 and mortality

In univariable analysis GDF-15 level above 1388 ng/L (75th percentile) was
significantly associated with higher risk of cardiovascular death (HR 3.01, 95% IC 1.43-
6.31, p=0.004). The optimal cutoff point for GDF-15 predicting cardiovascular death
was 936 ng/L (sensitivity, 69%; specificity, 60%), determined by ROC curve (Figure
1). The area under the curve (AUC) was 0.725 (95% IC: 0.621-0.828, p<0.001). Using
this cut-off, the risk of cardiovascular death was more than two-fold higher in the group
with levels above 936 ng/L.

Patients with elevated serum GDF-15 were older, had worse renal function and
lower peak VO, in cardiopulmonary exercise testing (CPX) (Table 2).

Clinical factors were tested to predict cardiovascular death using the Cox
regression univariate and multivariate analysis (Table 3). Univariate analysis showed
that only GDF-15 (p=0.01) and left ventricular end diastolic diameter (LVEDD)
(p=0.003) were associated with cardiovascular mortality in this cohort. In multivariate
analysis, GDF-15 remained a significantly independent predictor (adjusted HR 2.39,
95% IC 1.04-5.45, p=0.03), after adjustment for clinical factors as age, sex and
LVEDD. Figure 2 shows Kaplan-Meier survival curves for cardiovascular death
stratified by GDF-15 levels using the optimized cut-off of 936 ng/L.
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In a second multivariate model comprising all the variables with p<0.10 (GDF-
15, LVEDD, peak VO,, LBBB and sex) GDF-15 was not significantly associated with
cardiovascular death, only LVEDD.

Furthermore, GDF-15 was an independent predictor of all-cause mortality
(adjusted HR 2.13, 95% IC 1.08-4.20, p=0.02) after adjustment for LVEDD, NYHA
class and LBBB (Table 4).

DISCUSSION

This study evaluated the prognostic value of GDF-15 on predicting serious
arrhythmic events and mortality in a cohort of patients with non-ischemic HF. GDF-15
had no significant association with the primary outcome. However, higher levels of the
biomarker were an independent predictor of cardiovascular death and all-cause
mortality.

Our results differ from a previous study that correlated GDF-15 with higher risk
of arrhythmic death in patients with non-ischemic HF.** Despite similar clinical
characteristics, our study included three times more patients and we did not find
significant association of GDF-15 with arrhythmic events.

Despite its biological function remains unclear, GDF-15 may to be interpreted
mainly as a signal of severity of disease. Higher concentrations are associated with
increased risks of disease progression and total mortality in patients with heart failure,
independently of clinical risk factors and other biomarkers (C-reactive protein, B-type
natriuretic peptide (BNP), cardiac troponin).**** Our cohort corroborate the prognostic
value of the biomarker on predicting all-cause mortality, after adjustment for other well
established risk markers as LBBB and NYHA class.

In the controlled trial investigating the use of sacubitril/valsartana in low LVEF
heart failure patients, baseline and change in GDF-15 were not only associated with
total mortality, but also with both cardiovascular death and hospitalization.?? Our study
is in agreement with this finding, showing an even stronger association with
cardiovascular death (HR 2.39, p=0.03) than with all-cause mortality (HR 2.13,
p=0.02). Therefore, we must consider that maybe the severity of heart failure signalized

by GDF-15 is more related to pump failure and not to arrhythmic events.
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In multivariate analysis, GDF-15 was a significant predictor of cardiovascular
mortality independently of clinical factors as age, gender or left ventricle diastolic
diameter.

However, when LBBB and peak VO, were added to a second model, the
biomarker has become non-significant. Similar results have been found by Sharma et al,
which suggests that prognostic information provided by GDF-15 may also be captured
by CPX testing.* Since cardiopulmonary testing is not widely available or performed in
clinical practice, GDF-15 may play a significant role refining the information about
prognosis in ambulatory non-ischemic HF patients.

Identification of patients with non-ischemic cardiomyopathy and higher risk of
SCD remains a clinical challenge. Recent subanalysis of the DANISH trial revealed that
myocardial fibrosis detected by MRI is indeed a predictor of mortality but was not able
to select patients who benefit most from ICD implantation.?* Prospective studies
involving combination of imaging tests and biomarkers may contribute to differentiate
patients with higher risk of arrhythmic death from those that will probably die from

pump failure or other cause.
STUDY LIMITATIONS

This study has some limitations. Our small sample size and relatively few events
prevent us from reaching a definitive conclusion so that more and larger studies are
needed. We also did not measure other biomarkers related to HF prognosis. Previous
studies demonstrated a strong correlation of GDF-15 and biomarkers, specially BNP.
Nevertheless, the prognostic value of GDF-15 was not affected by BNP in prior
multivariate models and in some cohorts had stronger association than the natriuretic
peptide. Finally, our cut-off GDF-15 level for predicting mortality, defined by a ROC
curve, is reserved to this particular population in a single-centre cohort with severe
systolic non-ischemic HF patients, so that the results might not be fully applicable to

other patients with heart failure.
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CONCLUSION

In this cohort study of NIC patients on contemporary pharmacological treatment
GDF-15 was independently related to cardiovascular and total mortality, but not to
serious arrhythmic events. Additional studies are needed to define the role of GDF-15 in

the management and risk stratification of chronic ambulatory NIC patients.
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Table 1. Clinical characteristics of the population according to the primary and secondary outcome

With outcome Without outcome

] With primary Without primary ] ]
All patients . . (Cardiovascular (Cardiovascular
outcome outcome
P value mortality) mortality) P value
n =148
n=234 n=114
n=29 n=119
Age (years) 54.8+12.7 54.5+14 54.9+12.4 0.94 57.3+12.8 54.1+12.6 0.15
Male gender (%) 88 (59.5) 20 (58.8) 68 (59.6) 0.54 20 (69) 68 (57) 0.29
NYHA Class (%)
I 63 (42.6) 18 (53) 12 (35) 0.12 11 (38) 52 (43) 0.52
I 59 (40) 15 (41.7) 44 (40) 12 (41) 47 (39)
Il
26 (17.6) 4 (11) 22 (19) 6 (20) 20 (16)
v
0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Laboratory Exam
Hemoglobin (g/dL) 13.4+1.6 13.6+1.6 13.4+1.6 0.78 13.1+1.8 13.4+1.5 0.44
Creatinine (mg/dL) 1.1+0.73 1.17+0.5 1.14+0.8 0.20 1.29+0.5 1.12+0.76 0.01

41



Sodium (MEg/L) 140+2.8 140+2.1 139+2.9 0.86 13942.3 140+2.9 0.50
GDF-15 (ng/L) 883 (524-1388) 883 (543-1459) 890 (506-1372) 0.75 1427 (824-3585) 774 (493-1181)  <0.001

Echocardiography

LV EF (%) 27.4+7.5 26.416.8 27.848.1 0.97 23.67.1 28.3+7.3 0.002

LV diastolic diameter (mm) 67.5+£10.2 71.9+10 66.1+10 0.005 72+10 66.4+10 0.008

LV systolic diameter (mm) 58.7+10.1 60.3+13.7 58.2+8.8 0.15 64+10 57.3+9.5 0.001
EKG

Atrial fibrillation 22 (14.9) 6 (17.6) 16 (14) 0.16 4 (13.8) 18 (15) 0.56

LBBB 60 (40.8) 17 (50) 44 (38.6) 0.02 13 (44) 45 (37) 0.09

24 hour Holter Monitoring
Non-sustained VT (%) 54 (36.5) 18 (52.9) 36 (31.6) 0.02 13 (44) 41 (34) 0.39
Non-sustained VT > 10 beats 11 (7.4) 3(8.8) 7(6.1) 0.56 4 (13.8) 6 (5) 0.23
Cardiopulmonar Test

Peak VO, (mL/kg.min) 18+5.1 17+5.8 18.2+4.9 0.25 15.8+5.2 18.4+5 0.02
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VE/VCO;, slope 41.5+11.7 46+14.5 40.3+10.3 0.07 47.4+14.8 40.2+10 0.02

Periodic ventilation (%) 26 (17.5) 8 (23.5) 15 (13.2) 0.08 7 (24) 16 (13) 0.13
Medication

Beta-blocker (%) 144 (97.3) 34 (100) 110 (96.5) 0.57 29 (100) 115 (96.6) 0.41

ACEi or ARB (%) 144 (97.3) 32 (94.1) 112 (98.2) 0.45 28 (96.6) 115 (96.6) 0.80

Espironolactone (%) 103 (69.6) 22 (64.7) 81 (71) 0.07 18 (62) 85 (71) 0.37

Digoxin (%) 121 (81.8) 29 (85.3) 92 (80.7) 0.49 26 (89) 95 (89) 0.28

Antiarrhythmic (%) 8 (5.4) 1(2.9) 7(6.1) 0.41 1(3.4) 7 (6) 0.51

Data expressed as mean + standard deviation, median (interquartile range) or absolute number (percentage)

NYHA: New York Heart Association; GDF-15: Growth differentiation factor 15; LV: left ventricular; EF: ejection fraction; LBBB: left ventricular bundle branch
block; VT: ventricular tachycardia; VO,: oxygen consumption; ACEi: angiotensin converting enzyme; ARB: angiotensinogen receptor blocker.
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Table 2. Clinical characteristics of the population according to GDF-15 levels

All patients GDF-15 > 936 GDF-15 <936

(n=148) ng/L (n=74) ng/L (n=74) P value
Age (years) 54.8+£12.7 58.9+11 50+12 <0.001
Male gender (%) 88 (59.5) 47 (63.5) 41 (55.4) 0.20
NYHA Class (%)
I 63 (42.6) 26 (35) 37 (50) 0.09
1 59 (39.9) 33 (44) 26 (35)
Il 26 (17.6) 15 (20) 11 (14)
v 0 0 (0) 0 (0)
Laboratory Exam
Hemoglobin (g/dL) 13.4+1.6 13.1+1.7 13.6x1.4 0.07
Sodium (mEg/L) 140+2.8 139.743.1 140+2.5 0.20
Creatinine (mg/dL) 1.1+0.73 1.42+0.9 0.88+0.2 <0.001
Echocardiography
LVEF (%) 27.4£7.5 27.1+£7.4 27.7£7.6 0.78
LV diastolic diameter 67.5+10.2 58.819 58.5+11 0.73
(mm)
LV Systolic diameter 58.7+10.1 66.7+10.9 68.3£9.5 0.86
(mm)
EKG
Atrial fibrillation 22 (14.9) 11 (14.9) 11 (14.9) 0.60
LBBB 60 (40.8) 33 (44.6) 28 (37.8) 0.93
24 hour Holter
Monitoring
Non-sustained VT (%) 54 (36.5) 25 (33.8) 29 (39) 0.26
Non-sustained VT > 10 11 (7.4) 5(6.8) 5(6.8) 0.53
beats
Cardiopulmonar Test
Peak VO, (mL/kg.min) 1845.1 16.4+5.0 19.5+4.8 <0.001
VE/VCO?2 slope 41.5+11.7 44+12.2 38.8+10.6 0.009
Periodic Ventilation (%) 26 (17.5) 11 (14.9) 12 (16.2) 0.53
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Medication

Beta-blocker (%)
ACEi or ARB (%)

Espironolactone (%)

Digoxin (%)

Antiarrhythmic (%)

144 (97.3)
144 (97.3)
103 (69.6)
121 (81.8)
8 (5.4)

73 (98.1)
72 (99)
46 (62)
60 (81)
3(4.1)

71 (95.9)
74 (100)
57 (77)

61 (82)
5 (6.8)

0.31
0.42
0.03
0.50
0.40

Data expressed as mean + standard deviation or absolute number (percentage)

LVEF: left ventricular ejection fraction; VT: ventricular tachycardia; VO,: oxygen consumption; ACEi:
angiotensin converting enzyme; ARB: angiotensinogen receptor blocker; LBBB: left ventricular bundle

branch block.

Table 3. Univariate analysis and Cox proportional hazard model for cardiovascular mortality

Univariate Multivariate Multivariate
analysis Analysis* Analysis**
o T s wm T s m
SO 2k S0 wer 95 o2 230 O 003
e (foreach 106 19 0003 106 S0 001 106 05 0002
;ﬁj‘i‘(‘g\/’gﬁ)(q“ 2.09 %%ﬂ' 008  2.00 05192 0.16
LBBB 200 90 006 120 0% 056
NYI(_;A\ISIaSS 1.12 %%83' 0.65
Male sex 1.96 Ofg" 0.06 1.34 %‘g% 055 117 %57% 0.71
Q%ers()forea‘;h 10 12 (19724 0.14 1.24 (18;3 0.21
Creatinine 112 977 053

LVEDD - left ventricular end-diastolic diameter; Peak VO, - peak oxygen consumption;

LBBB - Left bundle branch block; NYHA - New York Heart Association.
* adjusted by LVEDD, VO,, LBBB and sex
** adjusted by LVEDD, sex and age
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Table 4. Univariate analysis and Cox proportional hazard model for all-cause mortality

Univariate Multivariate
analysis Analysis*
HR 95% ClI p HR 95% ClI p

GDF-15>1388 191 101365 004 213 108420 0.02

ng/L

VEDD(foreach 105 1.01-1.09 0003 105  1.02-1.09 0.003
mm)

Peak VO, (<14 _

o 146  0.69-306 0.31

e 101 044234 096 115 07218 054
LBBB 168 118240 0004 180 095340 0.7

LVEDD - left ventricular end-diastolic diameter; Peak VO, - peak oxygen consumption;
LBBB - Left bundle branch block; NYHA - New York Heart Association.
* adjusted by LVEDD, NYHA class and LBBB
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Figure 1. The ROC curve for GDF-15 in predicting cardiovascular mortality.
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Figure 2: Kaplan-Meier survival curves for the secondary endpoint of cardiovascular death
according to GDF-15 levels dichotomized using an optimized cut-off of 936 ng/L.
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CONCLUSAO

Nesta coorte de pacientes ambulatoriais com insuficiéncia cardiaca de etiologia
ndo isquémica e fracdo de ejecdo abaixo de 40%, o GDF-15 ndo se correlacionou com
eventos arritmicos graves, mas foi preditor independente de morte cardiovascular e
mortalidade total. Estudos adicionais s&o necessarios para definir o seu papel no manejo

e estratificagéo de risco nesta populagéo.
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