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Introduction

The main function of cardiac adrenergic system is to regulate myocardial
function, whether in pathologic or in physiologic situations. p-adrenergic
receptors modulate heart rate and myocardial contractile function, allowing the
heart to increase its output by several-fold quickly in response to a number of
stimulus. In chronic heart failure, however, long-term activation of B-adrenergic
pathways becomes deleterious to the failing heart.! This concept has been
confirmed by the benefits of taking B-blockers in patients with heart failure.>®
The knowledgement of especific molecular modifications in the adrenergic
system has permitted to understand their role in development and progression
of heart failure.® Recently, studies of adrenergic receptor polymorphisms focus
on their impact in adaptative mechanisms, susceptibilities and pharmacological
responses. In this article, we review the adrenergic system function and its
maladaptative responses in heart failure (HF). After, we present the major
adrenergic receptor polymorphisms and their consequences in risk, progression
and prognosis in heart failure. Also, we discuss the possible therapeutic
changes that can result of the study of these polymorphsms, speculating about
the progress of heart failure treatment by underestanding individual genetic
characteristics.

Adrenergic System in the Healthy Heart and Adrenergic Activation

The adrenergic system, or sympathetic autonomous nervous system, is
responsible for a variety of adaptative events that occur in response to
increases in oxygen and nutrient demands. It consists of nervous structures,
neurotransmitters, vasoactive substances, hormones and specific receptors
(adrenergic receptors). The heart and peripherical circulation suffer short-term
modifications to regulate cardiac output, arterial pressure and bloody flow
redistribution. It results from an interaction between superior nervous center and
peripherical effector structures. When acutely activated, sympathetic nervous
system raises neurotransmitters release, regulating cardiac output, and

vasoactive substances, promoting bloody flow redistribution and arterial
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pressure modifications.” The adrenergic receptors are key signaling elements to
regulate the intensity of this activation. (Figure 1)

The cardiac adrenergic receptors (AR) are transmembrane protein of
myocardial cells that act by coupling a G-protein that may be excitatory (Gs) or
inhibitory (Gj). They represent the limiting stage of the cardiac response to
adrenergic stimulus. When norepinephrine binds an AR, a cascade of events is
immediately triggered to obtain an intracellular response. It's a kinase-
dependent pathway that regulates the inotropic and chronotropic cardiac
response.

There are two principal AR: o and B.°® The a-adrenergic receptors (o-
AR) are subdivided into two classes. The postsynaptic al-AR plays a role in
hypertrophy and myocardial remodeling and the a2-AR is located in the pre-
synaptic membrane and its main function is inhibiting norepinephrine release in
synaptic gap.’ The B-AR are classically divided in 3 subtypes, having a fourth
subtype not well characterized. 1- and 2-AR stimulation promotes Gs-protein
signaling pathway resulting mainly in positive cardiac inotropism and
chronotropism. In the healthy heart, B1-AR is the predominant subtype (70-
80%).'° Agonist and antagonist affinities are diverse for p1- and p2-AR, having
the B1-AR best affinity for norepinephrine.* p2-AR can bind Gi-protein in some
circumstances, with negative effects on inotropism. The knowledge about 3-
AR is poor. It acts regulating metabolic areas and probably contributes to
negative inotropism and myocardial relaxing. It also seems to regulate nitric

oxide production.*?

Adrenergic System Maladaptative Changes in Heart Failure

In conditions that involve contractile cardiac dysfunction, the resultant
hemodynamic overload activates several adaptative mechanisms. Thus, in HF
with systolic dysfunction, adrenergic activation is an important tool to support
cardiac workout at minimal effective levels. The level of circulant norepinephrine
is increased in patients with HF and reflects activity of adrenergic system. It

results from increased release of norepinephrine as well as reduced uptake.
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Nevertheless, in chronic situations, an initially adaptative response of
adrenergic system becomes inadequate or even harmful. Actually,
norepinephrine plasma levels were related to severity and worse prognosis in
HF.**** To avoid the perpetuation of this situation, regulatory mechanisms are
developed trying to attenuate adrenergic responses.

Adrenergic receptors are the key for adrenergic system regulation and in
pathologic situations their distribution is dramatically altered.®*® Desensitization
and down-regulation are the principal mechanisms observed in HF for this
regulation. Desensitization is the mechanism in which the cell decreases
effector responses, despite ligand presence, usually a defect in G-protein
coupling. Down-regulation is the reduction in activated receptor quantity in cell
membrane. In HF patients, selective f1-AR down-regulation occurs such that
the proportion of 1:2-ARs approximates 50:50. In addition, both subtypes are
significantly desensitized due to uncoupling of the receptors from their
respective signaling pathways. This effect is secondary to increased
phosphorylation and up-regulation of G;. Phosphorylation of both $1- and 2-AR
iIs mediated primarily by increased G-protein-coupled receptor kinase (B-ARK
pathway). Moreover, 3-AR seems to be involved in regulation of cardiomyocite
apoptosis.'’*®

In summary, chronic HF generates a situation in which persistent
adrenergic activation becomes indispensable to maintain the minimal
myocardial work necessary to supply organism requirements. However, the
more adrenergic system is activated the higher is its toxicity and the following
needs to desensitization, which is obtained through changes in number and
function of AR. This adaptative pathway thus stimulates more activation and
again myocardial damage, in a vicious and progressive cycle. This millieu
seems to represent an important factor to the progressive status of myocardial

dysfunction and remodeling in HF.

Adrenergic Receptor Polymorphisms and Heart Failure

A polymorphism is a genetic variant that appears in at least 1% of a

population, like the human ABO blood groups. By setting the cutoff at 1%, it
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excludes spontaneous mutations that may have occurred in — and spread
through the descendants of — a single family. As proteins are gene products,
polymorphic versions are simply reflections of allelic differences in the gene;
that is, allelic differences in DNA.'® Recentely, several polymorphic variants of
proteins that constitute adrenergic receptors has been identified, and its role in
HF is subject of study.

Since several receptors and regulatory pathways work simultaneously,
the final consequence of a single mutation is difficult to predict. Genetic studies
in animal models of HF and in HF patients have explored specific adrenergic
receptor polymophisms.?®?! These studies showed that the polymorphisms alter
efficiency of the receptors (by regulating G protein ligation), as well as its
sensibility to down-regulation stimuli. Clinical studies have explored the role of
these polymorphisms in HF risk, progression and even in the response to
therapy. We will discuss the main adrenergic receptor polymorphisms identified

and its influence in HF.(Table)

PL-Adrenergic Receptors (f1-AR)

Two main polymorphisms were identified for the p1-AR, at codons 49
and 389. The B1-Ser49Gly is an adenine to guanine substitution at nucleic acid
145, which results in a serine to glycine subtitution in the position of amino acid
49, located in the extra cellular region of the p1-AR.?*?* Functional properties of
this polymorphism were investigated in vitro, and B1-49Gly receptors showed
greater activity added to greater sensibility to inhibition with metoprolol, as well
as greater desensibilization and down-regulation when chronically stimulated.?
It is speculated that a higher regulating capacity of the adrenergic system could
be beneficial and protective for patients with HF. In experimental models,
despite similar affinity to agonists and antagonists for f1-49Ser and f1-49Gly
variants, the down-regulation promoted by prolonged stimulation was greater for
the B1-49Gly, reinforcing the idea that this can be a protective mechanism for
patients with HF.%

In order to evaluate the influence of this polymorphism in HF risk and
prognosis, its prevalence was determined in 184 patients with idiopathic HF and
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77 control subjects. Although the prevalence of the polymorphism was similar
between patients and controls, the long-term prognosis was better for patients
with B1-49Gly allele (five-year survival 62% versus 39% for patients with p1-
49Ser, p=0,005).%* This study is in conformity with speculations of experimental
studies, in which the altered function of the receptor with 31-49Gly allele can
results in a myocardial protective effect in patients with HF. These data,
however, are not definite, and more studies are necessary in order to better
define the role of this polymorphism in HF progression and prognosis.

Another B1-AR polymorphism is B1-Arg389Gly, which results from the
replacement of Arginine by Glycine in a critical point for G protein coupling, with
less affinity for coupling for the p1-389Gly allele.”® The allelic prevalence is
approximately 70% for p1-389Arg and 30% for B1-389Gly.>>?® In transgenic
mice, young Arg389 mice had enhanced receptor function and contractility
compared to Gly389 mice. However, older Arg389 mice displayed a phenotypic
switch, with decreased p-agonist signaling and cardiac contractility.?’ In fact, p1-
389Arg allele seems to be associated with an increased and hyperactive
signaling in initial stages, but it diminishes signaling in later stages, with less
receptor binding and ventricular contraction. In addition, Arg389 mice had better
hemodynamic response and the ventricular function improvement with beta-
blockade, suggesting that this polymorphism can influence the therapeutic
response to beta-blockers.?” Due to these features, a retrospective analysis of
MERIT study evaluated the influence of the f1-389Arg allele in the therapeutic
response to beta-blockers in patients with symptomatic HF. However, this
analysis did not demonstrate any association with survival or with different
response to beta-blockers according to p1-Arg389Gly polymorphism.?®

To investigate whether this polymorphism represents a risk for the
development of HF, Small et al studied 159 patients with HF (ischemic and
idiopathic) and 189 controls.?® There was no increase in risk with p1-389Arg
alone. However, there was a marked increase in risk for HF among black who
had concomitantly the 31-389Arg allele and another polymorphism, related to a-
AR (OR 10.11, 95% CI 2.11 to 48.53). Among white subjects, allele frequencies

were too low to permit an adequate assessment of risk. In another study, the
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frequency of B1-Arg389Gly polymorphism was determinated in 426 patients
with idiopathic dilated cardiomyopathy.?® Although no association was found
with risk or severity of HF, authors speculate that this polymorphism may relates
to response to beta-blockade. Further studies are needed to clarify this
hypothesis.

The association of p1-Arg389Gly polymorphism with  clinical
characteristics of HF was also studied. In one study, this polymorphism was a
significant determinant of exercise capacity.*® Patients with p1-389Gly allele
had significantly lower peak oxygen consumption than those with 1-389Arg,
suggesting that early detection of this polymorphism might be useful to identify
patients at risk for depressed exercise capacity and therefore candidates for
specific tailored therapy.

Since PB1-AR appears to be important in the induction of ventricular
tachycardia, the association between the B1-Arg389Gly polymorphism and
occurrence of ventricular tachycardia was assessed in Japanese patients with
idiopathic dilated cardiomyopathy, and p1-389Gly allele supressed the
occurrence of this arrhythmia, suggesting a possible decreased sudden death
risk associated with this allele.®* Again, this polymorphism may represent a tool

in assessment of risk and in planning specific therapies for HF patients.

B2-Adrenergic Receptors (82-AR)

Regarding B2-AR, several polymorphisms were described, but the
polymorphic variant in amino acid 164 (B2-Thr164lle) is the best studied. Most
individuals are p2-164Thr homozygous (95%), which activates more strongly
the receptor than the p2-164lle variant. In transgenic mice, the presence of f2-
164lle allele resulted in a worse contractile myocardic function.®* Liggett et al
studied the influence of this polymorphism in 259 patients with idiopathic or
ischemic HF in relation to death risk or cardiac transplantation.®®* The 1-year
survival patients with the B2-164lle allele was 42% compared with 76% for
patients harboring wild-type p2-AR. The authors conclude that patients with p2-

164lle allele and HF may be candidates for earlier aggressive intervention or
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cardiac transplantation (Figure 2). Other polymorphisms of the B2-AR in this
same study (f2-Argl6Gly and B2-GIn27Glu) were not associated with HF risk or

prognosis.

a-Adrenergic Receptors (a-AR)

o-AR are important for regulating noradrenalin release into the synaptic
gap, and variations in their function may lead to higher susceptibility to HF. One
polymorphism of a2c-AR, a deletion of 4 amino acids (a2c-Del322-325), results
in loss of receptor function, with lower auto-inhibiting activity and higher
noradrenalin levels.® The deletion was studied in 159 patients with idiopathic or
ischemic HF, and it was associated with higher risk of HF in black people.?® This
study demonstrated that polymorphisms of different receptors problably actuate
in a synergic way to influence predisposition to HF. When both a2c-Del322-325
polymorphism and p1-Arg389 allele were present in black patients, the risk was
icreased in approximately 10 times. Characterization of these genotypes may
be useful to identify individuals at higher risk for HF and, therefore, candidates
for early preventive strategies. Racial differences in allele frequencies remain to

be better clarified.?®
Adrenergic Receptor Polymorphisms and Heart Failure Treatment

A better understanding of the physiopathologic process involved in HF
development and progression has brought dramatic changes in its treatment
over last years. The elucidation of the adrenergic system role was one of the
most important discoveries. Initially seen as a vital compensatory mechanism,
the incessant activation of the adrenergic system started to be faced as one of
the greatest villains in the HF progression. With this new paradigm, the
adrenergic system blockade became a crucial part in HF treatment.

However, results of some clinical trials allow us to think about this
paradigm. While the benefit of beta-blockers is well established, primarily
sympatholytic agents seem to have deleterious effects in patients with HF.*

One example is moxonidine, which increased mortality in patients with HF in the
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MOXCON study, an effect primarily attributed to its strong sympatholytic
action.*® Another agent, bucindolol (beta-blocker and sympatholytic), showed
loss of benefit in black patients and those in func tional class IV, suggesting that
certain subpopulations may be more susceptible to the deleterious effects of
adrenergic suppression.®” One hypothesis for these findings is that
sympatholytic agents promote removal of adrenergic support, making
unfeasible the adrenergic recruiting when necessary to keep cardiac function.
With beta-blockers, on the other hand, inhibition can be easily reverted
whenever necessary through norepinephrin recruitment.

The altered function of AR and its influence in risk and therapeutic
response of HF patients can represent the link between the polymorphisms of
AR and certain characteristics in specific populations. An example is the already
mentioned study of Small et al, in which the presence of B1-Arg389 allele and
a2c-Del322-325 had synergisc effects increasing HF risk in black patients.?® By
the understanding of genetic data about adrenergic system, it can be possible
to adjust the treatment to populations of patients more inclined to respond to
certain interventions, rather than the current situation (economically unfeasible)
of treating a great number of patients to cover a minority who effectively gets
some benefit. It is possible to suppose, for instance, that black patients who had
higher mortality with bucindolol are the ones with the polymorphism of the oc-
AR, who were exposed to much higher levels of norepinephrin, and who lost the
adjusting capacity due to its abrupt interruption.*> The same way, the
association of certain polymorphisms to ventricular tachycardia risk and survival
can help to select patients for high-cost interventions, such as defibrillator
implantation.

The fact that in a MERIT sub-study no difference related to f1-Arg398Gly
was found in response to beta-blockers, and the synergic action between
polymorphisms of different AR in HF risk raises the possibility of the phenotype
determination being more likely a result of the interaction between multiple
polymorphisms than the influence of an individual polymorphism.?*?® Besides,
the complex influence of the adrenergic system in HF must be considered and
understood so that we can advance in the therapeutic approach of this

syndrome.
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Conclusion

Recently, the role of the adrenergic system (and specifically of AR) in
development and progression of HF has been clarified. Genetic studies have
provided information about receptor functions and its polymorphisms in the
complex balance of this system.

The combination of experimental data and, recently, studies in HF
patients bring information and questions that can help the evolution of
therapeutic approaches. In addition, new information about the effects of AR
polymorphisms can be the basis to pharmacogenetics, which takes in account
genetically mediated variability in HF presentation and response to specific

medications to define the better individualized approach to HF patients.

10
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Figure 2. Survival of patients with HF harboring the wild-type p2-AR (continous
line) or the p2-164lle allele (dotted line). From Liggett SB et al (reference 33),

with permission from Journal of Clinical Investigation.
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13

Table. Adrenergic receptor polymorphisms and heart failure

Polymorphism  In vitro effects

Possible clinical consequences*

B1-Ser49Gly Uncertain

Exagerated

down-regulation?

B1-Arg389Gly Increased
function (acutelly)

B2-Thrl64lle Decreased affinity
to G-protein

coupling

a2c-Del322-325 Decreased
function

Greater regulating capacity of the

adrenergic system (22, 23)
Better prognosis (24)

Icreased response at cardiomyocyte (25-
27)

Poor exercise capacity (30)

Increased response to B-blockade?(28,
29)

Worse contractile myocardial function
(32)

Worse prognosis (33)

Increased norepinephrine release at
synapse (34)

Increased risk of HF (28)

* (references about the respective polymorphism). HF — heart failure.
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Introdugéao

A prevaléncia da insuficiéncia cardiaca e sua importancia na
sociedade tém aumentado nos udltimos anos ', & a busca do melhor
entendimento dos fatores responsaveis por sua apresentacdo ou
evolugdo torna-se cada vez mais importante. Insuficiéncia cardiaca
representa o estagio final de um processo continuo & complexo,
iniciado com uma agressdo ao cardiomidcito. A agressdo se inicia
com insultos prevalentes, como a isquemia miocardica, a hipertensao
arterial sistémica e o alcoal, e, em alguns casos, o gatilho inicial ainda
ndo estd completamente compreendido, come na miocardiopatia
idicpatica.

Apesar dos enormes avangos terapéuticos nas Gltimas décadas,
limitagdo funcional, hospitalizagdes e elevada mortalidade ainda
representam um desafio para a busca de novas intervencfes ou
aperfeicoamento das existentes. Entretanto, novos ensaios clinicos
implicam em novos medicamentos ou procedimentos, os quais o
paciente devera agregar aos tantos que j& vém sendo utilizades. A
polifarmacia, associada aos dispositivos terapéuticos disponiveis,
em particular os desfibriladores e marcapassos biventriculares, torna
o tratamento da insuficiéncia cardiaca progressivamente mais caro,
complexo e de dificil aderéncia. Além disso, observacdes de diversos
ensaios clinicos apontam para respostas individualizadas diferentes
as medicacdes, trazendo questionamentos sobre a possibilidade de
tratamentos particulares que facilitem a aderéncia, racicnalizem os
custos e possam trazer beneficios maximos para cada paciente.

A influéncia do fendtipo nas respostas aos tratamentos
farmacolégicos auxilia na selecdo de pacientes para as intervencdes
terapéuticas. Na insuficiéncia cardiaca, a classe funcional,
caracteristicas ecocardiograficas e laboratoriais e a propria evolugcdo
(dificuldade de resposta ac tratamento, hospitalizag@es fregiientes)
ajudam na escolha do manejo mais adequado para grupos de
pacientes. Assim, aqueles com fragdo de ejecdo reduzida sio
candidatos a utilizar inibidores da enzima conversora da angiotensina
(IECA) para evitar progressdo a insuficiéncia cardiaca clinica, da
mesma forma que a terapia de ressincronizago esta indicada somente
para pacientes em classe funcional Ill ou V.

De modo recente, passou a ser investigado o papel do gendtipo
influenciando as manifestagdes de doencas. Assim, interesse
crescente tem surgido sobre a genética funcional (influéncia do
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gendtipo para o risco de desenvelver doencas e também como
determinante de sua apresentagdo e evolugdoc) e sobre a
farmacogenética (influéncia do gendtipo como determinante das
tespuslas individuais ao Ualamento fanmacoloyico). Com elacdo &
insuficiéncia cardiaca, por exemplo, as observaces de ensaios
clinicos demonstram que os IECA s3o mais eficazes em brancos do
que em negros, enguanto a combinacio hidralazina e isossorbida
parece ser mais eficaz em negros.®® Além disso, para alguns beta-
blogueadores parece haver também diferenga de resposta em relacdo
a raga.® Estes retornos poderiam ser explicadas, pelo menos em
parte, por diferengas genotipicas entre as racas. De maneira
alternativa, as diversas etiologias da insuficiéncia cardiaca (cujas
prevaléncias diferem entre as ragas) podem estar associadas a
diferentes caracteristicas genéticas, com influéncia nas respostas
terapéuticas.

Para tentar compreender esta ligac3o entre o gendtipe e os
diferentes aspectos da sindrome insuficiéncia cardiaca, diversos
estudos tém buscado avaliar a influéncia de caracteristicas
genotipicas no risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca, em sua
apresentagdo clinica e na resposta aos diferentes tratamentos
disponiveis.® Como foco principal de pesquisa, estd o estudo de
pelimorfismos, ou seja, variagdes genéticas (mutagdes) ndo-letais
que aparecem em pelo menes 1% da populacdo, como o grupo
sanguineo ABO, por exemplo. Diferencas alélicas no DNA do gene
resultam em variagdes polimorficas de seus produtos, proteinas
envolvidas nas mais diversas funcfes do organismo. Existem
centenas de polimorfismos em cada gene, e estes polimorfismos
podem ou ndo ter algum significade funcional. Assim, a gendmica
funcional tenta identificar o significado funcicnal das alteracbes na
estrutura genética.® Diversos polimorfismos, com repercussio
funcional em sistemas ligados a insuficiéncia cardiaca, tém sido
estudados, como por exemplo os relacionados ao sistema adrenérgico
e ao sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Neste artigo, revisamos alguns dos principais polimerfismos
envolvidos no sistema adrenérgico e no sistema renina-angiotensina-
aldosterona, bem como aqueles relacionados a disfungdo endotelial
e 3 atividade imuno-inflamatéria, tentando abordar sua relagic com o
desenvolvimento e progressdo da insuficiéncia cardiaca e sua
interagdo com a resposta as intervengdes medicamentosas.
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Polimorfismos dos receptores adrenérgicos

Na insuficiéncia cardiaca, a ativagdo adrenérgica e o aumento
dos niveis de epinefrina sdo mecanismos desencadeados na tentativa
de aumentar o débito cardiaco. Entretanto, cronicamente esta resposta
se torna inadequada e até mesmo prejudicial, com efeitos
cardiotéxicos.®” Os receptores adrenérgicos sdo a chave para a
regulacdo deste sistema e, na insuficiéncia cardiaca, sua fungdo e
distribuigdio estdo alteradas de maneira significativa (figura 1).f Estes
achades levaram a identificacdo de polimorfismos em genes
responsaveis pela decodificacdo dos receptores adrenérgicos, os
quais pudessem influenciar na resposta terapéutica, no prognostico
ou no risco de desenvolver insuficiéncia cardiaca.® Os principais
pelimorfismos com repercussdo funcional na insuficiéncia cardiaca
sdo listados na tabela, com os possiveis efeitos in vitro e repercussio
clinica.

Tabela. Principais polimorfismos dos receptores adrentgicos relacionados

msufici(eia card aca

Polimorfis  |Efeitos in vitro Poss veis conseq (Beias cl nicas
mo
Bl Indefinido Maior capacidade de regula *o do
SerddGly Maior down- sistema adrenGrgico

regulation 7 Melhor progn stico
Bl Fun "o aumentada Maior resposta do cardiomi cito

Arg3g9Gly |(agudamente) Menor capacidade para o exerc cio

Maior resposta aos f-bloqueadores?

B2 Menor afinidade ao Pior fun *o contrHl miocKdica
Thri6dlle |acoplamento com a Pior progn stico

prote na-G
ole Maior libera *o de noradrenalina na

Del322-325 |Fun *o reduzida fenda sin¥ptica

Maior risco de insufici(eia card aca

Dois polimorfismos impertantes foram identificados para o receptor
adrenérgico b1. A substituico de uma adenina por uma guanina no
nucleotideo 145 resulta na substituicdo de uma serina por uma glicina
ne aminoacide 49 do receptor b1 (Ser49Gly). Esta mutacdo resulta
em maior dessensibilizagdo por situacdes de estimulacdo crénica e
maior resposta a inibicde com metoprolol, o que poderia ter efsitos
protetores na insuficiéncia cardiaca crénica.”® Em 184 pacientes com
insuficiéncia cardiaca idiopatica, a presenca deste polimorfismo se
associou & maior sobrevida em 5 anos (62 vs 39%, p=0,005)."

Qutro polimorfismo do receptor b1 é o Arg389Gly, o qual resulta
em menor capacidade de resposta aos agonistas. Na verdade, parece
que a variante Arg se associa de modo agudo a respostas hiperativas,
mas cronicamente diminui sua funcdc de ligacdo e sinalizagdo.'2"?
Assim, apesar de os pacientes homozigotos para Arg apresentarem
melhor capacidade para o exercicio, parece que a presenca da variante
Gly se associa a menor ocorréncia de taquicardia ventricular, podendo
estar associade a melher prognéstico.™ ' Individualmente este
pelimorfismo ndo se associou a maior risco de insuficiéncia cardiaca,
mas quando presente concomitante com o polimorfismo do receptor
a-adrenérgico (Del322-325 do receptor a2c), houve aumento de
cerca de 10 vezes nesse risco em pacientes negros.®

O receptor aZc regula a liberagdo de noradrenalina na fenda
sinaptica (figura 1). O polimorfismo Del322-325, uma delegdo de
quatro aminoacidos neste receptor, parece se associar @ maior
liberacdo de noradrenalina.” Sua prevaléncia foi maior de maneira
significativa em negros, sendo associada a um risco quase seis
vezes maior de insuficiéncia cardiaca nestes pacientes, com efeito
sinérgico com o polimerfismo do receptor bi-adrenérgico, como j&
citado.’® Especula-se que diferengas na apresentacio e resposta
terapéutica entre pacientes de diferentes ragas possam ter explicacdo
em alteracdes genotipicas dos receptores adrenérgicos.

acen Prois nac aica
Cioiace | | mioat®iac mirea
[— Fpetuia
2 ©

Figura 1. Principais componentes da sinalizacdo adrenérgica. Os
receptores a2c tém localizacdo pré-sinaptica e inibem a liberacdo de
noradrenalina na fenda sinaptica. Os receptores b-adrenérgicos se
localizam na membrana do cardiomidcito (o receptor bl é presente
em maior quantidade) e regulam a fungdo cardiaca mediante
acoplamento com a proteina G. Os receptores bl e b2 se acoplam a
proteina G estimulatéria (Gs) e apenas os receptores b2 se acoplam
a proteina G inibitoria (Gi). O papel dos receptores b3 ainda ndo esta
bem estabelecido. Os receptores a também tém fungdes pos-
sinapticas, ndo mostradas nesta figura.

Com relagdo aos receptores b2-adrenérgicos, varios
polimorfismos foram identificados. Os mais comuns sdo o Arg16Gly,
o GIn27Glue o Thrifdile.”® Os dois primeiros ndo afetam a afinidade
com agenistas ou antagonistas, mas alteram a resposta de “down-
regulation” & estimulacdo crénica, estando associados a capacidade
funcional & resposta ao exercicio em pacientes com insuficiéncia
cardiaca.”® Ja a variante lle164 do polimorfismo Thri64lle resulta em
menar afinidade e ativagdo do receptor. Pacientes com esta variante
apresentaram pior capacidade funcional, provavelmente relacicnada
amenor faculdade de resposta a ativagdo adrenérgica para o aumento
do débito cardiaco.”™ Além disso, a presenca deste polimorfismo
parece estar associada a pior prognéstico. Em estudo de Liggett e
cols, a sobrevida livre de transplante em 1 ano, para pacientes com
insuficiéncia cardiaca isquémica ou idiopatica, fol 42% para aqueles
com a variante lle164, comparada com 76% para os pacientes sem o
polimorfismao.

Desta forma, parece que os polimorfismos dos receptores
adrenérgicos podem ter implicag@es funcionais com repercussio no
prognastico e no tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca.
Entretanto, analise retrospectiva do estudo MERIT avaliou a influéncia
do polimorfismo Arg389Gly na resposta terapéutica aos beta-
bloqueadores, e a presenga do pelimerfismo ndo se associou ao
prognastico nem a reposta terapéutica. Assim, a interacdo entre os
diversos polimorfismos e sua influéncia na resposta terapéutica ao
uso de beta-blogueadores ou outras intervencdes ainda néo foram
avaliados de forma a permitir seu uso e valorizagdo no contexto
clinico.®'

Polimorfismos envolvendo o sistema renina-
angiotensina-aldosterona

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA) também esta
relacionado de mode intimo & insuficiéncia cardiaca. A preducio da
angiotensina |l é estimulada pela sobrecarga mecanica e exerce efeitos
na estrutura do midcito e da matriz extracelular.® De forma similar ao
que ocorre com o sistema adrenérgico, niveis elevados de
angiotensina Il se associam a pior prognostico nos pacientes com
insuficiéncia cardiaca.® A inibigdio do sistema RAA é uma das mais
importantes intervengdes terapéuticas nestes pacientes * Entretanto,
seu beneficio parece ndo ser homogéneo entre aqueles com
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insuficiéncia cardiaca, tendo sido demonstradas distingdes entre
pacientes de diferentes racas (maior eficacia em pacientes brancos),
além da grande variabilidade no funcionamento e nos niveis da enzima
conversora da angiotensina (ECA) entre pacientes com insuficiéncia
cardiaca e mesmo entre pessoas normais. >

Parece haver explicacdo genética para esta variabilidade. Um
importante polimerfismo do gene da ECA foi identificado, o qual
consiste na inser¢do (1) ou delecdo (D) de um par de bases, resultando
nos gendtipos OD, 1D ou Il {figura 2).7 A presenca da delecio esta
associada a maiores niveis de ECA e maior atividade da angiotensina
1.2 Em pacientes com insuficiéncia cardiaca, aqueles com o gendtipo
DD tém menor tolerdncia para o exercicio, e os pacientes com este
mesmo gendtipe desenvelvem maiores dilatages ventriculares apds
infarto do miocardio. '

Polimorfismo Inser ?o/Dele o da ECA

_ Intran 16 M veis de Angiotensina
; N I =)
o ¥

- .
op 111

Figura 2. Polimarfismo no introm 16 do gene da enzima conversora
da angiotensina (Insercio/Delecdo da ECA) e seus efeitos sobre os
niveis de angiotensina Il

Embora ndo tenha sido encontrada associacdo deste
polimorfismo (delegdo) com o risco de desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca, ele parece atuar em sua progressio, estando
associado a pior prognostico nos pacientes com insuficiéncia
cardiaca.®* Com relagdo a seu papel na resposta ao tratamento
farmacoldgico, foi demonstrado que o impacto prognéstico deste
polimerfismo foi muito maier nos pacientes que ndo recebiam beta-
blogueader, enquanto naqueles que recebiam tratamento com beta-
blogueadores ndo houve influéncia da deleciio na sobrevida.® Este
estudo sugere uma forte interacdo farmacogenética entre o
palimorfismo insercdo/delecde da ECA e o tratamento com beta-
bloqueadores, o que poderia levar até mesmo a mudanca nas
estratégias de priorizagdo de determinado tratamento, de acordo
com a avaliagdo genotipica. Outro estudo recente avaliou a relagdo
entre o tratamento com |IECA e o polimorfismo insercdo/delecio da
ECA, encontrando pior prognéstico nos pacientes com a presenca
da delecdo, em especial no grupo que recebia baixas doses de
IECA_* Nos pacientes com dose-alvo da medicagdo, o efeito deletério
do pelimorfismo foi reduzido de forma marcante. O beneficio de altas
doses de IECA e do uso de beta-bloqueadores fol maior nos pacientes
homezigotos, para a presenca da delecdo, sugerinde de novo forte
interagio e um possivel papel para o polimorfismo da ECA na selecdo
de pacientes para tratamentos individualizados.

A aldosterona € outro neurohorménio intimamente relacionado a
insuficiéncia cardiaca.® Por meio de efeitos no musculo cardiaco e
nos vasos sanguineos, influencia nas respostas vasodilatadoras e
mesmo no remodelamento cardiaco.’” Além disso, a inibigdo da
aldosterona reduz a mortalidade de pacientes em classes funcionais
Il e VI.* O polimorfismo do gene que sintetiza a aldosterona (C-344T)
parece resultar em niveis elevados deste neuro-horménio, e especula-
Se gue possa se associar a pior prognodstico guando associado ao
polimorfismo mencionado de delegio da ECAS Entretanto, o papel
deste polimorfismo, de maneira isolada ou por sua interagdo com
outros sistemas, deve ser ainda melhor estudado.

Buscando avaliar se os pelimorfismos do sistema RAA se
associam a melhora da fracdo de ejecdo apresentada por alguns
pacientes em resposta ao tratamento, foram estudados os
polimorfismos de inserg3o-deleciio da ECA e C-344T da aldosterona *
O polimorfismo do gene da aldosterona foi associado a melhora da
fracdo de ejecdo conseqients ao tratamento da insuficiéncia

cardiaca, sugerindo seu papel na progressdo e na farmacogenética
da sindrome. Neste estudo, o polimorfisme da ECA ndo se associou &
resposta terapéutica.

Assim, parece que os polimorfismos do sistema renina-
angiotensina-aldosterona estdo muite associados aos efeitos dos
tratamentos amplamente utilizados nos pacientes com insuficiéncia
cardiaca. O melhor entendimento de tais interaces podera transformar
este conhecer na ferramenta para a individualizagdo destes
tratamentos.

Polimorfismos de genes envolvidos em outros
sistemas

Diversos outros sistemas parecem estar envolvidos e influenciar
na progressdo da insuficiéncia cardiaca. Variabilidades genéticas
nestes sistemas podem também ter conseqiéncias funcionais na
manifestacdo clinica ou na resposta terapéutica em pacientes com
insuficiéncia cardiaca.

0O oxido nitrico & um neurchorménio expresso em altos niveis
em pacientes com insuficiéncia cardiaca.*® Por sua funcdo de
relaxamento das fibras musculares nos vasos periféricos e atenuagdo
dos efeitos cardiotéxicos da estimulagdo adrenérgica, espera-se
que niveis reduzidos de oxide nitrico se associem a pior
prognostico.*™* Um polimorfismo do gene da éxido nitrico sintase 3
(Glu298Asp) leva a menor meia-vida da enzima, pedendo-se esperar
maior resposta vasoconstritora.*® De fato, pacientes com este
polimarfismo (especialmente aqueles com etiologia idiopatica)
apresentaram pior prognostico, sugerindo que polimerfismos deste
sistema possam ser importantes marcadores prognosticos e mesmo
alvos terapéuticos individualizados no futuro. #

A adenosina é um nuclectideo endégeno com diversas fungdes
benéficas no sistema cardiovascular (atenua a liberagdo de
catecclaminas, aumenta o fluxo coronariane, inibe a ativacdo
plaquetaria e a expressdo do fator de necrose tumoral-a) e seus
niveis esto elevados em pacientes com insuficiéncia cardiaca *7 O
palimorfismo que resulta na deficiéncia da AMPD1 (enzima envolvida
na catalisagdo da adenosina) se associa a niveis elevados de
adenosina e os possiveis efeitos benéficos deste polimorfismo tém
sido estudados.*® Diversos estudos t8m demonstrado associacio
deste polimorfismo com melhor progndstico em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, tanto de etiologia isquémica como idiopatica **
¥ Os mecanismos para esta proteco parecem ser relacionados de
modo predominante a alteragfes metabdlicas do préprio misculo
cardiaco, sem alteragfies significativas em rotas sistémicas.®

O fator de necrose tumoral-a (TNFa) & uma citocina proé-
inflamatéria sintetizada por macréfagos ativados. Esta envolvido com
a liberacdo de dxido nitrico, com a permeabilidade vascular, com a
contratilidade cardiaca e até mesmo com o estado pro-trombético
associado a insuficiéncia cardiaca.® O TNFa é expresso pelo misculo
cardiaco na presenca de disfungdo, e seus niveis se associam &
mortalidade.® Apesar de sua intima relagio com a patogénese da
insuficiéncia cardiaca, os estudos clinicos ndo tdm conseguido
demonstrar associacdo dos pelimorfismos deste sistema com risco
ou progressdo da insuficiéncia cardiaca ™ Existe evidéncia de
possivel associacdo entre o polimorfisma de gene do TNFa (conhecido
como variante TNFa2) e risco de insuficiéncia cardiaca de eticlogia
idiopatica.® Entretanto, seu papel na patogénese da insuficiéncia
cardiaca ainda ndo esta definido, e parece que seus niveis
representam mais uma resposta a ativagdo de diversos sistemas do
que alteracdes do proprio TNF.

Conclusao

Diversos polimorfismos com conseqiéncias nos mais diversos
sistemas envolvidos na patogénese da insuficiéncia cardiaca tém
sido estudados recentemente. A medida que seu papel no risco da
doenca, no progndstico e na resposta a tratamentos especificos vai
sendo esclarecido, novas ferramentas poderdo ser agregadas na
abordagem dos pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Até o momento, porém, estratégias terapéuticas derivadas de
ensaios clinicos “tradicionais” implicam no uso de determinado
medicamento ou procedimento em inimeros pacientes, para que
apenas uma minoria seja de fato beneficiada. Podemos esperar, para
um future ndo tdo distante, que os clinicos possam somar as
informagdes genotipicas as informacdes fenotipicas ja utilizadas, e
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individualizar os tratamentos, com maior beneficio para cada paciente.
Para isso, entretanto, sera necessaria a realizagdo de novos estudos
clinicos que reavaliem tratamentos ja estabelecidos, considerando,
em conjunto, aspectos genéticos individuais. Neste sentide, parece
plausivel que se redefina, por exemplo, o beneficio clinico do uso de
beta-bloqueadores e inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina a luz da presenca ou ndo de variagdes genéticas na
propria enzima de conversdo. O delineamento destes estudos sera
tarefa certamente desafiadora e complexa dos pontes de vista logistico
e ético. Da mesma forma, identificar individuos com risco aumentado
de desenvolver insuficiéncia cardiaca e intervir na sua prevencio se
tornara importante ferramenta para frear o aumento preogressivo da
prevaléncia desta sindrome.
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RESUMO

Introducéo: Neste estudo, avaliamos o papel dos polimorfismos B1-Arg389Gly
e B2-Thrl64lle no risco de Insuficiéncia Cardiaca (IC), assim como a potencial
interacdo do alelo B1-389Gly com arritmias ventriculares complexas e com o

tratamento da IC.

Métodos: Foi realizada a genotipagem dos receptores adrenérgicos Bl e 2
nos codons 389 e 164, respectivamente, em 151 pacientes ambulatoriais com
IC por disfuncédo sistolica e em 154 individuos controles. Foi realizada
monitorizacdo por Holter em 135 (89%) pacientes para avaliar a presenca de
arritmias ventriculares complexas e indices de variabilidade da frequéncia

cardiaca.

Resultados: A idade média dos pacientes foi de 61 + 12 anos, 42% com
etiologia isquémica e 79% em Classe Funcional | ou Il da New York Heart
Association. As frequéncias dos alelos f1-389Gly e $2-164lle nos pacientes foi
de 0,22 e 0,013, respectivamente. Nao houve influéncia destes polimorfismos
no risco de IC na amostra. Entretanto, os pacientes com pelo menos um alelo
B1-389Gly apresentaram menor ocorréncia de taquicardia ventricular n&o-
sustentada (TVNS) (27% versus 44% no grupo sem o alelo, P=0,05). Além
disso, o uso de beta-bloqueadores em altas doses foi associado a uma menor
prevaléncia de TVNS, e observou-se wuma significativa interacdo

farmacogenética conforme o genotipo B1-389. Pacientes homozigotos para o
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alelo p1-389Arg tiveram uma reducao de cerca de 50% na ocorréncia de TVNS
com o uso de beta-bloqueadores em doses altas (26% versus 55% para
aqueles utilizando dose baixa ou néo utilizando a medicacao, P=0,006), efeito
nao observado nos pacientes com pelo menos um alelo B1-389Gly (25%

versus 29%,P=0,7).

Conclusdes: Os polimorfismos B1-Arg389Gly e p2-Thrl64lle ndo estédo
associados com suscetibilidade para IC. O alelo B1-389Gly apresentou um
efeito supressivo nas arritmias ventriculares e pacientes sem este alelo
(pacientes Arg/Arg) parecem ter maior beneficio com altas doses de beta-
bloqueadores com relacdo a reducdo de TVNS. A avaliacdo do gendtipo pB1-
389 pode representar uma nova ferramenta para a busca de terapias

individualizadas na IC.
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INTRODUCAO

A insuficiéncia Cardiaca (IC) é um importante problema de saude em
todo o mundo, e apesar dos muitos avancos terapéuticos recentes, a
morbidade e mortalidade relacionadas & IC permanecem elevadas.'® O
impacto mérbido sustentado da IC ocorre, em parte, porque nem todos os
pacientes se beneficiam de todas as estratégias terapéuticas especificas.
Diversos investigadores tém observado uma importante variabilidade individual
ndo somente na resposta as terapias farmacologicas como também na
apresentacdo clinica da IC.*° Raca, sexo e fatores ambientais podem estar
implicados, mas a variabilidade geneticamente mediada surgiu como um
aspecto central no risco, no prognostico e na resposta a diferentes terapias em
pacientes com IC.%’

Independentemente do insulto inicial, a diminuicdo do débito cardiaco
resulta em ativacdo simpatica. Diversos estudos experimentais e clinicos
demonstram que esta ativacdo adrenérgica sustentada pode ser prejudicial
para o coracdo em disfuncéo, contribuindo para a progressao, perpetuacao e
apresentacdo da IC.%° Os receptores adrenérgicos sdo um passo limitante da
ativacdo adrenérgica; recentemente, o papel dos polimorfismos destes
receptores tem sido foco de investigacdo intensa.®'%*? O receptor adrenérgico
B1 € o subtipo predominante em individuos sadios, e a sua ativagao resulta em
aumento do inotropismo, lusitropismo e cronotropismo cardiacos.’®* Um
polimorfismo comum do receptor adrenérgico B1 resulta em uma Glicina (B1-
389Gly) ou uma Arginina (f1-389Arg) na posicdo 389, um ponto critico para o

acoplamento com a proteina G.***> Embora este polimorfismo possa estar
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relacionado ao risco de desenvolvimento de IC em populacBes especificas,
esta associacdo ainda é controversa.’®!’ O receptor com a variante f1-389Arg
apresenta uma maior afinidade de acoplamento, estando associado a uma
sinalizacao hiperativa e a uma resposta aumentada aos beta-bloqueadores em
modelos experimentais de IC.*® Por outro lado, pacientes com IC e com o alelo
B1-389Gly apresentaram capacidade de exercicio significativamente menor,
com menor pico de consumo de oxigénio.*® Além disso, como o polimorfismo
B1-Arg389Gly esta associado a uma sinalizacao diminuida, ele teoricamente
pode produzir efeitos protetores na fungdo cardiaca e na arritmogénese. Neste
sentido, um estudo com pacientes japoneses com cardiomiopatia dilatada
sugere que a presenca do alelo B1-389Gly estd associada a uma menor
ocorréncia de arritmias ventriculares.?

Um polimorfismo do receptor f2-adrenérgico — substituicido de Treonina
(Thr) por Isoleucina (lle) no aminoacido 164 — que resulta em importante
reducdo da funcédo do receptor, tem sido associado a uma menor funcdo
contratil tanto em repouso quanto estimulada por agonistas em ratos
transgénicos in vivo.?’ Esta substituicdo (Thr por lle) est4d associada com
prognéstico em longo prazo significativamente pior em pacientes com IC.??
Apesar destes achados iniciais, o papel dos polimorfismos dos receptores (-
adrenérgicos no risco e na apresentacdo da IC e sua potencial interagcdo com
respostas terapéuticas ainda precisa ser esclarecido.

Como os polimorfismos genéticos podem ter prevaléncias e impacto em
caracteristicas fenotipicas variaveis de acordo com a constituicdo genética da

populacdo em estudo, o presente estudo observacional prospectivo foi
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realizado para avaliar a relacdo dos polimorfismos B1-Arg389Gly e p2-
Thrl64lle com (1) o risco de desenvolvimento de IC (em um estudo caso-
controle), (2) marcadores clinicos de ativagdo simpética (presenca de arritmias
ventriculares complexas e indices de variabilidade da frequéncia cardiaca) e (3)
respostas farmacolégicas especificas para drogas de uso comum em IC, em

uma amostra brasileira de pacientes com IC.

METODOS

Populacdo Estudada

Os pacientes com IC e os individuos controles foram recrutados de um
hospital universitario de atendimento terciario, em Porto Alegre, Brasil.
Pacientes consecutivos elegiveis para o estudo e que concordaram em
participar foram arrolados no Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca, no periodo
de Outubro/2003 a Novembro/2004. Os critérios de elegibilidade foram idade >
18 anos e fracdo de ejecao ventricular esquerda (FEVE) menor do que 45%,
independentemente da classe funcional. Foram incluidos somente pacientes
com diagnoéstico de cardiomiopatia dilatada isquémica, hipertensiva ou
idiopética. Nao foram incluidos pacientes com IC de etiologia valvular primaria,
infecciosa (Doenca de Chagas), toxica (alcool, doxirrubicina), miocardite e
agueles com cardiomiopatias obstrutivas ou hipertréficas. Pacientes com
expectativa de vida reduzida e aqueles com doencas auto-imunes também
foram excluidos. Os individuos controles foram recrutados previamente a
doacédo voluntaria de sangue e consistiam de sujeitos nédo-relacionados e

aparentemente higidos (avaliado por meio de questionario). Doadores de
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sangue com doenca cardiovascular ou sintomas cardiovasculares e aqueles
com histéria familiar de morte subita precoce foram excluidos. A classificacéo
racial de todos os participantes foi auto-declarada. O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP). A
todos os individuos do estudo foi aplicado Termo de Consentimento Informado.
Foram obtidos dados demograficos, clinicos e laboratoriais de todos os

pacientes.

Genotipagem

O DNA genbmico foi extraido do sangue periférico através de
procedimento padronizado.?® Os gendtipos dos receptores adrenérgicos foram
detectados por analise da reacdo em cadeia da polimerase — polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). Para o polimorfismo
B2-Thrl64lle, as reacdes de PCR foram realizadas em um volume total de 25
ul, contendo 100-200 ng de DNA gendmico, 1,6 umol de cada primer, 4
unidades de Tag DNA polimerase, 400 mmol dNTP, 4mmol MgCl2 e 10%
DMSO. Um fragmento de 280 pb, incluindo o sitio polimérfico no cédon 164, foi
amplificado usando o primer sense (5-TTACTTCACC-TTTCAAGTACCAGAG-
3) e o primer antisense (5-CATAGCAGTTGATGGC-TTCCTG-3’). As
condicbes do PCR foram as seguintes: 2 minutos de desnaturacao inicial a
94°C, seguido por 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 30
segundos; anelamento do primer a 57°C por 1 minuto, polimerizagcdo a 72°C

por 1 minuto) e uma extenséo final (7 min a 72°C). Apos a amplificacdo, 10 pl
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do produto do PCR foram digeridos com 10 U de Mnll a 37°C por 3 horas.
Todos os fragmentos foram separados em um gel de poliacrilamida 29:1 e
visualizados apds coloracdo com prata. (Figura 1, A)

Para o polimorfismo B1-Arg389Gly, os primers sense e antisense 5'-
TGGGCTACGCCAACTCGG-3 e 5-GGCCCCGACGACATCGTC-3’ originaram
um produto de amplificacdo de 221 pb. Sumariamente, 100-200 ng de DNA
gendmico foi amplificado utilizando 400 mmol de dNTP, 4 mmol de MgClz, 3
unidades de Tag DNA polimerase, 10% de DMSO e 1,6 umol de cada primer
em um volume final de 25 pl. Um PCR “touch-down” foi realizado com
temperaturas de 58°C a 52°C, incluindo desnaturacédo inicial a 94°C por 2
minutos, seguida por 30 ciclos de amplificac&o iniciando com temperaturas de
anelamento de 58°C, 56°C, 54°C e entdo 27 ciclos a 52°C com extensdo a
72°C por 1 minuto, seguidos por uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.
Apos a amplificacdo, o produto do PCR foi digerido com 2 unidades de Mval a
57°C por 2 horas e o resultado da digestao foi separado em géis de agarose a
2%, os quais foram analisados apés coloracdo com brometo de etidio. (Figura
1,B)

Um controle positivo conhecido e confirmado por seqiienciamento correu

em todos 0s experimentos concomitantemente com as amostras do estudo.

Avaliacdo de Arritmias
Foram também avaliados os dados da monitorizacdo por Holter de 24
horas com relacdo a presenca de arritmias ventriculares complexas e indices

de variabilidade da frequéncia cardiaca. Os pacientes foram instruidos a
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manter seu regime usual de medicamentos e a continuar suas atividades
rotineiras durante o registro, porém evitando atividade fisica intensa. Os
tracados do Holter foram analisados por cardiologistas que desconheciam o0s
genotipos Bl e B2, usando uma técnica semi-automatica (analisador Mars
8000, Marguette Medical Systems, Milwaukke, Wis). Este analisador identifica e
conta o numero total de batimentos, artefatos e ectopias, e cria uma série no
tempo de intervalos R-R normais, com uma resolucdo de 8 ms. As extra-
sistoles ventriculares (ESV) foram classificadas como isoladas, pareadas ou
salvas de taquicardia ventricular ndo-sustentada (TVNS), definida como trés ou
mais extra-sistoles ventriculares com frequéncia superior a 100 batimentos por
minuto. O desvio-padrdao de todos os intervalos R-R normais (SDNN) foi
calculado usando arquivos contendo intervalos R-R normais, de acordo com as
recomendacgOes da Task Force of the European Society of Cardiology and the

North American Society of Pacing and Electrophysiology.?*

Classificacao da Terapia Medicamentosa

Para os tratamentos com beta-bloqueadores e inibidores da enzima
conversora da angiotensina (ECA), os pacientes foram classificados, de acordo
com as doses-alvo definidas pelas diretrizes em IC, em usuarios de altas doses
(50 mg/dia ou mais de carvedilol, 150 mg/dia ou mais de tartarato de
metroprolol ou 200 mg/dia ou mais de succinato de metropolol para os beta-
bloqueadores, e 20 mg/dia ou mais de enalapril ou 150 mg/dia ou mais de
captopril para os inibidores da ECA) ou usuarios de baixas doses ou néo
usuarios (aqueles em doses abaixo das supracitadas ou sem 0s respectivos

tratamentos).?
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Anédlise Estatistica

As variaveis continuas sédo descritas como meédia + desvio-padrdo ou
mediana (intervalo interquartis) e as variaveis categoricas sdo descritas em
nameros absolutos e porcentagens. As frequéncias alélicas foram computadas
por método padrdo de contagem de genes. Testes de qui-quadrado 2x2 foram
utilizados para avaliar a associacéo entre o risco de IC e a frequéncia do alelo
ou 0 genotipo, e para avaliar as possiveis interagcées entre os polimorfismos e a
etiologia da IC. As diferengas nas caracteristicas clinicas entre 0s grupos
(presenca ou auséncia de TVNS) [Tabela3] ou gendtipo RA-B1 [Tabela 5] foram
obtidos pelo teste t de Student ou teste de qui-quadrado, conforme apropriado.
Finalmente, as potenciais interacdes entre as doses dos farmacos comumente
prescritos para IC (beta-bloqueadores e inibidores da ECA), o polimorfismo do
receptor adrenérgico Bl e a presenca de TVNS no Holter também foram
avaliados. Analise de regressao logistica foi realizada para identificar fatores
determinantes independentes de TNVS e termos de interacdo clinicamente
relevantes foram testados nos modelos. Para todas as analises, um valor de P
bi-caudal < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Todas as

andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 12.0.

RESULTADOS

Caracteristicas Clinicas dos Pacientes com IC e Controles
Foram incluidos 151 pacientes com IC e 154 controles. Os pacientes
com IC eram predominantemente brancos (69%), masculinos (66%), com

disfuncéo ventricular esquerda moderada a grave e em Classe Funcional | e II
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da New York Heart Association (79%), com 42% de etiologia isquémica (Tabela
1). Como esperado, a maioria dos pacientes estava em tratamento com
inibidores da ECA (91%) e com beta-bloqueadores (85%). A monitorizacao por
Holter foi realizada em 135 (89%) pacientes, sendo que TVNS esteve presente
em 50 (33%) deles. Os controles eram mais jovens (41 + 8 anos versus 61 +12

anos, P<0,01); 117 (75%) eram homens e 122 (78%) brancos.

Polimorfismos dos Receptores Adrenérgicos Bl e B2 e risco de IC

A Tabela 2 demonstra a prevaléncia dos polimorfismos p1-Arg389Gly e
B2Thrl64lle e as respectivas frequéncias alélicas na amostra. Para ambos os
polimorfismos ndo houve diferencas na frequéncia dos alelos ou nos genaotipos
entre os pacientes com IC e os controles. Na analise estratificada por etiologia
(pacientes com IC de etiologia isquémica e nao-isquémica), também ndo houve
diferencas significativas entre pacientes e controles. A prevaléncia do alelo 2-
164lle foi relativamente baixa (2,6%).

N&o houve associacao entre raga (brancos e ndo-brancos) e ambos os
polimorfismos (B1-389Gly presente em 43% dos pacientes brancos versus 42%
dos ndo-brancos, B2-1le164 presente em 2,9% versus 2,2%, respectivamente).
Também ndo houve associacdo entre os genoétipos e o risco de IC em
individuos brancos e ndo-brancos, quando examinados separadamente. O
alelo B1-389Gly estava presente em 42% dos pacientes brancos com IC e em
35% dos controles de raca branca (P=0,34), e em 43% e 30% dos pacientes e

controles ndao-brancos, respectivamente (P=0,23). As porcentagens de
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pacientes e controles com o alelo 32-1le164 foram 2,8% e 3,3% para brancos

(P=0,82), e 2,2% e 2,9% para nao-brancos (P=0,83), respectivamente.

Polimorfismo do Receptor Adrenérgico B1, Arritmia Ventricular e
Variabilidade da Freqgiiéncia Cardiaca
Os pacientes com IC foram também avaliados com relacdo a presenca

de TVNS e ao SDNN na monitorizacado por Holter de 24 horas. A Tabela 3
mostra as caracteristicas clinicas dos pacientes com e sem TVNS. Pacientes
com TNVS tiveram menor FEVE (29% versus 33%, P=0,02) e estavam menos
freqientemente com doses altas de beta-bloqueadores (30% versus 52%,
P=0,01). Todas as outras caracteristicas foram similares entre os pacientes
com e sem TVNS. A Tabela 4 apresenta a relagéo entre a presenca de TNVS e
0s gendtipos e frequéncias alélicas do polimorfismo p1-Arg389Gly nos
pacientes. Pacientes com pelo menos um alelo B1-389Gly tiveram uma
ocorréncia menor de TVNS, com significancia estatistica limitrofe (razdo de
chances = 0,64, intervalo de confianca 95% = 0,39 — 1,0; P=0,05).

A andlise do SDNN foi tecnicamente possivel em 88 pacientes
(exclusbes principalmente por fibrilacdo atrial). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa nos valores de SDNN entre pacientes com e sem
o alelo B1-389Gly (105 + 38 versus 113 + 50 ms, respectivamente, P=0,43).
Achados similares foram observados na andlise usando diferentes pontos de
corte nos valores de SDNN (SDNN < 70 ms ou SDNN < 100 ms). Também né&o
foi encontrado qualquer efeito significativo de drogas para IC sobre os valores
de SDNN, embora os pacientes com altas doses de beta-bloqueadores tenham

apresentado tendéncia a valores de SDNN mais altos comparados aos
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pacientes usando doses baixas ou ndo usando a medicacéo (117 + 44 versus

101 + 44 ms, P=0,09).

Alelo B1-389Gly, TVNS e Interacdes Farmacogenéticas

Para explorar a potencial interacdo farmacogenética entre a terapia com
inibidores da ECA ou beta-bloqueadores e o polimorfismo B1-Arg389Gly,
comparamos os efeitos destas intervencdes farmacoldgicas na prevaléncia de
TVNS, de acordo com a presenca do alelo f1-389Gly. Primeiramente, todos 0s
pacientes foram analisados de acordo com a presenca do alelo 31-389Gly;
nenhuma caracteristica clinica em particular foi associada com este
polimorfismo (Tabela 5).

Para o tratamento com beta-bloqueadores, a intensidade do beta-
bloqueio ndo teve efeito na porcentagem de ocorréncia de TVNS para
pacientes com pelo menos um alelo $1-389Gly (gendtipo protetor). Por outro
lado, pacientes sem esta variante (homozigotos Arg/Arg) tiveram uma reducéo
de duas vezes na prevaléncia de TVNS quando em tratamento com beta-
bloqueadores em altas doses, comparados com pacientes utilizando a
medicacdo em doses baixas ou que nao a utilizavam (Figura 2 — superior). Na
regressao logistica multivariada ajustada para a FEVE (Tabela 6), tanto

pacientes recebendo altas doses de beta-blogueadores como aqueles com o

alelo Gly estavam altamente protegidos para TVNS (razdo de chances (RC)

0,21, intervalo de confianca (IC) 95% = 0,08 — 0,59, e RC = 0,29, IC 95%

0,11 - 0,83, respectivamente; “estatistica ¢’ = 0,72).
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Com relacéo a terapia com inibidores da ECA, nao houve diferenca na
porcentagem de pacientes com TVNS entre os pacientes utilizando altas doses
desta medicacdo e aqueles utilizando baixas doses ou néo a utilizando, tanto
para pacientes com o alelo p1-389Gly como para aqueles sem este alelo

(Figura 2 — inferior).

DISCUSSAO

No presente estudo, os polimorfismos dos receptores adrenérgicos B1-
Arg389Gly e B2-Thrl64lle ndo se relacionaram com risco de IC em uma
amostra de pacientes brasileiros com IC. A prevaléncia destes polimorfismos
tanto no grupo de pacientes quanto no grupo controle foi similar aquela
previamente descrita, com uma baixa prevaléncia para o alelo 2-164lle e
presenca relativamente comum do alelo B1-389Gly.?*?®?’ Em particular,
demonstrou-se uma associac¢ao significativa entre o polimorfismo f1-Arg389Gly
e arritmias ventriculares complexas, com um efeito supressivo do alelo B1-
389Gly na ocorréncia de TVNS. Finalmente, foi demonstrada também uma
interacdo farmacogenética entre o polimorfismo B1-Arg389Gly e o efeito dos
beta-bloqueadores sobre a ocorréncia de TVNS.

Diversos investigadores avaliaram o papel de polimorfismos genéticos
no risco de IC, mas os achados ndo s&o uniformes e a maioria dos estudos néo
demonstrou associacdo significativa tanto para a etiologia isquémica quanto
para a idiopatica.?*?®? O estudo CARDIGENE, por exemplo, foi uma iniciativa

européia que nao identificou suscetibilidade aumentada para cardiomiopatia
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dilatada em 8 genes candidatos.”® Nenhum destes polimorfismos, contudo,
envolvia variagcdes geneticamente mediadas dos receptores adrenérgicos.
Recentemente, um importante estudo realizado por Small et al. encontrou um
risco de IC dez vezes maior nos pacientes que eram, simultaneamente,
homozigotos para o alelo $1-389Gly e tinham uma delecédo de 4 aminoacidos
no receptor adrenérgico a2c, sugerindo uma acdo sinérgica no sistema
adrenérgico para aumentar a suscetibilidade para IC, especialmente em
negros.'® Para a utilizacdo clinica, a genotipagem deste loci poderia ser um
recurso util para a identificacdo de sub-grupos com maior risco de IC e,
consequentemente, candidatos para medidas preventivas precoces.

As consequéncias funcionais do polimorfismo p1-Arg389Gly podem
influenciar a progressao da IC e algumas caracteristicas especificas. Coracdes
de ratos transgénicos expressando o alelo 1-389Arg tém maior contratilidade
agudamente, com marcada reducdo apOs seis meses, sem resposta ao
estimulo inotropico; além disso, coracbes de ratos B1-389Gly sdo menos
sensiveis ao beta-bloqueio.’® Os estudos em humanos que avaliaram a
potencial interacdo entre este alelo e a resposta a terapia com beta-
bloqueadores ndo sédo consensuais. Perez et al. estudaram a resposta ao
carvedilol em pacientes com IC e observaram que pacientes homozigotos para
o alelo Arg-389 tiveram um aumento substancialmente maior na FEVE do que
os portadores do alelo B1-389Gly."® Outros estudos demonstraram que
pacientes com o alelo B1-389Gly necessitaram mais frequentemente de
aumentos nas doses de suas medicacdes para IC durante o escalonamento da

29
,

dose de metoprolol,” e que pacientes Arg/Arg tiveram maior resposta com
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relacdo ao remodelamento ventricular com o tratamento com beta-
bloqueadores,®* sugerindo um possivel efeito deste alelo na variabilidade
interindividual relacionada a tolerabilidade e a resposta aos beta-bloqueadores.
Contudo, estes achados ndo foram confirmados em um estudo recente que
avaliou cinco polimorfismos dos receptores adrenérgicos B1 e B2 (incluindo p1-
Arg389Gly), o qual n&o encontrou interacdo entre nenhum destes
polimorfismos e variacdes na freqiéncia cardiaca e na FEVE apoés tratamento
com beta-bloqueadores.** Da mesma forma, um sub-estudo do MERIT-HF n&o
encontrou associacao significativa entre o genoétipo do receptor adrenérgico
B1-389 e progndstico.”® Esta sub-andlise, entretanto, ndo explorou
completamente a potencial interacdo dos grupos randomizados com os alelos
B1-389. Estes estudos avaliados conjuntamente sugerem uma possivel
interagcdo farmacogenética entre o efeito dos beta-bloqueadores nos desfechos
intermediarios e o alelo B1-389, embora o impacto desta interagdo no
prognéstico da IC néo esteja bem estabelecido.

Teoricamente, a sinalizacdo diminuida observada para o alelo f1-389Gly
poderia, de fato, agir de modo similar aos efeitos esperados dos beta-
bloqueadores, conferindo protecdo para arritmogénese. Nosso achado de um
perfil protetor do alelo $1-389Gly na presenca de TVNS em pacientes com IC
sustenta este conceito. Embora a relacdo entre TVNS e morte subita em IC néao

esteja definitivamente comprovada®*>°

, a eficacia dos beta-bloqueadores em
reduzir arritmias ventriculares complexas pode ser um mecanismo possivel
para a diminuicdo de morte subita observada com este tratamento em diversos

ensaios clinicos.®***’ Este chamado “comportamento protetor do alelo P1-
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389Gly” com relacdo as arritmias ventriculares foi sugerido previamente em um
estudo com pacientes Japoneses portadores de cardiomiopatia dilatada.?°

No presente estudo, encontramos uma interacdo farmacogenética
significativa entre os efeitos supressivos da terapia com beta-bloqueadores na
ocorréncia de TVNS e o polimorfismo B1-Arg389Gly. Interessantemente,
pacientes com o alelo f1-389Gly tiveram uma freqtiéncia menor de TVNS e
nao tiveram supressao desta arritmia com altas doses de beta-bloqueadores,
enguanto pacientes sem este alelo (pacientes Arg/Arg) tiveram uma frequéncia
maior TVNS e uma reducao significativa (de cerca de 50%) na frequéncia de
TVNS com tratamento com altas doses de beta-bloqueadores. Nossos achados
sustentam o conceito de que pacientes portadores do alelo 31-389Gly podem
estar naturalmente protegidos, obtendo beneficios menores com o beta-
blogueio. Uma interacdo similar foi demonstrada entre os inibidores da ECA e o
polimorfismo insercéo/delecdo da ECA (I/D-ECA). McNamara et al.
demonstraram associagédo do alelo D-ECA com risco aumentado de eventos
em pacientes com IC, risco este marcadamente reduzido em pacientes
recebendo altas doses de inibidores da ECA.*® Estes estudos, conjuntamente,
sdo a base para o desenvolvimento e validagdo de novas estratégias
terapéuticas que possam considerar a resposta inter-individual as drogas para
IC, baseadas na variabilidade geneticamente mediada.

Considerando o delineamento observacional e a auséncia de
randomizacdo a terapia com beta-bloqueadores, os resultados deste estudo
devem ser entendidos como achados exploratérios. Da mesma forma, o efeito
supressivo dos beta-bloqueadores na ocorréncia de TVNS ndo ¢é

necessariamente o Unico mecanismo responsavel pela redugédo da mortalidade,
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e mesmo a relacdo entre TVNS e morte subita ou progndstico em pacientes
com IC ainda néo esta claramente definida.

O presente estudo sustenta a hipétese farmacogénetica de que o
polimorfismo B1-Arg389Gly pode ter um papel significativo na regulacdo dos
efeitos da terapia com beta-blogueadores em pacientes com IC, em
concordancia com estudos funcionais que demonstraram os efeitos do alelo $1-
389Gly na regulacéo do receptor Bl-adrenérgico. Se esta interacdo clinica for
confirmada examinando-se desfechos primordiais em IC, aproximadamente
40% dos pacientes (aqueles com o alelo B1-389Gly) poderiam estar
naturalmente protegidos, ndo tendo beneficios com o uso de beta-
bloqueadores para controle de arritmias, enquanto aqueles sem este alelo
deveriam receber esfor¢os intensificados para iniciar e manter o tratamento em
altas doses. Ensaios clinicos prospectivos em larga escala serdo necessarios
para esclarecer esta possibilidade. Em vista da complexidade das estratégias
contemporaneas de tratamento da IC, as abordagens individualizadas, em um
futuro proximo, serédo provavelmente inevitaveis e ndo apenas opcgdes atrativas.
Estudos farmacogenéticos que estabelecam as potenciais ligacdes entre
polimorfismos genéticos, respostas individualizadas as intervencbes e
prognéstico sdo a base que podera determinar a melhor abordagem a ser
desenvolvida e validada.

Em conclusdo, nosso estudo ndo demonstrou associacdo entre 0s
polimorfismos B1-Arg389Gly e B2-Thrl64lle e o desenvolvimento de IC.
Adicionalmente, a presenca do alelo B1-389Gly parece exercer um efeito

protetor no desenvolvimento de TVNS, influenciando o beneficio do uso de
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altas doses de beta-bloqueadores sobre a reducédo desta arritmia (beneficio
este que é dependente da auséncia do alelo B1-389Gly). Nossos dados
sugerem que o desenvolvimento de terapias individualizadas possa envolver a
avaliacdo genotipica, com o objetivo de delinear o melhor regime terapéutico

paciente-a-paciente.
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Figura 1. Produtos da reacdo em cadeia da polimerase — polimorfismo de
comprimento dos fragmentos de restricdo (PCR-RFLP). A, Gel de
policrilamida com produtos da amplificagdo do gene do RA-B2 incluindo a
posicado 164. A amplificacdo por PCR resulta em um fragmento de 280 pb, um
sitio para restricdo para a enzima Mn/I é inserido quando o alelo 2-164lle esta
presente, resultando em fragmentos de restricdo de 230 e 50 pb para pacientes
heterozigotos (setas). B, Gel em 2% agarose mostra o produto do PCR para o
gene do RA-B1 na posicédo 389. O alelo B1-389Arg resulta em um produto de
restricdo de 221 pb e o alelo p1-389Gly insere um sitio de restricdo originando
fragmentos de 154 e 67 pb apds clivagem com a enzima Mval. Para
homozigotos p1-389Arg somente fragmentos de 221 pb sdo observados; para
homozigotos $1-389Gly, fragmentos de 154 pb e 67 pb s&o observados e para
0s heterozigotos todos os trés fragmentos séo observados (setas).
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Figura 2. Comparacdo da prevaléncia de taquicardia ventricular n&o-
sustentada (TVNS) entre pacientes utilizando altas doses de beta-
bloqueadores (superior) e de inibidores da ECA (inferior) em relacdo a
pacientes com baixas doses ou sem as referidas medicagdes, de acordo com a
presenca do alelo B1-389Gly.
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Tabela 1. Caracteristicas dos pacientes com insuficiéncia cardiaca.

Caracteristica

Grupo total (n=151)

Idade (anos)

Sexo masculino

Brancos

Etiologia
Isquémica
Idiopética
Hipertensiva

NYHA classe | ou

Idade de inicio da IC (anos)

FEVE (%)

Fatores de risco
Hipertensdo
Diabete melito
Hipercolesterolemia
Obesidade
Tabagismo atual

Medicacdes em uso
Digoxina
Inibidores da ECA
Beta-bloqueadores
Diuréticos

Espironolactona

Monitorizagdo por Holter de 24 horas*

TVNS

Extra-sistoles ventriculares (n)

SDNN (ms)

61,4+ 12,4
99 (66)
105 (69)

63 (42)
57 (38)
36 (24)
119 (79)
55,6 + 12,3
31,7+8,1

84 (55)
57 (38)
60 (40)
15 (10)
18 (12)

112 (74)
137 (91)
129 (85)
136 (91)
49 (32)

50 (37)
389 (40-2171)
103 + 50

Os valores sdo expressos como média + DP, mediana (intervalo interguartis)
ou n (%). NYHA - New York Heart Association, FEVE — fracdo de ejecao do
ventriculo esquerdo, ECA — enzima conversora da angiotensina, TVNS -
taquicardia ventricular ndo-sustentada e SDNN — desvio-padréo dos intervalos

R-R.

* realizado em 135 pacientes.
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Tabela 2. Prevaléncia dos polimorfismos dos receptores adrenérgicos 1 e (32

em pacientes com insuficiéncia cardiaca (n=151) e controles (n=154).

Frequéncia Presenca do
Alélica P polimorfismo* P

B1-Arg389Gly

Gly Gly/Gly ou Arg/Gly
Pacientes com IC 0,22 0.31 64 (42,4) 0.15
Controles 0,18 53 (34,4)
Etiologia isquémica 0,23 0.68 27 (42,9) 0.92
Etiologia ndo-isquémica 0,21 37 (42)
B2-Thrl64lle

lle Thr/lle
Pacientes com IC 0,013 0,75 4 (2,6) 0,77
Controles 0,016 5(3,2)
Etiologia isquémica 0,008 0.49 1(1,6) 0.49
Etiologia ndo-isquémica 0,017 3(3,4)

Os valores de P para as comparacdes das frequéncias alélicas e para as
comparacdes da presencga ou auséncia dos alelos 1-389Gly e f2-164lle foram

determinados por teste de qui-quadrado 2x2.

*n (%) indica a presenca de pelo menos um alelo $1-389Gly ou 2-164lle
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Tabela 3. Caracteristicas clinicas dos pacientes com e sem taquicardia

ventricular ndo-sustentada.

48

Caracteristica

Com taquicardia

ventricular (n=50)

Sem taquicardia

ventricular (n=85)

Idade (anos)

Sexo masculino

Etiologia isquémica

Classe Funcional | ou Il da NYHA

Brancos

Idade de inicio da IC (anos)

FEVE (%)*

Medicacdes em uso
Digoxina
Inibidores da ECA
Beta-blogueadores
Diuréticos
Espironolactona

Uso de altas doses das

medicacoes
Beta-bloqueadores*
Inibidores da ECA

63,4+11,4

36 (72)
17 (34)
37 (74)
35 (70)

56,5+11,4
29,3+7,8

40 (80)
48 (96)
42 (84)
47 (94)
19 (38)

15 (30)
35 (70)

60,3 +12,9

53 (62)
41 (48)
72 (85)
58 (68)
55,1 + 13
32,7+8,1

60 (71)
76 (89)
73 (86)
76 (89)
23 (27)

45 (53)
56 (66)

Os valores sao expressos como média + DP ou n (%). NYHA - New York Heart
Association, FEVE — fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, ECA — enzima

conversora da angiotensina.

* P<0,05 para a comparacéao entre pacientes com e sem taquicardia ventricular.
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Tabela 4. Prevaléncia dos genotipos e frequiéncia alélica nos pacientes com e

sem taquicardia ventricular ndo-sustentada.

Genotipo p1-389

Frequéncia
do a?lelo cly P Arg/GlyouGly/Gly Arg/Arg P
(n=55) (n=80)
Taquicardia
Ventricular
Nao 0,247 40 (73) 45 (56)

Valores expressos como n (%)

Os valores de P para as comparacdes das frequéncias alélicas e para a
comparacao da presenga ou auséncia do alelo $1-389Gly foram determinados

por teste de qui-quadrado 2x2.
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Tabela 5. Caracteristicas dos pacientes de acordo com a presenca do alelo p1-

389Gly.
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Pacientes com

Pacientes sem

B1-389Gly B1-389Gly

Caracteristica (Gly/Gly and Arg/Gly) (Arg/Arg)
Idade (anos) 61,5+ 13 61,4+119
Sexo masculino 43 (67) 56 (64)
Etiologia isquémica 27 (42) 36 (41)
Classe Funcional | ou Il da NYHA 51 (80) 68 (78)
Brancos 44 (69) 61 (70)
Idade de inicio da IC (anos) 55,8+12,6 55,4 +12
FEVE (%) 32,2+7,8 31,2+8,4
Medicacdes em uso

Digoxina 47 (73) 64 (74)

Beta-bloqueadores 55 (86) 73 (84)

Inibidores da ECA 57 (89) 80 (92)

Diuréticos 59 (92) 79 (91)

Espironolactona 19 (30) 30 (34)
Uso de altas doses das
medicacoes

Beta-bloqueadores 30 (47) 35 (40)

Inibidores da ECA 40 (62) 57 (65)

Valores expressos como média

conversora da angiotensina.

DP ou n (%). NYHA - New York Heart
Association, FEVE — fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, ECA — enzima
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Tabela 6. Determinantes independentes de taquicardia ventricular néo-
sustentada na analise de regressao logistica.

Razao de
L IC 95% P

Variaveis Chances
FEVE (para incrementos de 1%) 0,94 0,9-0,99 0,01
Pacientes Arg/Arg em altas doses de 0,21 0,08 -0,59 0,003
beta-bloqueador
Pacientes com o alelo Gly e em dose 0,29 011-0.83 0,02
baixa ou sem beta-bloqueador
Pacientes Arg/Arg em dose baixa ou 4,4 0,88 — 22 0,07

sem beta-bloqueador

IC: intervalo de confianca, FEVE — fracédo de ejecao do ventriculo esquerdo
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ABSTRACT

Background: In the present study, we evaluated the potential role of B1-
Arg389Gly and pB2-Thrl64lle polymorphisms on heart failure (HF) risk, as well
as the potential interaction of B1-389Gly allele with complex ventricular

arrhythmias and HF treatment.

Methods: Genotyping of 1 and B2 adrenergic receptors was performed
respectively at codons 389 and 164 in 151 outpatients with systolic HF and 154
control subjects. Holter monitoring was performed in 135 (89%) HF patients to
evaluate the presence of complex ventricular arrhythmias and heart rate

variability indices.

Results: Patients were 61 + 12 years-old, 42% of ischemic etiology, 66% male
and 79% in New York Heart Association class | or Il. B1-389Gly and 2-164lle
allele frequencies in patients were 0.22 and 0.013, respectively. There was no
influence of either polymorphism on HF risk in this sample. However, patients
with at least one PB1-389Gly allele had a lower occurrence of non-sustained
ventricular tachycardia (NSVT) (27% versus 44% for those without this allele,
P=0.05). Furthermore, high-dose use of beta-blockers was associated with a
lower prevalence of NSVT, and a significant pharmacogenetic interaction was
observed according to 1-389 genotype. Patients who were homozygous for
B1-389Arg had a two-fold reduction on NSVT occurrence when using high-dose

beta-blockers (26% versus 55% for those on low-dose or non-users, P=0.006),
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with no effect for those with at least one B1-389Gly allele (25% versus 29%

P=0.7).

Conclusions: [1-Arg389Gly and p2-Thrl64lle polymorphisms are not
associated with HF susceptibility. The 1-389Gly allele had a suppressive effect
on ventricular arrhythmia and patients without this allele (Arg/Arg patients)
seemed to benefit the most from intense beta-blockade regarding reduction of
NSVT. Evaluation of B1-389 genotype may provide a new tool to design

individualized therapy for HF patients.
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INTRODUCTION

Heart failure (HF) is a significant health problem worldwide and despite
many recent treatment advances, HF related morbidity and mortality remain
elevated.'® The sustained morbid impact of HF occurs, in part, because the
majority of patients may not benefit from all available therapeutic strategies.
Significant individual variability not only on response to pharmacological
therapies, but also on clinical presentation has been observed by several

investigators.*®

Race, gender and environment may be implicated, but
genetically mediated variability has also emerged as a central aspect on risk,
prognosis and response to different therapies in HF patients.®’

Regardless of the initial insult, depressed cardiac output results in
sympathetic activation. Several experimental and clinical studies demonstrate
that this sustained adrenergic drive can be deleterious to the failing heart,
contributing to HF progression, perpetuation and presentation.®® Adrenergic
receptors provide a limiting step of the adrenergic pathway; recently the role of
adrenergic receptor polymorphisms has been focus of intense investigation.®*>
12 g1-adrenergic receptor is the predominant receptor subtype in healthy
subjects, and its activation results in increased inotropic, lusitropic, and
chronotropic properties.* A common polymorphism of Bl-adrenergic receptor
leads to either a Glycine (f1-389Gly) or an Arginine (B1-389Arg) at amino acid
position 389, a critical point for G protein coupling.**** Although this
polymorphism may be related to the risk of HF development in specific

populations, this association remains controversial.'®*” The p1-389Arg variant

receptor has higher coupling affinity being associated with hyperactive signaling
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and enhanced beta-blockade response in experimental HF models.’®
Conversely, HF patients with the p1-389Gly allele had significantly reduced
exercise capacity as determined by lower peak oxygen consumption.*
Furthermore, as the B1-Arg389Gly polymorphism is associated with reduced
signaling, it theoretically could result in protective effects on cardiac function
and arrhythmogenesis. In fact, one report in Japanese patients with dilated
cardiomyopathy suggests that the presence of 1-389Gly allele is associated
with lower frequency of ventricular arrhythmias (NSVT).%°

A polymorphism of the B2-adrenergic receptor - Threonine (Thr) to
Isoleucine (lle) substitution at amino acid 164 - resulting in severely impaired
receptor function, has been associated to depressed resting and agonist-
stimulated contractile function in transgenic mice in vivo.** This substitution (Thr
to lle) is associated with significantly worse long-term prognosis in HF
patients.?> Despite these initial findings, the role of B-adrenergic receptor
polymorphisms on HF risk and presentation and their potential interaction with
therapeutic responses remain to be clarified.

As genetic polymorphisms may have distinct prevalence and impact on
phenotypic characteristics according to the genetic background of the studied
population, the present prospective observational study was undertaken to
evaluate the relationship of B1-Arg389Gly and p2-Thrl64lle polymorphisms with
(1) the risk of HF development (in a case-control design), (2) clinical markers of
sympathetic activation (presence of complex ventricular arrhythmias and heart
rate variability indices) and (3) specific pharmacological responses to common

HF drugs, in a Brazilian sample of HF patients.
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METHODS

Study Subjects

HF patients and control subjects were recruited from a tertiary care
university hospital from Porto Alegre, Brazil. Consecutive eligible patients who
agreed to participate were enrolled from the Heart Failure Clinic between
October, 2003 and November, 2004. The eligibility criteria were age > 18 years
and left ventricular ejection fraction (LVEF) less than 45%, irrespective of
functional class. We included only patients with diagnosis of ischemic,
hypertensive and idiopathic dilated cardiomyopathy. Patients whose heart
failure was due to primary valvular disease, myocarditis or infectious (Chagas’
disease), toxic (alcohol, doxorrubicin), obstructive or hypertrophic
cardiomyopathies were not included in the present evaluation. Patients with
reduced life-expectancy and those with auto-immune diseases were also
excluded. Controls were recruited prior to voluntary blood donation and
consisted of unrelated and apparently healthy subjects (as assessed by
questionnaire). Blood donors with a history of cardiovascular disease or
cardiovascular related symptoms and those with a positive family history of
premature sudden death were excluded. The racial classification of all
participants was self-reported. The study protocol was approved by the local
institutional review board and by the National Agency of Ethics in Research. All
subjects provided written informed consent. Demographic, clinical, and routine

laboratory data of all patients were collected.
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Genotyping

Genomic DNA was extracted from samples of peripheral blood by
standard procedures.”® The adrenergic-receptor genotypes were detected by
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) analysis. For the p2- Thrl64lle polymorphism, PCR reactions were
carried out in a total volume of 25 ul containing 100-200 ng genomic DNA, 1.6
umol each primer, 4 units Taqg DNA polymerase, 400 mmol dNTP, 4 mmol
MgCl, and 10% DMSO. A 280-bp fragment including the polymorphic site at
codon 164 was amplified using the sense primer (5'-
TTACTTCACCTTTCAAGTA-CCAGAGC-3) and the antisense primer (5'-
CATAGCAGTTGAT-GGCTTCCTG-3"). PCR conditions were as follows: 2 min
initial denaturation at 94°C, followed by 35 cycles of amplification (denaturation
at 94°C for 30 s; primer annealing at 57°C for 1 min, primer extension at 72°C
for 1 min) followed by a final extension (7 min at 72°C). After amplification, 10 ul
of the PCR product were digested with 10 U Mn/l at 37°C for 3 hours. All
fragments were separated on a 29:1 polyacrilamide gel and visualized with
silver staining (Figure 1, A).

For the B1-Arg389Gly polymorphism, the sense and antisense PCR
primers 5-TGGGCTACGCCAACTCGG-3' and 5-GGCCCCGACGACATCGTC-
3’ originated a 221 bp amplification product. In brief, 100-200 ng genomic DNA
was amplified using 400 nmol dNTP, 4 mmol MgCl,, 3 units Taqg DNA
polymerase, 10% DMSO and 1.6 umol each primer in a final volume of 25 pl.
Touch-down PCR was performed with temperatures of 58-52°C, including an

initial denaturation at 94°C for 2 min followed by 30 cycles of amplification
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starting with 58°C, 56°C, 54°C and then continuing for 27 cycles at 52°C
annealing temperature and extension at 72°C for 1 min, with a final extension at
72°C for 5 min. After amplification, PCR product was digested with 2 units of
Mval at 57°C for 2 hours and the products of digestion were separated on 2%
agarose gels which were analyzed after ethidium bromide staining (Figure 1, B).

A known positive control (confirmed by sequencing) was run in all

experiments concomitantly with samples.

Assessment of Arrhythmias

We also evaluated data from 24-hour Holter monitoring for the presence
of complex ventricular arrhythmia and heart-rate variability indices. Patients
were instructed to maintain their current medical regimen and to continue with
their normal everyday activities during recordings, but to avoid intense physical
exercise. Holter tracings were analyzed by a staff cardiologist, who was
unaware of f1 and 2 genotypes, using a semiautomatic technique (Mars 8000
analyzer, Marquette Medical Systems, Milwaukee, Wis). This analyzer identifies
and counts the total number of normal beats, artifacts, and ectopies, and
creates a time series of normal R-R intervals, with a resolution of 8 ms.
Ventricular premature beats (VPBs) were classified as isolated beats, pairs or
runs of non-sustained ventricular tachycardia (NSVT), defined as three or more
consecutive ventricular ectopic beats with a heart rate > 100 beats/min.
Standard deviation of all normal R-R intervals (SDNN) was calculated using
files containing normal R-R intervals, according to the recommendations of the
Task Force of the European Society of Cardiology and the North American

Society of Pacing and Electrophysiology.?*
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Drug Therapy Classification

Regarding beta-blocker and angiotensin-converting enzyme (ACE)
inhibitor treatments, patients were classified according target doses defined by
heart failure treatment guidelines as high-dose users (at or above 50 mg/day of
carvedilol, 150 mg/day of metoprolol tartarate or 200 mg/d of metoprolol
succinate for beta-blockers, and at or above 20 mg/day of enalapril or 150
mg/day of captopril for ACE inhibitors) or as low-dose or non-users (those on

lower doses or without respective treatments).?

Statistical Anaysis

Continuous data are expressed as mean + standard deviation or median
(interquartile ranges) and categorical variables are expressed as absolute
numbers and percentages. Allele frequencies were computed by standard
gene-counting methods. Two-by-two chi-square tests were used to test for
association between risk of heart failure and genotype or allele frequency, and
to evaluate the possible interactions between polymorphisms and HF etiology.
Differences on clinical characteristics between groups (presence or absence of
NSVT [Table 3] or B1-AR genotype [Table 5]) were assessed by the Student t
test or chi-square test, as appropriate. Finally, potential interactions between
dosing of commonly prescribed HF drugs (beta-blockers and ACE inhibitors),
Bl-adrenegic receptor polymorphism and the presence of NSVT on Holter
monitoring were also evaluated. Logistic regression analysis was performed to
identify independent determinant of NSVT and clinically relevant interaction

terms were tested in the models. For all analyses, a bi-caudal P-value < 0.05
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was considered statistically significant. All statistical analysis were performed

using SPSS version 12.0.

RESULTS

Clinical Characteristics of HF Patients and Controls

We evaluated 151 HF patients and 154 healthy controls. HF patients were
predominantly white (69%), male (66%), with moderate to severe left ventricular
dysfunction and in New York Heart Association Class | or 1l (79%), with 42% of
ischemic etiology (Table 1). As expected, the majority of patients were on ACE
inhibitors (91%) and beta-blocker (85%) therapy. Holter monitoring was
available for 135 (89%) patients, and NSVT was observed in 50 (33%) of them.
Controls were younger than patients (41.4 + 7.8 versus 61.4 + 12.4 years old,

P<0.01); 117 (75%) were males and 122 (78%) were white.

Bl and B2 Adrenergic Receptor Polymorphisms and HF Risk
Table 2 shows the prevalence of (1-Arg389Gly and f2-Thrl64lle
polymorphisms and the respective allele frequencies in the sample. For both
polymorphisms there were no differences on genotype or allele frequency
between HF patients and control subjects. In analysis stratified by etiology
(ischemic and non-ischemic HF patients) we also did not observe significant
differences between patients and controls. The prevalence of the 2-164lle
allele was relatively low (2.6%).

There was no association between race (white and non-white) and both

polymorphisms (B1-389Gly present in 43% of white versus 42% of non-white
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patients, p2-164lle present in 2.9% versus 2.2%, respectively). Also, there was
no association between genotypes and HF risk in white and non-white subjects,
when examined separately. The $1-389Gly allele was present in 42% of HF
white patients and 35% of white controls (P=0.34) and in 43% and 30% of non-
white patients and controls, respectively (P=0.23). The percentage of patients
and controls with the 32-164lle allele was 2.8% and 3.3% for whites (P=0.82),

and 2.2% and 2.9% for non-whites (P=0.83), respectively.

Bl Adrenergic Receptor Polymorphism, Ventricular Arrhythmia and Heart
Rate Variability

We further evaluated HF patients according to the presence of NSVT and
SDNN values on Holter monitoring. Table 3 shows clinical characteristics of
patients with and without NSVT. Patients with NSVT had lower LVEF (29%
versus 33%, P=0.02) and were less frequently on high-dose beta-blockers (30%
versus 52%, P=0.01). All other characteristics were similar between patients
with and without NSVT. The presence of NSVT according to the [B1-389
genotype and allele frequency in HF patients is shown in Table 4. Patients with
B1-389Gly allele had a lower occurrence of NSVT, with borderline statistical
significance (odds ratio = 0.64, 95% confidence interval = 0.39 — 1.0; P=0.05).

SDNN analysis was technically possible in 88 patients (exclusions mostly
due to atrial fibrillation). There was no significant difference in SDNN values
between patients with and without 31-389Gly allele (105 + 38 versus 113 + 50
ms, respectively, P=0.43). Similar findings were observed in analysis using

different cut-offs of SDNN values (SDNN < 70 ms or SDNN < 100 ms). We also
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did not find any significant effect of HF drugs on SDNN values, although
patients on high-dose beta-blockers tended to have higher values than those

using low-dose or non-users (117 + 44 versus 101 + 44 ms, P=0.09).

B1-389CGly Allele, NSVT and Pharmacogenetic Interactions

To explore the potential pharmacogenetic interaction between ACE
inhibitor or beta-blocker therapy and the B1-Arg389Gly polymorphism, we
compared the effects of these pharmacological interventions on NSVT
prevalence according to the presence of 1-389Gly. Firstly, we analyzed all
patients according to the presence of $1-389Gly allele; no particular clinical
characteristic was associated with this polymorphism (Table 5).

For beta-blocker therapy, the intensity of beta-blockade had no effect on
the percentage of NSVT for patients with at least one P1-389Gly allele
(protective genotype). On the other hand, patients without this variant (Arg/Arg
patients) had a two-fold reduction of NSVT prevalence if they were on high-
dose beta-blockers in comparison to low-dose or non-use (Figure 2, top). In
multivariate logistic regression adjusted for LVEF (Table 6), patients receiving
high-dose beta-blocker and that with at least one Gly allele were highly
protected from NSVT (odds ratio = 0.21, 95% confidence interval = 0.08 — 0.59,
and 0.29, 95% CI = 0.11 — 0.83 respectivally, c statistics = 0.72).

Regarding ACE inhibitor therapy, there was no difference on NSVT
percentage between patients on high-dose ACE-inhibitors and those on lower
doses or non-use, both for patients with and without the B1-389Gly allele

(Figure 2, bottom).
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DISCUSSION

In the present study, the B1-Arg389Gly and B2-Thrl64lle adrenergic
receptor polymophisms were not related to risk of HF in a Brazilian sample of
HF patients. The prevalence of these polymorphisms in both patients and
controls was similar to that previously described, with a low prevalence for the

p2-164lle allele and a relatively common presence of B1-389Gly.??%?" |n

particular, our analysis showed a significant association between the p1-
Arg389Gly polymorphism and complex ventricular arrhythmias, with a
suppressive effect of 1-389Gly allele on development of NSVT. Finally, we
also demonstrated a pharmacogenetic interaction between the B1-Arg389Gly
polymorphism and the effect of beta-blockers on NSVT.

Several investigators have evaluated the role of genetic polymorphisms
on risk for HF, but findings are not uniform and most studies failed to find a
significant association for both ischemic and idiopathic etiologies.?***?® The
CARDIGENE study, for instance, was an European initiative that did not identify
increased susceptibility to idiopathic dilated cardiomyopathy associated with 8
candidate genes.?® None of these polymorphisms, however, involved genetically
mediated variations of adrenergic receptors. Recently, a landmark study by
Small et al. found a significant 10-fold increase in HF risk for patients who were
simultaneously homozygous for the 31-389Gly allele and had a four-amino acid
deletion on aZ2c-adrenergic receptor, suggesting a synergistic action on the
adrenergic pathway to increase HF susceptibility, specially in black patients.*®

For clinical purposes, genotyping these loci might be a useful approach to

70



Artigo Original - Versdo em Inglés

identify sub-groups at risk for HF and consequently candidates for early
preventive measures.

Functional consequences of 31-Arg389Gly polymorphism may influence
progression and specific characteristics of HF. Hearts from transgenic mice
expressing B1-389Arg show increased contractility acutely, but a marked
contractile impairment and no responsiveness to inotropic stimulus after six
months; moreover, hearts from B1-389Gly mice are less sensitive to beta-
blockade.® Studies in humans that evaluated a potential interaction between
this allele and response to beta-blocker therapy are not consensual. Perez et al.
studied the response to carvedilol in HF patients and observed that Arg/Arg
patients showed a substantially greater improvement in LVEF than 31-389Gly
carriers.’® Other studies demonstrated that patients with the p1-389Gly allele
were more likely to require increases in HF medications during titration of

metoprolol?®

, and that Arg/Arg patients had greater improvements in left
ventricular remodeling from beta-blocker treatment®®, suggesting a possible
effect of this allele in the interindividual variability related to the tolerability and
response to beta-blockers. However, these findings were not confirmed in a
recent study that evaluated five B1 and B2 adrenergic receptor polymorphisms
(including B1-Arg389Gly) which found no interaction between these
polymorphisms and variations of heart rate and LVEF after beta-blockade.®
Accordingly, a sub-study of the MERIT-HF trial failed to demonstrate a
significant association between p1-389 genotype and prognosis.’® This sub-

analysis, nevertheless, did not explore thoroughly the potential interaction of

randomization groups and the B1-389 status. These studies taken together
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suggest a possible pharmacogenetic interaction between the effect of beta-
blockers on surrogate end-points and the p1-Arg389Gly polymorphism,
although the impact of this interaction on HF prognosis has not been well
established.

Theoretically, the reduced signaling seen for the f1-389Gly variant could
in fact act in a similar way to the expected effects of beta-blockade, confering
protection for arrhytmogenesis. Our finding of a protective profile of the p1-
389Gy allele on the presence of NSVT in HF patients supports this concept.
Although the relationship between NSVT and sudden death in HF is not

definitively proven,32

the efficacy of beta-blockers in reducing complex
ventricular arrhythmias may be one possible mechanism for the decrease in
sudden death observed with this therapy in several clinical trials.>**" This so-
called “protective behavior of the 1-389Gly allele” on ventricular arrhythmia
has been previously suggested in a study of Japanese patients with dilated
cardiomyopathy.?°

In the present study, we found a significant pharmacogenetic interaction
of the suppressive effects of beta-blocker therapy on NSVT with 1-Arg389Gly
polymorphism. Interestingly, patients with the B1-389Gly allele had a lower
frequency of NSVT and no arrhythmia suppression of high-dose beta-blockers,
while patients without this allele (Arg/Arg patients) had a higher frequency of
NSVT and a significant two-fold reduction on NSVT frequency with high-dose
beta-blocker therapy. Our findings support the concept that patients harboring

the B1-389Gly allele may be naturally protected and have lesser benefit with

beta-blockade. A similar interaction has been shown between ACE inhibitors
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and the ACE insertion/deletion polymorphism (ACE-1/D). McNamara et al. have
demonstrated that the ACE-D allele was associated with an increased risk of
events in HF patients that was markedly diminished in patients receiving high-
dose ACE inhibitors.*® These studies taken together provide foundation for
development and validation of new therapeutical strategies that take into
account the inter-individual response to HF drugs based on genetically
mediated variability.

Given the observational design and the absence of randomization to the
beta-blocker therapy, these results must be viewed as exploratory findings. We
also acknowledge that the suppressive effect of beta-blockers on NSVT is not
necessarily the only mechanism responsible for mortality reduction, and even
the relationship between NSVT and sudden death or prognosis in HF patients is
not clearly defined. 3¢

This study supports the pharmacogenetic hypothesis that f1-Arg389Gly
polymorphism may play a significant role regulating the effect of beta-blocker
therapy in HF patients, in accordance with functional studies of the effect of f1-
389Gy allele on pl-adrenergic receptor regulation. If this clinical interaction is
confirmed examining hard outcomes in HF, approximately forty percent of
patients (those with the 31-389Gly allele) could be naturally protected and have
no net benefit with beta-blocker therapy regarding arrhythmia suppression,
while those without this allele should receive intensified efforts to initiate and
maintain high-dose therapy. Further prospective large-scale clinical studies will
clarify this possibility. Given the complexity of contemporary treatment
strategies for HF, we believe that individualized approaches will soon become

unavoidable, rather than simply an elusive attractive option. Pharmacogenetic
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studies that delineate potential links between genetic polymorphisms, inter-
individual response to HF drugs and prognosis are the backbone that will point
out the best specific approaches to be developed and validated.

In conclusion, our study shows no obvious interaction between [B1-
Arg389Gly and B2-Thrl64lle polymorphisms and HF development. In addition,
the presence of the $1-389Gly allele seemed to exert a protective effect on the
development of NSVT associated with diverse benefit on the reduction of this
arrhytmia under high-dose beta-blocker strategy according the presence of 1-
389Gly allele. Our data suggest that individual therapy design may involve
genotypic profile in order to deliver the best custom-fit therapeutic regimen for

HF patients.



Artigo Original - Versdo em Inglés

Thr/Thr lle/Thr Marker

v v v

75

B
Gly/Gly Arg/Arg

. |

Figure 1. Polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP) products. A, Polycrilamide gel with B2-AR gene
amplification products including the region of codon 164. PCR amplification
results in a 280 bp fragment; a restriction site for the enzyme Mn/l is inserted
when the p2-1le164 allele is present, resulting in restriction fragments of 230
and 50 bp for the heterozygous patients (arrow). B, 2% agarose gel shows the
PCR product for 1 AR gene surrounding the codon 389. The $1-389Arg allele
results in a 221 bp restriction product, and the B1-389Gly allele inserts a
restriction site originating 154 bp and 67 bp fragments after cleavage with the
Mval enzyme. For B1-389Arg homozygotes only the 221 bp fragment is
observed; for B1-389Gly homozygotes 154 bp and 67 bp fragments are
observed and for the heterozygotes all 3 fragments are observed (arrows).
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Figure 2. Comparison of prevalence of non-sustained ventricular tachycardia
(NSVT) between patients with full-dose use of beta-blockers (top) and ACE
inhibitors (bottom) in relation to patiens with non-use or no full-dose, according
to the presence of the 31-389Gly allele.
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Table 1. Characteristics of the patients with heart failure.

Characteristic Total group (n=151)
Age (yr) 61.4 +12.4
Male sex 99 (66)
White 105 (69)
Etiology
Ischemic 63 (42)
Idiopathic 57 (38)
Hypertensive 36 (24)
NYHA class | or I 119 (79)
Age at HF onset (yr) 55.6 £+12.3
LVEF (%) 31.7+8.1
Risk factors
Hypertension 84 (55)
Diabetes 57 (38)
Hypercholesterolemia 60 (40)
Obesity 15 (10)
Current smoking 18 (12)
Medications
Digoxin 112 (74)
ACE inhibitors 137 (91)
Beta-blockers 129 (85)
Diuretics 136 (91)
Spironolactone 49 (32)
24-hour Holter monitoring*
NSVT 50 (37)
Ventricular premature beats (n) 389 (40-2171)
SDNN (ms) 103 £50

Values are expressed as means + SD, median (interquartile range) or n (%).
NYHA - New York Heart Association, LVEF - left ventricular ejection fraction,
ACE - angiotensin-converting enzyme, NSVT — Non-sustained ventricular
tachycardia and SDNN -standard-deviation of R-R intervals.

* available for 135 patients.
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Table 2. Prevalence of Bl-Adrenergic Receptor and 2-Adrenergic Receptor

polymorphisms among patients with heart failure (n=151) and controls (n=154).

Allele Presence of the
frequency P value polymorphism* P value

B1-Arg389Gly

Gly Gly/Gly or Arg/Gly
Patients with heart failure 0.22 0.31 64 (42.4) 0.15
Controls 0.18 53 (34.4)
Ischemic 0.23 0.68 27 (42.9) 0.92
Non-ischemic 0.21 37 (42)
B2-Thrl64lle

lle Thr/lle
Patients with heart failure 0.013 0.75 4 (2.6) 0.77
Controls 0.016 5(3.2)
Ischemic 0.008 0.49 1(1.6) 0.49
Non-ischemic 0.017 3(3.4)

P values for the comparisons of allele frequencies and for the comparison of the
presence or absence of polymorphisms (B1-389Gly and p2-164lle) were
determined by two-by-two chi-square tests.

*n (%) indicates the presence of at least one 1-389Gly or 32-164lle allele
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Table 3. Clinical characteristics of patients with and without non-sustained

ventricular tachycardia.

79

Characteristic

Ventricular

tachycardia (n=50)

No ventricular

tachycardia (n=85)

Age (yr)
Male sex
Ischemic etiology
NYHA class | or Il
White
Age at onset of HF (yr)
LVEF (%)*
Medications
Digoxin
ACE inhibitors
Beta-blockers
Diuretics
Spironolactone
High-dose use of medications (%)
Beta-blockers*
ACE inhibitors

63.4+11.4
36 (72)
17 (34)
37 (74)
35 (70)

56.5 + 11.4

29.3+7.8

40 (80)
48 (96)
42 (84)
47 (94)
19 (38)

15 (30)
35 (70)

60.3 + 12.9
53 (62)
41 (48)
72 (85)
58 (68)

55.1+ 13
32.7+8.1

60 (71)
76 (89)
73 (86)
76 (89)
23 (27)

45 (53)
56 (66)

Values expressed as means =+

SD or n (%). NYHA - New York Heart

Association, LVEF - left ventricular ejection fraction, ACE - angiotensin-

converting enzyme.

* P < 0,05 for comparison between patients with and without non-sustained

ventricular tachycardia.
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Table 4. Prevalence of genotypes and allele frequencies in patients with and
without non-sustained ventricular tachycardia.

B1-389 genotype

Gly allele
freéuency P value Arg/Gly or Gly/Gly Arg/Arg P value
(n=55) (n=80)
Ventricular
Tachycardia
Yes 0.15 0.059 15 (27) 35 (44) 0.05
No 0.247 40 (73) 45 (56)

Values are expressed as n (%)

P values for the comparisons of allele frequencies and for the comparison of the
presence or absence of the variant 31-389Gly were determined by two-by-two
chi-square tests.
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Table 5. Characteristics of the patients according to the presence of $1-389Gly
allele.

Patients with B1-389Gly Patients without B1-389Gly

Characteristic (Gly/Gly and Arg/Gly) (Arg/Arg)
Age (yr) 61.5+13 61.4+11.9
Male sex 43 (67) 56 (64)
Ischemic etiology 27 (42) 36 (41)
NYHA class | or Il 51 (80) 68 (78)
White 44 (69) 61 (70)
Age of HF onset (yr) 55.8+12.6 55.4+12
LVEF (%) 322+7.8 31.2+8.4
Medications
Digoxin 47 (73) 64 (74)
Beta-blockers 55 (86) 73 (84)
ACE inhibitors 57 (89) 80 (92)
Diuretics 59 (92) 79 (91)
Spironolactone 19 (30) 30 (34)
High-dose use of
medications
Beta-blockers 30 (47) 35 (40)
ACE inhibitors 40 (62) 57 (65)

Values expressed as means + SD or n (%). NYHA - New York Heart
Association, LVEF - left ventricular ejection fraction, ACE - angiotensin-
converting enzyme.
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Table 6. Independent determinants of non-sustained ventricular tachycardia by

logistic regression.

: Odds Ratio 95% ClI P value
Variables
LVEF (for increments of 1%) 0.94 0.9 —0.99 0.01
Arg/Arg patients on high-dose beta- 0.21 0.08 — 0.59 0.003
blocker
Patients with at least one Gly allele 0.29 0.11 — 0.83 0.02
on low-dose beta-blocker or non-use
Arg/Arg patients on low-dose beta- 4.4 0.88 — 22 0.07

blocker or non-user

ClI: confidence intervals, LVEF: left ventricular ejection fraction
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ANEXO |
Termo de Consentimento Informado - Pacientes
Prezado Sr/a:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver
um problema no coracdo chamado insuficiéncia cardiaca. Os polimorfismos
sdo alteragdo que acontecem em um gene e modificam alguma caracteristica
da pessoa. Como o Sr/a tem insuficiéncia cardiaca, gostariamos de convida-lo
para participar do estudo. Caso aceite, realizaremos o registro de suas
informacdes médicas, e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue — na
ocasido de sua entrada no estudo. Apds, estaremos registrando novamente
estas informacgfes nas suas proximas consultas. Com a amostra de sangue,
faremos a identificacdo de 3 polimorfismos em genes responsaveis pela
regulacdo da funcdo cardiaca, que podem estar associadas ao
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca e a forma com que ela se apresenta.
Se o0 Sr/a concordar, armazenaremos as amostras para que outras
caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso
grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de
Etica em Pesquisa e, se possivel, serd solicitado novo Termo de
Consentimento como este). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na
escolha mais individualizada dos medicamentos, com mais beneficios para os
pacientes e menores custos no tratamento da insuficiéncia cardiaca. No
entanto, os resultados deste estudo nao trardo beneficios diretos para o Sr/a.

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

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

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo a Dra. Nadine Clausell, a
Dra Andréia Biolo e o Dr Solano Berger (fone para contato com o0s
pesquisadores 33168344), tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Institui¢o.

Local e data
Paciente ou responsavel:

Nome

Assinatura
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ANEXO Il
Termo de Consentimento Informado - Controles
Prezado Sr/a:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas
(polimorfismos) que podem se associar a um risco aumentado de desenvolver
um problema no coracdo chamado insuficiéncia cardiaca. Os polimorfismos
sdo alteragdo que acontecem em um gene e modificam alguma caracteristica
da pessoa. Para sabermos quais polimorfismos estdo associados a esta
doenca, precisamos conhecer sua frequéncia em pessoas saudaveis para
podermos comparar com 0s pacientes. Através das perguntas que lhe fizemos,
o consideramos saudavel do ponto de vista cardiovascular, podendo fazer
parte do estudo para a comparacdo. Caso aceite, realizaremos 0 registro de
suas informacdes médicas, e uma coleta de sangue venoso — 10 ml de sangue.
Com a amostra de sangue, faremos a identificagdo de 3 polimorfismos em
genes responsaveis pela regulacdo da fungdo cardiaca, que podem estar
associadas ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca e a forma com que
ela se apresenta. Se o Sr/a concordar, armazenaremos as amostras para que
outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de
nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao
Comité de Etica em Pesquisa e, se possivel, sera solicitado novo Termo de
Consentimento como este). No futuro, essas caracteristicas poderéo auxiliar na
escolha mais individualizada dos medicamentos, com mais beneficios para os
pacientes e menores custos no tratamento da insuficiéncia cardiaca. No
entanto, os resultados deste estudo nao trardo beneficios diretos para o Sr/a.

O Sr/a é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa
nao implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas
as informacgfes obtidas estardo a sua disposicdo se assim desejar. Todos 0s
resultados referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de
pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

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

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo a Dra. Nadine Clausell, a
Dra Andréia Biolo e o Dr Solano Berger (fone para contato com o0s
pesquisadores 33168344), tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa desta Instituigo.

Local e data
Paciente ou responsével:

Nome

Assinatura
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ANEXO Il

FICHA DE REGISTRO AMBULATORIAL DE PACIENTES COM INSUFICIENCIA
CARDIACA - GRUPO DE ICC - HCPA

Nome:

Prontuéario:

Endereco:

Telefone: 1) 2)

Data de nascimento: /[

Sexo: ( )fem ( ) masc

Cor: () branco ( ) pardo () preto

HISTORIA
Duragéo da IC: meses
Idade de inicio da IC: anos
No. Internagdes por IC:
Etiologia:
() isquémica
() idiopatica
() hipertensiva
() alcodlica
() valvular
() pés-parto
() pés-QMT
() outra:
() Cardiopatia isquémica
( ) Angina atual ()IAM
() CRM ( ) ACTP/stent
() Sincope () AVE
( ) Vasculopatia periférica
( ) Marcapasso permanente
( )D|sI|p|dem|a ( ) Obesidade
()D ( ) HAS
( )Tabaglsmo anos-maco
( ) Tabagismo atual
( ) Uso abusivo de alcool () Atual

REGISTRO GERAL:

REGISTRO POLIMORFISMOS:

( ) excluido () etiologia
( ) FE > 45%
( ) recusa
() didlise
( ) SCA dltimos 3 meses
( ) SIDA em uso ARVs
( ) neoplasia ndo-curada
()
CHECKLIST
( ) Regristo
Data:
() Coleta
Data:
( ) Holter
Data:

( ) Ecocardio
Data:

( ) Etiologia definida
Data:

( ) Seguimento 1 ano
Data prevista:

() Consulta de seguimento marcada
Data da consulta:

COMORBIDADES CHARLSON

( ) DPOC () d renal mod/grave
() d. cerebrovascular ( ) neoplasia

( ) deméncia ( ) neo metastatica

) Ulcera péptica ( ) SIDA

) d. tecido conjuntivo () linfoma/leucemia

) d. hepatica leve ( ) d. hepatica mod/sev
) d. vascular periférica

) DM com lesao em érgao-alvo

(
(
(
(
(
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SEGUIMENTO AMBULATORIAL DE PACIENTES COM ICC

NOME:

NUMERO:

Data

SAS

PAS

PAD

FC

Peso

Turgéncia jug

Estertores

B3

Hepatomegalia

Edema MMII

Digoxina

IECA:

Furosemida

Hidroclorotiazida

Espironolactona

B-blog:

Hidralazina

Nitrato

Amiodarona

AAS

Anticoag:

Estatina:

Outros

Uréia / Creat

Na /K

CT/LDL

HDL / Trigl

TP —INR

Glicemia / Hbalc

(Data) / |Valor

Se néo usa B-bloqueador

TSH/T4

(G

Data

Motivo

Cddigo motivos

Chagas

I~
e
=

Digoxina

(
(G
(

(G

ECG - FC

(G

Ritmo

(Sin)(FA)fW)(MP)

(Sin)(FA)fW)(MP)

Ret. Cond

(BRE) (BRD) (IV)

(BRE) (BRD) (IV)

Duracdo QRS

Presenca g

SVE

1) contra-indicagéo
a) broncespasmo

c) bradic sintomética
2) sem indicacédo (FE normal e sem IAM
3) intolerancia

a) piora ICC b) hipotenséo

c) bradicard d) fadiga

4) dific $ ou ma-adeséo

b) congestao

Cintilografia
Data:__ / [/ Método:

Descrigao:

Cateterismo cardiaco
Data:_ [/ |/

Descrigdo:

Ecocardiograma

Indicacdo de anticoagulacéo

Intercorréncias

Data

Data

Indicacdo

Data Intercorréncia Motivo

FE (%)

VEDD/VEDS

AE

Se nédo usa IECA

Septo/ PP

Data

Motivo

Cddigo motivos

Ins Mitral

Ins Tric/PSAP

Holter

Data

Ritmo

ESV No. Isol:

Big:

Salvas:

1 - tosse

2 -TCriK

3 - hipotenséao

4 — alergia/angioedema
5 - dific $ ou ma-ades

1-hospitalizagéo } IC (congestdo, IR, arritmia, ma-
adesdo)

2-emergéncia Outras causas - especificar
3-procedimentos (ACTP, CRM, MP, ablagdo, CVE, outros)
4-6bito (IC, MS, outras)

TVNS (S)

(N) SDNN

5-outras (descrever)
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ANEXO IV

QUESTIONARIO - CONTROLES

NUmero controle: Data coleta: / /
Nome completo:
Data de nascimento: / /
Sexo: () feminino
() masculino
Cor: () branco
() pardo
() preto
Descendéncia:
AvO materna:
Av0O materno:
Av0 paterna:
Av0 paterno:

Confirmada auséncia de fatores de exclusao: ( ) sim

Angina ou dispnéia aos esfor¢os

HAS

Cardiopatia isquémica (angina, IAM, angioplastia ou revasculariza¢ao)
Insuficiéncia cardiaca

Historia familiar de morte subita ou IAM precoce (pai/mae e irmaos: homens <
55 anos e mulheres < 65 anos




