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RESUMO

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma sindrome clinica resultante da deterioracdo da fungdo
cardiaca. Durante a sua progressdo, o ventriculo esquerdo sofre alteragdes estruturais na matriz
extracelular pela acao das metaloproteinases de matriz (MMPs). Estudos tém relacionado o aumento
da expressao das MMPs com a IC. No presente trabalho, analisamos a associa¢éo do polimorfismo
-1059G>A (rs17859821) no gene da MMP-2 com a presenga e progressao da IC. A genotipagem
do polimorfismo -1059G>A foi realizada pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase —
Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de Restricao (PCR-RFLP). As frequéncias alélicas
e genotipicas ndo diferiram entre os pacientes e os controles (p > 0,05) e a analise de sobrevida
nos pacientes nao indicou nenhuma relagdo do polimorfismo -1059G>A com a mortalidade total
ou por IC (p > 0,05).

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca, metaloproteinase de matriz, MMP-2,
polimorfismo.

ABSTRACT

Heart failure (HF) is a clinical syndrome that results from the deterioration of cardiac function.
During its progression, the left ventricle undergoes structural changes in the extracellular matrix by
the action of matrix metalloproteinases (MMPs). Studies have linked the increased expression of
MMPs with HF. In the present study, we analyzed the association of the -1059G>A (rs17859821)
polymorphism in the MMP-2 gene with the presence and progression of HF. Genotyping of the
-1059G>A polymorphism was performed by Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment
Length Polymorphism (PCR-RFLP). The allele and genotype frequencies did not differ between
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patients and controls (p > 0.05) and the survival analysis in patients indicated no relationship of the
-1059G>A polymorphism with all-cause mortality or HF-related mortality (p > 0.05).
Keywords: Heart failure, matrix metalloproteinase, MMP-2, polymorphism.

INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma doenga clinica procedente da deterioragdo da
fungdo cardiaca (ROGER et al., 2011; BOCCHI et al., 2012), considerada como uma
das principais causas de mortalidade no Brasil. Durante a progressdo da IC, ocorrem
alteragdes na geometria cardiaca, no inotropismo e no cronotropismo que estao associados
a morte subita (BOCCHI et al., 2012). Embora varios fatores de risco ¢ preditores de
pior progndstico tenham sido identificados (HUNT et al., 2005), é reconhecido que
diferentes polimorfismos genéticos estdo envolvidos na suscetibilidade e na progressdo
da IC (KITSIOS; ZINTZARAS, 2007; DORN, 2011).

Uma das principais caracteristicas da IC ¢ o remodelamento do ventriculo esquerdo
(VE), que ocorre como consequéncia das alteragdes na estrutura da matriz extracelular
(ZAMILPA; LINDSEY, 2010). Estas alteracdes sao realizadas pelas metaloproteinases
de matriz (MMPs), que sdo responsaveis pela degradagio da matriz extracelular (KLEIN;
BISCHOFF, 2011). Estudos realizados em modelos experimentais de IC e em humanos
relacionaram o aumento da expressao das MMPs com o desenvolvimento e a progressao
da doenga (VANHOUTTE; HEYMANS, 2010). A expressao aumentada das MMPs pode
contribuir consideravelmente para a desintegracao do colageno do tecido do miocardio e
para modificagdes nas vias de sinaliza¢do intracelular do cardiomiocito (SPINALE, 2002;
D’ARMIENTO, 2002). Estudos realizados em diferentes populagdes demonstram que os
niveis séricos das MMPs estao mais elevados nos pacientes com IC do que nos individuos
que ndo apresentam doenga cardiaca (YAMAZAKI et al., 2004; WAGNER et al., 2006).

Variantes nos genes das MMPs podem modificar os niveis ou a atividade destas
enzimas, reduzindo ou aumentando a degradacdo de componentes da matriz celular.
Assim, os polimorfismos funcionais podem contribuir para a variabilidade interindividual
na suscetibilidade e na progressao das doengas cardiacas (YE, 2006). Em 2011, Velho
e colaboradores realizaram um estudo de associacdo de trés variantes nos genes das
MMPs -1 (-1607 1G/2G), -3 (-1171 5A/6A) e -9 (-1562 C>T) com a suscetibilidade
e o prognostico da IC. Nesse estudo, as frequéncias alélicas e genotipicas para os trés
polimorfismos foram semelhantes nos pacientes e controles. No entanto, os pacientes
portadores do alelo 2G no gene da MMP-1 apresentavam uma maior prevaléncia de IC de
etiologia isquémica e menor taxa de mortalidade por IC (VELHO etal., 2011). Outros dois
estudos com polimorfismos no gene da MMP-2 foram realizados na populacdo chinesa,
relacionando trés polimorfismos genéticos com o risco e o prognostico da IC, nos quais
o polimorfismo -1059G>A foi associado com a suscetibilidade (HUA et al., 2009a) ¢ a
mortalidade entre os pacientes com IC (HUA et al., 2009b).

Considerando a importancia das MMPs na insuficiéncia cardiaca e a auséncia de
estudos sobre a relagdo de polimorfismos do gene da MMP-2 com a suscetibilidade e
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a mortalidade desta doenca no Brasil, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
associagdo do polimorfismo -1059G>A (rs17859821) no gene da MMP-2 com a presenga
e progressao da IC na populacao brasileira, tendo em vista a sua associagcdo com a doenga
em outras populagdes estudadas.

MATERIAL E METODOS

Populacio de Estudo e Avaliacdo do Prognoéstico

Neste estudo foram incluidos 129 pacientes com IC por disfungao sistolica (casos),
provenientes do Ambulatorio de Insuficiéncia Cardiaca e Transplante do Servigo de
Cardiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), que ja participaram de
outros projetos do mesmo grupo de pesquisa, que tém por objetivo investigar os fatores
clinicos e genéticos de riscos associados com a suscetibilidade e o prognoéstico da IC
(BIOLO et al., 2008; VELHO et al., 2011; COHEN et al., 2012). Os pacientes foram
selecionados no periodo compreendido entre os meses de julho de 2003 e novembro de
2007, que se enquadravam nos seguintes critérios de inclusdo: idade > 18 anos e fragao
de ejecdo do VE < 45%. Foram excluidos do estudo os pacientes com IC de etiologia
valvular primaria, infecciosa ou toxica, ou com cardiomiopatia obstrutiva ou hipertrofica,
assim como os pacientes com expectativa de vida reduzida.

Todos os pacientes realizaram uma avalia¢do clinica, que consistia em exame fisico,
avaliagdo de parametros ecocardiograficos ¢ exames laboratoriais. Os dados clinicos e
demograficos de todos os pacientes foram coletados por meio de questionario estruturado.
O estado vital dos pacientes foi analisado por meio dos registros eletronicos do HCPA,
contato telefonico e banco de certificados de 6bito da Secretaria da Satide do Estado do
Rio Grande do Sul. Os desfechos progndsticos avaliados foram a morte por todas as
causas ¢ a morte relacionada a IC (definida como morte subita ou causada por progressao
da doenga avangada refrataria ao tratamento).

Também foram incluidos 78 individuos saudaveis (controles) provenientes do
Centro de Hemoterapia do HCPA. Os doadores de sangue foram selecionados no periodo
compreendido entre os meses de outubro de 2003 e janeiro de 2008, e se enquadravam
nos seguintes critérios de inclusdo: idade > 18 anos e sem historia pessoal ou familiar
de doenga cardiovascular ou morte subita precoce. A classificagdo racial de todos os
participantes foi auto-relatada, e todos os individuos assinaram um termo de consentimento
informado, cujo protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do HCPA e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Genotipagem para o Polimorfismo -1059G>A

O DNA foi extraido de leucocitos do sangue periférico por um método de salting
out (LAHIRI; NURNBERGER, 1991). A genotipagem do polimorfismo -1059G>A
foi realizada pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismo de
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Comprimento de Fragmentos de Restri¢ao (PCR-RFLP), utilizando-se primers, condi¢des
de amplificacdo e digestdo com a enzima de restrigdo Hhal, conforme descrito previamente
(HUA et al., 2009a). Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (2%), corados com brometo de etideo e analisados sob luz ultravioleta, para a
visualizagao dos fragmentos de restricao e identificacdo dos genotipos.

Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas no programa SPSS (SPSS Inc., Chicago, EUA).
As variaveis demograficas nos casos e controles foram comparadas utilizando-se o teste
t de Student e o teste de qui-quadrado. As frequéncias alélicas foram determinadas pela
contagem direta dos alelos e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi verificado por meio
do teste de qui-quadrado. As diferengas nas distribuigdes génicas e genotipicas entre
os grupos de individuos foram avaliadas por meio do teste de qui-quadrado ou do teste
exato de Fisher, conforme indicado. Foram construidas curvas de sobrevida para avaliar
a mortalidade por todas as causas ¢ a mortalidade por IC de acordo com o polimorfismo
-1059G>A, utilizando-se o método de Kaplan-Meier e comparando-se a sobrevida entre
os diferentes genotipos pelo teste de log-rank. Um valor de p < 0,05 foi considerado como
estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Conforme os dados apresentados na Tabela 1, a idade dos individuos analisados
foi, em média, de 51 anos para os controles e de 58 anos para os pacientes. A maioria
dos individuos era do sexo masculino e tinha a pele de cor branca. Entre os pacientes,
a etiologia mais frequente foi a isquémica. Aproximadamente 74% estavam em classe
funcional I e II, com uma fragdo de ejecdo do VE média de 32%. As frequéncias
genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto nos pacientes como nos
controles. As frequéncias alélicas foram semelhantes entre os pacientes e controles, assim
como as frequéncias genotipicas (Tabela 2).

Tabela 1. Caracterizagao clinica e demografica do grupo de estudo.

Controles Pacientes P

(n=178) (n=129)
Idade (anos) 51+9 58 + 13 < 0,001
Sexo masculino (%) 57 (73,1) 91 (70,5) 0,816
Brancos (%) 57 (73,1) 90 (69,8) 0,726
Etiologia isquémica (%) - 43 (33,3)
Etiologia hipertensiva (%) - 33 (25,6)
Etiologia idiopatica (%) - 28 (21,7)
Classe funcional | e Il (%) - 93 (74,4)
Fragdo de ejecéo do VE (%) - 32+8
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e alélicas obtidas para o polimorfismo -1059G>A em pacientes e controles.

Controles (n = 78) Pacientes (n = 129) p
GG 61(78,2) 97 (75,2) 0,158
GA 15 (19,2) 32 (24,8)
AA 2(2,6) 0(0)
G 0,88 0,88 >0,999
A 0,12 0,12

Apds um seguimento mediano de 21 meses, ocorreram 19 mortes no total, sendo 16
atribuidas a IC. Com relagdo ao obito total, a taxa de mortalidade foi de 12,4% entre os
pacientes com gen6tipo GG e de 21,9% entre os pacientes com gen6tipo GA (p = 0,248).
Os obitos relacionados a IC foram registrados em 10,3% dos pacientes com gendtipo GG e
em 18,8% dos pacientes com genodtipo GA (p=0,224). A analise de sobrevida nos pacientes
ndo indicou que o polimorfismo -1059G>A estivesse relacionado com a mortalidade por
todas as causas (log-rank p = 0,185) ou com a mortalidade por IC (log-rank p = 0,175)
(Figura 1). Contudo, com o aumento do tamanho amostral, mantendo-se esta diferenga
entre a sobrevida dos pacientes homozigotos para o alelo G e heterozigotos, é possivel
que seja encontrada alguma relagdo do polimorfismo -1059G>A com a mortalidade por
todas as causas ou com a mortalidade por IC.

Figura 1: Curvas de sobrevida para a mortalidade total e para a mortalidade por IC.
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DISCUSSAO

Desde que os estudos realizados em modelos experimentais de IC e em humanos
demonstraram uma clara relagdo de causa e efeito entre o aumento na expressdao das MMPs
durante o desenvolvimento e a progressao da IC (VANHOUTTE e HEYMANS, 2010), alguns
polimorfismos nos genes das MMPs foram analisados, sendo que os polimorfismos identificados
até agora ocorrem frequentemente na regido promotora, afetando, assim, as etapas criticas na
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ligacdo de fatores da transcrigdo (HUA et al., 2009a). O polimorfismo estudado no presente
projeto ocorre na posi¢ao -1059 da regido promotora do gene da MMP-2 (HUA et al., 2009b).

De todos os pacientes ¢ controles genotipados no presente trabalho, a maioria
apresentou o genétipo GG, que nos dois estudos publicados por HUA e colaboradores
na populagdo chinesa, foi 0 genotipo associado ao pior progndstico ¢ ao risco aumentado
da IC (HUA et al., 2009a; HUA et al., 2009b). No entanto, os dados obtidos no presente
trabalho mostram que o polimorfismo -1059G>A ndo esta associado com a suscetibilidade
aIC. No estudo chinés, os pacientes portadores dos gendtipos GA e AA apresentaram uma
taxa de mortalidade significativamente menor em relagdo aos pacientes com genotipo
GG, o que conferiu ao alelo A uma associacdo ao melhor progndstico da IC (HUA et al.,
2009b). No presente trabalho ndo observamos tal associacao.

Uma possivel explicagdo para esta divergéncia de resultados sdo as diferengas étnicas
entre as populagdes de estudo. Outro fator que pode ter contribuido para esta discrepancia é
o tamanho amostral, que na populacao chinesa foi de 1294 (HUA et al., 2009a) e 605 (HUA
et al., 2009b) individuos e no presente estudo foi de 207 (129 casos e 78 controles).

CONCLUSAO

De acordo com os dados preliminares obtidos no presente estudo, ndo ha evidéncias
de que o polimorfismo -1059G>A no gene da metaloproteinase de matriz-2 esteja
associado com a presenga ou com o prognostico da insuficiéncia cardiaca. Tendo em vista
o tamanho amostral estudado até o momento, ainda ndo é possivel avaliar adequadamente
o papel deste polimorfismo na suscetibilidade e na mortalidade da IC.
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