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Polimorfismo da Enzima Conversora da Angiotensina (ECA D/I) em
Pacientes com Insuficiéncia Cardiaca de Etiologia Chagasica

Angiotensin-Converting Enzyme ID Polymorphism in Patients with Heart Failure Secondary to Chagas Disease
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Ciéncias da Satde - Faculdade de Medicina — Universidade Federal de Coids,” Goidnia, GO; Instituto do Coragao (Incor) do Hospital das
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Resumo

Fundamento: Alteracdes no gene da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) podem contribuir para o aumento da pressao
arterial e consequentemente para o surgimento de insuficiéncia cardiaca (IC). O papel do polimorfismo ainda é bastante
controverso, sendo necessaria sua identificacdio em pacientes com IC de etiologia chagasica na populacao brasileira.

Objetivo: Determinar o polimorfismo da ECA em portadores de IC com etiologia chagasica e pacientes com doenca de
Chagas sem disfuncao sistélica, e avaliar a relacao do polimorfismo ECA com diferentes variaveis clinicas.

Métodos: Trata-se um estudo clinico comparativo com 193 participantes, destes, 103 com IC de etiologia chagasica e
90 pacientes com doenca de Chagas sem disfuncao sistélica, todos em atendimento ambulatorial no Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Goias. Os alelos D e I do polimorfismo da ECA foram identificados por reacao em cadeia da
polimerase dos respectivos fragmentos provenientes do intron 16 no gene da ECA e visualizados em eletroforese.

Resultados: Dos portadores de IC, 63 % eram do género masculino, enquanto nos portadores de doenca de Chagas sem
disfuncao sistdlica 53,6% eram do género feminino (p = 0,001). O tempo de diagnéstico variou de 1 a 50 anos. A distribuicao
dos genétipos DD, DI e Il foi semelhante entre os dois grupos, nao apresentando significincia estatistica (p = 0,692).
Nenhuma interacao foi observada em relagao as caracteristicas clinicas e os genétipos D/l entre os grupos. A idade foi
significativamente diferente entre os grupos (p = 0,001), e a média de idade dos pacientes com IC foi de 62,5 anos.
Conclusao: Nao foram observadas diferencas na distribuicao das frequéncias dos genétipos (Delecao/Insercao) do
polimorfismo ECA entre os grupos estudados. A utilizacao deste biomarcador genético nao se mostrou dtil na tentativa
de se conhecer a existéncia da relacao do polimorfismo ECA e as manifestacdes clinicas da IC de etiologia chagasica.
(Arq Bras Cardiol. 2017; 109(4):307-312)
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Abstract

Background: Changes in the angiotensin-converting enzyme (ACE) gene may contribute to the increase in blood pressure and consequently
to the onset of heart failure (HF). The role of polymorphism is very controversial, and its identification in patients with HF secondary to Chagas
disease in the Brazilian population is required.

Objective: To determine ACE polymorphism in patients with HF secondary to Chagas disease and patients with Chagas disease without systolic
dysfunction, and to evaluate the relationship of the ACE polymorphism with different clinical variables.

Methods: This was a comparative clinical study with 193 participants, 103 of them with HF secondary to Chagas disease and 90 with Chagas
disease without systolic dysfunction. All patients attended the outpatient department of the General Hospital of the Federal University of Goias
general hospital. Alleles | and D of ACE polymorphism were identified by polymerase chain reaction of the respective intron 16 fragments in the
ACE gene and visualized by electrophoresis.

Results: In the group of HF patients, 63% were male, whereas 53.6% of patients with Chagas disease without systolic dysfunction were female
(p = 0,001). The time from diagnosis varied from 1 to 50 years. Distribution of DD, ID and Il genotypes was similar between the two groups, without
statistical significance (p = 0,692). There was no difference in clinical characteristics or I/D genotypes between the groups. Age was significantly different
between the groups (p = 0,001), and mean age of patients with HF was 62.5 years.

Conclusion: No differences were observed in the distribution of (Insertion/Deletion) genotype frequencies of ACE polymorphism between the
studied groups. The use of this genetic biomarker was not useful in detecting a possible relationship between ACE polymorphism and clinical
manifestations in HF secondary to Chagas disease. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(4):307-312)
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Introducao

A doenga de Chagas apresenta caracteristicas endémicas
e constitui importante causa de cardiomiopatia dilatada e
insuficiéncia cardfaca (IC) em regides de baixas condigdes
socioecon6micas, acarretando elevados indices de
morbimortalidade. O diagndstico e tratamento precoce
sao medidas importantes para a melhora da sobrevida e da
qualidade de vida.!

Na regiao centro-oeste, estudos®* mostraram que a doenca
de Chagas foi considerada a principal causa de IC. £ a primeira
causa de IC em dreas endémicas, e a terceira causa no Brasil.
A morte stbita cardiaca acomete aproximadamente 50% dos
pacientes com IC secunddria a doenga de Chagas.”

A maioria dos problemas de satide humana, incluindo a IC
tem etiologia multifatorial, influenciada pelo meio ambiente,
estilo de vida, e fatores genéticos. Os distlrbios multifatoriais
sdo caracterizados por contribuigoes fenotipicas de varios genes
que interagem uns com os outros e com os fatores ambientais.
Muitos distdrbios que sdo manifestados no individuo adulto sdo
caracterizados por heranga autossomica dominante, incluindo
as formas hereditarias de cardiomiopatia.®

O gene da enzima conversora da angiotensina (ECA)
(21 kb) esta localizado no cromossomo 17, brago longo (q),
regiao 23 e se caracteriza por apresentar 24 introns.”
Predizer a resposta individual ao tratamento e os riscos
potenciais de efeitos adversos aos medicamentos é uma
aspiragao para o tratamento da IC. Com o crescimento
da biologia molecular e das informacdes genéticas,
gradualmente hd a necessidade de uma redefinigao
das doencas baseada nos processos bioquimicos que as
compde e ndo no fenétipo com que elas apresentam.
O conhecimento e tratamento das doencas cardiacas, o
isolamento e a caracterizagdo dos genes envolvidos poderao
nado constituir uma panaceia, mas sim um ponto de partida
para o tratamento individualizado.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo
verificar a distribuigao do polimorfismo ECA (D/) em portadores
de IC de etiologia chagdsica, comparar essa distribuicdo com a
de portadores da doenga de Chagas sem disfungao sistélica, e
avaliar sua relagao com algumas varidveis clinicas.

Aspectos éticos

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Goias, niimero do parecer: 908.870 em 16 de
Dezembro de 2014.

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo clinico comparativo realizado em
dois grupos de pacientes (grupo A e grupo B) provenientes
dos Ambulatérios de Cardiologia e Ambulatério de Chagas do
Hospital das Clinicas (HC/UFG). O periodo de admissao dos
pacientes no estudo foi de fevereiro de 2014 a outubro de 2015.

Pacientes

Foram selecionados de forma consecutiva 193 pacientes.
Sendo 103 pertencentes ao grupo A (portadores de IC de

etiologia chagdsica) e 90 pertencentes ao grupo B (portadores
de doenga de Chagas sem disfungao sistélica). Todos pacientes
encontravam-se em acompanhamento ambulatorial.

Critérios de inclusao

Grupo A: Pacientes com IC sintomatica (pelos critérios de
Framingham) de etiologia chagésica. Grupo B: Pacientes com
diagnéstico de doenca de Chagas sem disfungdo sistélica.

Critérios de exclusao

Disfungao cardiaca no grupo B que levou a exclusao dos
individuos deste estudo.

Parametros clinicos e laboratoriais

Todos os dados clinicos foram extraidos do prontuario
médico. Para expressar o status clinico atual do paciente,
foram considerados exames laboratoriais, e resultados
de eletrocardiograma e ecodopplercardiograma mais
recentes disponiveis.

Nos pacientes com IC, a classe funcional foi determinada
de acordo com a New York Heart Association, de acordo
com a equipe médica ambulatorial. Para os exames de
ecodopplercardiograma foram analisados os seguintes
parametros: Atrio Esquerdo (AE), Diametro Sistélico de
Ventriculo Esquerdo (DSVE), Diametro Diastélico de
Ventriculo Esquerdo (DDVE) e Fragao de Ejegao de Ventriculo
Esquerdo (FEVE).

Genotipagem

Foram coletados amostras de 8 mL de sangue e armazenados
em dois tubos contendo EDTA como anticoagulante.
Posteriormente, foi realizada a extragdo de DNA, seguido
da genotipagem para o polimorfismo ECA pela Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR), classificada em D/D (Delecao/
Delegao), D/I (Delegao/Insercao) ou I/l (Insercao/Insergao).

O método de genotipagem foi adaptado de Lindpaintneretal.,®
para um volume final de 25 uL foram adicionados T mM de
primers, 200 mM de desoxinucleotideos trifosfatados (dATP,
dCTP, dGTR dTTP), 1,3 mM de cloreto de magnésio, 50 mM de
cloreto de potassio, 0,5 unidade de Tag DNA polimerase e 20 ng
de DNA. Os primers sense GCCCTGCAGGTGTCTGCAGCATGT
e antisense GGATGGCTCTCCCCGCCTTGTCTC foram usados
para amplificar os alelos D e |, resultando em amplicons de
319pb e 597pb respectivamente. O protocolo de amplificagao
do DNA constituiu-se por uma desnaturacao inicial de 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos, sendo 30 segundos a
94°C, 45 segundos a 56°C, 2 minutos a 72°C, e 7 minutos
a 72°C. O produto da amplificacdo dos alelos D e | foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% e corados
com brometo de etidio a 0,5 mg/mL por 10 minutos.
Devido a amplificagao preferencial do alelo D em heterozigose,
as amostras com o genétipo DD foram reamplificadas
com primers TGGGACCACAGCCGCGCCTACCAC e
TCGGCCCTCCCACCACCATGCTAA sense e antisense
respectivamente, em idénticas condi¢oes de PCR, com excegao
da temperatura de anelamento a 67°C. A avaliagao dos produtos
de PCR em gel de agarose a 1,5% revelaram um amplicon

Arq Bras Cardiol. 2017; 109(4):307-312

308



309

Silva et al
Polimorfismo D/I e pacientes com insuficiéncia cardiaca

Artigo Original

de 335 pb na presenca de um alelo I. Os resultados foram
capturados pelo sistema de video-documentagao Image Master
VDS® (Pharmacia Biotech, EUA).

Analise estatistica

A estatistica descritiva foi utilizada para caracterizagao
das variaveis — as varidveis categoricas foram descritas em
percentuais, as varidveis continuas com distribuicao normal
em médias + desvios-padrdo, e as varidveis continuas de
distribuigao ndo normal em mediana e intervalos interquartis.
O teste de Kolmogorov-Smirnov Z foi utilizado para
identificar as varidveis continuas com distribuicao normal.
Diferengas entre os grupos A e B foram calculadas utilizando
o teste de qui-quadrado ou teste t de Student nao pareado
e, quando apropriado, o teste de Man-Whitney. A medida
de associagao entre as variaveis de exposicao a IC foi o Odds
Ratio (OR), com respectivos intervalos de 95% de confianca.
Variaveis foram consideradas estatisticamente diferentes
entre os grupos quando os valores de p foram menores que
0,05. Os resultados foram analisados por meio do programa
estatistico SPSS, versao 18.0.

Resultados

Foi observada diferenca significativa na distribuicao de
géneros entre os grupos (p = 0,023), com 63% dos pacientes
com IC do género masculino.

A média de idade dos pacientes com IC foi de
62,5 = 11,1 anos, apresentando diferenca significativa entre
os grupos (p = 0,00). As caracteristicas sociodemogréficas e
clinicas da amostra encontram-se na Tabela 1.

Todos os pacientes com IC estavam em tratamento
medicamentoso, 73,2% era tabagista, esse habito foi
estatisticamente significativo entre os grupos (p = 0,004).
Em relacdo as comorbidades associadas a IC, houve
predominio de dislipidemia (75%). A média da frequéncia
cardiaca foi maior nos pacientes com IC (p = 0,030) em
comparagao ao grupo B.

A presenga de megaesofago foi prevalente apenas no grupo
B (61,7%), com diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos (p = 0,017). O tempo decorrido desde o diagnéstico
da doenga de Chagas foi estatisticamente diferente entre os
grupos (p = 0,001).

Perfil genético da populacao estudada

A fim de estabelecer a prevaléncia dos genétipos para o
polimorfismo ECA entre os pacientes do grupo A e grupo
B, foram analisados a frequéncia dos genétipos DD, Dl e |l
(Tabela 2). Nao houve diferenga estatisticamente significativa
nas frequéncias observadas dos gendtipos em relagao as
esperadas entre os grupos (p = 0,692).

As médias dos valores das varidveis ecocardiogréficas e
os genétipos nao foram estatisticamente diferentes entre
os grupos. Os portadores do genétipo DI apresentaram
média mais elevada nos valores do DDVE quando
comparado a outros genétipos.
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Para as medidas repetidas de dados categéricos, nao houve
variacao significativa na classe funcional e nos genétipos
D/l (p = 0,472) entre os grupos. Apenas quatro pacientes
encontravam-se em classe funcional 1V, a classe funcional Il
foi predominante na amostra, presente em 86 pacientes.
Destes, 52,3% eram pertencentes ao genétipo DI.

No grupo B os pacientes apresentaram megaesdfago,
porém nao houve diferenca no ndmero de pacientes com
e sem megaesofago. A dislipidemia foi associada como
um risco aumentado em 5 vezes para os portadores de IC.
Os genétipos DD, DI e Il ndao foram considerados como
um fator de risco para IC, pois sua distribuicdo nao foi
estatisticamente diferente entre os grupos.

Discussao

A literatura é repleta de resultados conflitantes,
permanecendo intenso o debate sobre a existéncia de quais
seriam os polimorfismos implicados na susceptibilidade para o
desenvolvimento ou agravamento da IC. No presente estudo,
foi avaliado o papel do polimorfismo genético do gene ECA
(D/1) em pacientes com IC de etiologia chagdsica e pacientes
portadores de doenca de Chagas sem disfungdo sistélica.
Nesta populacao, ndo se encontrou associagao do polimorfismo
ECA com as caracteristicas sociodemogrificas e clinicas.

O género masculino foi predominante (63%) em nossa
amostra, assim como em dados presente na literatura.”'
Aincidéncia de IC aumenta com a idade, sendo mais frequente
em homens."" O aumento da epidemia de IC na populagao
masculina e idosa foi associado com maior sobrevida.'

Nao houve diferenca estatisticamente significativa na
distribuicao dos genétipos entre género masculino e feminino
no grupo A, dado concordante com o estudo de Zhangetal.™

Dados presentes na literatura associaram o alelo D com
a predisposicao para HA.'*'® Estes dados contradizem os
nossos achados. Os portadores de IC apresentaram valores
de pressao arterial inferior ao grupo com doenga de Chagas
sem disfungao sistélica (p = 0,000), assim como nos resultados
encontrados por Yang et al.,'” que investigaram os genétipos
D/l em individuos de etnia chinesa. Nao houve diferencas
significativas na frequéncia dos alelos e genétipos entre os
grupos de individuos em ambos os géneros. Pacientes com IC
e pressdo arterial baixa tem maior risco de morte, mesmo com
uso adequado de terapias farmacolégicas.'®

O genétipo DD foi associado de forma independente a
pior evolugao ecocardiografica e o genétipo DI ao melhor
perfil ecocardiografico (aumento da fragdo de ejecao do VE
e diminuicao de diametros do VE)." Nossos resultados sao
discordantes, pois, nao foi verificado associagao dos genétipos
D/I com os parametros ecocardiograficos.

Mesmo pesquisando uma populagao com caracteristicas
diferentes, ndo encontramos nenhuma interagao dos gendtipos
D/l com a IC. O mesmo achado j& havia sido demonstrado
em estudo®® que avaliou 241pacientes provenientes da
Ardbia Saudita. Apds a realizagdo da genotipagem para o
polimorfismo do gene ECA ndo foi encontrada interagdo com
a cardiopatia congénita.
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemograficas e clinicas da amostra
Variaveis GrupoA GrupoB OR 1C95% Valor de p
n % n %

Género
Masculino 51 63,0 30 37,0 1,96 1,09-3,52 0,023
Feminino 52 46,4 60 53,6
Média de idade (DP) 62,5 (a1,1) 51,3 (11,9) 0,000°
Procedéncia
Goiania 59 54,6 49 454 1,12 0,64-1,98 0,692°
Outras localidades 44 51,8 41 482
doenea e Chagos (el i uart) 18 829 95 (&17) 0002
Tabagismo
Sim 30 73,2 1 26,8 2,95 1,38-6,32 0,0042
Nao 73 48,0 79 52,0
Etilismo
Sim 21 42,0 29 58,0 0,34 0,28-1,03 0,0612
Nao 82 57,3 61 42,7
?I"netg:gi) c:stgrcq(ub;r:}; 65 (60-80) 65 (60-80) 0,290°
Megaesofago
Sim 18 38,3 29 61,7 0,45 0,23-0,87 0,017
Néo 85 58,2 61 418
Megacélon
Sim 9 64,3 5 35,7 1,63 0,53-5,05 0,3952
Nao 94 52,5 85 47,5
Dislipidemia
Sim 15 75,0 5 25,0 2,90 1,01-8,32 0,041
Nao 88 50,9 85 49,1
Diabetes mellitus
Sim 6 54,5 5 455 1,05 0,31-3,57 0,9362
Nao 97 53,3 85 46,7

DP: desvio padréo; FC: frequéncia cardiaca; Grupo A: pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica; Grupo B: pacientes com doenga de Chagas sem

disfungéo sistélica; bpm: batimentos por minuto; OR: odds ratio. ? teste do qui-quadrado; ® teste t de Student néo pareado; ° Teste de Mann Whitney.

Tabela 2 - Polimorfismo D/l nos grupos Ae B

Grupo A Grupo B
Gendtipo Valor de p
N % N %
DD 17 50,0 17 50,0 0,692°
DI 59 56,2 46 43,8
I 27 50,0 27 50,0

DD: delegéo/delecéo; DI: delegao/insercdo; Il: insergdo/insergéo; grupo A: pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica; Grupo B: pacientes com
doenga de Chagas sem disfungéo sistdlica.  teste do qui-quadrado.
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A IC é uma condicao clinica frequente que apresenta
elevado grau de morbidade e mortalidade. Ela acomete 1,5%
a 2,0% da populagao geral, porém sua prevaléncia aumenta
progressivamente com a idade, atingindo aproximadamente
10% dos individuos com mais de 65 anos de idade.?' Esses
dados confirmam nossos resultados, em que os pacientes
com IC apresentaram idade significativamente superior aos
pacientes com doenga de Chagas sem disfuncao sistélica.

Corroborando com nossos achados, Yang et al.,??
compararam a distribuicdo dos genétipos D/l em uma
populagao de 701 individuos de ambos os géneros.
Nenhuma diferenca foi encontrada na frequéncia dos
gendtipos e alelos em homens e mulheres entre um grupo
de individuos com idade superior a 90 anos e um grupo
controle com idade inferior a 60 anos.

Na andlise dos genétipos D/l e do DSVE, nao foi encontrada
relagdo entre esses parametros. Nossos achados sao
discordantes de um estudo nacional® em que encontraram
aumento do DSVE em pacientes com o genétipo DD,
associando-se com maior morbidade e mortalidade em
pacientes com IC de diferentes etiologias.

Ha uma possivel interacdo do polimorfismo ECA na
progressao da IC cronica.** O alelo D foi associado com a
progressao da IC e maior mortalidade quando comparado com
o alelo % Esses dados opdem-se aos resultados encontrados
neste estudo, o qual os genétipos D/I ndo foram associados
com a gravidade da IC.

O polimorfismo ECA nao foi associado com a gravidade
ou progressao da IC de etiologia chagasica. Corroborando
com nossos dados, estudos anteriores?®?” ndo associaram
o polimorfismo da ECA com desenvolvimento da IC ou
progressao da cardiomiopatia chagasica.

Em nossa andlise, a distribuigdo dos genétipos D/I foi
semelhante entre os grupos A e B. Diferengas genéticas
individuais podem levar a diversos perfis de riscos e nlimero
amostral pequeno, especialmente em estudos de associagao,
com poder inadequado para identificar contribuigoes
genéticas, o que pode justificar uma discordancia com os
resultados encontrados.

Testes de andlise do DNA podem fornecem a identificagao
de uma ou mais variantes genéticas associadas ao risco
maior de IC e, assim, contribuir para medidas preventivas de
mudangas de hébitos de vida e terapias que levem em conta
o seu perfil genético.

Baseando-se no potencial de aplicabilidade do marcador
genético na prdtica clinica e dos resultados inconclusivos
acerca do papel do polimorfismo da ECA como fator de risco
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para o desenvolvimento da IC de etiologia chagdsica, o uso
desse marcador genético nao foi (til para ser incorporado a
pratica clinica. A falta de associagao entre os genétipos D/
pode indicar que o polimorfismo ECA ndo atua na patogénese
da disfungao ventricular causada pela doenga de Chagas.

Conclusao

Nao houve diferenca na frequéncia dos genétipos D/I nos
pacientes portadores de IC de etiologia chagdsica, quando
comparados com os pacientes portadores e doenga de
Chagas sem disfungao sistdlica. Nao houve relagdo entre o
polimorfismo ECA e as variaveis clinicas analisadas.

Limitacoes do estudo

O ndmero de pacientes incluidos pode ser considerado
pequeno se comparado ao valor estimado de portadores da
doenca existentes em nosso pais. Aspectos socioecondémicos
podem interagir com fatores genéticos e interferir nos
desfechos da IC. Os achados neste estudo, em que apenas
pacientes da rede publica foram estudados, podem impedir
que os dados sejam reproduzidos em outras populagoes.

Serdo necessdrios novos estudos, amplos e prospectivos
com um grupo amostral maior, capazes de apontar estas e
outras varidveis potencialmente relacionadas a IC de etiologia
exclusivamente chagasica.
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