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cm = centimetro

D. = doenga

dATP = deoxinucleotideo adenina trifosfato
dCTP = deoxinucleotideo citosina trifosfato
dGTP = deoxinucleotideo guanina trifosfato
dTTP = deoxinucleotideo timina trifosfato
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mm = milimetro

mM = milimol

pM = picomol

TRIS = tris(hidroximetil)aminometano
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REsSuUMO

O polimorfismo de insergdo/dele¢do (I/D) do gene da enzima de
conversao da angiotensina | foi estudado em coorte de sobreviventes de 333
portadores de insuficiéncia cardiaca, de idades entre 13 e 68 (43,3 = 10,5)
anos, 262 (78,7%) dos quais eram homens e 71 (21,3%) mulheres. O grupo
controle foi constituido de 807 doadores voluntarios de sangue com idades
entre 18 e 60 (31,5 £ 9,3) anos, 557 (69%) dos quais eram homens e 250
(31%) mulheres. A insuficiéncia cardiaca foi atribuida & cardiomiopatia
dilatada idiopatica em 125 (37,6%) pacientes. Nos demais pacientes as
etiologias foram: a cardiomiopatia isquémica em 63 (18,9%), a
cardiomiopatia da doenga de Chagas em 58 (17,4%), a cardiomiopatia
hipertensiva em 41 (12,3%), a cardiomiopatia alcodlica 24 (7,2%), a
cardiomiopatia valvar em 11 (3,3%) e a cardiomiopatia periparto em 11
(3,3%). A determinagdo dos gendtipos associados ao polimorfismo I/D foi
realizada pela reagdo em cadeia da polimerase. Foram estudadas a
distribuicdo dos genotipos entre os individuos do grupo controle e os
pacientes e as provaveis associagdes do polimorfismo I/D com diferentes
variaveis clinicas e com a evolugdo. Essas analises foram realizadas de
acordo com o padrdo de heranga genética atribuido ao alelo D (co-
dominante, recessivo ou dominante). Na analise estatistica foram utilizados
o teste do qui-quadrado, o teste t-Student, a analise de variancia (ANOVA), o
metodo de Kaplan-Meier, o teste log-rank e a regresséo de Cox.

A fregiiéncia do gendtipo DD foi menor no grupo de pacientes,
considerando-se o carater recessivo atribuido ao alelo D (p=0,034). Os
portadores do genétipo DD apresentaram maior média de valores do
diametro sistdlico do ventriculo esquerdo determinado pelo ecocardiograma,
quando foi atribuido carater recessivo ao alelo D (p=0,031). O intervalo

decorrido do nascimento até o aparecimento dos sintomas foi menor nos



portadores do gendtipo DD com cardiomiopatia alcodlica, ao ser atribuido
carater recessivo ao alelo D (p=0,033). O intervalo entre o nascimento e o
aparecimento dos sintomas foi menor nos portadores do gendtipo DD com
cardiomiopatia hipertensiva, quando foi atribuido carater co-dominante
(p=0,048) ou recessivo (p=0,024) ao alelo D. Os portadores do gendtipo DD
apresentaram maior mortalidade apods os 50 anos, ao ser atribuido carater
co-dominante (p=0,007) ou recessivo (p=0,002) ao alelo D. As variaveis
independentes relacionadas com a maior mortalidade apds os 50 anos de
idade, ao ser atribuido carater recessivo ao alelo D, foram: a idade
(p<0,001), o gendtipo DD (p=0,003), o diabetes melito (p=0,003) e a doenga
de Chagas (p=0,005). Atribuindo-se carater co-dominante ao alelo D, as
variaveis independentes relacionadas com maior mortalidade foram: a idade
(p<0,001), a doenga de Chagas {(p=0,004), o diabetes melito {p=0,005) e 0
gendtipo DD (p=0,015).

Os resultados obtidos permitem sugerir que o genotipo DD esta
associado com maior morbidade e mortalidade em determinados grupos de

pacientes com insuficiéncia cardiaca.
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1. INTRODUGAO

A insuficiéncia cardiaca ¢ um problema de salde publica no
Brasil. De acordo com dados do Sistema Unico de Saude, em 1996 foram
registradas 426.177 hospitalizagées por insuficiéncia cardiaca, com gastos
da ordem de 150 milhées de reais (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE,
1996). No mesmo ano, 27.402 dbitos foram atribuidos a essa condigéo. A
insuficiéncia cardiaca reduz a sobrevivéncia dos individuos acometidos
(FREITAS et al., 1996) e ocupa o terceiro lugar entre as causas de ébito por
doengas cardiovasculares (LOTUFO et al., 1995). Em outros paises, a
prevaiéncia da insuficiéncia cardiaca foi da ordem de 2,5% da populagéo
com mais de 45 anos (HO et al., 1993a) a 13% em homens com mais de 65
anos (ERIKSSON et al., 1989). A taxa de sobrevivéncia, decorridos 5 anos
do inicio dos sintomas, foi de 25% nos homens e de 38% nas mulheres (HO
et al., 1993a). Portanto, o impacto da insuficiéncia cardiaca sobre a satde
da populagéo € dos mais relevantes.

Dentre os mecanismos fisiopatoldgicos mobilizados na
insuficiéncia cardiaca, destaca-se o sistema renina-angiotensina e a
consequente ativagdo da angiotensina il (FRANCIS, 1985). As agles da
angiotensina [l estdo relacionadas com alteragdes hemodinamicas
(FOWLER; HOLMES, 1964, WHELAN et al., 1969, MORAVEC et al., 1984),

no crescimento celular e na remodelagdo ventricular (MORGAN:; BAKER,



1991, WEBER; BRILLA, 1991). Particuiarmente relevante é a ativagdo
especifica do sistema renina-angiotensina cardiaco (LINDPAINTER;
GANTEN, 1991, HIRSCH et al, 1991). Evidéncias clinicas reiteram a
importancia do sistema renina-angiotensina na insuficiéncia cardiaca: o
tratamento com drogas inibidoras da enzima de conversdo da angiotensina |
(ECA) alivia os sintomas, atenua as alteragdes hemodinamicas e aumenta a
sobrevida dos pacientes (CONSENSUS, 1987, SOLVD, 1991, SOLVD,
1992).

O papel da enzima de conversdo da angiotensina | na regulagéo
da sintese de angiotensina Il foi demonstrado em estudos experimentais,
nos quais sobrecargas de pressdo levaram ao aumento da atividade da
enzima de conversao e da produgéo local de angiotensina Il, tanto nos vasos
(OKAMURA et al., 1986) quanto no coragdo (SCHUNKERT et al., 1993).

Ha evidéncias da existéncia de fatores genéticos determinantes
dos niveis plasmaticos da enzima de conversao da angiotensina | (ALHENC-
GELAS et al., 1991). Num mesmo individuo, esses niveis sdo estaveis, mas
podem variar em até 5,7 vezes em diferentes individuos. Admite-se que tal
variagdo seja influenciada pela presenga de um gene principal (CAMBIEN et
al., 1988).

As diferencas na seqiéncia de bases localizadas no DNA de
cromossomos homdlogos, quando estudadas no contexto de uma
populagdo, sdo chamadas polimorfismos (ROBERTS: TOWBIN, 1993,
HOUSMAN, 1895). Esses polimorfismos podem estar presentes tanto em

regiGes codificadoras (exons), quanto em regifes ndo codificadoras (introns)



dos genes (HOUSMAN, 1995). A probabilidade de um individuo ter
seqléncias diferentes de DNA proximas ao sitio polimérﬁco determinara a
utilidade daquele sitio em estudos genéticos (HOUSMAN, 1985).

No gene da enzima de conversdo da angiotensina |, mais
especificamente no intron 16, encontra-se um polimorfismo que consiste na
presenga - insercdo ( | ) ou auséncia - delegdo ( D ) de 287 pares de bases
(pb), resultando em trés genotipos distintos: DD, DI e Il (RIGAT et al., 1990,
1992). Esse polimorfismo influencia os niveis plasmaticos da enzima de
conversdo: portadores do gendtipo DD possuem niveis plasmaticos dessa
enzima mais elevados do que os dos portadores do gendtipo Il. Niveis
intermediarios foram observados nos heterozigotos (RIGAT et al., 1990).

Em 1992, um estudo demonstrou que o polimorfismo I/D era um
marcador em forte desequilibrio de ligagdo com uma variante génica
responsavel pela regulagdo tanto do nivel quanto da atividade plasmatica da
enzima de conversdo (TIRET et al., 1992).

Posteriormente, demonstrou-se que os niveis teciduais dessa
enzima também estavam aumentados em portadores do gendtipo DD
(COSTEROUSSE et al., 1993).

Baseados na associagdo entre a presenga do aleto D e os niveis
plasmaticos da enzima de conversio, bem como no papel desempenhado
pelo sistema renina-angiotensina em determinadas doencas do sistema
cardiocirculatorio (ALDERMAN et al., 1991, VELTMAR et al., 1991), alguns

autores estudaram a associagdo do polimorfismo I/D com a doencga arterial



coronaria (CAMBIEN ef al., 1992), a hipertenséo arterial sistémica (HARRAP
etal., 1993) e a insuficiéncia cardiaca (RAYNOLDS et al., 1'993).

Em relagdo & insuficiéncia cardiaca ha estudos que demonstram a
associagcdo entre essa condi¢do e o polimorfismo I/D (RAYNOLDS et al.,
1993, OHMICHI et af., 1995, ANDERSSON et al., 1996), enquanto outros
estudos ndo confirmam tal associagdo (MONTGOMERY et al, 1995,
SANDERSON et al., 1996). Ndo ha, portanto, .um consenso sobre o real
papel desempenhado pelo polimorfismo I/D. Além disso, permanece a
indagagdo se esse polimorfismo atuaria na patogénese, seria um fator de
suscetibilidade ou modificador de determinada expressdo genética.

Nesse contexto, elaboramos o presente estudo com a finalidade
de avaliar a distribuigdo do polimorfismo /D do gene da enzima de
conversdo da angiotensina | em portadores de insuficiéncia cardiaca e

contribuir para o melhor entendimento dessa condigéo clinica.
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2. OBJETIVOS

1. Estudar a distribuicdo dos gendtipos DD, DI e |Il, associados ao
polimorfismo I/D do gene da enzima de conversdo da angiotensina |, em

portadores de insuficiéncia cardiaca de diferentes etiologias.

2. Estudar a relagdo do polimorfismo I/D com diferentes variaveis clinicas.

3. Estudar a relagdo do polimorfismo 1/D com a evolugdo dos portadores de

insuficiéncia cardiaca.
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CASUISTICA E METODOS

3. CasuisTica

Foram estudados 333 portadores de insuficiéncia cardiaca no
Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. As idades dos pacientes variaram de 13 a 68
(43,3 + 10,5) anos, 262 (78,7%) dos quais eram homens e 71 (21,3%)
mulheres.

O grupo controle foi constituido por 807 doadores voluntarios de
sangue, com idades entre 18 e 60 (31,5 + 9,3) anos, 557 (69%) dos quais

eram homens e 250 (31%) mulheres.

4. METoDOS

4.1. Amostra e populagao de origem

Foi constituida uma coorte de sobreviventes, de margo de 1995 a
julho de 1997, selecionada a partir de um grupo de 652 pacientes avaliados
desde abril de 1991 quanto & necessidade de tratamento cirdrgico de

insuficiéncia cardiaca. O seguimento dos pacientes estendeu-se até margo

de 1998.



4.2, Critérios de inclusio

Foram incluidos os portadores de insuficiéncia cardiaca,
diagnosticada com base no quadro clinico (McKEE et af., 1971), com fragcdo
de ejegdo do ventriculo esquerdo menor ou igual a 45% no ecocardiograma
ou fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo menor ou igual a 35% na

ventriculografia radioisotdpica.

4.3. Etiologias

4.3.1. Critérios diagnédsticos

O diagnostico etiolégico baseou-se nos critérios da Organizagao
Mundial de Saude (REPORT, 1980, RICHARDSON, 1996) e nos critérios
utilizados por outros autores.

a) Cardiomiopatia dilatada idiopatica: presenca de dilatagéo
ventricular esquerda ou biventricular, acompanhada de contragdo miocardica
diminuida de causa desconhecida (DEC; FUSTER, 1994).

b) Cardiomiopatia isquémica: histéria de infarto do miocardio ou
de revascularizagdo miocardica ou obstrugédo igual ou maior a 70% de uma
ou mais artérias coronarias na angiografia.

c) Cardiomiopatia da doenga de Chagas: presenca de teste
sorolégico positivo para doenga de Chagas (FERREIRA; AVILA, 1995).

d) Cardiomiopatia hipertensiva: histéria de hipertensdo arterial

sistémica, definida por critérios previamente estabelecidos (REPORT, 1988),



na auséncia de outras causas que pudessem justificar a insuficiéncia
cardiaca.

e} Cardiomiopatia alcodlica: histdria de consumo de 80 gramas de
etanol por dia por um periodo igual ou superior a 10 anos (REGAN, 1990) ou
de 140 gramas de etanol por dia por um periodo igual ou superior a 5 anos
(STEVENSON; PERLOFF, 1988), na auséncia de outra causa que justifique
a insuficiéncia cardiaca.

f) Cardiomiopatia valvar: historia de doenga valvar ou de
tratamento cirdrgico de doenga valvar em um individuo com disfungéo do
ventriculo esquerdo desproporcional 3s condigdes anormais de sobrecarga.

g) Cardiomiopatia periparto: desenvolvimento de dilatagdo
ventricular esquerda e de disfungZo sistolica no Gltimo més de gravidez ou
ate 5 meses ap6s o parto, na auséncia de etiologia definida ou doenca

cardiaca demonstravel durante a gravidez (MANOLIO et al., 1992).

4.3.2. Distribuigdo das etiologias

A insuficiéncia cardiaca foi atribuida & cardiomiopatia dilatada
idiopatica em 125 pacientes (37,6%). A cardiomiopatia isquémica foi
diagnosticada em 63 (18,9%) individuos, a cardiomiopatia da doenca de
Chagas em 58 (17,4%), a cardiomiopatia hipertensiva em 41 (12,3%), a
cardiomiopatia alcodlica em 24 (7,2%), a cardiomiopatia valvar em 11(3,3%)
e a cardiomiopatia periparto em 11 (3,3%). Os portadores destas duas

ultimas cardiopatias foram agrupados como “outras” etiologias.



4.4. Condigoes associadas

Dos 327 (98,2%) pacientes com informagdo disponivel, eram
diabéticos 27 (8,3%), dos quais cinco (1,5%) eram dependentes de insulina.

As demais condigdes associadas estdo representadas na tabela 1.
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4.5. Varidveis ecocardiograficas

Os exames de ecocardiograma foram realizados na rotina do
Servico de Ecocardiografia. As medidas das variaveis estudadas foram
determinadas de acordo com as recomendagdes da Sociedade Americana
de Ecocardiografia (SAHN et al., 1978). A fungdo ventricular esquerda foi
percentualmente estimada por meio da fragdo de ejegdo de acordo com
metodos previamente estabelecidos (POMBO et al., 1971). O nimero de
pacientes com informagéo disponivel e as médias e os desvios padrao das

vanaveis estudadas séo apresentados na tabela 2.

Tabeia 2. Varidveis ecocardiograficas

VARIAVEL n (%) MEDIA + DESVIO PADRAO
dizmetro do atrio esquerdo (mm) 321 (96,4) 468 -17,7
digmetro da aorta (mm) 319 (95,8) 335-4,1
escessura do septo interventricular 320 (96,1) 82=-1.1

(diestole) (mm)

espessura da parede posterior do 320 (96,1) 82=11
verTiculo esquerdo (diastole) (mm)

dizmetro do ventriculo esquerdo, 325 (97.6) 645=-8,4
finz. ca sistole {(mm)

dig—etro do ventriculo esquerdo, 325 (97,6) 747 -85
finz. da diastole (mm)

fragdo de ejegdo 327 (98.2) 350=-6,0

do ventriculo esquerdo (%)
dizmetro do ventriculo direita (mm) 309 (92,8) 263=-64

— ve— rm— ——

— p— — —
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4.6. Fragdao de ejegcdo dos ventriculos direito e esquerdo na
ventriculografia radioisotépica

A ventriculografia radioisotopica foi realizada na rotina do Servigo
de Medicina Nuclear, com o emprego de solugées de cloreto estanoso e de

pertecnetato (™ Tc O4). As imagens cintilograficas foram obtidas com o

paciente em posigdo supina, na incidéncia obliqua anterior esquerda,
perpendicular ao septo interventricular e sincronizadas ao eletrocardiograma.
Foi utilizada cdmara & cintilagdo Siemens. modelo LEM+, com campo de
vis@o de 25cm e colimador de furos paralelos. A determinagao das fragGes
de ejecdo dos ventriculos direito e esquerdo obedeceu a critérios
previamente estabelecidos (MURPHY; PORT, 1996). A fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo foi determinada em 318 (95,5%) pacientes e a média de
seus valores foi de 20,8 + 7,4%. A fragdo de eje¢do do ventriculo direito foi

determinada em 225 (67,6%) pacientes e a média de seus valores foi de

23,6+8,8%.

4.7. Medicamentos em uso

Os grupos de medicamentos em uso pelos pacientes foram: os
digitalalicos em 298 (89,8%) de 332 pacientes com informacéo disponivel, os
diuréticos em 327 (98,5%) de 332 pacientes, os inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina | em 318 (96,1 %) de 331 pacientes, os nitratos

em 43 (14,3%) de 332 pacientes, a hidralazina em 10 (3%) de 332
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pacientes, os betabloqueadores em 12 (3,6%) de 331 pacientes e a

amiodarona em 51 (15,4%) de 331 pacientes.

4.8. Evolugio clinica

Foram estudados os seguintes intervalos tempo em anos: a) do
nascimento até o inicio dos sintomas de insuficiéncia cardiaca, b) do
nascimento at¢ a Gltima avaliagdo. Obito ou tratamento cirGrgico da
insuficiéncia cardiaca, c) do inicio dos sintomas até a ultima avaliacéo, 6bito
ou tratamento cirdrgico da insuficiéncia cardiaca. Para efeito de andlise, o
tempo entre o nascimento e o o6bito foi subdividido em faixas etarias (menor

que 25 anos, entre 25 e 50 anos e maior que 50 anos).

4.9. Determinagio dos genétipos associados ao polimorfismo I/D do

gene da enzima de conversao da angiotensina |

Foram colhidos 9 ml de sangue de veia do antebraco,
armazenados em tubos de ensaio contendo EDTA e conservados a 4°C.

Extragdo do DNA: foi realizada a partir da separagdo dos
leucdcitos, de acordo com procedimentos previamente descritos (MILLER et
al., 1988).

Dosagem da concentragio de DNA: foi realizada por
espectofotometria, utilizando-se espectrofotdmetro Pharmacia Lkb-Ultrospec

I, de acordo com métodos previamente estabelecidos (SAMBROOK et al.,

1989),
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Preparo das solugdes para am'plificag:-io por meio da reagao
em cadeia da polimerase (PCR)

Realizado de acordo com procedimentos previamente descritos e
modificados (CAUFIELD et al., 1994, LINDPAINTER et al., 1895). Procedeu-
se a feitura das solugbes com 8 pl de cada um dos trifosfatos de
deoxinucleotideo 100 mM: dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 400ul de tampao
10x (500 mM de KClz, 20 mM de MgClz, 100 mM de acido TRIS-hidroclérico
[pH 9,0] e Triton X-100 1%) e 288 ul de agua destilada, perfazendo um total

de 720 nl, mantidos a -20°C.

Na sequéncia, foram feitas as solugbes para a amplificagdo por
meio da reagdo em cadeia da polimerase. Em um tubo de 0,2 ml foram
colocadas: 1 ul da solugdo contendo o DNA a ser analisado, 4,5 pl da
solugéo contendo os deoxinucleotideos, 1 ul do primer 1 (12,5 pM), cuja
estrutura € CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT e 1l do primer 2 (12,5 pM),
cuja estrutura € GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT (RIGAT et al., 1992),
além de 1,25 pl de dimetilsulfoxido 5% (FOGARTY et al., 1994) e 13,25 ul de
agua destilada.

Reag&o em cadeia da polimerase propriamente dita

Realizada com modificagdes dos métodos previamente descritos
(ROBERTS; TOWBIN, 1993, LINDPAINTER et al., 1985). Os tubos foram
colocados no aparelho termociclador (PTC-200 Peltier Thermal Cycler) e
deixados a 94°C por 10 minutos e apds este periodo a 75°C por mais 10
minutos, findos os quais foram adicionados 0,125 .l da DNA-polimerase

Thermus aquaticus, diluida em 3yl de tampao 1X (50 mM de KCI, 2,0 mM de
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MgCI2, 10 mM de acido TRIS-hidroclorico e Triton X-100 0,1%), perfazendo
um total de 25 ul por tubo. O DNA foi entdo amptlificado por 30 ciclos com
denaturagdo a 94°C por um minuto, seguindo-se o anelamento a 58°C por
um minuto e extensdo a 72°C por um minuto e trinta segundos. Apos a
adicdo de 5ul de tampéo com glicerol 30%, 15ul da mistura foram resoividos
em gel de agarose a 1%, contendo 40 mM de TRIS acetato, 2 mM de EDTA
e 1 pg de brometo de etidio por mi da solugdo. A placa com o gel e as
amostras com os fragmentos de DNA foram acoplados a uma fonte e
submetidos a uma corrente elétrica de 70V por 60 minutos. Os produtos da
amplificagdo dos alelos D e | foram posteriormente identificados por
transluminiscéncia com luz ultravioleta como bandas distintas. Os
fragmentos contendo a insergdo, por apresentarem maior peso molecular,
480 pb_, possuem também menor mobilidade, enquanto que fragmentos com
dele¢do sao mais leves (190 pb) e possuem maior mobilidade, permitindo
assim a separagdo dos mesmos em bandas distintas no gel de agarose. Nas
amostras de individuos heterozigotos, as duas bandas s&o visiveis (figura 1).
Devido ao fato de que a banda correspondente a variante D do gene é
preferencialmente amplificada, cada amostra com o gendtipp OD foi
submetida a uma segunda amplificagdo pela reagdo em cadeia da
polimerase, com um par de primers que reconhece uma sequéncia
especifica da insergéo: o primer 3 (TGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC) e

o primer 4 (TCGCCAGCCCTCCCATGCCCATAA) (LINDPAINTER et al.,

* 1893). Essa reagéo produz amplificagéo tdo-somente na presenca do alelo |

(fragmento de 335 pb) e nenhum produto nas amostras com o gendtipo DD.
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Dessa forma, a possibilidade de que a variante | do gene ndo seja
identificada torna-se minima.

As solugdes contendo os primers 3 e 4 foram submetidas a uma
nova amplificagéo, obedecendo as mesmas condi¢gdes da reacgdo anterior,
mudando somente as condigdes da reagdo em cadeia da polimerase : a
denaturagéo & feita a 94°C por 30 segundos e o0 anelamento a 69°C. Outra
diferenga com a primeira reagdo é a relacionada com a analise do produto

da reagdo que, nessa segunda reagdo, & realizada em gel de agarose a

1,8%.
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FIGURA 1 - Determinago do polimorfismo I/D do gene da ECA por PCR

Gel de agarose 1% (A) e 1,8% (B) corado com brometo de etidio

(A) Reagdo de PCR com utilizagdo dos primers 1 € 2

M: marcador de peso molecular (100 pb DNA ladder/ GIBCO BRL);

(-): controle negativo; DI: gendtipo DI (190 pb e 490 pb); DD: gendtipo DD (190 pb);
IL: genotipo 11 (490 pb)

(B) Reagdo de PCR com utilizagiio dos primers 3 ¢ 4

O produto de amplificagdo de 335 pb corresponde 4 regifio do gene que

contém a insergio.
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4.10. Analise do polimorfismo I/D

4.10.1. Analise de acordo com o padréo de heranga genética

A comparagdo da distribuigdo dos genodtipos entre os grupos de
pacientes e controle e as possiveis rela¢cdes do polimorfismo /D com as
diferentes variaveis, bem como com a evolugdo clinica, foram realizadas de
acordo com o padrdo de heranga genética atribuido aoc alelo D
(LINDPAINTER et al, 1995). Dessa forma, atribuindo-se carater co-
dominante ao alelo D, os trés gendtipos foram analisados separadamente
(DD versus DI versus. Il), ao passo que na atribuicdo de carater recessivo ao
alelo D, os portadores do gendtipo DD foram analisados comparativamente
aos portadores do alelo | considerados como grupo unico (DD versus DI e
I1). A atribuicdo de carater dominante ao alelo D implicou no estudo dos
portadores do alelo D considerados como grupo unico em relagdo aos

homozigotos portadores do alelo | (DD e DI versus I1).

4.10.2. Anidlise do polimorfismo I/D com relagio as variaveis

clinicas

Foram estudadas as relagées com a idade, o sexo, as etiologias,
as condicdes associadas, varidveis ecocardiograficas, variaveis da

ventriculografia radioisotopica e medicamentos em uso.
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4.10.3. Analise do polimorfismo I/D com relagao a evolugao clinica

Foram estudados os seguintes intervalos de tempo em anos: a)
do nascimento até o inicio dos siniomas, b) do nascimento até a ultima
avaliagdo, Obito, ou tratamento cirirgico da insuficiéncia cardiaca, c) do
inicio dos sintomas até a Gltima avaliagdo, ébito ou tratamento cirirgico da
insuficiéncia cardiaca.

O intervalo considerado entre o nascimento e o dbito foi subdividido de

acordo com a faixa etaria (menor que 25 anos, entre 25 e 50 anos e maior

que 50 anos).

4.10.4. Analise das variaveis clinicas e do polimorfismo I/D com

retagcéo a sobrevivéncia acima dos 50 anos de idade

Com relagdo ao intervalo de tempo compreendido entre o
nascimento até a Gltima avaliagdo ou dbito nos pacientes com mais de 50
anos, foram analisadas as seguintes varidveis: idade, sexo, condicdes
associadas, etiologias, polimorfismo I/D, diametros sistélico e diastéiico do
ventriculo esquerdo determinados pelo ecocardiograma, fragdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo no ecocardiograma e fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo na ventriculografia radioisotépica.
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4.11. Analise estatistica

Na analise do equilibrio genético dos grupos controle e de
pacientes, bem como dos grupos das diferentes etiologias, foi utilizada a
equagao de Hardy-Weinberg (HARDY, 1908), associada ao teste do qui-
quadrado (ROSNER, 1986). Para os grupos das diferentes etiologias, foi
utilizado o método de Cannings e Edwards (CANNINGS; EDWARDS, 1969).
Na analise entre o polimorfismo I/D e as variaveis classificatorias foi utilizado
0 teste qui-quadrado (ROSNER, 1980). Com relagdo as variaveis continuas
e com mais de dois grupos, foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA)
(ROSNER, 1986) e, na presenga de significAncia, o teste de Tukey
(ROSNER, 1986) na discriminagio das diferengas. Com relagdo a grupos
dicotomizados, foi utilizado o teste t-Student (ROSNER, 1986).

Na analise da relagdo do polimorfismo I/D com a evolugéo clinica,
foi utilizado o método de Kaplan-Meier (LEE. 1980) e o teste fog-rank (LEE,
1980) para a comparagédo entre os portadores de cada gendtipo, inclusive
nos grupos de diferentes etiologias.

Na determinagdo das variaveis independentes relacionadas com a
sobrevivéncia acima dos 50 anos de idade, foi utilizada, além dos métodos
univariados, a regresséo de Cox (LEE, 1980). A selegao de variaveis foi feita
pelo procedimento stepwise {LEE, 1980).

O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Na realizag3o dos
calculos estatisticos foi utilizado o software Statistical Analysis System

(SAS/STAT, 1989).
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Dindmica das entradas e saidas de pacientes da populagao de origem

A dinamica das entradas e saidas (6bitos ou realizagdo de
tratamento cirdrgico de insuficiéncia cardiaca) de pacientes foi analisada
semestralmente de 1991 até 1998. A diferenca foi estatisticamente

significativa na propor¢do de entradas e saidas entre os semestres no

periodo analisado (tabela 3).

Tabela 3. Propor¢do de entradas e saidas (do primeiro semestre de 1991 até o
primeiro semestre de 1998)

— rere—
-—

ANO ENTRADAS _ ENTRADAS _=SAIDAS SAIDAS/ENTRADAS
(SEMESTRE) {n) (%) (n} (%)
1991 (19 78 7.7 a1 526
1991 (29 96 9.4 41 427
1992 (19) 63 6.2 28 44.4
1992 (2% 67 6,6 20 29,8
1993 (19) 95 9,3 29 30,5
1993 (29 104 10,2 29 27,9
1994 (19) 65 6,4 19 29,2
1994 (2% 69 6,8 25 36,2
1995 (19) 58 5,7 19 32,8
1995 (29 82 8,1 29 354
1996 (1°) 85 6,4 18 27,7
1996 (29) 64 6,3 8 12,5
1997 (19) 31 3,0 1 3,2
1997 (29 49 48 1 2
1998 (19) 32 3.1 . .
TOTAL 1018 100 308 30,3
— — ——— = T(ﬁ

Néo houve diferenga estatisticamente significativa na proporgéo
de saidas entre os pacientes genotipados e nZo genotipados com

informag&o disponivel (tabela 4).
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Tabela 4. ProporgZo de saidas entre os pacientes n3o genotipados e genotipados

CONDIGAG  VIVOS E NAOC OPERADOS _ OBITOS OU OPERADOS _ TOTAL

(%) (%)
“ndo genotipados 482 (70.4) 203 (296) 685
genotipados 236 (70,9) 97 (29,1) 333
TOTAL 718 (70.5) 300 (29,6) 1018

p=0,868

Comissao de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Médica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo.
Todos os pacientes e individuos do grupo controle assinaram termo de
consentimento para a participagdo no estudo, de acordo com os critérios da

Comissédo de Etica em Pesquisa Médica.
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5. RESULTADOS

5.1. Freqiiéncia dos alelos e analise do equilibrio de Hardy-Weinberg
em relagdo aos grupos controle e de pacientes

A freqléncia do alelo D no grupo controle foi de 0,62 e nos
pacientes de 0,58, enquanto que a frequiéncia do alelo | foi de 0,38 no grupo
controle e de 0,42 nos pacientes. Ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre as freqiéncias observadas dos gendtipos em relagdo as
esperadas no grupo controle (p=0,402) e no grupo de pacientes (p=0,948),
bem como nas frequéncias observadas e esperadas dos gendtipos dos
portadores de cardiomiopatia alcodlica (p=0,625), cardiomiopatia da doenga
de Chagas (p=0,629), cardiomiopatia hipertensiva (p=0,537), cardiomiopatia
dilatada idiopatica (p=0,568) e cardiomiopatia isquémica (p=0,556),

obedecendo, assim, & equagdo de Hardy-Weinberg.

5.2. Polimorfismo I/D entre os grupos controle e de pacientes

A distribuigdo dos genétipos nos grupos controle e de pacientes

ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa, considerando-se o

alelo D com carater co-dominante (p=0,106). O grupo controle apresentou

- maior freqiéncia de portadores do gendtipo DD em relagdo aos portadores

de outros gendtipos, quando foi atribuido carater recessivo ao alelo D
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(p=0,034). Ndo houve diferenca estatisticamente significativa na distribuigéo

dos genotipos, ao ser atribuido carater dominante ao alelo D (p=0,430)

—

(tabela 5).

Tabela 5. Polimorfismo I/D nos grupos controle e de pacientes

ere—

GENOTIPLE)_

~ TOTAL

CONTROLE PACIENTES
n (%) n (%)

DD 323 (40,0) 111 (33,3) 434
DI 361 (44.7) 165 (49,6) 526
I 123 (15,3) 57 (17,1) 180
DD 323 (40,0) 111 (33,3) 434
Diell 484 (60.0) 222 (66.7) 706
DD e DI 684 (84,8) 276 (82.9) 960
il 123 (15,2) 57 (17,1} 180
TOTAL 807 333 1140

—

5.3. Polimorfismo I/D e idade

A media de idade no grupo de pacientes (43,3 + 10,5 anos) foi
maior do que a média no grupo controle (31,5 + 9,3 anos) (p=0,0001). A
diferenga das médias das idades entre os portadores dos trés genétipos nédo

foi estatisticamente significativa, tanto no grupo controle quanto no de

pacientes (tabela 6).
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Tabela 6. Idade em relacdo aos grupos controle e de pacientes de acordo
com o polimorfismo I/D

GENOTIPO n (%) MEDIA 3 DESVIO PADRAO
—_— (ANOS)
T CONTROLES .

DD 323 (40,0) 315+ 95

Di 361 (44,7) 31,3+9.2

1! 123 (15,3) 32,1+9,0

TOTAL 807 315+93
p=0,759

PACIENTES

DD 111 (33,3) 42,4 + 10,9

DI 165 (49,6) 43,7 + 10,3

I 57 (17,1) 43,8 + 10,5

TOTAL 333 43,3 + 10,5
p=0,576

e e Y

5.4, Polimorfismo I/D e sexo

A diferenga na distribuigdo dos genétipos entre homens e
mulheres ndo se apresentou como estatisticamente significativa nos grupos
controle e de pacientes (tabela 7). Houve predominio de homens no grupo

de pacientes (p=0,001).

ff'"‘as. Mcs-lslnn da USP!
mielleteca Canrrs: d

e o 7 T
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Tabela 7. Distribuigdo segundo o sexo nos grupos controle e de pacientes
em relagdo ao polimorfismo /D

"GENOTIPO  SEXOMASCULINO (%) _ SEXO FEMINING (%) TOTAL
- CONTROLES =
DD 228 (40,9) 95 (38,0) 323
Dl 251 (45,1) 110 (44,0) 361
I 78 (14,0) 45 (18,0) 123
TOTAL 557 250 807
p=0,329
PACIENTES
DD 91 (34,7) 20 (28,2) 111
DI 125 (47,7) 40 (56,3) 165
Il 46 (17.6) 11 (15,5) 57
TOTAL 262 71 333
=0,427

5.5. Polimorfismo I/D nas diferentes etiologias

N&o houve diferenga estatisticamente significativa na distribuicdo
dos genétipos entre os portadores das diferentes etiologias, considerando-se
0 alelo D com carater co-dominante (tabela 8), recessivo (p=0,298) ou

dominante (p=0,185).
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Tabela 8. Polimorfismo I/D nas diferentes etiologias

ETIOLOGIA  GENGTIPODD _ GENOTIFG DI — GENOTIPO Nl TOTAL
(%) (%) (%)
Acodica . S@I5) B0 St
Doenga de Chagas 21 (36,2) 31 (53,5) 6 (10,3} 58
Hipertensiva 13 (31,7) 18 (43,9) 10 (24.4) 41
Idiopatica 40 (32,0) 62 (49,6) 23 (18,4) 125
Isquémica 21 (33,3) 28 (44,5) 14 (22,2) 63
Outras 7 (31.,8) 14 (63,6) 1( 4,6) 22
TOTAL 111 165 57 333
- - - - p=0.603

5.6. Polimorfismo /D e condigbes associadas

A diferenga na distribuigdo dos genatipos entre os individuos com
diferentes condigbes associadas ndo apresentou significancia estatistica

(p>0,05).

3.7. Polimorfismo I/D e variaveis ecocardiograficas

A diferenga das médias dos valores das varidveis
ecocardiograficas entre os portadores dos trés gendtipos ndo foi
estatisticamente significativa, considerando-se o carater co-dominante do

alelo D (tabela 9).
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Tabela 9. Variaveis ecocardiograficas e polimorfismo I/D (alelo D com
carater co-dominante)

“VARWAVEL - — MEDIA £ DESVIO PADRAO - p
- - DD ~Di —
didmetro do atrio 46,9 + 6,1 46,6 + 8,1 472+72 0,883
esquerdo {mm)
didmetro da aorta (mm) 340+ 45 33.1+3,7 335+46 0227
espessura do septo 81+10 83«11 B3+1.2 0,312
interventricular (diastole)
(mmy)
espessura da parede 81+10 82+1,1 84 +11 0,237
posterior (diastole) {mm)
didmetro sistdlico do §6589+75 64,0+ 86 63,1+91 0,079

ventriculo esquerdo (final

da sistole) (mm)

didmetro diastdlico do 76,079 743 +84 73,5+98 0,135
ventriculo esquerdo (final

da didstole) (mm)

frag&o de ejecdo do 345+45 350+68 36,2 +59 0,256
ventriculo esquerdo (%)

diametro do ventriculo 259 +6,1 268 +8,5 256+66 0,373
direito (mm)

were— — —

Os portadores do gendtipo DD apresentaram média mais elevada
dos valores do didmetro sistélico do ventriculo esquerdo comparativamente

aos portadores dos outros genétipos, ao ser atribuido carater recessivo ao

alelo D (tabela 10).
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Tabela 10. Variaveis ecocardiograficas e polimorfismo I/D (alelo D com

carater recessivo)

—

VARIAVEL MEDIA £ DESVIO PADR-A'O____::F__-
. DD “Dlel
diametro do atrio 469+ 75 46,7 + 7.8 0,885
esquerdo (mm)
diametro da aorta (mm) 340+45 33,2+ 40 0,103
espessura do septo 8,1+1,0 8,3+ 1,1 0,130
interventricular (diastole)

(mm) .
espessura da parede 814+1,0 83+1,1 0,158
posterior (diastole) (mm)
diametro  sistdlico do 659+75 63,8 + 8,7 0,031
ventriculo esquerdo
(final ca sistole) (mm)
diametro diastolico do 76,0+ 7,9 74,1 + 8,7 0,056
ventriculo esquerdo
(final da diastole) (mm)
fragdo de ejecdo do 3454+54 352+6,3 0,459
ventriculo esquerdo (%)
didmetro do ventriculo 25,9 + 6,1 26,5 + 6,6 0,459
direito (mm)

A diferenca das meédias dos valores das variaveis

ecocardiograficas entre os portadores dos diferentes genodtipos nao foi

estatisticamente significativa, levando-se em conta o carater dominante do

alelo D (tabela 11).
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Tabela 11. Variaveis ecocardiograficas e polimorfismo I/D (alelo D com

carater dominante)

- ﬁAVEL MEDIA + DESVIO PADR_;E) — P
DD e DI I
diAmetro do atrio esquerdo (mm) 467-78  472:72 0685
didmetro da aorta (mm) 33,541 33.5+46 0,998
espessura do septo interventricular 8,2+1,1 83z+1,2 0,780
{diastole) (mm)
espessura da parede posterior 82=x11 84+1,1 0,179

(diastole) (mm)

didmetro esquerdo (final da sistole) 64,8-8,2 63,1 £9,1 0,190
(rmm)

diametro  diastélico do ventricuio 75,0=8,2 73,5+9,8 0,244
esquerdo (finai da diastole) (mm)

fragdo da ejecdo do ventriculo 34,7 =60 36,3+£59 0,077
esquerdo (%)

didmetro-do ventriculo direito (mm) 26564 256 +6,6 0,369

re— e— w— T —— — —
— —

3.8. Polimorfismo I/D e fragio de ejecdo dos ventriculos direito e

esquerdo na ventriculografia radioisotépica

A diferenca das médias dos valores da fragdo de ejegdo do
ventriculo direito entre os portadores dos trés gendtipos nado foi
estatisticamente signifiticativa, considerando-se © carater co-dominante
(p=0,716), recessivo (p=0,808) ou dominante (p=0,414).

N&o houve diferenca estatisticamente significativa das médias dos

valores de fragdo de ejecido do ventriculo esquerdo entre os portadores dos

— — — ——
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diferentes gendtipos, considerando-se o carater co-dominante (p=0,464),

recessivo (p=0,953) ou dominante (p=0,233).

5.9. Polimorfismo I/D e medicamentos em uso

N&o houve diferenga estatisticamente significativa na proporgao
de uso dos diferentes grupos de medicamentos entre os portadores dos

gendtipos DD, Dl e Il (p>0,05).

5.10. Polimorfismo I/D e evolug¢ao clinica

5.10.1. Polimorfismo IID e o aparecimento dos sintomas

- O tempo decorrido entre o nascimento e 0 aparecimento dos
sintomas variou de 8,8 a 65,1 (40,4 + 10,4) anos e pdde ser determinado em
330 pacientes.

A diferenga na probabilidade de aparecimento de sintomas entre
0s portadores dos trés gendtipos nao foi estatisticamente significativa,
considerando-se o carater co-dominante (p=0,538) (grafico 1), recessivo

(p=0,329) ou dominante {p=0,411) do alelo D.



o

Grafico 1. Probabilidade de aparecimento dos sintomas em relagdo aos
genotipos (alelo D com carater co-dominante). Os nimeros na parte debaixo

do gréfico representam o niimero de pacientes livres de sintomas a cada 10

anos

P
R 09
0
B8 08
A 07
B 0,6
|
L 0,5
| 0.4
O p=0,538
D 0.2 {teste log-rank)
E 0,1

0 - .

0 5 10 15

Anos 10 0
DD 110 109 88 55 21 1
DI 164 160 141 81 32 6
I 56 54 46 35 12 2

5.10.2. Polimorfismo I/D e o aparecimento dos sintomas nas diferentes
etiologias

Com excegdo das etiologias aicodlica e hipertensiva. ndo houve
diferenca estatisticamente significativa na probabilidade de aparecimento
dos sintomas entre os portadores dos trés gendtipos nas diferentes
etiologias (tabela12).
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Tabela 12. Probabilidade de significancia da comparagdo entre o
polimorfismo I/D e o aparecimento dos sintomas nas diferentes etiologias

e e————— e —

~  EmolosA | eENotRos  vaioe DA
PROBABILIDADE DE
SIGNIFICANCIA {(p)
Alcodlica DDvs.Dlvs. 1 o002
DDvs.Dlelll 0,033
DD eDlvs. Il 0,416
Doenca de Chagas DD vs. Dl vs. I 0,565
ODvs. Dl e ll 0,307
DDeDlvs. Il 0,996
Hipertensiva DD vs. Dl vs. |l 0,048
DDvs. Dlell 0,024
DD e Dl vs. Il 0,776
|diopatica DD vs. Dl vs. |l 0,308
DDvs. Diell 0,216
DD e Dlvs. i 0,600
Isquémica DD vs. Dlvs. Il 0,777
DD vs. Dl e il 0,478
ODeDlvs. Il 0,761

—
— —

Em relagdo aos portadores de cardiomiopatia alcodlica, houve
uma associacdo estatisticamente significativa entre o aparecimento dos
sintomas e a presenga do gendtipo DD, quando foi atribuido carater
recessivo ao alelo D (p=0,033). O tempo de aparecimento dos sintomas foi
menor nos portadores do gendtipo DD comparativamente aos individuos

portadores dos genétipos Dt e 1l (grafico 2).
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Gréfico 2. Probabilidade de aparecimento dos sintomas em portadores de

cardiomiopatia aicodiica em relagdo ao polimorfismo I/D (alelo D com carater
recessivo)

0o p=0,033
0' 1 {teste log-rank)

mU:DCJ'—'_'_CD)mOII'U
o
[ 1]

0 5 10 15 20

Anos 10 20
DD 9 9
Diell 15 15

Em relagdo aos portadores de cardiomiopatia hipertensiva,
constatou-se associagdo estatisticamente significativa entre o aparecimento
dos sintomas ¢ a presenca do gendtipo DD. Foi observado que o tempo de
aparecimento dos sintomas nos portadores desse gendtipo foi menor,
Comparativamente aos portadores dos outros gendtipos, quando foi atribuido
ao alelo D carater co-dominante (p=0,048) (grafico 3), ou recessivo

(p=0,024) (grafico 4).
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Gréfico 3. Probabilidade de aparecimento dos sintomas em portadores de

cardiomiopatia hipertensiva em relagdo ao polimorfismo I/D (alelo D com

carater co-dominante). Os nimeros abaixo do grafico representam o numero

de individuos livres de sintomas a cada 10 anos
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Grafico 4. Probabilidade de aparecimento dos sintomas em portadores de

cardiomiopatia hipertensiva em relagdo ao polimorfismo /D (alelo D com

carater recessivo)
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5.10.3. Polimorfismo /D e o intervalo entre o nascimento e o 6bito

No periodo estudado, 61 pacientes morreram. O tempo decorrido
entre o nascimento e o 6bito variou de 184 a 65,6 (47,0 + 10,1) anos.
Informag&o a respeito da data do 6bito ou da Gltima avaliagdo foi obtida de
332 pacientes.

No periodo considerado, 22 (36,1%) portadores do genétipo DD
morreram, assim como 33 (54,1%) portadores do gendtipo Dl e 6 (9,8%) do
gendtipo Il. N&o houve diferenca estatisticamente significativa na
probabilidade de sobrevivéncia entre os portadores dos trés genétipos,
considerando-se o carater co-dominante (p=0,217) (grafico 5), recessivo

(p=0,295) ou dominante (p=0,099) do alelo D.

Grafico 5. Polimorfismo I/D e a probabilidade de sobrevivéncia (alelo D com
carater co-dominante)

i -

=]
R 09
0 _
8 0.8
A 07 -
B 086 -
|
L 0,5
! 04 -
5 03 p=0,217
D 0,2 - (teste log-rank)
E 0.1
o - : . o . . . e
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 S0 55 60 65 70
Anos 10 20 30 40 50 60
DD 110 110 110 108 102 88
(B 165 165 163 153 143 133

I 57 56 56 55 53 52
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O tempo decorrido entre o nascimento e o ébito foi dividido em
trés periodos: até 25 anos de idade, entre 25 e 50 anos e apos os 50 anos
de idade.

No periodo compreendido até os 25 anos, trés pacientes
morreram (dois portadores do gendtipo DI, um do genétipo Il e nenhum
portador do genétipo DD).

Em relagdo ao periodo compreendido entre 25 e 50 anos, 31
pacientes morreram. Nao houve diferenga estatisticamente significativa na
probabilidade de sobrevivéncia entre os 25 e 50 anos de idade, entre os
portadores dos diferentes genétipos, considerando-se o alelo D com carater
co-dominante (p=0,204), recessivo (p=0,939) ou dominante (p=0.094)}.

No grupo dos pacientes acima dos 50 anos, 27 morreram no
periodo considerado. Portadores do genotipo DD apresentaram menor
probabilidade de sobrevivéncia em relagdo aos portadores dos outros
genctipos, considerando-se o carater co-dominante (p=0,007) (grafico 6) ou
recessivo (p=0,002) do alelo D. Nao houve diferenca estatisticamente
significativa na probabilidade de sobrevivéncia, considerando-se o carater

dominante do alelo D (p=0,300).



e e

els]

Grafico 6. Probabilidade de sobrevivéncia em relagdo ao polimorfismo I/D

em pacientes com mais de 50 anos de idade (alelo D com carater co-
dominante)
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70

MO0 " T~ D>PWOTD
2
o™

Anos

Analise Multivariada

A partir da observagso da diferenga estatisticamente significativa
com relagéo aos pacientes com idade superior a 50 anos, procedeu-se a
analise multivariada. As variaveis estudadas nessa analise foram as que
apresentaram relagdo estatisticamente significativa com a sobrevivéncia na
analise univariada: a idade (p<0,001), os genétipos, considerando-se o alelo
D com carater recessivo (p=0,002) ou co-dominante (p=0,007), o diabetes
melito (p=0,004) e as etiologias da doenca de Chagas e isquémica

(p=0,015). As variaveis independentes relacionadas significativamente com

a sobrevivéncia s&o apresentadas na tabela 13.
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Tabela 13, Resuitados da regressdo de Cox em relacdo & sobrevivéncia

GENOTIPOS VARIAVEIS PARAMETROS  ERrRo RISCO RELATVO  VALORES "
. INDEPENDENTES VARIAVEIS PADRAO (IC95%) DE p
| Do Do = 04900122 0b130 483077 g
genétipo DD 1,504 0510 4,501(1,656-12,235) 0,003
diabetes melito 1,756 0596 5.789(1,800-18623) 0,003
D. de Chagas 1,721 0608 5590(1,698-18,399) 0,005
DD vs. DIvs.ll  idade -0,466 0120 0627(0,495-0,794) <0 001
D. de Chagas 1,754 0804  5780(1,768-18,897) 0,004
diabetes melito 1,670 0.590  5311(1,672-16,876) 0,005
gendtipo DD 1,066 0440 2904(1,227-6873) 0015
— ———

5.104. Polimorfismo I/D e a probabilidade de sobrevivéncia entre as

diferentes etiologias

alcodlica, cardiomiopatia da doenca de Chagas, cardiomiopatia hipertensiva,
cardiomiopatia idiopatica e cardiomiopatia isquémica foi, respectivamente,
de 3 (4,9%), 18 {(29,5%), 3 (4,9%), 18 (29.5%) e 16 (26,2%). No grupo das
outras  etiologias  hoyuve 3 Oobitos (4.9%). Niao houve diferencga
estatisticamente significativa na probabilidade de sobrevivéncia entre os

pPortadores dos trés genotipos nas diferentes etiologias (tabela 14).
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Tabela 14. Probabilidade de significancia na comparagado da sobrevivéncia em
relagdo ao polimorfismo I/D nas diferentes etiologias

ETIOLOGIA GENGTIPOS  VALORES DA PROBABILIDADE DE
SIGNIFICANCIA (p)

“Acodlica DD vs. Dl vs. I - ~ 0,789
DD vs.Diell 0,561

DD eDlvs. ll 0,617

Doenga de Chagas DD vs. Dlvs. Il 0,584
CDvs.Dlell 0,845

DD eDlvs. |l 0,376

Hipertensiva DD vs. Dlvs. |l 0,489
DDvs. Dlell 0,279

DDeDtvs. ll 0,432

Idiopatica DD vs. Dlvs. i 0,968
DD vs. Dl el 0,812

DD eDlvs. Il 0,882

[squémica DD vs. Dlvs. i 0,314
DD vs. Diell 0,984

DD e Dlvs. Il 3,158

ve—
— —

5.10.5. Polimorfismo I/D e o intervalo entre o inicio dos sintomas e o

obito

O tempo decorrido entre o inicio dos sintomas e o ¢bito variou de
0,2a 13,6 (4,5 + 3,1) anos.

A diferenga na probabilidade de sobrevivéncia entre os portadores
dos gendtipos DD, DI e !l n#Zo foi estatisticamente significativa,
considerando-se o carater co-dominante (p=0,322), recessivo (p=0,387) ou

dominante (p=0,150) do alelo D.
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5.10.6. Polimorfismo I/D e a probabilidade de sobrevivéncia a partir

do inicio dos sintomas nas diferentes etiologias

Néo

diferenga

estatisticamente

significativa na

probabilidade de sobrevivéncia a partir do inicio dos sintomas entre os

portadores dos trés genotipos nas diferentes etiologias (tabela 15).

Tabela 15. Probabilidade de significancia na comparacdo da sobrevivéncia a

partir do inicio dos sintomas em relagdo ao polimorfi

smo I/D nas diferentes

etiologias
ETICLOGIA GENOTIPOS VALORES DA PROBABILIDADE DE
SIGNIFICANCIA (p)

“Alcodlico DD vs.Dl vs. Il 0,669
DD vs. Dl e.li 0,859
DD e Dlvs. || 0,375
Doenga de Chagas DD vs Di vs.1I 0,512
DD vs. Dl e i 0,897
DD e Dl vs. It 0,266
Hipertensiva DD vs. Dl vs, II 0,367
DD vs. Die ) 0,317
DD e Dlvs. | 0,527
[diopatica DD vs.Dl vs || 0,947
DDvs.Dlell 0,910
DD e Dlvs. li 0,742
Isquémica DD vs. Dlvs. 1) 0,230
DDvs. Diell 0,202
DD e Dlvs. i 0,135

|

e g ey,
e s
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5.10.7. Polimorfismo /D e o intervalo entre o nascimento e o

tratamento cirdrgico da insuficiéncia cardiaca

Dos 333 pacientes estudados, 36 foram submetidos a tratamento
cirtrgico durante o periodo de acompanhamento.

O tempo decorrido entre o nascimento e a data da cirurgia para
tratamento da insuficiéncia cardiaca variou de 14,0 a 64,9 (434 + 11,5)
anos,

A diferenga na probabilidade de tratamento cirlirgico entre os
portadores dos diferentes gendtipos n&o foi estatisticamente significativa,
considerando-se o carater co-dominante (p=0,380), recessivo (p=0,678) ou

dominante (p=0,256) do alelo D.

5.10.8. Polimorfismo I/D e o intervalo entre o inicio dos sintomas e o

tratamento cirtirgico da insuficiéncia cardiaca

A diferenga na probabilidade de tratamento cirtrgico a partir do
inicio dos sintomas entre os portadores dos diferentes genotipos DD, Dl e Il
ndo foi estatisticamente significativa, considerando-se o carater co-
dominante (p=0,266), recessivo (p=0,738) ou dominante (p=0,156) do alelo
D.
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6. DiIscussio

As caracteristicas do presente estudo justificam algumas

consideracdes de ordem metodologica antes da andlise dos resultados

propriamente ditos.

6.1. Selegao de pacientes

Os pacientes avaliados no presente estudo fazem parte de uma
coorte de sobrevivéncia. Trata-se de um grupo que possui em comum a
presenca de insuficiéncia cardiaca e que foi selecionado a partir da
avaliagdo do quadro clinico e dos valores da fragéo de ejegdo obtidos por
meio do ecocardiograma e da ventricutografia radioisotdpica.

Apesar de o grupo, no todo, ser heterogéneo, dadas as diferentes
etiologias existentes, cada uma delas com mecanismos fisiopatoldgicos
distintos, todos os individuos apresentavam insuficiéncia cardiaca, fase final
da evolugdo de uma variedade de processos morbidos (HO et al., 1993a).
Se por um lado a presenca de diferentes etiologias implica em
heterogeneidade da amostra, por outro permite verificar se os resuitados
podem ser aplicados de forma mais generalizada.

Os 333 pacientes foram selecionados a partir de um grupo maior
de pacientes, que foram avaliados em relagdo a necessidade de tratamento

cirurgico da insuficiéncia cardiaca. A época do inicio do presente estudo,
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esse grupo contava com 652 individuos. Ao comparar os pacientes que
entraram no grupo tendo em vista um provavel tratamento cirurgico com
relagdo aos que sairam por morte ou por terem sido operados, observa-se
que a diferenga entre a proporcao de entradas e saidas de pacientes, de
1991 até o primeiro semestre de 1998, foi estatisticamente significativa
(tabela 3). A proporgdo de entradas apresenta certa uniformidade ao longo
de todo o periodo analisado, a excegao do segundo semestre de 1991 e do
segundo semestre de 1993, ao passo que a proporg¢do das saidas apresenta
maior uniformidade se for considerado o periodo entre o primeirc semestre
de 1992 até o primeiro semestre de 1996. Nota-se que a porcentagem de
saidas € maior no ano de 1991, o que pode ser atribuido & maior gravidade
clinica na selegdo inicial dos pacientes. Considerando-se a propor¢do de
individuos genotipados e nao genotipados entre os individuos que deixaram
0 grupo, por morte ou por terem sido operados, e aqueles que
permaneceram vivos e ndo foram submetidos a tratamento cirurgico,
observamos que ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os
dois grupos (p=0,868). Dessa forma, na selegdo da casuistica, em que
pesem algumas diferengas na proporcdo de saidas, existe certa semelhanca

na propor¢gdo de entradas e saidas de pacientes genotipados e ndo

genotipados.
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6.2. Selegao do grupo controle

A escolha do grupo controle implicou na dificuldade de selecionar
uma amostra controle geneticamente apropriada para esse tipo de estudo,
no qual e feita a pesquisa de uma variavel genetica em desequilibrio de
ligagdo com determinado gene. A dificuldade reside no fato de que é
impossivel saber quais individuos pertencentes a esse grupo desenvolverdo
algum tipo de cardiopatia. O numero elevado de individuos disponiveis, bem
como a maior facilidade operacional na coleta de sangue e a assungdo de
que tais individuos fossem sadios, bem como a analise da casuistica
utilizada em estudo prévio (LUDWIG et al, 1995), fizeram com que a

escolha do grupo controle recaisse sobre doadores voluntarios de sangue.

6.3. Reacdo em cadeia da polimerase

Na avaliagdo do método da reagao em cadeia da polimerase é
necessaria a analise de determinados aspectos. Inicialmente, pelo fato de a
reagao em cadeia da polimerase ser capaz de amplificar uma particula tao
pequena quanto uma (nica molécula, algumas precaugcbes devem ser
tomadas a fim de evitar a contaminagéo das misturas das diversas etapas da
reagao com quantidades residuais de DNA que podem servir como moldes
para a reacdo. Tais precaugbes sdo essenciais quando da presenca de
sequéncias alvo a ser amplificadas presentes em baixa concentragdo

(KWOK; HIGUCHI, 1989).
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Outra limitagdo do presente método ¢ a taxa relativamente alta de
ndo incorporagdo de nucleotideos, traduzida por uma freqiiéncia de erro na
faixa de 0,25% em uma amplificagéo de trinta ciclos (SAIKI et al., 1988). Um
ponto importante a ser enfatizado é que o uso de primers que flanqueiam a
regido polimérfica pode levar a amplificagdo preferencial do alelo D
(SHANMUGAN et al., 1993, LINDPAINTER ef al., 1995). A freqliéncia de
individuos erradamente classificados como portadores do gendtipo DD esta
em torno de 4 a 5% (LINDPAINTER ef al., 1995).

Essa amplificagdo preferencial do alelo D parece estar, na
verdade, associada a uma falha ocasional da amplificagdo do alelo | em
heterozigotos. Para evitar esse problema, ¢ adicionado dimetilsufoxido a 5%
(DMSO) a solugdo que faz parte da reagdao em cadeia da polimerase na qual
sdo utilizados os primers que flanqueiam a regido do gene onde esta
localizada a insergdo/delegdio. O gendtipo DD foi posteriormente confirmado
por meio de um terceiro primer especifico para a inser¢gdo que somente
origina um produto na presenca da insercdo (SHANMUGAN et al., 1993,
LINDPAINTER et al, 1995, FOGARTY et al, 1997, ODAWARA:
YAMASHITA, 1997). No presente estudo, o grupo centrole apresentou 26
(3,2%) individuos que haviam sido inicialmente classificados como DD e que
na reagdo comprobatoria, na qual foi utilizado o primer especifico para
insergdo, foram reclassificados como DI. No grupo de pacientes, 17 (5,1%)
individuos haviam sido classificados, inicialmente, como homozigotos para o
alelo D. Esses valores estdo proximos dos reportados por outros autores,

segundo os quais, 4 a 5% das amostras com o gendtipo DI podem ser
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erradamente classificadas como DD com os primers ndo especificos para a
insercdo (LINDPAINTER et al., 1995).
A utilizagio dessa amplificag@o adicional permite que a tipagem

dos gendtipos DD e DI seja feita com 100% de precisdo (SHANMUGAM et
al., 1993).

6.4. Etiologias

A analise da distribuigdo das diferentes etiologias no grupo de
doentes mostra que a maior incidéncia foi atribuida 4 cardiomiopatia dilatada
idiopatica (37,6%). Verificamos, em estudos prévios (CUOCO et al., 1996,
FREITAS et al.,, 1996), ser tal etiologia a que apresentou maior nimero de
individuos acometidos . Em verdade, tanto a prevaléncia quanto a incidéncia
da cardiomiopatia dilatada idiopatica parecem estar aumentando, embora
isso possa ser atribuido a determinacdo mais adequada dos casos (CODD
et al., 1989). A segunda etiologia com maior numero de doentes foi a
cardiomiopatia isquémica (18,9%), seguida pela cardiomiopatia da doencga
de Chagas (17,4%) e pela cardiomiopatia hipertensiva (12,3%). O fato de a
cardiomiopatia isquémica vir em segundo lugar quanto ac numero de
individuos acometidos provavelmente & um reflexo da prevaléncia da doenga
arterial coronéaria no Brasil (LOTUFO et al, 1995). O mesmo pode ser
aplicado ao numero de portadores de cardiomiopatia da doenga de Chagas,

visto que essa infecgdo ainda apresenta aita prevaléncia no nosso pais

(WANDERLEY; CORREA, 1995).
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Apesar de a histéria de hipertensdo arterial sistémica estar
presente em 40,5% dos pacientes, somente 12% dos pacientes foram
classificados como portadores de cardiopatia hipertensiva. A explicagdo para
isso reside em que, nos limites da avaliagdo clinica, procuramos estabelecer
diagnosticos etioldgicos de acordo com a expressividade do processo
morbido estudado. Dessa forma, os critérios estabelecidos para definir uma
causa atribuivel foram utilizados de maneira hierarquica quando da presenca
de um ou mais possiveis fatores envolvidos na génese da insuficiéncia
cardiaca, de tal modo que o de maior expressao determinou o diagnéstico
etiolégico. Em relagdo aos individuos classificados como portadores de
cardiomiopatia alcodlica, em que pesem as dificuldades de classificacéo
dessa etiologia, a proporcdo encontrada (7%) é bem semelhante aos 8%

encontrados em outro estudo (GILLUM, 1986).

6.5. Dados relacionados com idade e sexo
O grupo de pacientes apresentou maior média de idade em
relagdo ao grupo controle. Esse fato pode ser explicado pela prépria
composig&o do grupo controle, ja que o limite maximo para a doagao de
sangue € 60 anos (BRASIL. MINISTERIO DA SAUDE, 1993). A maior
prevaléncia de homens no grupo de pacientes esta de acordo com a maior

prevaléncia de insuficiéncia cardiaca em homens (CORRELAGAOQ

ANATOMOCLINICA, 1997).
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6.6. Andlise dos resultados relacionados ao polimorfismo I/D
6.6.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg

Os grupos controle ¢ de pacientes, bem como os grupos
etiolégicos, apresentaram frequéncias genotipicas de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Uma populagdo ou grupo em equilibrioc de
Hardy-Weinberg precisa estar de acordo com as seguintes assungdes: 1)
que os organismos estudados sejam dipldides, 2) que as populagées
estudadas sejam de grande tamanho, 3) que a populagdo em questao deve
ser de reproducdo sexuada e panmitica, 4) que a taxa de mutacgdes deve ser
insignificante, 5) que o numero de migragdes deve ser negligenciavel e 6)
que ndo deve haver selegdo natural, ou seja, os individuos devem ter iguais
probabilidades de sobrevivénca. Dado que a frequéncia de um certo alelo A,
num dado locus, seja igual a p, tem-se que a freqUéncia dos individuos
homozigotos (AA) & dada por p?, a freqiiéncia dos individuos heterozigotos
(Aa) por 2p (1-p) e a freqiiéncia dos individuos homozigotos (aa) por (1-p)2.
O equilibrio ocorre quando: p? + 2p(1-p) + (1-p)* = 1. A andlise do equilibrio
de Hardy-Weinberg foi realizada nos grupos controle e de pacientes. A
justificativa para tal procedimento est4 baseada na afirmac¢ao de que, a parte
os erros de genotipagem que podem ocorrer, causa possivel da ocorréncia
de diferengas nas frequéncias dos genétipos é a mistura de populagbes com
diferentes patriménios genéticos. A estratificagdo populacional ndo
controlada é um dos maiores problemas dos estudos de associagdo, pois
que podera resultar em associagfes espurias entre doengas e marcadores

genéticos (TIRET,;CAMBIEN, 1995). Por essa razio, complementam os
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autores, qualquer desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg deve ser
examinado e discutido de forma critica. Em relagdo aos grupos das
diferentes etiologias, a utilizagdo do método de Cannings e Edwards permite
a verificagdo do desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg em grupos de

numero reduzido de individuos (CANNINGS; EDWARDS, 1969).

6.6.2. Distribuicio dos genotipos em relagio aos grupos controle e

de pacientes
O predominio do gendtipo DD no grupo controle em relagdo ao
grupo de pacientes, quando se atribui carater recessivo ao alelo D, pode ser
explicado tanto por ser o grupo controle formado por individuos mais jovens
quanto pela redugdo da frequéncia do gendtipo DD com o aumento da idade
(MORRIS et al., 1994). Foi sugerido que essa diminuigdo da freqiiéncia
estaria relacionada a mortalidade mais precoce associada a esse gendtipo
(MORRIS et al., 1994, ANDERSSON et al., 1996). Outra explicagdo poderia
ser dada por um viés de sele¢do que determinou uma perda preferencial de
individuos com o alelo D no grupo de pacientes. Em relagdo ao grupo
controle, a freqiéncia do gendtipo DD (40%) foi maior que a observada em
outros estudos: 24% (RAYNOLDS ef al., 1993), 27% (CAMBIEN et al,
1992), 31% (LINDPAINTER et al., 1994), 34% (ANDERSSON et al., 1996) e
36% (RIGAT et al, 1990). Observa-se, entretanto, que a freqiéncia do
gendtipo DD nesses estudos também diferiy entre uni grupo e outro, fato
indicador de heterogeneidade na selecdo dos controles. Dessa forma, a

freqiiéncia maior do genotipo DD no presente estudo pode ser explicada
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tanto pela escolha do grupo controle como pelo patriménio genético da
populagéo brasileira, o qual pode apresentar diferengas em relagdo a outras

populagdes estudadas.

6.6.3. Polimorfismo I/D em relagdo a idade e ao sexo

A média de idade mais elevada dos portadores de insuficiéncia
cardiaca pode, de certa forma, explicar a menor freqiiéncia de portadores do
gendtipo DD no grupc de pacientes, ao ser atribuido carater recessivo ao
alelo D, o que confirmaria a observagéo feita por outros autores (MORRIS et
al, 1994, ANDERSSON et al., 1996) de que ocorre diminui¢ao da freqiiéncia
do gendtipo DD em idades mais avangadas. Surpreendentemente, outro
estudo demonstrou aumento da freqiéncia do gendtipo DD em uma
populagdo de centenarios (SCHACHTER et al, 1994). Esses autores
concluiram que essa maior prevaléncia do alelo D em longevos estaria
relacionada com algum desconhecido efeito protetor a longo prazo
relacionado com esse alelo. Com relago ao sexo, nenhuma diferenca na

distribuig&o dos genotipos foi observada entre homens e mulheres.

6.6.4. Polimorfismo I/D e condigOes associadas
As agbes exercidas pela hipertensio arterial sistémica, o diabetes
melito, o tabagismo e o etilismo podem modificar a influéncia de determinado
fator genético. Por esse motivo, foi analisada a possivel associagdo dessas
condigbes com o polimorfismo I/D. No entanto, nenhuma associagdo com os

diferentes gendtipos foi encontrada.
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6.6.5. Polimorfismo D e variaveis ecocardiograficas e da
ventriculografia radioisotépica

Utilizou-se o valor-limite para a fragdo de ejegdo até 45%
determinada pelo ecocardiograma, levando em consideragdo que tal valor
constitui evidéncia de disfuncdo ventricular esquerda (COHN, 1996). Em
relagdo a ventriculografia radioisotopica, o valor-limite da fragdo de ejecio
menor ou igual a 35% ja havia sido utilizado em outros estudos (SCHWARZ
et al., 1984, SOLVD, 1992). Diferentes estudos utilizaram-se de valores
distintos como limite para a estratificacdo prognostica em portadores de
insuficiéncia cardiaca de diferentes etiologias Assim, sdo encontrados
valores da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo que vao desde 20%
(KEOGH et al., 1990) até 45% (COHN et al., 1991). A utilizagdo de dois
metodos diferentes de avaliagdo da fungédo cardiaca ndo teve por intuito a
comparagao entre um e outro método, mas sim a complementacdo de
informagdes fornecidas pelos dois métodos, bem como a obteng¢do de um
maior numero possivel de informagées relacionadas com a quantificagdo da
fungdo cardiaca.

A associagdo de valor estatisticamente significativo entre o
polimorfismo I/D e as variaveis estudadas foi a do gendtipo DD com o
diametro sistolico do ventriculo esquerdo. Em relagdo a essa variavel como
fator prognostico, a maior taxa de mortalidade anual de portadores de
insuficiéncia cardiaca foi observada quando a relagdo entre o didmetro
sistolico e a espessura miocardica, durante a sistole, foi superior a 2,5

(SHAH et al., 1987). Em outro estudo, 0 aumento da dimensdo sistdlica do
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ventriculo esquerdo e a presenca do gendtipo DD foram fatores relacionados
com a maior mortalidade em portadores de cardiomiopatia dilatada idiopatica
(ANDERSSON et al.,1996).

E importante ressaltar que a dimensdo do didmetro sistélico
determinada pelo ecocardiograma, assim como outras variaveis
ecocardiograficas, refletem um momento na evolugdo desses pacientes,
devendo sua real importancia ser analisada em relagdo a outras variaveis e

a0 tempo de evolugédo da doenca.

6.6.6. Polimorfismo I/D e as diferentes etiologias
Cardiomiopatia dilatada idiopatica. Em relagdo a cardiomiopatia
dilatada idiopatica, as frequéncia dos genotipos DD, DI e Il encontradas no
presente estudo, respectivamente de 32%, 49,6% e 18,4%, bem como a dos
alelos D e [, respectivamente, 58% e 42%, foram semeihantes aquelas

encontradas em outros estudos (tabela 16).

Tabela 16. Comparagéo das freqiiéncias dos gendtipos entre dois diferentes
grupos controle

— DD oI D | TOTAL
n (%) n (%) N (%) (%)
MONTGOMERY 3131 5081 18 18) 57 23 99
et al, 1095
ANDERSSON 67(35)  87(45)  39(20) 57 43 193

et al., 1996

P— — — ————
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Em contraste, em outro estudo, foi observado aumento na
freqiéncia do genétipo DD em portadores de cardiomiopatia dilatada
idiopatica, quando comparados ao grupo controle (RAYNOLDS et al., 1993).
Nesse estudo, a freqiiéncia do genotipo DD no grupo controle foi de 24% e a
do grupo com cardiomiopatia foi de 35,7%. Essa observagio poderia
suscitar a hipétese de que o aumento na freqiéncia do gendtipo DD no
grupo com cardiomiopatia seria causado, na verdade, por baixa freqiéncia
no grupo controle. Ainda sobre o estudo de RAYNOLDS et al., foi observado
gue somente dados relacionados com a presenga do genotipo DD haviam
sido documentados (WOODROW, 1994). Nessa analise, o autor concluiu
qué a pequena mudanca na freqiiéncia do gene D parecia ser devida a uma
freqiéncia mais baixa de heterozigotos no grupo de pacientes, quando
comparada com o grupo controle, respectivamente 41,1% e 63,3%. Além
disso, as freqﬂéncias dos gendtipos do grupo controle apresentaram desvio
do equilibrio de Hardy-Weinberg. Os nimeros de homozigotos DD e Il foram
menores do que 0s esperados.

Em outro estudo foi determinada a distribuicdo do polimorfismo
/D em 51 pacientes de origem chinesa portadores de cardiomiopatia
dilatada idiopatica. Ndo houve diferenga estatisticamente significativa na
distribuigdo dos genétipos e alelos entre os grupos de pacientes e controle
(SANDERSON et al., 1996). Entretanto, a freqtiéncia dos gendétipos DD, Dl e
I, respectivamente 12, 49 e 39%, assim como a dos alelos D e |,
respectivamente 36 e 64%, foram bastante diferentes daquelas encontradas

no presente estudo, confirmando uma observagdo previamente feita de que,
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nos chineses, a freqiiéncia do genotipo DD é menor do que a observada em
- outras populagées (LEE ef al., 1994). De acordo com o observado, &

. provavel que o polimorfismo I/D do gene da enzima de conversdo da

| angiotensina | ndo atue como marcador da cardiomiopatia dilatada
: idiopatica. Entretanto, & importante salientar que, devido & importancia do
sistema renina-angiotensina no controle da homeostasia cardiocirculatéria,
qualquer variante génica desse sistema, e em especial da enzima de
conversao, pode ser um importante modificador da morbidade e mortalidade

associada a essa condigao.

Cardiomiopatia isquémica. Ndo houve prevaléncia de nenhum
dos gendtipos entre os portadores de cardiomiopatia isquémica. Os
resultados de alguns estudos acerca da existéncia de associagédo entre o
polimorfismo I/D e a presenga de doenga arterial coronaria mostraram-se
conflitantes, pois enquanto alguns desses estudos demonstraram tal
associagdo, (CAMBIEN et al.,1992, RAYNOLDS et al., 1993), outros nédo o
fizeram (BoHN et al., 1993, LINDPAINTER et al., 1995). Em uma metanalise
realizada em 1996, foram analisados 15 estudos sobre a associag¢do do alelo
de delegdo do gene da enzima de conversdo da angiotensina | com a
doenga arterial coronaria. Essa metanalise mostrou que, apesar das
importantes limitagdes dos estudos apresentados, como, por exemplo, a
escotha do grupo controle ideal, a possibilidade de selecdo por morte estar
influenciando os resultados e a presenga da etnicidade como fator que

dificulta a interpretagdo desses estudos de associagdo, o alelo D confere
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risco aumentado para o infarto do miocardio (SAMANI et al, 1996). E
importante ressaltar que a reunido de resultados, que ocorre em um estudo
de metanalise, incorpora os viés de estudos individuais e novas fontes de
vies, principalmente pela selecdo de estudos e a inevitavel heterogeneidade
existente entre eles (LELORIER et al., 1997).

Os resultados do presente estudo n3o estio de acordo com os
resultados encontrados em outros estudos que mostraram haver associagdo
entre o alelo com a delegéo e a progressiva dilatagdo do ventriculo esquerdo
apos o infarto do miocardio (OHMICHI et al., 1995, PINTO et al., 1995). A
diferenca entre os resultados pode ser explicada, em parte, pela

heterogeneidade dos grupos estudados.

Cardiomiopatia da doencga de Chagas. No presente estudo nao
houve diferenga estatisticamente significativa entre os portadores de
cardiomiopatia da doenga de Chagas e os demais pacientes no que diz
respeito a distribuicdo dos genotipos. Tal auséncia no predominio de
determinado gendtipo nesse grupo de pacientes pode indicar que o
polimorfismo I/D ndo atue na patogénese da disfuncdo ventricular causada
pela doenga de Chagas ou que seu papel foi suplantado por outro processo
que atue de forma preponderante, como parece ser o caso da atividade
inflamatoria no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca na infecgdo pelo

Trypanosoma cruzi (HIGUCH! et al., 1987).
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Cardiomiopatia hipertensiva. Nio houve diferenca na
distribuigdo dos gendtipos associados ao polimorfismo I/D do gene da
enzima de conversdo entre os portadores de cardiomiopatia hipertensiva e
0s portadores de outras etiologias, o que esta de acordo com outros estudos
no que diz respeito a falta de associagdo entre o polimorfismo I/D e a
hipertensdo arterial sistémica (HARRAP et al., 1993, LACHURIE et al.,
1895). Entretanto, outro estudo demonstrou que havia uma diminuigdo da
freqiiéncia do genotipo DD em individuos hipertensos com mais de 60 anos,
0 que fez com que seus autores sugerissem que esse gendtipo pudesse

estar relacionado com risco de morte prematura em hipertensos (MORRIS et

al., 1994).

Cardiomiopatia alcodlica. Nao houve associagao
estatisticamente significativa entre o polimorfismo I/D e a cardiomiopatia
alcodlica quanto a distribuigdo dos gendtipos. Em relagdo a essa cardiopatia,
algumas observagbes merecem ser feitas. A primeira é a de que existem
dificuldades no estudo da influéncia do alcool sobre o coragao, como, por
exemplo, o fato de que os estudos feitos com pacientes sédo freqientemente
complicados pela diversidade dos habitos relacionados ao uso de bebidas
alcodlicas, bem como o uso concomitante de outras drogas
(por exemplo, o uso combinado de alcool e nicotina) (PREEDY et al., 1997).
Outra importante questido a ser ressaltada é a definicdo de guem seja
considerado, de fato, consumidor de grandes quantidades de alcool. A

disting@o entre um consumidor de quantidades moderadas de 4icool e outro
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queé consome grandes quantidades &, de maneira geral, dificil de ser feita,
principaimente devido a natureza ubiqua do consumo de etanol e 3 ampla
gama de seus efeitos (PREEDY ef al., 1997). Por exemplo, em estudos
distintos, o consumo de etanol (apresentado em gramas por dia)
considerado para caracterizar um individuo consumidor de grande
quantidade de etanol (heavy drinker) variou de 18g (ARKWRIGHT et al.,
1983) a 110g (STRAZZULLO et al., 1990). Além disso, a definicdo de
consumo excessivo pode ser dependente de restricGes sociais e culturais
dos pesquisadores que realizam o estudo (PREEDY et al, 1997). No
presente estudo, foi definido consumidor de grandes quantidades de alcool
aquele que tinha historia de consumo de 80g de etanol por dia num periodo
minimo de 10 anos (REGAN, 1990) ou de aproximadamente 140g de etancl
por dia num periodo minimo de 5 anos (STEVENSON: PERLOFF, 1988). As
outras classificagdes do consumo etilico foram: a} a auséncia de consumo
alcoolico presente ou passado, b) o consumo leve, definido como sendo um
consumo esporadico, geralmente de fim de semana ou de até 8g de etanot
por dia (KEMM, 1993) e ¢) consumo moderado, definido como consumo
diario entre 8 e 80g por dia, por um periodo menor que 5 anos. A principal
dificuldade nessa classificacdo reside naqueles individuos que apresentam
consumo  superior ao classificado como moderado, mas inferior ao
considerado como de grandes quantidades e naqueles individuos que
occasionalmente apresentam consumo alcodlico excessivo. Nessa situagéo, o
tempo de consumo foi o fator determinante para a classificagdo. E

importante salientar que o individuo somente foi classificado como portador
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de cardiomiopatia aicodlica quando apresentasse historia de consumo etilico
de grahdes quantidades de alcool € ndo apresentasse nenhum outro fator de
morbidade que pudesse explicar a presenca de dilatagdo cardiaca. Qutras
importantes limitagées do presente estudo sio a dificuidade de quantificagéo
do consumo etilico por meio da histéria reportada pelo paciente e a exciusio
de pacientes dos quais nao foi possivel obter-se os dados do consumo
etilico. Para a quantificagdo aproximada do consumo diario, foram utilizados
0s seguintes equivalentes de quantidade alcodlica (SHERLOCK, 1989):

uisque 30mi 10g
vinho 100ml 10g

cerveja 250m! 10g

6.6.7. Polimorfismo I/D e aparecimento dos sintomas

Em que pese o fato de o inicio dos sintomas ser uma observagéo
empirica, sujeita a influéncias de ordem social, pessoal, profissional e de
outras doengas (MONTGOMERY et af., 1995), 2 média de sobrevivéncia a
partir do inicio dos sintomas dos pacientes do presente estudo ndo diferiu
muito das médias de 3,21 e 5,39 anos, respectivamente para homens e
mulheres que sobreviveram 90 dias ou mais apos o inicio dos sintomas,
encontradas em estudo anterior (HO et al. 1€83b). Mesmo a diferencga
encontrada pode estar mais relacionada ao ndo uso dos inibidores da
enzima de conversédo da angiotensina | pelos pacientes desse Ultimo estudo
do que por diferengas relacionadas as informagdes sobre o inicio dos

sintomas. A andlise de possiveis correlagbes entre determinada variavei
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genética e o aparecimento dos sintomas propicia certa originalidade ao
estudo, além de fomecer informagdes a respeito da associagdo de
mecanismos geneéticos com a patogénese da insuficiéncia cardiaca. No
presente estudo, o tempo de aparecimento dos sintomas foi menor nos
portadores do gendtipo DD com cardiomiopatia alcodlica e cardiomiopatia
hipertensiva. Em relagdo a cardiomiopatia alcodlica, o Gnico fator de risco
para o desenvolvimento dessa condi¢do € a dose total de etanol ingerida
durante o tempo de vida (URBANO-MARQUEZ et al., 1989). Até o presente
momento ndo se conhece qualquer fator genético associado ao
desenvolvimento da cardiomiopatia alcodfica, apesar de alguns autores
associa-la a um antigeno de histocompatibilidade (FISCHEN et al., 1987). O
fato de o gendtipo DD estar associado a menor tempo de aparecimento dos
sintommas pode indicar gue ele atue como um marcador de suscetibilidade ou
que houve um achadc ao acaso devido ao pequeno numero de pacientes
estudados.

Em relagéo a cardiomiopatia hipertensiva, os portadores do genétipo
DD apresentaram maior precocidade no aparecimento dos sintomas, quando
se atribuiu ao alelo D carater co-dominante ou recessivo. Uma possivel
explicagdo para esse achado esta na associa¢do do gendtipo DD com o
aumento da massa e a remodelagdo ventriculares que ocorrem na
hipertensdo arterial sistémica (GHARAVI et al, 1996). A hipertrofia
ventricular € um estagio inicial adaptativo nos portadores de hipertenséo, a
qual antecede a dilatagdo cardiaca. O aparecimento da hipertrofia esta

associado também com a diminuigdo da complacéncia do ventriculo, com
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consequente alteragdo da funcdo diastdlica, o que code levar ao

aparecimento de dispnéia numa fase que precede a dilatacdo das camaras

(DOUGHERTY et al.,1984).

6.6.8. Polimorfismo I/D e mortalidade

O polimorfismo I/D ndo apresentou relagdo com a probabilidade
de sobrevivéncia total, considerando-se as trés possiveis modalidades de
heranga genética, nem no grupo de pacientes como um todo, nem nos
grupos menores das diferentes etiologias. Entretanto, se ccnsiderarmos os
individuos acima de 50 anos, o gendtipo DD significativamente relacionou-se
com a mortalidade. Estudo prévio j4 mostrara a relacéo do gendtipo DD com
a maior mortalidade em portadores de cardiomiopatia dilatada idiopatica,
com idade media de 58 = 11 anos (ANDERSSON et al., 1686). Na analise
desse achado, aiguns pontos merecem consideracdo. Inicialmente. o fato de
0 polimorfismo ser um marcador de determinada variante genética, até o
presente momento nao identificada, e que controla os niveis plasmaticos da
enzima de conversdo. Em segundo lugar, as agSes do sistema renina-
angiotensina sobre o coragdo, influenciando sua arquitetura. crescimento e
fungdo, bem como a diminuicdo da mortalidade dos portadores de
insuficiéncia cardiaca com o uso dos inibidores da enzima de conversao. Por
fim, considerando-se a associacéo do genétipo DD com niveis plasmaticos e
teciduais mais elevados da enzima de conversdo, inclusive no coragdo
(DANSER et al., 1995), 0 achado de maior mortalidade entre os portadores

do gendtipo DD pode ser justificado. De fato, o0 gendtipo DD foi associado a
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maior mortalidade (MORRIS et al., 1994) entre os portadores de hipertensao
arterial sistémica com idade igual ou superior a 60 anos. Naturalmente, pelo
fato de serem aqueles pacientes de origens diferentes, com eticlogias
iguaimente diferentes, as semelhangas entre o presente estudo e o estudo
de MORRIS et al. devem ser analisadas com cautela. Como foi demonstrado
no presente estudo, outras variaveis apresentaram relagdo com a
mortalidade: a idade, a histéria de diabetes melito e a etiologia da doenga de
Chagas. Em relagdo a idade, a correlagdo inversa com a mortalidade
(pacientes mais jovens morreram antes), apesar de a primeira vista parecer
paradoxal, pode ser explicada pela propria gravidade do quadro clinico
desses pacientes. No que diz respeito ao diabetes melito, evidéncias
indicam a existéncia de uma cardiomiopatia diabética distinta (GALDERISI et
al., 1991). As alteracbes estruturais causadas pelo diabetes melito podem,
em conjunto com as alteragdes da cardiopatia de origem, estar associadas
com pior prognostico desses pacientes. Por fim, a presen¢a da doenga de
Chagas como fator associados & mortalidade esta de acordo com o
resultado de um estudo anterior (FRE|TAS et al., 1994).

Um fator que poderia estar enfraquecendo possivel influéncia do
gendtipo DD na mortalidade dos pacientes com idades inferiores a 50 anos é
o uso amplamente difundido dos inibidores da ECA. Dos pacientes avaliados
em relagdo ao uso desta medicagéo, 96,4% estavam em uso de inibidores
da ECA. Se os niveis da ECA sio maiores nos homozigotos para o alelo D,
a agao dos inibidores da ECA pode ser mais acentuada nesses individuos.

Corroborando a idéia, foi demonstrado que individuos hipertensos,
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portadores do gendtipo DD, tratados com enalapril, apresentaram maior
regressao da hipertrofia do ventriculo esquerdo, bem como melhora mais
acentuada do enchimento diastélico do ventriculo esquerdo quando
comparados com hipertensos portadores dos genotipos DI e I, igualmente
tratados com enalapril (SASAKI et al., 1996). Quando analisamos a
sobrevivéncia a partir da época do inicio dos sintomas, verificamos néo ter
havido relagéoc do gendtipo DD com a mortalidade. Uma possivel explicagdo
para esse achazdo € a agdo de outros fatores com maior influéncia no
prognostico dos pacientes. A ativagdo dos sistemas neuroendécrinos ocorre
numa fase assintomatica da disfungdo ventricular. A medida que os
portadores de insuficiéncia cardiaca evoluem para um estagio sintomatico, a
ativag@o neuroendécrina torna-se mais acentuada (FRANCIS et al., 1990),
transformando-se num importante fator prognéstico para os individuos com
insuficiéncia cardiaca (FRANCIS et al., 1993). A reducdo do tempo de
sobrevivéncia dos pacientes do presente estudo pode estar, dessa forma,
relacionado & maior atividade neuroenddcrina na época do inicio dos
sintomas. Um estudo prévio analisou pacientes com dilatagdo ventricular
apos infarto anterior do miocardio, demonstrando que os portadores do
gendtipo DD apresentavam maior ativag@o neurchormonal, evidenciada por
aumento mais acentuado dos niveis plasmaticos de noradrenalina e de
enzima de conversdo, comparativamente aos portadores dos gendtipos Dl e
Il'e que tal ativagdo era reduzida nos pacientes em uso de inibidores da ECA
(PINTO et al,1995). Assim sendo, podemos sugerir que, no presente

estudo, a influéncia do gendtipo DD sobre a mortalidade a partir do



aparecimento dos sintomas esteja camuflada pelo uso dos inibidores da
ECA. Por fim, fatores que influenciam a evolug&o natural desses pacientes
podem suplantar a influéncia ou a suscetibilidade conferida ao aleio D. Entre
tais fatores poderia estar incluida a etiologia (FREITAS et al, 1993) ou
outras condi¢gdes que atuem na dilatagdo cardiaca progressiva desses
pacientes, apanagio da evolugdo natural de tais individuos (BOCCHI, 1994,

MADY et al., 1994).

6.6.9. Polimorfismo I/D e tratamento cirtirgico

N&o houve relagdo entre o polimorfismo I/D e o tratamento
cirurgico da insuficiéncia cardiaca, considerando-se os intervalos entre o
nascimento até a intervengao cirurgica e entre 0 aparecimento dos sintomas
até a intervengdo cirurgica. O reduzido numero de pacientes submetidos a
tratamento cirargico no periodo analisado pode explicar esse achado. Por
outro lado, a indicagao do tratamento cirdrgico é feita para aqueles pacientes
em condigdes de beneficiar-se em grau maximo desse tipo de tratamento
(COSTANZO et al., 1995). Tal cbservacdo pressupde que 0s pacientes
submetidos a tratamento cirUrgico possam ser menos graves,
comparativamente com os pacientes que s&o contra-indicados para esse
tratamento e, dessa forma, podem estar sofrendo menor influéncia de outros
fatores, como, por exemplo, a presenga de determinado genétipo. Qutro
ponto a ser considerado € que a intervengao cirargica é um fator modificador

da evolugdo natural desses pacientes (BOCCHI, 1994), a qual pode, dessa
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forma, estar modificando uma possivel influéncia do polimorfismo I/D na

evolugdo desses pacientes.

6.6.10. Analise dos padrées de heranga genética

Nas associagées estatisticamente significativas encontradas entre
o polimorfismo I/D e algumas variaveis estudadas, os padres de heranga
genética encontrados foram os relacionados a co-dominancia e &
recessividade. Dessa forma, o alelo D com carater co-dominante esteve
relacionado com menor empo de aparecimento dos sintomas em portadores
de cardiomiopatia hipertensiva e com maior mortalidade acima dos 50 anos,
d0 passo que o alelo D com carater recessivo esteve associado com menor
freqiéncia do genotipo DD no grupo de pacientes, maior diametro sistolico
do ventriculo esquerdo no ecocardiograma, menor tempo de aparecimento
dos sintomas em portadores de cardiomiopatia alcodlica ou hipertensiva e
com maior mortalidade acima dos 50 anos de idade. Dessa maneira, o alelo
D parece estar associado com maior morbidade e mortalidade
predominantemente de forma recessiva. como ja demonstrado em estudos
anteriores (PINTO et a/.. 1995, ANDERSSON et af., 1996).

Finalmente, cabe examinar potenciais limitagdes de nosso estudo.

1) O presente estudo foi definido como um estudo de coorte de
sobreviventes, também chamado de coorte de pacientes disponiveis. Nesse
tipo de estudo, os pacientes sdo incluidos porque tém uma doenga e por
estarem disponiveis em um determinado momento (FLETCHER et af., 1996).

Apesar de os estudos de coortes de sobreviventes descreverem g histéria



66

des casos prevalentes e ndo os esperados com 0 seguimento ao longo do
tempo (FLETCHER et al., 1996), permitem que um grande numero de
individuos seja analisado (HO et al., 1993b). A escoltha desse método, a
época do inicio do presente estudo, deveu-se a problemas de ordem
operacional, os quais nem sempre viabilizam o sorteio de individuos que
fardo parte da amostra.

2) No presente estudo ndo foi analisada a distribuicdo étnica do
grupo de pacientes com disfuncdo ventricular. A justificativa para a nio
inclusdo da distribuigdo étnica desse grupo foi a dificuldade na classificagéo
dos individuos de acordo com a raca, dada a grande miscigenagao
encontrada na populagdo brasileira (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 1997). Por outro lado, visto que alguns
estudos mostraram haver relag&o entre etnia e o polimorfismo I/D (BLOEM
et al., 1993, BARLEY et al., 1994, JOHANNING et al., 1995, SAGNELLA et
al., 1995), a andlise da distribuicdo por raca foi feita no grupo controle
(PEREIRA et al., 1998), ndo sendo encontradas diferengas estatisticamente
significativas na distribuicdo do polimorfismo I/D em individuos de etnias
aistintas (caucasianos, negros e pardos).

3) Em vista da alta taxa de mortalidade anual dos pacientes com
insuficiéncia cardiaca, os periodos analisados, antes dos 25 anos, entre 25 e
E0 anos e acima dos 50 anos podem ser considerados excessivamente
longos. Entretanto, o nimero de o6bitos no periodo ndo permitiu uma

avaliagdo em periodos mais curtos. Mesmo com os intervalos considerados.
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a analise antes dos 25 anos ficou prejudicada pelo reduzido ntmero de
obitos nesse periodo.

Em conclusdo, a possivel associacdo do gendtipo DD com a
maior morbidade e mortalidade de portadores de insuficiéncia cardiaca pode
tornar a determinagdo do polimorfismo I/D um instrumento util na
identificacdo de pacientes com prognéstico mais reservado, contribuindo
para o melhor entendimento dessa condigio clinica, para estudos adicionais

sobre o tema e, potenciaimente, para o melhor tratamento dos pacientes.
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7. CONCLUSGES

. A menor freqiiéncia do gendtipo DD nos portadores de insuficiéncia
cardiaca pode estar associada com a diminuicdo da frequéncia desse

genotipo com o aumento da idade.

. O gendtipo DD estd associado com disfungdo mais acentuada do

ventriculo esquerdo em portadores de insuficiéncia cardiaca.

. A maior precocidade de aparecimento dos sintomas em portadores do
gendtipo DD e cardiomiopatia alcodlica pode indicar a influéncia desse

gendtipo na patogénese dessa condigéo.

. A maior precocidade de aparecimento dos sintomas em portadores do
gendtipo DD e cardiomiopatia hipertensiva pode indicar a influéncia

desse gendtipo na patogénese dessa condigéo.

. O gendtipo DD pode estar associado com a maior mortalidade em

portadores de insuficiéncia cardiaca com mais de 50 anos.
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SUMMARY




SUMMARY

Insertion/deletion (I/D) polymorphism of the angiotensin |-
converting enzyme gene was studied in a cohort of survivors of 333 patients
with heart failure of different etiologies and in a control group of 807 volunteer
blood donors. The age of the patients ranged from 13 to 68 (43,3 + 10,5)
years, 262 (78,7%) were men and 71 {21,3%) women. The age of the control
group ranged from 18 to 60 (31,5 = 9,3) years, 557 (68%) were men and 250
(31%) women. |diopathic dilated cardiomyopathy was diagnosed in 125
(37,6%), ischemic cardiomyopathy in 63 (189%), Chagas disease
cardiomyopathy in 58 (17,4%), hypertensive cardiomyopathy in 41 (12,3%),
alcoholic cardiomyopathy in 24 (7,2%), valvular cardiomyopathy in 11 (3,3%)
and peripartum cardiomyopathy in 11 (3,3%). The genotypes associated with
the I/D polymorphism were determined by polymerase chain reaction. The
distribution of the genctypes was determined in the control and patient
groups as well the possible associations of the I/D polymorphism with clinical
variables and the evoiution. The chi-square test, the t-Student test, the
analysis of variance (ANOVA), the Kaplan-Meier method, the log-rank test
and Cox regression were used in the statistical analysis.

The DD genotype was less frequent in patients, assuming a
recessive effect of the D allele (p=0,034). The left ventricular end-systolic

diameter by echocardiography was higher in patients wiyh the DD genotype,



assuming a recessive effect of the D allele (p=0,031). The time elapsed until
the onset of symptoms was shorter in patients with alcohotic cardiomyopathy
and the DD genotype, assuming a recessive effect of the D allele (p=0,033).
The time elapsed until the onset of symptoms was shorter in patients with
hypertensive cardiomyopathy and the DD genotype, assuming a codominant
(p=0,048) or recessive (p=0.024) effect of the D allele. Patients older than 50
years with the DD genotype showed increased mortality, assuming a
codominant (p=0,007) or recessive (p=0,002) effect of the D allele. The
independent variables associated with increased mortality in patients older
than 50 years were: age (p<0,001), the DD genotype (p=0,003), diabetes
mellitus (p=0,003) and Chagas'disease (p=0,005), assuming a recessive
effect of the D allele. Assuming a codominant effect of the D allele, the
independent variables associated with increased mortality in patients older
than 50 years were: age (p<0,001), Chagas'disease (p=0,004), diabetes
mellitus (p=0,005) and the DD genotype (p=0,015).

These results suggest that the DD genotype may be associated

with higher morbidity and mortality in some groups of patients with heart

failure.
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Apéndice

Registro Idade Sexo Etiologia Genotipo  Tratamento Obito Data de Data do Data do Data do Data da
Cirargico Nascimento Inicio dos Tratamento  Obito Ultima
Sintomas Cirurgico Avaliagao
2763192E 30 F IDIOPATICA 3 NAQ NAQ 01/10/61 15/01/87 21/08/96
2515497K 37 F IDIOPATICA 1 NAO NAQ 15/08/54 29/06/85 25/02/97
51092011 52 M ALCOOLICA 2 NAD NAO 05/04/39 15/10/87 09/09/96
5083204F 35 M IDICPATICA 3 NAQ NAC 20/05/56 30/03/85 10/04/97
5130475C 49 M D.CHAGAS 3 SIM NAO 20/08/41 15/05/82 31/01/92
5130663K 57 M IDIOPATICA 3 NAO NAO 18/06/33 23/09/90 21/03/97
5097361E 58 M IDIOPATICA 2 NAO NAOD 12107732 03/04/69 25/08/97
23249556 31 F QUTRA 2 NAO NAC 10/03/60 17/03/90 03/09/96
5060936E 45 M ISQUEMICA 2 NAO SIM 24/03/46 21/07/96
51281301 26 M IDIOPATICA 2 NAO NAQ 2310/64 21/07/90 06/01/97
5113125E 56 M IDIOPATICA 3 NAD NAO 29/12/33 22/10/83 05/02/97
5124028F 49 M ALCOOLICA 2 NAQ NAO 30/06/42 17/04/90 2711795
5135112K 28 M HIPERTENSIVA 1 NAOQ NAO 28/06/63 07/03/91 2504197
5085613K 37 F OUTRA 2 NAO NAO 07/05/54 02/05/88 14/09/95
5136740H 53 F IDIQPATICA 1 NAO NAC 07/03/50 12112190 22/08/97
5136844K 48 F IDIOPATICA 2 NAO NAQ 08/06/43 16/01/31 08/10/96
5139795F 48 M ALCOOLICA 2 NAO NAO 02/05/43 23/09/81 08/09/97
5120740K 27 M ALCOOLICA 1 NAO NAO 08/09/64 27/07/90 13/03/97
5163847A 30 M HIPERTENSIVA 2 NAQ NAO 18/07/62 26110/ 2111/97
5141276J 46 M IDIOPATICA 2 SIM NAO 11/04/45 11/10/88 12/12/91
50723118 30 M IDIOPATICA t NAO NAO 11/04/61 31/08/86 06/02/97
5142034E 28 M IDIOPATICA 2 NAQ NAO 0910463 28/06/91 08/01/96
5143149J 46 F HIPERTENSIVA 3 NAO NAO 19/02/45 2111/89 29/08/97
2423802E 35 F OUTRA 1 NAO NAO 05/03/56 10/12/85 09/03/98
51403720 34 M ALCOOLICA 1 NAO NAO 21/05/57 27106/91 30/09/96
5136802C 59 M IDIOPATICA 3 SIM NAQ 04/08/32 09/07/90 30/09/92
5133250G 25 F D.CHAGAS 3 NAQ NAO 18/10/66 01/08/90 20/11/96
5013226G 55 M IDIOPATICA 2 NAO NAO 01/02/37 27/02/82 06/06/97
5145609C 53 M HIPERTENSIVA 1 NAO NAOC 02/10/38 17/01/92 03/02/97
5148193I 53 M IDIOPATICA 2 NAO NAO 05/10/38 01/06/90 04/08/95
5132133H 45 M IDIOPATICA 2 NAOD NAC 25/07/47 16/11/90 16/08/97
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26/04/52
27/06/48
16/11/42
10/05/90
04/11/40
(01/02/61
12/06/45
07/04/38
22/08/50
06/05/56
10/06/38
29/08/49
02/05/38
05/10/64
01/05/43
29/03/53
10/09/46

08/06/92
26/02/93
31410/87
12/03/92
15/04/86
29/01/93
07/12/93
23/01/85
14/09/93
05/G7/86
30/03/92
11/04/93
13/06/88
01/01/88
26/12/93
19/05/92
10/06/90
08/03/92
01/01/85
28/07/79
28/10/87
20/07/91
14/04/91
16/02/90
08/09/92
13/11/90
20/04/84
28/01/93
08/08/93
16/09/90
23M2/93
15/03/93
16/12/91
23/03/92
27105/92

1210697

23/11/94

23112195

19/01/96

12/06/97

15/03/96

30/10/96

23/03/97

15/01/96

24/04/97
28/02/98
30711196

04/08/97
3107/97
05/09/97
17/11/95

22/10/96
26/08/97

03/03/98

22104/96
05/06/97

06/08/97
04/10/96

02/02/98
03/12/96
27111/96
29/08/97
15/08/97
19/05/97
24/09/97
05/05/95
03/10/97
13/05/97

09/05/97
23/05/97
23/10/95
18/05/97



5182867C
51950368
5195469G
5019922H
5196312F
5196147K
50833980
51286900
21723150
51959408
5136G812K
5196938C
51961430
5197295K
5197473K
5184430C
5198457H
2921231G
5200279G
5198829J
51986460
5112632A
5049705A
51814601
51968648
29794108
52004030
5177887K
52002598
5189705C
5092749A
5120606J
5002168H
5118843C
5162981K

44
48
28
61
48
34

80
36
46
5
29
53
34
35
47
37
26
56
47
57
47
46
42
49
36
23
42
40
52
21

21
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D.CHAGAS
ISQUEMICA
ALCOOGLICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
IDICPATICA
IDICPATICA
OUTRA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
OUTRA
HIPERTENSIVA
IOPATICA
ISQUEMICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
D.CHAGAS
QUTRA
QUTRA
IDICPATICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
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SiM
NAQ
SIM
NAO
NAO
NAQ
NAO
NAO
SIM
SiM
NAQ
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAQ
NAO
NAG
NAG
NAO
NAO
NAC
NAO
NAO
SIM
NAQ
NAO
SiM
SIM
SIM
SIM
NAQ
NAO
NAO

27/04151

17/02/46
29/11/65
18/05/33
15/08/45
05/01/61

29/08/44
14/10/44
02/08/58
07/01/48
24/08/41
30/09/64
04/09/41
01/04/60
04/04/59
04/08/47
13/08/57
18/05/67
24/02/39
15/08/48
16/10/38
21/08/47
1211150
28/12/54
210346
18/01/58
12/03/72
20/07/54
06/10/55
26/02/43
18/02/75
14/11/73
30112133
02/07/49
26/06/39

14/02/94
03/11/9
14/07/94
04/03/83
06/02/94
30/07/94
12/04/87
29/01/89
22108194
24/11/87
01/06/94
09/12/94
24/05/94
26/08/94
30/12/94
04/04/93
23/01/90
01/03/94
24/02/94
30/01/85
27/01/83
21/12/89
01/01/90
28/01/93
15/08/94
02/03/93
23/02193

19/05/93
19/07/92
01/09/93
21/09/93
18/08/80
20/03/90
08/02/92

21/06/95

08/02/96
24/10/96

06/09/96

25/02/96

26/06/96
06/06/95

13/04/96

01/07/96
11411/96
11/07/95
19/01/97

15/056/97

17/02/98
24/06/96
25/08/95
11/07/95

19/05/97
22/09/97
15/09/96
20/07/97
16/01/98
05/05/97
05/08/96
15/12/97
24/04/95
22/01/96
16/09/97
12/03/98
04/08/95
02/03/98
26/01/96

11/02/98

05/03/98
30/01/98




5162021J
5184089F
5196006F
5197598G
5183324K
51103031
51856244
5202495
H11467A
5200390F
5149521K
51644620
5196281A
5050874E
5196029H
51983958
51866330
5187832C
5207521E
5200764F
2317181C
27348778
5046254K
5204165
5208211D
5196425G
5167336
5201785E
5110637F
5191767F
5193577A
5194140F
5200619
a064403.
5209211

63
38
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ISQUEMICA
ALCOOLICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
ISQUEMICA
INIOPATICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
AL COOLHCA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
OUTRA

HIPERTENSIVA

D.CHAGAS
IDIOPATICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
OUTRA

HIPERTENSIVA
HIPERTENSIVA

IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS

D.CHAGAS

IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS

IDIOPATICA
ALCOOLICA

HIPERTENSIVA

IDIOPPATICA
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NAO
NAO
NAQ
NAC
SIM
SIM
SiM
NAO
NAO
NAO
SIM
NAQ
NAO
NAO
NAOQ
NAC
NAC
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAQ
NAC
NAQ
NAO
NAQ
NAO
NAO
NAO

NAO
NAO
SIM
NAO
SIMm
NAO
Sim
SiM
NAD
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SiM
NAQ
SiMm
NAO
NAO
NAQ
NAO
SIM
NAO
NAD
NAO
NAO
NAC
SIM
SIM
SIM
NAO
NAO
NAD
NAO

22/05/31
15/12/56
10/05/59
08/01/44
06/11/32
26/04/53
17/03/68
30/07/50
1712038
04/09/57
19/11/40
15/01/54
24/11/80
03/12/56
26/03/61
11/03/45
16/04/55
25107150
04/10/59
25/03/60
20/12150
06/01/46
30/01/43
15/08/33
02/12/53
24/09/45
31/10/65
28/08/56
20/06/38
27/01/48
07/06/37
21/11/56
31/01/66
2512/58
B2y

09/05/93
24/03/93
01/09/94
30/10/94
01/01/94
10/11/86
20/04/93
07/08/94
02/02me
02/03/90
02/04/92
11/03/93
10/09/94
20/02/86
28/07/94
20/01/88
20/05/91
14/10/93
01/09/94
09/02/95
01/12194
16/05/77
04/11/85
01/01/92
04/08/90
04/12/90
04/03/93
30/03/94
08/05/89
31/08/92
05/10/93
1810/
07/11/94
08/08/93
24703400

11/09/97
15/1G/96
13/03/97

10/04/97

05/12/197

111197

1103197
13/07/96

(3/03/96

21/11/96

24/10/96

06/01/96

04/05/96
05/11/97

06/06/96

25/07/97
14/10/96

21/03/96

05/09/97
24/10/95
07/02/97
06/06/97

27/01/98

10/02/98
23/01/98
23/04/97
26/02/98

02/01/98
04/08/96
21/08/97
24/07/97
21/07/97

26/01/98
03/11/95
19/01/96
AR P




5209394A
51163348
5202080K
5209413K
5209499C
5118297H
5209813F
5209026J
2518795H
5186945

52105406
5209006E
5139376E
51140000
5211270E
24704458
5210458K
5211897A
5196995
K2052911
5210537C
5211123
5164741J
5213002K
5110188J
5151719
5157146

521507 3A
30963421

5211881
5213980H
5208533F
51576128
5209192K
3084577C

43
40

51

s
K

40
56
49
40
17
30
45
57
44
35
45
29
38
nH
43
23
52
51

45
47
56
34
39
20
44

51

44
32
44
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IDIOPATICA
IDICPATICA
IMOPATICA
IDIOPATICA
ALCOOLICA
HIPERTENSIVA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
HIPERTENSIVA
IDIOPATICA
OUTRA
IDIOPATICA
OUTRA
ISQUEMICA
HIPERTENSIVA
IDIOPATICA
INIOPATICA
IIOPATICA
ALCOOLICA
1ISQUMMICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
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SIM

NAQ
NAQ
NAO
NAO
NAO
NAO
NAC
SiM
SIM
NAQ
NAC
NAO
SiMm
NAQ
NAC
NAO
NAO
NAO
NAQ
SIM
NAO
NAO
NAO
NAQ
NAO
SIM
SIMm

11/03/52
06/10/54
2506/58
22108/44
11/12/55
25/03/64
22/04/55
15/10/38
15/08/46
28/02/55
11/05/78
01/03/65
21101150
16/07/38
01/10/50
09/02/60
22/06/50
03/10/66
05/02/57
NGAOGIAT
27/05/52
2710272
25/11/43
18/02/45
18/04/51
01/07/47
18/03/40
27/03/62
14/03/56
25/06/75
Q7067
03/07/35
04/05/52
193/02/63
21/02/51

28/08/90
23/04/89
04/04/94
28/08/92
29/12/94
06/06/89
(01/02/95
08/06/95
02/06/94
26/05/91
18/01/94
18/09/93
13/11/93
10/02/90
02/10/93
02/02/82
15/09/94
13/01/95
28/12/89
01/01/95
01/08/94
27/10/91

30/06/95
15/09/95
04/08/94
02/12/91

18/08/92
01/10/95
01/05/95
01/06/95
01/08/9%
10/08/90
30/03/92
23/02195
05/01/94

19/06/96

09/08/96

09/06/97

05/06/96
14/01/97

09/11/95

25/05/96

16/05/96
06/03/97

01/07/96

13/11/96

16/06/97

17/112/96

05/01/96

28/06/96
16/01/97

19/01/96

23/01/96
08/09/96

24/05/96

02/06/97
17/02/98

02/03/98
02/02/98

03/03/98

20/09/96
17/02/98
23/02/96
26/01/98
02/03/98

27102196
16/10/95
22104197

20/01/98
26/05/97

03/02/98
09/09/96
19/12/96

OB/01/96
03/43/98
23/01/98



52056551
5209896A
50356364
5173380C
2883980C
3048417G
5210370F
2925288l
5202910G
5216839C
5217442G
5051378BE
5209957H
5204709J
52147090
5213095C
5214884C
5218216D
5154910G
2802827E
52185610
2974104E
5211344F
5219018E
5190529G
5211053E
5217919K
5220412A
52164320
52187034
5160690
5214174A
5218989G
5195789K
5215817E

486
47
39

47
19
28
45
53
39
42
46
26
42
52
42
54
32
41
28
43
58
42
25
46
36
36
30
33
40
a6
49
32
53
33
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IDIOPATICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
HIPERTENSIVA
D.CHAGAS
QUTRA
ALCOOLICA
D.CHAGAS
IDIQPATICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
IDIOPATICA
OUTRA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
IDIOPATICA
QUTRA
OUTRA
IDIOPATICA
ISCHIFMICA
IDIOPANICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
OUTRA
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NAQ
SIM
SIM
NAO
NAO
NAO
NAD
SIM
NAO
NAQ
NAO
SIM
NAO
SIM
SIM
NAO
SiM
NAO
NAO
NAQ
SIM
NAOD
NAO
NAO
SIM
SIM
SIM
NAD
NAO
NAD
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO

13/09/49
13/06/48
21109/
1811137
10/02/48
01/04/76
24/04/67
10/04/50
22/08/42
15/04/56
17/04/53
10/01/50
05/08/69
12/02/54
20/08144
03/02/54
03/01/42
23/11/63
11/05/54
26/04/67
08/03/52
12/10/37
22/01/54
25/08/70
05/04/49
29/09/60
01/01/60
2H/02/66
10/04/62
05/05/55
AETAT{TATH
10/11/46
14/09/63
08/01/43
07/04/63

20/06/92
05/09/89
23/00/84
18/02/92
01/01/92
03/12/94
14/09/91
19/04/93
25/04/93
26/01/94
06/02/94
04/04/81
06/01/95
26/11/94
01/01/90
30/10/92
06/10/95
23/01/96
16/07/92
19/10/93
01/06/96
25/12/93
Q3/10/94
12/12/95
02/02/93
27/09/94
01/03/95
12111794

0902796
Jh/1 0
21/06/95
1211295
22/11/92
02/01/95

17/07/96

24/10/96
20/01197

10/04/97

0711496

07/05/97
26/05/97

08/08/96

24/07/96

15/08/97
29112197
19/02/98

08/08/96

12/03/96

18/02/98
09/31/96
19/08/97
27/05/97

05/01/98
05/08/97
02/04/96

19/02/98

16/05/97

17/01/97
18/02/98
16/06/97

28/07/97
30/01/98
12/03/96

23/08/97
28/12/97
29/12/97
THALMOE
24/07/97

17012197
03/110/97



5202951E
5184764K
5216087K
5208171A
52196728
5216450K
5209959F
52204496
5178104F
5220421
H215401H
2424295E
51933598
5213575K
5218054G
52179860
5216107|
5223856l
5212118C
50514311
5222629F
50748370
5225598H
5044815H
5210330G
5156883
4061501E
52133031
5100754E
5216895K
40639968
3157701G
5212238D
5229350
5205660K

57
31
35
18
49
62
53
54

42
n2
39

59
48
53
36
42
37
60
55
50
29
39
57
39
565
€8
50
45
46
38
36
27
42
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ISQUEMICA
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
ISQUEMICA
HIPERTENSIVA
D.CHAGAS
ALCOOLICA
INMOPATICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
ALCOOLICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
ALCOOLICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
IDIOPATICA
OUTRA
IDIOPATICA
ALCOOLICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
IDIQPATICA
IDIOPATICA
HIPERTENSIVA
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NAO
NAO
NAC
SIM
NAC
NACQ
NAO
NAO
NAQ
NAQ
NAOY
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAD
NAO
NAG
NAO
NAQ
NACQ
NAQ
NAQ
NAO
NAO

NAQ
NAO
NAQ
SIM
SiM
SIM
NAO
NAO
SIM
NAQ
NAO
NAO
SIM
NAQ
NAO
NAC
SiM
SIM
NAO
NAO
SIM
NAO
NAO
NAO
NAO
NAQ
SIM
NAQ
NAO
NAQ
NAQ
NAC
NAO
NAC
NAO

29/09/39
16/07/65
14/03/61
08/02/78
04/03/47
15/01/34
23/11/43
06/06/42
14/04/42
02/04/54
28/02/44
05/06/57
15/05/42
21/10i37
20/02/48
14/01/43
05/05/60
01/05/54
21/12/59
(5/01/36
24111141
04/07/46
30/06/67
12/02/57
30/09/39
08/12/57
18/02/41
01/01/28
12/11/46
14/06/51
19/06/50
25/09/58
06/02/60
06/10/69
05/14/54

19/04/95
11/04/93
10/09/95
30/05/95
27/09/94
01/05/95
1/01/93
12/04/84
10/11/92
09/04/92
O112/9%
03/04/93
26/05/94
11/09/95
16/02/89
15/02/86
01/11/95
13/09/90
16/04/95
09/02/95
01/12/91
13/11/87
05/08/96
24/08/85
13/09/87
15/03/92
01/09r92
01/01/93
27/08/96
22/02/95
23/02/95
01/03/96
01/08/89
18/10/95
20/06/93

20/06/97

22/09/97

20/06/97
10/04/97
05/11/96

26/02/98

04/10/97

02/02197

23/09/57

01/07/97

29/09/97

26/04/96
25/07/97
17/02/98

25M10/96
25107197

14/04/97
13/08/97
14107197

01/08/97
17/06/96
03/09/97

20/10/97
30/10/96

18/07/97
17102198
03/03/98
29/09/97
18/12/97

19/09/96
25/08/97
17/07/97
08/08/97
13/08/97
03/12/97
0112197
17/02/98



52295178
5219662E
5228909C
7007793E
5230511C
5067202K
2831125K
5219344J
5079120F
5228754A
52252354
5232590C
5232667A
5228120E
2767863

5225059F
5231937C
52256176
2366004C
5235215H
DALROIIA
5187816E

55
50
49
28
65
40
46
39
62
40

18
46
30

47
42

42
43
Rik
34
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IDIOPATICA
D.CHAGAS
ISQUEMICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
HIPERTENSIVA
ISQUEMICA
D.CHAGAS
D.CHAGAS
IDIOPATICA
IDIOPATICA
ALCOOLICA
IDICPATICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
IDIOPATICA
ISQUEMICA.
ISQUEMICA
Al COOICA
D.CHAGAS
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NAC
NAO
NAQ
NAC
NAC
NAQ
SIM
NAO
NAO
NAQO

NAO
SIM
NAO
NAO
NAQ
NAO
NAO
NAO
NAO
NAG
SIM
NAO
NAQ
NAO
NAO
NAQ
NAO
NAC
SIM
NAO
NAC
NAQ

30/08/41
04/07/46
26/03/147
29/05/G8
10/07/31
30/09/56
12/07/50
29/06/57
28/05/34
31/03/56
02/04/42
16/11/78
11/02/50
06/06/66
27/09/32
19/08/49
30/01/54
19/02/42
04/08/54
13/01/54
NGO
12/03/62

25/04/96
01/05/94
10/10/94
11111794
22111/95
06/05/92
21/11/91
15/01/96
11/01/88
01/02/96
20/07/96
16/02/96
23/12/96
23/09/93
14/02/93
01/09/87
10/05/96
01/10/84
01707195
20/08/96
19/0303
14/04/94

29/06/97

10/04/97

22112197

04/08/97

07/10/97

23/04/97
22/09/97
19/05/97
1811197
21/07/97
26/12/97
2111/97
14/04/97

08/08/97
24102197
20/02/98
14102197
03/07/97
16/12/97
05/09/97

29/07/97
13110097
26104/97
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