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Fundamentacao Teorica




1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 INSUFICIENCIA CARDIACA

A insuficiéncia cardiaca (IC) ¢ uma sindrome clinica ocasionada por incapacidade do
coragdo de manter a perfusdo necessaria aos tecidos (1). Em geral, esta sindrome ¢

estabelecida quando hd inadequacdo dos mecanismos de compensacao (2).

Pela Organizagao Mundial da Satde (OMS), a IC ¢ considerada uma pandemia, desse
modo, constituindo um dos trés principais agravos cronicos a saude (1). Estima-se que os
Estados Unidos da América tenham 4.700.000 portadores desta doenca, e que sejam
diagnosticados anualmente 550.000 casos, causando 280.000 mortes ao ano. No Brasil, o
Sistema Unico de Saude (SUS) computou cerca de 398.000 internagdes por insuficiéncia
cardiaca no ano de 2000, dentre as quais, 26.000 foram a o6bito. Estima-se que, em 2025, o
Brasil detenha a sexta maior populagao idosa do mundo e que a IC serd a primeira causa de
morte por doenga cardiovascular (4,5). A IC ¢ uma doenga grave que acomete principalmente

1dosos com mais de 65 anos.

O remodelamento ventricular (RV) consiste na alteragdo importante da geometria
cardiaca, com perda da fungao ventricular esquerda e prejuizo da eficiéncia biomecanica do
coragao ap6s um insulto ao miocardio. As causas de RV sdo, possivelmente, devido a

sobrecarga de pressao ou de volume, a necrose ou a processo inflamatoério (6,7,8).

Pfeffer e Braunwald (2) propuseram um modelo experimental de infarto em ratos para
estudar as implicagcdes do remodelamento ventricular associadas a resposta inflamatdria. A
partir deste estudo, foi demonstrada que a oclusdo aguda de uma artéria corondria, em
especial, quando ocorrem lesdes transmurais de grandes proporgdes, resulta em alteragdes
complexas da arquitetura ventricular logo apods obstrugdo arterial, que progride com o
decorrer dos dias apds uma isquemia inicial. Estas alteragdes sdo decorrentes do acimulo de

colageno que provoca a rigidez da parede reparando o tecido lesado (8, 9).



A injuria vascular provoca a ativacao do sistema de compensagao para manter o débito
cardiaco. Para tanto ocorre distensdo aguda do tecido miocérdico, aumento da atividade
cronotropica e ionotropica secunddria a estimulagdo simpdtica. Esta compensacdo tende a

restabelecer o volume sistolico e esta associada com menor sobrevida do paciente (6,8).

Também, s3o descritos outros mecanismos de resposta compensatoria ao
desenvolvimento do insulto miocardico ndo infartado, como estresse da parede ventricular,
tamanho de infarto e cicatrizagdo tecidual, que podem influenciar a dilatacdo ventricular
(2,4,5). Diversos estudos foram delineados com o emprego de terapias de reperfusdo
possibilitando a recuperagao do tecido miocardico, apresentando como resultado a redugao da

area infartada e melhora do desempenho ventricular (10)

Condutas clinicas com estratégias terapéuticas possibilitam uma carga e tensdo menor
na parede ventricular esquerda e estdo relacionadas com atenuagdo da dilatagdo ventricular

inicial, tardia ou remota (11,12).

Pfeffer (6) mostraram que o uso prolongado de captopril, que ¢ um inibidor da enzima
de conversdo da angiotensina (IECA), estd associado com uma reducdo significativa da
dilatagdo ventricular subseqiiente, bem como um incremento importante na sobrevida (12, 13,
14). Tais estudos apresentaram o pioneirismo ao sugerir que a angiotensina exercesse efeitos
deletérios sobre o tecido miocardico, influenciando negativamente o remodelamento
ventricular (6). Além disso, varias estratégias terapéuticas vém sendo testadas para atenuar o

processo do uso estabelecido de inibidores de enzima conversora angiotensina.

A cicatrizacdo tecidual estd entre os fatores que podem interferir na dilatacio
ventricular, certamente, sendo o aspecto menos explorado do ponto de vista terapéutico até o
momento. O processo de cicatrizagdo pode ser influenciado, durante a fase aguda do infarto,
pelo uso de glicocorticdides e agentes antiinflamatorios ndo esterdides, que resulta em
afinamento da parede ventricular e maior expansdo da area infartada (4). Existe uma relagao
interligada entre os processos de cicatrizacao e inflamatorio do tecido miocéardico necrosado,
ocasionando a degradacdo dos tecidos conectivos e a conseqiiente deposicao de coldgeno com

a formagao da cicatriz fibrotica.



Os mecanismos moleculares de RV ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, embora

existam resultados comprobatdrios sobre os processos de reparo do tecido cicatrizado (4,15).

1.2 METALOPROTEINASES DE MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular consiste em uma formacao estrutural de macromoléculas inertes,
como proteinas de parede, que serve como arcabougo para célula. Este mecanismo de controle
através das macromoléculas pode ser ativado de forma lenta e imperceptivel, causando

mudanga na estrutura do tecido ao longo do tempo (16,17,18 ).

Por meio das fibras de coldgeno do miocéardio, hd um favorecimento para geometria
ventricular e estrutura de conexao dos midcitos. Existem varios estudos em animais e
humanos que relatam alteragdo na estrutura e na composi¢do do coldgeno, assim,

influenciando na geometria do ventriculo esquerdo e direito (18,19,20).

O remodelamento ventricular requer, no minimo, dois eventos como sintese e
degradacdo de componentes de membrana extracelular, que sofrem um desarranjo
proteolitico. Numerosas proteases tém sido descritas no mecanismo de degradacdo, a maioria
proveniente de elementos de matriz extracelular, como a familia das metaloproteinases de

matriz extracelular (MMP) (21, 22).

As MMP sao consideradas uma superfamilia de proteases de serina, colagenase,
gelatinase, estretolisina, metaloelastase e metaloproteinases de matriz do tipo membranar
(19), que apresentam diferencas na especificidade dos substratos encontrados em varios
tecidos (22, 23). Essas enzimas sdo, em geral, produzidas de forma latente como pro-enzima,

que contém cisteina e um dominio catalitico com zinco e outro semelhante com a hemopexina

(19).

A atividade das MMP pode ser verificada por transcri¢do, onde um pool de enzimas
latentes € controlado pelas citocinas, fatores de crescimento e outros indutores. As enzimas

latentes podem ser ativadas por proteinases, como plasminogénio, sistema plasmina e



metaloproetinases de membrana, bem como inibidas por inibidores endogenos das

metaloproteinases (TIMP) (24,25,26,27).

Os fibroblastos, miofrobroblastos, osteoblastos e condrdcitos sdo células de matriz que
sintetizam algumas colagenases; outras colagenases sdo originadas do parénquima adjacente

ou de células epiteliais, endoteliais e mesoteliais (27, 28).

Os membros da familia da MMP, como MMP-1, -2, -3, -9, apresentam um aumento na
expressdo e atividade em ratos, humanos e in vitro durante o processo de remodelamento,

apos insulto cardiaco (29,30,31,32).

Recentes dados experimentais fornecem evidéncias fortes que as MMP sdo as maiores

reguladoras fisioldgicas do tecido normal e maligno (30).

1.3 SINTESE E DEGRADACAO DO COLAGENO APOS IAM - FIBROSE POS-
IAM

O remodelamento ventricular ndo ocorre de maneira homogénea apds IAM, existem
fatores independentes, como caracteristicas morfoldgicas do infarto, tensdo parietal e processo
de reparo ou cicatrizagdo. No caso das caracteristicas morfologicas do infarto, estas ndo se
sucedem de forma homogénea em todos os infartos (4, 33). Em relacdo a tensdo parietal, €
comum ocorrerem flutuagdes das condi¢des de carga ventricular na fase aguda do IAM,

interferindo no mecanismo de RV.

O processo de cicatrizagdo ou reparo ao insulto isquémico ¢ considerado uma
propriedade fundamental em todos os tecidos vascularizados, associado ao aumento do

turnover de colageno (1, 34, 35).

Modelos experimentais demonstraram haver um aumento de RNA mensageiro entre os
colagenos I, insoluvel, e colageno III, soluvel, logo apoés o IAM. Nos primeiros dois dias apos
um infarto do miocardio em ratos, ocorre uma degradacdo da rede de coldgeno no local da

lesdo cardiaca, associado a um aumento da razdo entre os colagenos soluveis e insoluveis.
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Essas alteracoes sucederam-se em decorréncia de um aumento da atividade de
metaloproteinases latentes, incluindo a colagenase intersticial (MMP-1,8,13), as gelatinases
(MMP-2, 9) e outras proteases geradas no local da injuria tecidual por células inflamatorias,

como leucoécitos e polimorfonucleares (35,36,37).

Em ratos, foi demonstrada uma atividade colagenolitica apés um infarto, com um pico
caracteristico no 7° dia, declinando progressivamente e desaparecendo até o 14° dia apds o
infarto. As MMP apresentam uma atividade colagenolitica inicial que pode ser mediada
primariamente pela sua ativagdo, uma vez que a expressao de RNA mensageiro ¢ observada
somente a partir do 7° dia apds o infarto, servindo para recuperar os estoques teciduais da
enzima (38). O aumento da transcri¢do dos inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMP)
ocorre por volta do 2° dia e o seu RNA mensageiro permanece elevado pelo menos até o 14°
dia apos o infarto. As TIMP sdo potentes bloqueadores da atividade das MMP, secretadas por

varias células e depositadas na matriz extracelular (39).

De forma analoga aos processos envolvidos na degradacdo da matriz extracelular, os
genes que regulam a sintese de proteinas de matriz se ativam progressivamente a partir do
primeiro dia apds um dano isquémico ao tecido miocardico. A formagdo do tecido fibroso,
relatada em estudo experimental realizado em coragdes de ratos, ¢ visivel no local de necrose,
a partir do 7° dia. A concentragdo de hidroxiprolina, um aminoacido especifico do coldgeno,
comeca a aumentar no sitio do infarto, no final da 1* semana, acumulando-se
progressivamente por um periodo de pelo menos seis semanas. As fibras de coldgeno tipo [ e
II1 sdo responsaveis pela cicatriza¢do no sitio onde ocorre a perda de midcitos, preservando-se
a integridade da estrutura tecidual (36, 37). O peptideo amino terminal de pro-colageno do
tipo III ¢ uma extensdo do peptideo de pro-colageno do tipo III, durante a sua conversdo, ha
uma clivagem esteqiométrica e liberag@o no fluido extracelular, conseqiientemente, a elevagao
de PIINP pode refletir na sintese e deposi¢do de colageno fibrilar, alterando degradagdo e

eliminagao circulante de PIIINP (37).

Os eventos moleculares que desencadeiam a fibrogénese persistem ativos por varias
semanas, muito além do periodo inicial, quando ocorre lise do colageno, promovendo a
deposicdo de colageno fibrilar, responsavel pela integridade tecidual da area em cicatrizagao.
Quando avalia-se a deposicdo de coldgeno fibrilar nos segmentos infartados em ratos,

observa-se que esta ocorre de forma paralela a expressio da MMP-9. O coldgeno, entretanto,
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acumula-se préximo das bordas endocardicas e epicardicas, promovendo sustentagdo e
integridade mecénica ao tecido necrético, porém, longe das regides onde se encontra maior
expressao dessa enzima. Nesse experimento, também, observou-se que as TIMP sdo expressas

nos locais em que existe deposi¢do de coldgeno (31, 39, 40,41).

1.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA (SRAA)

A ativagdo do sistema renina angiotensina aldosterona ¢ controlada pela enzima que
converte a angiotensina I em angiostensina II, e essa constitui um potente vasoconstritor e

peptideo mitogénico sintetizado de forma sistémica e no miocardio (42, 43).

Os inibidores da enzima conversora angiotensina (IECA) desempenham um
mecanismo bloqueador nos receptores de angiotensina por meio do acoplamento e ativagdo de
receptores especificos (AT1 e AT2) e de aldosterona, e, conseqiientemente, apresentam
resultados eficazes no tratamento da IC (44, 45, 46). Os niveis elevados de aldosterona

circulante sao utilizados como valor preditivo de prognéstico adverso na IC.

A angiotensina II estd aumentada na insuficiéncia cardiaca e, por ser um
vasoconstritor, proporciona um aumento da pos-carga, dessa forma, causando hipertrofia de
miocito, apoptose associado a fibrose intersticial, remodelamento cardiaco e vascular,
aumento da sintese de proteinas de matriz, expressao de protoncogenos, producdo de fatores
de crescimento e a secrecdo de aldosterona. Essa tltima demonstra um papel primordial no

remodelamento cardiaco, sendo portanto apoptose (47).

A partir destas alteragdes celulares, ocorre uma reducao da complacéncia arterial, que

altera o enchimento ventricular e provoca o endurecimento passivo (47,48).

Existem evidéncias sobre a associagdo do sistema adrenérgico como SRAA. A
produ¢do de aldosterona reduz a reutilizagdo neuronal de norepinefrina, aumentando as
arritmias cardiacas e a resisténcia vascular periférica e pulmonar, com queda do débito

cardiaco, aumento do consumo de oxigénio pelo miocardio, reducao do fluxo renal e retengdo
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de sodio e agua, contribuindo para deterioragdo clinica e hemodinamica, aumentando a morbi-

mortalidade na IC (48,49,50,51).

1.5 SISTEMA NERVOSO SIMPATICO

O sistema nervoso simpatico, na insuficiéncia cardiaca crdnica, atua na reducao da
contractilidade e do débito cardiaco. Existe uma relagdo de mecanismos entre a
vasoconstricdo ¢ o aumento da contratilidade miocardica essencial para manter a pressao
sangiiinea e, desse modo, aumentando a pos-carga ventricular, sobrecarregando o ventriculo,

assim, tornando-o insuficiente (52, 53, 54).

A ativagdo deste sistema contribui para um aumento na freqiiéncia cardiaca e do
consumo de energia pelo miocardio, que causa uma hipertrofia isquémica, taquiarritmias e

altera a arquitetura dos miocitos (53,54).

Existe uma hipotese de que a hiperativacao simpatica provoque um efeito nocivo com
a diminuicdo do numero e sensibilidade dos receptores beta-1 adrenérgicos do miocérdico,
contribuindo para a redug@o de sensibilidade dos tecidos cardiacos ao estimulo adrenérgico.
Portanto, ocorre uma indugdo a expressao das citocinas pré-inflamatoérias como fator necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucinas (IL-1, IL-6), que alteram o fendtipo da miocardiopatia
dilatada estimulada pelo aumento das camaras (53,54,55,56). Na IC grave, ha o bloqueio

agudo dos receptores betaadrenérgicos que intensifica esse processo (56).

Entretanto, por meio de estudos experimentais e evidéncias clinicas, com aumento
gradual da dose de betabloqueadores, foi mostrado um beneficio clinico substancioso. O uso
cronico dos betabloqueadores permite restaurar o nimero ¢ a sensibilidade dos receptores
adrenérgicos na superficie do miocardio, modulando de maneira benéfica a resposta do

coragdo ao estimulo simpatico sistémico (57).

A resposta dos efeitos funcionais do bloqueio cronico do miocéardio ¢ diferente do
bloqueio agudo, porque, em prazos superiores a trés meses, a injuria esta associada com a

melhora da funcao sistdlica intrinseca e o decréscimo no volume ventricular (55,58, 59, 60).
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Estudos com betabloqueadores de modulagdo da atividade ionotropica foram
propostos para mostrar beneficios nos pacientes com IC, contrariando a idéia de que os
betabloqueadores poderiam ser deletérios. Portanto, diversos sdo os ensaios laboratoriais que
demonstraram melhora dos sintomas da IC, da fracdao de ejecdo e diminuicdo dos diametros

cardiacos com esses farmacos (59, 60, 61, 62).

O estudo II do Bisoprolol na Insuficiéncia Cardiaca (CIBIS-II) avaliou o uso de
bucindolol em pacientes com insuficiéncia cardiaca, com classe funcional IIl ou IV, e
demonstrou a melhora das classes funcionais com a diminui¢do das descompensagdes
clinicas, além de evidenciar a redu¢ao da mortalidade em pacientes com miocardiopatia

dilatada idiopatica (61,63, 64).

Estudos realizados com Carvedilol, betabloqueador nio seletivo e vasodilatador com
propriedades antioxidantes, mostraram o menor indice de mortalidade em niveis ndo
observados com nenhuma outra droga do arsenal terapéutico da insuficiéncia cardiaca. Torna-
se evidente a capacidade dos betabloqueadores protegerem o miocardio dos efeitos deletérios
da estimulagdo simpdtica excessiva, provavelmente, por restaurarem a densidade dos

receptores beta e resposta contratil ao estimulo adrenérgico (65).

Tais estudos demonstram a importancia da otimizagdo terapéutica no

acompanhamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca.

1.6 PAPEL DA MODULACAO IMUNOINFLAMATORIA

A modulagdo imunoinflamatoria tem sido relacionada a fisiopatogenia da IC. Diversos
estudos demonstraram atividade celular ou humoral em diversas formas de IC, bem como

aumento na concentragao sérica de diversos marcadores inflamatorios.

As citocinas sdo mediadores bioldgicos de origem inflamatoria que tém sido
encontradas em concentragdes séricas elevadas, em pacientes com IC (66). De forma geral, as
citocinas sdo moléculas proteicas de baixo peso molecular (15 a 30kd), sintetizadas por

diferentes tipos celulares em resposta a inumeros estimulos fisiolégicos e nocivos. Agentes
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vasodepressores € inotropicos negativos, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a
interleucina 6 (IL-6), encontram-se em concentragdes elevadas em pacientes com IC. Estes
mediadores aumentam indiretamente a expressao da enzima 6xido nitrico sintetase induzida
(iNOS), aumentando a concentragdo de 6xido nitrico, reduzindo a contratilidade cardiaca e

promovendo efeitos toxicos através da indugdo de apoptose (66, 67, 68).

Estudos realizados por Mann e Young propuseram que a expressao de citocinas pro-
inflamatérias seja secundaria a mecanismos compensatorios na IC, como o aumento das
catecolaminas circulantes ou da angiotensina II. Estes neuro-hormdnios, quando em niveis
elevados, produzem injaria tecidual e necrose miocardica, resultando na ativagdo de células
mononucleares ¢ aumento na producdo destas citocinas (69). A produgdo periférica de
citocinas ¢ decorréncia da ativagdo imunoinflamatoria, sendo a disfuncao endotelial outra

hipotese para explicar o aumento da concentragdo destes mediadores na IC.

Em recente estudo realizado, foi constatada uma maior concentragdo de TNF-a no
sangue periférico de pacientes com insuficiéncia cardiaca quando comparados com o grupo
controle. Esses achados confirmaram o que a literatura descreve e foi demonstrada uma maior
concentracdo de TNF e seus receptores soluveis em pacientes com IC em relagdo a individuos
controles, sugerindo que a sintese da citocinas na insuficiéncia cardiaca seja periférica (69,

70, 71).

Pacientes com IC de classe funcional III ou IV apresentam uma elevacdo TNF, que
podem ser de origem sistémica e tecidual. Entretanto, ndo foram demonstradas diferencas nas
concentragdes dos receptores do TNF neste dois locais, mas existe uma correlagdo inversa
entre a concentragdo de TNF e seus receptores com a fragcdo de ejecdo na populagdo estudada,
confirmando a hipotese que estas moléculas sejam marcadores de progndstico na insuficiéncia

cardiaca (72).

O TNF-a ¢ a citocina mais estudada na busca de uma correlagdo entre a modulacao
imunoinflamatoria e a fisiopatogenia da IC. De maneira geral, a maior fonte de TNF-oo em
humanos ¢ o macrofago ativado, embora diversas outras células possam produzir esta
citocina. O principal efeito deletério desta citocina, no sistema cardiovascular, ¢ a depressao

da fungdo ventricular em conseqiiéncia do aumento de produgdo de 6xido nitrico (72,73).



15

Levine e cols. (67), em 1990, foram os primeiros pesquisadores a demonstrar niveis
elevados de TNF-a em pacientes com IC, correlacionando niveis desta citocina com a

gravidade dos sintomas em 33 pacientes, com IC classe III ou IV da NYHA .

Recentemente, Satoh et al. detectaram a presenca de uma enzima conversora do TNF-
o no miocardio de pacientes com miocardiopatia dilatada, que resultaria na produgdo de uma
forma inativa que transforma o seu precursor na forma ativa. Nesse estudo, houve uma
correlacdo significativa entre os niveis desta enzima, a expressao do TNF-a e a gravidade da

doenga (9, 71,74).

Mehra e cols. (83), por sua vez, avaliaram a atividade do TNF-a circulante em
pacientes com IC classe IV, submetidos a tratamento intravenoso agressivo, nao
demonstrando reducao dos niveis circulantes desta citocina com tratamento inferiores a uma
semana. Desconhece-se o desempenho destes marcadores durante o manejo terapéutico

otimizado em nivel ambulatorial.

1.7 IMPACTO CLINICO DO TRATAMENTO OTIMIZADO

Diversas associagdes de farmacos sdo utilizadas no manejo terapéutico de pacientes da
IC com objetivo de reduzir a progressdao da doenca, melhorar a capacidade funcional e
diminuir a mortalidade. Apesar do manejo agressivo com farmacos, os indices de
hospitalizagdes e de reinternagdes por IC continuam elevados (75, 76), sendo que, para
alguns, o transplante cardiaco passa a ser uma alternativa em potencial (76, 77). Portanto, uma
abordagem terapéutica eficaz serve para diminuir sintomas e auxiliar na melhora da

estratificacdo de risco dos pacientes (77).

Nos ultimos anos, tem sido proposta uma abordagem diferenciada no manejo de
pacientes ditos refratarios. Esta inclui a utilizagdo de vasodilatadores e diuréticos intravenosos
em altas doses, guiada pela monitorizagao hemodinamica invasiva com o objetivo principal de

reduzir as pressoes de enchimento ventricular e a resisténcia vascular.
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Stevenson e cols. (8) observaram que alguns pacientes encaminhados para avaliagao
pré-transplante cardiaco apresentaram inadequacdo hemodindmica em conseqiiéncia a um

tratamento ineficaz .

A inclusdo na lista de espera para o transplante poderia ser postergada para aqueles
pacientes que alcangassem uma resposta hemodindmica adequada com a otimizagdo desta,

abrindo espago para pacientes mais graves e refratdrios serem colocados em lista (75, 76).

Apesar da eficicia desta abordagem em otimizar o tratamento medicamentoso de
pacientes com IC em nivel de CTI, limita-se a pacientes que necessitem de hospitalizagdo e
requeiram ambiente de terapia intensiva para sua implementacdo. Como o numero de
pacientes com IC continua aumentando, novas estratégias serdo necessarias para previnir a

evolucaoda doenca, sendo preciso utilizar outros métodos de monitorizagao (76, 77).

1.8 USO DO ECOCARDIOGRAMA BIDIMENSIONAL PARA OTIMIZACAO
TERAPEUTICA

Em pacientes com IC grave, referidos para centros de transplante cardiaco, Stein e
cols. demonstraram que a ecocardiografia com Doppler a cores pode, de forma ndo invasiva,
fornecer dados hemodinamicos com altas correlagdes comparativamente aqueles obtidos pelo
cateterismo cardiaco direito (78). Através desta estratégia, ¢ possivel a obtengdo estimada da
pressdo em artéria pulmonar, capilar pulmonar, indice cardiaco, resisténcia vascular sistémica

e pulmonar e outros (78).

O desfecho dos marcadores bioldgicos no remodelamento ventricular e ativacdo
imunoinflamatéria, bem como o método ecocardiografico de Doppler ainda nao foram
avaliados de forma prospectiva como guia do manejo terapéutico de pacientes de ambulatorio

com IC.
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1.9 MONITORIZACAO DE REMODELAMENTO VENTRICULAR

No acompanhamento de pacientes poés-infarto agudo do miocardio, os volumes
ventriculares t€m sido utilizados como indicadores prognosticos importantes. Quanto maior o
diametro sistolico do ventriculo esquerdo avaliado por ecocardiograma pior € o prognostico
clinico esperado (79,80,81). Este achado reflete, de fato, o processo final do remodelamento
ventricular. O monitoramento deste processo pode ser realizado pela dosagem de alguns

destes elementos no plasma, podendo indicar o grau de remodelamento em atividade (80).

Recentemente, indices que refletem a sintese e a degradagdo do colageno, assim como
a presenca de metaloproteinases, t€ém sido estudados no pos-infarto, demonstrando haver
correlacdo com didmetros ventriculares e indicando limitacdo no prognostico. Quanto maiores
os niveis de PIIINP maior serd o volume sistolico final, pds-infarto, associado com a

diminui¢ao na sobrevida dos pacientes em 30 dias (79, 80, 81, 82).

A partir dos conhecimentos da importancia da matriz extracelular, do seu turnover e
do seu controle pela acdo das metaloproteinases, a capacidade de mensuragdo destes eventos
em pacientes com IC cronica pode esclarecer o ritmo do processo de remodelamento
ventricular, assim como do grau de atividade inflamatoéria que parece acompanhar este

processo e correlacionar-se com diferentes esquemas terapéuticos (81, 83, 84, 85).

Recentemente, Zannad e cols. (13) demonstraram que uso de espironolactona reduziu
o grau de turnover da matriz extracelular quando avaliado pelos niveis séricos do produto de
degradac¢do do colageno (4). Além disso, t€ém sido demonstrados que o aumento dos produtos
de degradagdo do colageno e das metaloproteinases em pacientes com IC de diferentes

etiologias trazem informagdes prognosticas (13).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Explorar uma visdo abrangente do processo de remodelamento em pacientes com
insuficiéncia cardiaca congestiva cronica medindo niveis de trés componentes-chave do
processo: uma citocina pro-inflamatdria, TNF-a, uma metaloproteinase de matriz extracelular
(MMP-1) e um produto do turnover matricial, N-peptideo pro-colageno tipo amino-terminal
1 (PIIINP).

2.2 ESPECIFICOS

Avaliar a concentracao plasmatica de MMP-1 antes e apos a otimizagao clinica de

pacientes ambulatoriais com IC congestiva.

- Avaliar a concentragdo plasmatica de TNF-a antes e apds a otimizagdo clinica de

pacientes ambulatoriais com IC congestiva.

- Awvaliar a concentragdo plasmatica de PIIINP antes e apds a otimizacdo clinica de

pacientes ambulatoriais com IC congestiva.

- Associar as concentracdes plasmaticas de MMP-1, TNF-a, PIIINP com as
pressdes de enchimento, PSPA e PAD nos pacientes acompanhados pelos

ambulatoriais com IC congestiva.
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Resumo

Introducgdo: Niveis de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), N-peptideo do
pro-colageno III (PIIINP) e metaloproteinase de matriz —1 (MMP-1), marcadores
biologicos de remodelamento ventricular, estdo elevados em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (IC), talvez refletindo elevadas pressdes de enchimento. A
correlacdo destes marcadores com variaveis clinicas e hemodindmicas permanece pouco

compreendida, particularmente no contexto ambulatorial da IC.

Objetivo: Avaliar niveis séricos de marcadores biologicos de remodelamento
ventricular em pacientes com IC, comparando tratamento guiado por ecocardiografia
(ECO), buscando reducdo de pressdes de enchimento, versus tratamento convencional

(CLINICO), baseado em sinais e sintomas.

Métodos: Ensaio clinico randomizado. Pacientes estaveis com IC e fracdo de
ejecao menor do que 40% foram alocados entre os grupos de tratamento e submetidos a
ecocardiograma e coletas de sangue no inicio do estudo e em 180 dias. TNF-a e MMP-

1 foram medidos por ELISA, e PIIINP, por radioimunoensaio.

Resultados: Incluiu-se 80 pacientes, com 59 + 15 anos ¢ fracdo de ejegdo de 26
+ 7%; 25% isquémicos e 52% masculinos. Houve reducdo dos marcadores bioldgicos
intragrupos, nao havendo diferenca entre os tratamentos. No grupo CLINICO, os niveis
de TNF-a, MMP-1 e PIIINP apresentaram diferengas estatisticamente significativas
entre os momentos basal e final (respectivamente, 3,11 + 2,90 versus 1,24 + 0,60 pg/mL
p < 0,0003; 2,66 + 1,00 versus 1,16 + 0,40 ng/mL p < 0,0001; 6,12 + 2,60 versus 3,89 +
1,60 pg/L p < 0,0001). De maneira semelhante, tal diferenca também foi observada no
grupo ECO para os trés marcadores (respectivamente, 3,90 + 4,90 versus 1,40 + 1,30
pg/mL p <0,0001; 2,50 + 0,90 versus 1,09 + 0,40 ng/mL p < 0,0001; 6,09 + 2,60 versus
3,50 £ 1,30 pg/L p<0,0001). Ao final da intervencdo, no entanto, ndo foi observada
diferenca significativa dos valores de TNF-o. , MMP-1 e PIIINP entre os dois grupos de
tratamento (p = 0,7; p = 0,8; ¢ p = 0,2; respectivamente). A combinagdo dos valores
basais das variaveis bioldgicas gerou um escore que se associou significativamente com
o comportamento final das pressdes atrial direita e sistolica da artéria pulmonar.

Pacientes com marcadores bioldgicos basais no quartil 75% mantiveram niveis
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superiores de pressdes atrial direita (13 mmHg; p = 0,034) e sistolica de artéria

pulmonar (60 mmHg; p = 0,007) ao final do seguimento.

Conclusao: Independente do tratamento alocado, houve redugdo dos niveis de
marcadores biologicos ao final do seguimento; no entanto, niveis basais mais elevados
destes marcadores foram preditores de menor reducdo das pressdes em atrio direito e
sistélica da artéria pulmonar. Os dados sugerem que indicativos de intenso processo de
remodelamento ventricular se associam a progressao da IC e a pressdes de enchimento

elevadas.

Palavras-chave: insuficiéncia cardiaca, fator de necrose tumoral-a, colageno,

metaloproteinases, remodelamento ventricular.
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Introducéo

Mecanismos imunoinflamatorios parecem desempenhar papéis importantes na
progressdo da insuficiéncia cardiaca congestiva, contribuindo o para remodelamento
ventricular esquerdo (1). No minimo trés elementos fundamentais estdo potencialmente
envolvidos nesse processo, estabelecendo possivelmente uma ativagdo em cascata: 1)
mediadores inflamatérios (citocinas) contribuem para a ativagdo de 2)
metaloproteinases, que por sua vez levam a ruptura de proteinas da matriz extracelular,
especialmente o coladgeno fibrilar, contribuindo para acelerar 3) turnover da matriz e

fibrose cardiaca (2, 3, 4).

O desempenho cardiaco esta intrinsecamente relacionado com um alinhamento
adequado dos sarcomeros, que por sua vez dependem da fungao fisioldgica da matriz
extracelular e da propria estrutura da fibra muscular cardiaca (5). Apdés um evento
cardiaco, por exemplo, infarto agudo do miocardio, mudangas abruptas ocorrem
envolvendo tanto o musculo quanto a fungdo cardiaca (1). A ativagdo das
metaloproteinases ¢ importante nesse processo, levando a perda de estrutura de matriz
extracelular e da arquitetura cardiaca com subseqiiente comprometimento funcional (6,
7, 8). Isso por vez traduz-se em um quadro hemodindmico adverso caracterizado por
aumento de pré e pds carga e estresse parietal, que irdo ativar adicionalmente
metaloproteinases e a sintese de mediadores inflamatérios (9). O resultado deste ciclo
ativado e auto-perpetuador ¢ maior degradacdo dos componentes de matriz, bem como o
seu turnover, atuando na progressdao do remodelamento adverso do ventriculo esquerdo

com consequente dilatagdo ventricular (10).

Medidas da sintese de proteinas da matriz no infarto agudo do miocardio e na
insuficiéncia cardiaca congestiva t€ém sido conduzidas em estudos clinicos, como
indicativos do processo de remodelamento (11, 12). Um sub-estudo do ensaio RALES
demonstrou que pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentando niveis mais altos na
circulacao de marcadores de fibrose cardiaca, pro-colageno tipo amino-terminal I e Il e
pro-colageno tipo I carboxi-terminal, indicando alto turnover de matriz, apresentaram
uma melhora significativamente maior na sobrevida em comparagdo a pacientes com

menor grau de fibrose ativa, com o uso de espironolactona. Este resultado poderia ser
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decorrente da acdao da espironolactona em reduzir a sintese de fibrose, bloqueando os

efeitos da aldosterona no tecido miocardico (13).

Embora a terapia otimizada durante a hospitalizacdo visando a diminuir as
pressdes de enchimento seja considerada benéfica para reduzir sintomas e para uma
melhor sobrevida livre de eventos em pacientes com insuficiéncia cardiaca (14), o
impacto de uma terapia guiada pela hemodinamica, mais agressiva, num ambiente
ambulatorial, potencialmente reduzindo o estresse parietal, sobre o processo de

remodelamento permanece em grande parte inexplorado.

O objetivo do presente estudo foi explorar uma visdo abrangente do processo de
remodelamento em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva cronica medindo
niveis de trés componentes-chave do processo: uma citocina pro-inflamatoria, Fator de
Necrose Tumoral-Alfa (TNF-a), uma metaloproteinase de matriz extracelular (MMP-1)
e um produto do turnover matricial, N-peptideo de pro-colageno III (PIIINP). Para tanto
nds realizamos um ensaio clinico randomizado comparando um tratamento agressivo
visando um perfil hemodindmico quase normal, guiado por ecocardiografia realizada
seriadamente em pacientes ambulatoriais com insuficiéncia cardiaca, ao emprego de
estratégia terapéutica guiada clinicamente seguindo diretrizes, em relacdo a evidéncias

bioldgicas de remodelamento ventricular.

Pacientes e Métodos

Delineamento do estudo e populacéo estudada.

Estudo clinico randomizado prospectivo comparando duas estratégias diferentes
para o manejo de pacientes ambulatoriais estdveis com insuficiéncia cardiaca: uma
estratégia foi guiada por ecocardiografias seriadas, visando a otimizagdo do perfil
hemodindmico em adi¢do a ado¢do de medidas recomendadas por diretrizes, e a outra
foi uma terapia guiada clinicamente, visando uma melhora de parametros clinicos de

acordo com recomendagdes de diretrizes (15).
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Foram incluidos pacientes com insuficiéncia cardiaca nas classes funcionais de I
a IV da New York Heart Association (NYHA), que haviam apresentado pelo menos
uma hospitalizacdo ou visita a emergéncia por descompensagao da doenga durante os
trés meses anteriores a randomizacdo. Os pacientes deveriam apresentar: historia de
insuficiéncia cardiaca diagnosticada nos Ultimos 6 meses (independente de etiologia),
fragdo de ejecdo igual ou menor do que 40%, ¢ idade minima de 18 anos. Excluiram-se
individuos com incapacidade motora significativa, deformidade toracica ou doenca
pulmonar severa cronica impondo limitacdo técnica para a realizagdo de ecocardiografia
de boa qualidade, sindrome corondria aguda nos ultimos trés meses, doenca congénita
do coracdo, doenga valvar estendtica, valvulas cardiacas prostéticas, insuficiéncia renal

cronica em programa de didlise, miocardite aguda ou cardiomiopatia alcodlica.

Pacientes, médicos, estatisticos independentes e o ecocardiografista ndo foram
cegados para a determinagdo de grupos de tratamento, enquanto que os pesquisadores
que mediram os niveis de TNF-a, PIIINP e MMP-1 (desfechos principais do estudo)
ndo estavam cientes da designacdo de grupos. O estudo foi conduzido conforme a
Declaracao de Helsinque, tendo sido o protocolo de pesquisa aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Todos os pacientes assinaram

consentimento esclarecido antes da inclusao.

Logistica e procedimentos do estudo.

Apos definicao da elegibilidade, dentro de um méximo de 7 dias desde o
recrutamento, os pacientes submeteram-se ao primeiro ecocardiograma de triagem para
confirmar os critérios ecocardiograficos e condi¢des técnicas aceitaveis. Tendo sido
cumpridos tais critérios, foi utilizada a técnica de numeros aleatorios para a
randomizacdo dos pacientes entre uma das duas estratégias de tratamento: 1) terapia
guiada conforme os dados hemodindmicos obtidos através de ecocardiograma,
objetivando um perfil ideal ou quase-normal, de acordo com Stevenson e col. (16), —
grupo ECO; 2) terapia guiada por avaliacdo clinica, seguindo recomendagdes de
diretrizes — grupo CLINICO (15). Amostras de sangue foram coletadas no inicio e no

final do protocolo de estudo para avaliar niveis de TNF-a, PIIINP ¢ MMP-1, como
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detalhado a seguir. Todos os pacientes foram acompanhados no Ambulatorio de
Insuficiéncia Cardiaca do Hospital de Clinicas de Porto Alegre por cardiologistas
experientes em insuficiéncia cardiaca. Apos a visita basal, todos os pacientes realizaram
consultas ambulatoriais em 30, 60 e 180 dias. No grupo ECO, cada consulta de
protocolo era precedida por realizagdo de ecocardiograma para guiar decisdes
terapéuticas conforme descrito abaixo, enquanto que, no grupo CLINICO, os pacientes
eram submetidos apenas a ecocardiografias nas consultas basal e final, sem que os
parametros hemodindmicos obtidos fossem informados aos cardiologistas durante o
acompanhamento. Para fins de andlise ecocardiografica do presente estudo, apenas os
dados obtidos no primeiro (basal) e no ultimo exame (180 dias) foram utilizados.

(Figura 1).

80 pacientes alocados

|

Randomizagao
ECO (n = 40) CLINICO (n =40)
I |
19 visita + eco basal 19 visita

L |

Sangue basal

180 dias: visita + eco finais 180 dias: visita final

L |

Sangue final

Figura 1- Delineamento do estudo.
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Estratégia orientada pela ecocardiografia.

O ecocardiograma basal foi realizado dentro de 5 dias apds a randomizagdo. Os
ecocardiogramas, com efeito Doppler bidimensional ¢ em modo M, foram realizados
por um cardiologista experiente usando um equipamento de ultra-som comercial (ATL
HDI 5000 Bothel. WA, EUA). Os parametros ecocardiograficos foram obtidos seguindo
recomendacdes padronizadas da American Society of Echocardiography (17). Para cada
medida, 3 a 5 ciclos cardiacos consecutivos foram obtidos, e suas médias, calculadas.
Os parametros hemodinamicos foram determinados através de protocolos anteriormente
validados (18, 19). Os dados hemodinadmicos obtidos pela ecocardiografia nos pacientes
do grupo ECO foram fornecidos ao cardiologista durante a consulta, e, juntamente com

avaliacdo clinica, guiaram as decisdes terapéuticas conforme um protocolo previamente

elaborado (Figura 2).
Sinais Sim ; Sim [ A s —
de baixo débito PA Sist < 80 mmHg ssintomatico
Reduzir dose de Nao Nao alterar TTO
diurético/vasodilatador
PAD > 8
PAD <8 PSAP > 40
PSAP <40
A VN A Furosemida para 240mg;
| | adicionar HCTZ;
AN Captopril 150mg/d | [Nao modificar TTO; otimizar dose de IECA;
Enalapril 20mg/d Se possivel, adicionar B-bloqueador
Hidralazina 200mg/d | | Otimizar doses de
Nitrato 120mg/d IECA e
B-blogueador 3 —bloqueador

PA Sist: pressao arterial sistolica; PAD: pressao atrial direita; PSAP: pressdao sistolica
de artéria pulmonar; IRVS: indice de resisténcia vascular sistémica; tto: tratamento; N:
normal; IECA: inibidor da enzima conversora de angiotensina; HCTZ:
hidroclorotiazida; 3-bloqueador: beta-bloqueador.

Figura 2 - Algoritmo de manejo para pacientes do grupo ECO.
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O protocolo detalhado visou um perfil hemodinamico proximo daquele buscado
por Stevenson e col. (16), no qual o manejo de pacientes com insuficiéncia cardiaca foi
realizado a partir de parametros obtidos por cateterismo cardiaco direito. Em resumo: 1)
se a pressdo arterial estivesse abaixo de 80 mmHg e o paciente estivesse assintomadtico,
a conduta era mantida; 2) se um débito cardiaco baixo ficasse evidente em repouso,
fazia-se uma reducdo de vasodilatadores e/ou diuréticos, sendo a hospitalizagao
recomendada quando necessario; 3) se a pressdo de atrio direita fosse inferior a § mmHg
e a pressdo sistolica de ventriculo direito, inferior a 40 mmHg, na presenca de um valor
de resisténcia vascular sistémica maior que 1800 dinas.seg/cm’, buscavam-se doses
aumentadas de captopril ou enalapril, visando uma dosagem 6tima (150 ou 20 mg/dia,
respectivamente) — se necessario, hidralazina e nitratos poderiam ser adicionados para
se alcancarem valores de resisténcia vascular proximos da normalidade; 4) se o indice
de resisténcia vascular sistémica fosse inferior a 1800 dinas.seg/ cm’ na presenca baixas
pressdes em cavidades direitas, a conduta era mantida; 5) se a pressdo sistolica
ventricular direita ou atrial direita fosse igual ou maior que 40 mmHg e 8§ mmHg,
respectivamente, a dose de furosemida era aumentada (até 240 mg/ dia) com ou sem
adicdo de hidroclorotiazida (25 mg/ dia), e a dose de inibidores da enzima de conversao

da angiotensina também era elevada para a dose-alvo.

Estratégia orientada clinicamente.

As decisdes terapéuticas nos pacientes designados para o tratamento
convencional (CLINICO) foram baseadas em recomendagdes de diretrizes clinicas (15,
20, 21). Além do aconselhamento farmacolégico padrao, o uso de inibidores da enzima
conversora da angiotensina e de beta-bloqueadores em doses otimizadas foram
recomendados para todos os pacientes. A terapia com diuréticos foi exclusivamente
baseada na presenca e na intensidade dos achados clinicos sugestivos de congestdo

pulmonar e/ou sistémica.



38
Definicéo dos objetivos e desfechos do estudo.

O objetivo principal do estudo foi estabelecer se a obtencdo de um perfil
hemodinamico mais adequado em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica estava
associada a um menor grau de processo de remodelamento conforme avaliado por niveis
de diferentes marcadores bioldgicos. O desfecho principal do estudo foi a comparagdo

das duas estratégias de tratamento em relagdo aos niveis de TNF-o, PIIINP ¢ MMP-1.

Coleta de sangue e determinacéo dos marcadores biologicos.

Na avaliagcdo basal e novamente na visita final (seguimento ambulatorial de 6
meses), amostras de 10 mL de sangue dos paciente foram coletadas em tubos de soro (5
mL). O material foi imediatamente centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos; o soro

obtido foi armazenado a —70 °C para analise combinada posterior.

Método de ELISA. Testes de ELISA comerciais foram usados para dosagem de
TNF-a (R & D Systems, Minneapolis, MN, EUA) e para determinacao dos niveis de
MMP-1 (Amersham Pharmacia Biotch, Piscataway, EUA); amostras em duplicata
foram usadas para minimizar a variabilidade inter-ensaio. Os limites inferiores de
sensibilidade para a detec¢ao dos niveis de TNF-o e de MMP-1 foram de 0,12 pg/mL e
1,7 ng/mL, respectivamente. No método de ELISA, as substancias a serem analisadas,
presentes na amostra de soro, reagem com um anticorpo especifico fixado a parede da
placa de reacdo e com um outro anticorpo marcado com o conjugado, formando um
complexo de ligacdo. Apods, o excesso de anticorpos ¢ removido por lavagem e a
coloracdo, formada apds a adicdo do reagente de cor, ¢ quantificada, sendo a leitura
Otica proporcional a concentragdo da substancia analisada. A partir dos resultados
obtidos, foi construida uma curva de calibracao, ¢ as concentragdoes conhecidas finais
foram determinadas utilizando-se uma equac¢do polinomial. Todas as dosagens foram
realizadas no Laboratorio de Pesquisa Cardiovascular do Centro de Pesquisa do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob mascaramento, isto é, sem conhecimento da

identidade das amostras ou de sua origem.
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Meétodo de Radioimunoensaio. A dosagem do PIIINP foi realizada por
radioimunoensaio com teste de diagnostico comercial (Orion Diagnostica, Espoo,
Finlandia), sendo o mesmo sensivel para niveis iguais ou superiores a 0,2 pg/mL. A
amostra de soro contendo PIIINP foi misturada a um reagente contendo anticorpos
especificos, com maior afinidade pelo coldgeno, marcados com iodo radioativos. O
complexo antigeno-anticorpo formado na mistura ¢ constituido, em sua maior parte,
pelo antigeno radioativo. O antigeno em excesso foi eliminado pela lavagem do tubo ¢ a
radioatividade residual foi contada no equipamento Cobra AutoGamma (Packard, New
York, EUA), durante 1 minuto. A partir de resultados obtidos com seis soros
calibradores, analisados juntamente com as amostras dos pacientes, foi gerada uma
curva de calibra¢do, e os dados foram plotados em papel semi-log. Deste modo, as
leituras obtidas nas analises foram convertidas em concentragdes conhecidas. Todas as
dosagens foram realizadas em duplicata, com o objetivo de diminuir a variabilidade do
método, e executadas na Unidade de Radioimunoensaio do Servigo de Patologia Clinica
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sob mascaramento, isto é, sem conhecimento

da identidade das amostras ou de sua origem.

Analise estatistica.

A andlise dos dados deste estudo constituiu-se de 1) andlise descritiva das
varidveis - as variaveis continuas estdo descritas em média + desvio-padrao, enquanto
que varidveis categoricas, em freqiiéncias absoluta e percentual; 2) estudo da associag¢ao
entre variaveis ecocardiograficas e niveis de marcadores bioldgicos, ambos obtidos no
momento basal; 3) estudo comparativo do comportamento das varidveis tanto
ecocardiograficas como dos marcadores bioldgicos, do momento basal em relacdo ao
final do estudo (6 meses); 4) estudo do valor preditivo dos niveis dos marcadores
bioldgicos basais para a resposta hemodindmica observada ao final do estudo; e 5)
analise do comportamento dos marcadores biologicos nos dois grupos estudados.
Comparagdes dos dados entre os grupos CLINICO e ECO, nos momentos basal e final,
foram inicialmente, realizadas utilizando o teste t para amostras pareadas e,
posteriormente, teste t para amostra independentes, entdo, comparando-se os valores

finais das variaveis. As analises de uso de medicacdes foram realizadas com o testes de
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qui-quadrado, Fisher e McNemar. A correlagdo de Spearman foi utilizada para verificar
associagdes entre as variaveis biologicas e os valores de pressdes de enchimento cuja

distribuicao era assimétrica.

Para estudar a associacdo entre a combinagdo de parametros bioldgicos e o perfil
hemodinamico, foi construido um escore utilizando os niveis basais dos marcadores
biologicos agrupados, sem diferenciagdo entre os grupos de tratamento, com ponto de
corte no percentil 75 para cada um dos marcadores. Foram atribuidos valores de 0 a 2
para o escore conforme o numero de pardmetros concordantes para cada paciente. Dessa
forma, pacientes com 2 ou 3 marcadores bioldgicos basais com valores iguais ou acima
do percentil 75 recebiam escore 2; com um marcador, escore 1; ¢ com nenhum
marcador, escore 0. As categorias do escore foram entdo comparadas em relagdo aos
valores finais de pressao atrial direita e de pressdao sistolica da artéria pulmonar,
utilizando-se para isso os testes de ANOVA e de Student-Newman-Keuls. Os dados
foram tabulados em planilha do programa Excel 4.0 e analisados no Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS), versdo 12.0. O nivel de significancia estabelecido foi de
0,05.

Resultados

Caracteristicas dos pacientes.

De marco de 2000 a outubro de 2003, 80 pacientes ambulatoriais com
insuficiéncia cardiaca que concordaram em participar do protocolo de estudo foram
selecionados, incluidos e acompanhados por um periodo de 6 meses; 40 pacientes foram
aleatoriamente alocados para o grupo CLINICO e 40, para o grupo ECO. A populagdo
estudada incluiu predominantemente homens com etiologia isquémica e nao-isquémica,
predominantemente pertencendo as classes funcionais I e II da NYHA (70%). Nao
houve diferencga significativa nas caracteristicas clinicas basais entre os dois grupos de
tratamento (Tabela 1). Os pacientes foram tratados de acordo com recomendagdes
padronizadas e protocolos descritos anteriormente, sendo que quase a totalidade recebeu
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina e diuréticos. Os beta-bloqueadores

foram utilizados por aproximadamente 50% dos pacientes. Conforme esperado, a
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populacdo estudada apresentava dimensdes do ventriculo esquerdo aumentadas
(didmetro diastolico de 6,9 = 0,9 cm) e fungdo sistolica do ventriculo esquerdo
marcadamente diminuida (fracdo de ejecdo de 26 + 7 %). As pressdes de enchimento de
cavidades direitas e esquerdas eram elevadas, assim como a resisténcia vascular
sistémica, enquanto que o indice cardiaco era reduzido. Nao houve diferenca
significativa entre os grupos com relagdo aos dados ecocardiograficos basais. Os
parametros hemodinamicos derivados do ecocardiograma estao descritos na Tabela 2.
No final do estudo, 27 eventos clinicos relevantes (morte, hospitalizacdo ou visita a
emergéncia) tinham ocorrido, de modo que 53 pacientes retornaram para a coleta final

da amostra de sangue.

| Basal n=40
PAD
| Grupo ECO
Final n= 31 PSAP
n= 80 N
Pacientes TNF-o,
Randomizados Basal n=40
] MMP-1
| Grupo CLINICO
|| Final n=22 PIIINP

Figura 3 - Fluxograma do estudo.



Tabela 1 — Caracteristicas clinicas basais

Caracteristicas Grupo CLINICO  Grupo ECO p
n =40 n =40
Idade (anos) 62+ 15 57+15 0,88
Sexo (M/F), n 29/ 11 23/17 0,52
Etiologia da IC, n (%)
Isquémica 19 (47) 21 (52) 0,80
Nao-isquémica 21 (52) 19 (47) 0,72
Classe Funcional (NYHA), n (%)
I 12 (30) 18 (45) 0,26
11 16 (40) 10 (25) 0,32
11 8 (20) 10 (25) 0,31
v 4 (10) 2(5) 0,28
Grupo CLINICO: orientado por parimetros clinicos convencionais; Grupo ECO:
orientado por parametros hemodinamicos ecocardiograficos; M: masculino; F:
feminino; NYHA: New York Heart Association; IC: insuficiéncia cardiaca. Os dados
estao expressos como média £ desvio-padrado, exceto quando indicado.
Tabela 2 — Caracteristicas ecocardiograficas basais
Caracteristicas Grupo CLINICO  Grupo ECO p
n =40 n =40
Fragdo de ejegdo (%) 26+ 8 27+8 0,78
Diametros de ventriculo esquerdo
Sistélico final (mm) 59+ 10 59+38 0,92
Diastélico final (mm) 68+9 68 +8 0,91
Pressoes
Atrio direito (mmHg) 11+6 10+5 0,79
Sistolica de artéria pulmonar (mmHg) 45+ 14 48 £ 13 0,27

Grupo CLINICO: orientado por parametros clinicos convencionais; Grupo ECO:
orientado por parametros hemodindmicos ecocardiograficos. As varidveis estdo

expressas em média * desvio-padrao.
Niveis de TNF-a .

A concentragdo sérica do TNF-a apresentou distribui¢do normal. Niveis basais

deste marcador foram semelhantes nos dois grupos estudados. Em ambos os grupos de
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tratamento, houve queda significativa, e de magnitude semelhante, dos niveis de TNF-a
ao se comparar os momentos basal e final do estudo. Portanto, ao final do estudo, os
niveis de TNF-a nos dois momentos do protocolo foram comparaveis nos dois grupos

estudados (p = 0,77) (Tabela 3).

Niveis de MMP-1.

A concentracdo sérica de MMP-1 também apresentou distribuicdo normal. Os
niveis basais e finais deste mediador foram semelhantes nos grupos de tratamento, e, em
ambos, houve queda significativa e de magnitude comparavel ao final do seguimento (p

=0,88) (Tabela 3).

Niveis de PITINP.

Assim como TNF-a e MMP-1, PIIINP apresentou distribui¢do normal. Os niveis
basais deste marcador foram semelhantes nos grupos estudados, e, em ambos, houve
queda significativa e de magnitude comparavel dos niveis circulantes ao final de 6

meses. Niveis finais de PIIINP foram similares nos dois grupos estudados (p = 0,19)

(Tabela 3).

Tabela 3 — Niveis dos marcadores biologicos

Variaveis Grupo CLINICO P Grupo ECO P p*
Basal Final Basal Final
n =40 n=27 n =40 n=23
MMP-1 2,66 +1,00 1,16+0,40 0,000 2,50+0,90 1,09+0,40 0,0001 0,88
(ng/mL)

PIIINP (ug/L)  6,12+2,60 3,89+ 1,60 0,0001 6,09+2,60 3,50+1,30 0,0001 0,19
TNF-a (pg/mL) 3,11+£2,90 1,24+0,60 0,0003 3,90+4,90 1,40+1,30 0,0001 0,77

MMP-1: metaloproteinase de matriz extracelular do tipo 1; PIIINP: N-peptideo do pro-
colageno tipo III; TNF-o: fator de necrose tumoral-o; p: para comparagdo dos valores
entre marcadores biolégicos nos momentos basal e final; p*: para comparagao de valores
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finais entre grupos CLINICO e ECO. As concentragdes de marcadores estdo expressas em
média £ desvio- padrao.

Parametros hemodinamicos.

Em ambos os grupos de tratamento, foram observadas modificagcdes em
parametros hemodindmicos ao final do estudo nos pacientes que ndo apresentaram
eventos clinicos. No grupo CLINICO, houve reducio absoluta de 3 mmHg na pressio
atrial direita e elevagdo absoluta de 3 mmHg na pressdo sistolica da artéria pulmonar,
ambas nao-significativas. No grupo ECO, observou-se queda significativa nos valores
da pressao sistolica da artéria pulmonar (9 mmHg; p = 0,04) e da pressao atrial direita (3

mmHg; p = 0,001) ao final do estudo (Figura 4).
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Figura 4. Valores finais de pressoes sistolica da artéria pulmonar (PSAP) e atrial direita
(PAD).

Frequéncias de uso das medicacdes.

Em ambos os grupos de tratamento, o padrdo de uso de medicagdes obedeceu
critérios gerais orientados por diretrizes. Em ambos os grupos CLINICO e ECO, houve

tendéncia geral de tratamento mais intenso e completo ao final do estudo. No entanto no
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grupo ECO, houve um numero, proporcionalmente, quatro vezes maior de pacientes
recebendo hidralazina comparativamente ao grupo CLINICO, ao final do estudo. Da
mesma forma, tendéncias para maior uso de beta-bloqueadores ¢ de doses mais elevadas

de furosemida também foram observadas neste grupo.

Tabela 4 — Padrdo de uso de medica¢des durante o estudo

Grupo CLINICO Grupo ECO
Medicacdes Basal Final p Basal Final p p*
n=40 n=22 n=40 n=3lI
Hidralazina 4(10) 209 1,00 8(20) 13(¢42) 0,02 0,01
IECA 3997) 20(91) 0,50 40(100) 31(100) 1,00 0,16
B-bloqueador 20(50) 15(68) 0,28 22(55) 28(90) 0,002 0,07
Furosemida 39(97) 20(91) 0,62 40(100) 31(100) 1,00 0,16

Dose elevada
(=200 mg/ dia) 0 (0) 0(0) 1,00 7(17) 6 (19) 0,72 0,07
Espironolactona 20 (50) 14 (63) 0,68 22 (55) 15(48) 1,00 0,40

IECA: inibidores da enzima conversora de angiostensina; B-bloqueador: beta-
bloqueadores; p: comparacdo entre momentos basal e final de cada grupo; p*:
comparagdo entre os momentos finais dos grupos. Freqiiéncias estdo expressas como
numero (percentual).

Correlacdo entre marcadores biologicos e pressdes de enchimento.

Analisando o grupo de pacientes como um todo, sem diferenciacdo entre grupos
randomizados, ndao foram observadas corrclagdes relevantes entre os niveis dos
diferentes marcadores biologicos e os comportamentos da pressdo sistolica da artéria
pulmonar e da pressao atrial direita, tanto no inicio como no final do estudo. Além disto,
os niveis dos marcadores biologicos basais, quando analisados individualmente, nao
foram capazes de predizer a resposta hemodinadmica observada ao final do estudo. As

Tabelas 5 ¢ 6 demonstram as correlagdes observadas.
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Tabela 5 — Correlagoes entre niveis dos marcadores e pressdo sistolica de artéria
pulmonar

Variaveis PSAP Basal (mmHg)

r p
MMP-1 basal (ng/mL) 0,13 0,27
PIIINP basal (ng/L) 0,12 0,33
TNF-a basal (pg/mL) 0,16 0,19
Variaveis PSAP Final (mmHg)

r p
MMP-1 final (ng/mL) 0,32 0,04
PITINP final (ng/L) 0,01 0,91
TNF-a final (pg/mL) 0,15 0,35

PSAP: pressdo sistolica de artéria pulmonar; MMP-1: metaloproteinase de matriz
extracelular do tipo 1; PIIINP: N-peptideo do pro-colageno tipo III; TNF-ou: fator de
necrose tumoral-a.

Tabela 6 — Correlagdes entre marcadores e pressdo de atrio direito

Variaveis PAD Basal (mmHQ)

r p
MMP-1 basal (ng/mL) -0,03 0,78
PIIINP basal (ug/L) 0,35 0,001
TNF-a basal (pg/Ml) 0,11 0,31
Variaveis PAD Final (mmHg)

r p
MMP-1 final (ng/mL) 0,06 0,65
PIIINP final (ng/L) 0,37 0,01
TNF-a final (pg/mL) 0,23 0,14

PAD: pressao de atrio direito, MMP-1: metaloproteinase de matriz extracelular do tipo
1; PIIINP: N-peptideo do pro-colageno tipo III; TNF-au: fator de necrose tumoral-o.
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Desempenho do escore de marcadores biologicos combinados em relacdo as

pressdes finais de cavidades direitas.

A combinagdo dos valores basais das varidveis bioldgicas resultou em escore
relativo ao percentil 75, variando de 0 a 2, conforme descrito anteriormente na analise
estatistica. A estratificagdo de todo o grupo de pacientes conforme estes escores
agrupou 31 pacientes no escore 0, 40 no escore 1 e 9 no escore 2. Ao analisar o
comportamento final das pressdes sistolica de artéria pulmonar e atrial direita entre os
diferentes estratos do escore de marcadores, foram observadas associagdes
significativas. Especificamente, varidveis agrupadas no escore 2 foram preditivas de
menor queda tanto na pressdo sistolica da artéria pulmonar quanto na pressdo atrial

direita ao final do estudo (Tabela 7 e Figuras 5-6).

Tabela 7 — Associacao das variaveis biologicas basais com pressodes sistolica da artéria
pulmonar e pressao atrial direita finais.

Escore PAD final (mmHg) PSAP final (mmHg)

n Média SNK Média SNK
0 31 8 41
1 40 9 41
2 9 13 ok 60 *x
ANOVA p = 0,036 p = 0,008

PAD: pressdo de atrio direito; PSAP: pressao sistolica de artéria pulmonar; SNK: Teste
de Student-Newman-Keuls; **: difere significativamente (p < 0,05) dos escores O e 1.
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Figura 5 — Associag¢ao do escore de marcadores bioldgicos com pressdo atrial direita
(PAD).
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Figura 6 — Associagdo do escore de marcadores biologicos com pressdo sistolica de
artéria pulmonar (PSAP).
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Discussao

O maior progresso no manejo da insuficiéncia cardiaca nas ultimas duas décadas
foi capitaneado pela busca de esquemas terapéuticos que contemplassem modular a
progressdao do remodelamento ventricular. O foco maior de aten¢do foi a utilizacdo de
inibidores da enzima de conversdo da angiotensina e, mais recentemente, de beta-
bloqueadores. Neste estudo, nds procuramos estudar o comportamento de marcadores
bioldgicos circulantes do processo de remodelamento em pacientes com insuficiéncia
cardiaca avangada, tratados conforme critérios clinicos seguindo diretrizes atuais
comparando-os aqueles tratados conforme pardmetros hemodindmicos obtidos por
ecocardiogramas seriados, em adi¢dao ao seguimento de diretrizes. NOs observamos que
ambas as estratégias reduzem os niveis dos mediadores biologicos € que uma
combina¢do de niveis mais elevados iniciais destes marcadores podem indicar menor

resposta hemodinamica.

O processo de remodelamento com progressiva dilatagdo ventricular
corresponde a base anatomo-funcional da progressdao da insuficiéncia cardiaca,
indicando, de certa forma, o perfil de gravidade dos pacientes. O perfil clinico de
pacientes incluidos neste estudo ¢ compativel com quadros avangados de insuficiéncia
cardiaca, embora, funcionalmente, a maioria se enquadrasse nas classes I e Il da NYHA.
Neste sentido, a fragdo de ejecdo marcadamente reduzida e os didmetros ventriculares
bastante aumentados atestam claramente a progressao da doenca; ambos parametros sao

marcadores independentes de pior progndstico (22, 23).

A interagdo intima entre mediadores inflamatdrios, proteinas da matriz
extracelular e enzimas da familia das metaloproteinases estabelece um ciclo de
mecanismos que leva a mudangas estruturais na geometria ventricular e conseqiiente
comprometimento funcional do coracdo (24). As diferentes vias de ativagdo deste ciclo
ainda permanecem objeto de intensa investigagdo. Ha dados apontando que a analise de
mediadores biologicos que sustentam a progressao da doenca poderiam também servir
de marcadores ou indicadores de mau prognostico. De fato, Klappacher e colaboradores,
monitorizaram niveis de PIIINP em pacientes com miocardiopataia dilatada e

demonstraram correlagdes entre niveis deste mediador e severidade da doenca, grau de
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comprometimento hemodindmico, hiponatremia e necessidade de transplante cardiaco

(12).

O nosso grupo ja tem abordado aspectos especificos deste processo, estudando a
ativacdo inflamatoria na insuficiéncia cardiaca. Em pacientes com doenca avangada, nos
demonstramos que niveis séricos de TNF-a encontram-se elevados, tanto em amostras
de origem periférica como do seio corondrio, em relacdo a individuos controles,
indicando diferentes fontes para producdo desta citocina na insuficiéncia cardiaca (25).
No presente estudo, niveis de TNF- o estiveram igualmente elevados no momento basal
em ambos os grupos de tratamento e em ambos houve queda significativa ao final de 6
meses de acompanhamento. Outros autores também demonstraram variagdo temporal de
niveis de TNF-a em pacientes com insuficiéncia cardiaca, assim como diminui¢cdo de
niveis de outras citocinas com o uso de beta-bloqueadores (26, 27). Portanto, nossas
observacdes podem simplesmente refletir uma diminui¢do da atividade inflamatoria
associada a um mais rigido controle clinico de pacientes que vinham de quadros de
descompensagdo da insuficiéncia cardiaca, caracterizados por visita & emergéncia ou

hospitalizagao.

Se por um lado atividade inflamatdéria pode por si s6 indicar ativagdo no
processo de remodelamento, evidéncias t€ém apontado um elo comum neste processo
que seria a sinalizagdo positiva exercida por citocinas no sentido de ativar
metaloproteinases, que por sua vez degradariam diferentes componentes da matriz
extra-celular; adicionalmente, o bloqueio de TNF-a em modelo experimental de
insuficiéncia cardiaca proporcionou a diminuicdo da ag¢do de metaloproteinases de
matriz (28). Vérios estudos t€ém apontado que niveis elevados circulantes e no tecido
miocéardio de diferentes metaloproteinases sdo encontrados no periodo pds-infarto e
também na miocardiopatia dilatada, invariavelmente refletindo maiores graus de
dilatagdo ventricular (29, 30). Por outro lado, um estudo elegante de Rohde e
colaboradores demonstrou que a inibi¢do de metaloproteinases em modelos de ratos
pos-infarto agudo do miocardio se associou a diminui¢cdo da dilatacdo ventricular (9).
Nosso estudo confirmou niveis elevados de MMP-1 em pacientes com insuficiéncia
cardiaca. Ao final de 6 meses, observou-se reducdo significativa e semelhante em
ambos os grupos de pacientes. Ja no estudo de Zannad e colaboradores, os niveis basais

de MMP-1 foram 70% menores do que os nossos e ao final de 6 meses os valores ndo se
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modificaram (13). Talvez esta discrepancia possa ser em parte explicada pelas
diferencas observadas nos niveis basais (maiores no nosso estudo), talvez permitindo
uma maior amplitude para reducdes ocorrerem, particularmente sob um esquema
terap€utico mais completo, especialmente considerando que angiotensina II e ativacdo
adrenérgica sdo conhecidos ativadores de metaloproteinases no contexto do

remodelamento ventricular (31).

Niveis elevados de pro-colageno indicam atividade elevada de reparo cicatricial
envolvendo a matriz extra-celular, o que no contexto miocardico equivaleria a
mudancas de conformagdo e estrutura do arcabouco de coldgeno, propiciando maior
potencial para dilatacdo e disfungdo ventriculares (6). Em um estudo poés-infarto agudo
do miocardio, Modena e colaboradores demonstraram que niveis precocemente mais
elevados de PIIINP foram indicativos de piora da capacidade funcional e de maior
dilatagdo ventricular em 6 meses (32). Por outro lado, niveis basais mais elevados de
PIIINP (ponto de corte em 3,85 pg/L), num sub-estudo do ensaio clinico RALES, foram
preditivos de melhor resposta ao uso de espironolactona (13). Este achado pode indicar
que quanto maior o grau de turnover e do metabolismo da matriz extracelular, maior a
chance de uma medica¢do que diminua a ac¢do de rotas pro-deposito de fibrose (sistema
renina-angiotensina-aldosterona, por exemplo) trazer efeitos benéficos. Os niveis basais
de PIIINP observados no presente estudo foram aproximadamente 20% mais elevados
daqueles observados por Zannad e colaboradores, no entanto em 6 meses estes autores
demonstraram quedas discretas nestes valores (inferiores a 20%), embora
significativamente maiores no grupo que recebeu espironolactona. Em nosso estudo,
ambos os grupos apresentaram quedas significativas, na ordem de 40%, dos niveis de
PIIINP. Embora nao se tenha sido possivel discriminar niveis de PIIINP com maior
impacto prognostico, deve-se salientar que os nossos pacientes fizeram uso marcado de
beta-bloqueadores, farmacos com conhecido potencial anti-remodelamento, achado que
diferencia nosso grupo de pacientes de maneira definitiva do estudo RALES, onde

apenas 5% da amostra recebeu beta-bloqueadores.

Neste estudo, embora as estratégias para guiar o manejo terapéutico fossem
distintas entre os dois grupos estudados, todos os pacientes receberam como base uma
abordagem contemporanea para o tratamento de insuficiéncia cardiaca, observando as

recomendacdes de diretrizes atuais. Beta-bloqueadores, inibidores da enzima de
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conversao da angiotensina e espironolactona foram utilizados de maneira similar em
todos os pacientes. Sabidamente, estes trés farmacos interferem de maneira significativa
no remodelamento ventricular; de fato, boa parte, sendo todo o efeito benéfico em
sobrevida observado com esta triade tem sido atribuido aos seus efeitos anti-
remodelamento exercidos através de vias distintas e até certo ponto complementares
(33). No presente estudo, noés observamos uma queda significativa nos trés marcadores
estudados ao final do protocolo. Isto pode talvez sugerir que o uso continuado e
sustentado das maultiplas drogas anti-remodelamento empregadas na insuficiéncia
cardiaca, pode, de fato, atenuar a ativagdo do processo, atuando de forma similar em

mecanismos potencialmente interligados.

Finalmente, nosso estudo procurou abordar um elemento adicional no processo
de remodelamento ventricular, conhecido como estresse parietal. Alguns autores
sugerem que o estresse parietal seria parte crucial para o desencadeamento do processo
e também para sua perpetuacdo, uma vez que o remodelamento refletiria uma interagao
complexa de varios fatores, bioldgicos e mecanicos, contribuindo para a progressdo da
dilatagdo ventricular (34). Corroborando este conceito de maneira elegante, Li e
colaboradores demonstraram que o uso de suporte artificial mecanico ao coracdo,
portanto, aliviando o estresse parietal, levou a diminuicdo da expressdo tecidual
miocardica de metaloproteinases e de produtos do coldgeno em pacientes com
insuficiéncia cardiaca grave (7). Clinicamente, a manutengao de pressdes de enchimento
elevadas equivale a manter estresse parietal aumentado. Mais ainda, estados congestivos
(expressao clinica de pressdes de enchimento elevadas) associam-se a maior limitagcdo
funcional e piores combinacdes de desfechos clinicos (35). Portanto, estratégias
objetivando reducao agressiva das pressdes de enchimento, com alivio tanto da pré
como da pds-carga, poderiam, de certa forma, refletir-se beneficamente no processo de
remodelamento ventricular e na melhora de indicadores clinicos. Talvez em parte
refletindo uma atuacdo mais marcada nestes aspectos hemodinamicos, um estudo
recente demonstrou que a associagdo de nitratos e hidralazina em negros com
insuficiéncia cardiaca levou a uma melhora significativa de eventos combinados em
relagdo ao tratamento-padrdo incluindo inibidores da enzima de conversio da
angiotensina e beta-bloqueadores (36). Nosso estudo, talvez de certa forma, explore este
mecanismo uma vez que o grupo randomizado para tratamento guiado por

ecocardiograma, em que pardmetros hemodinamicos mais proximos do normal foram
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buscados, um numero maior de pacientes recebeu hidralazina como vasodilatador. Este
grupo de pacientes atingiu ao final do estudo reducdes significativas de pressdo atrial
direita e pressao sistolica da artéria pulmonar em comparacao ao grupo sob tratamento
clinico convencional. Por outro lado, analisando-se todo os pacientes, identificou-se um
grupo em que redugdes tanto da pressdo atrial direita como da pressdo sistdlica da
artéria pulmonar foram claramente mais limitadas: aqueles pacientes com um escore
combinando valores basais mais elevados dos trés mediadores bioldgicos finalizaram o

estudo mantendo valores de pressdes de enchimento sem modificagdes significativas.

LimitacGes do Estudo

Este ¢ um estudo que levanta hipoteses. Multiplos fatores bioldgicos e
ambientais poderiam influenciar os niveis dos mediadores estudados. Por exemplo,
atividade das metaloproteinases ¢ em boa parte regulada pela acdo dos seus inibidores
correspondentes. N6s ndo mensuramos estes mediadores; o comportamento destes
poderia colaborar para um entendimento mais amplo da atividade destas enzimas na
insuficiéncia cardiaca. Nossas observagdoes derivam de uma amostra limitada de
pacientes. Estudos de maior porte sdo necessarios para que dados mais definitivos sejam

explorados.

Conclusoes

Nosso estudo ndo identificou particularidades entre os trés mediadores
biologicos estudados no que se refere ao processo de remodelamento ventricular na
insuficiéncia cardiaca, uma vez que estes mediadores apresentaram comportamentos
semelhantes: niveis elevados no inicio do estudo com redug¢des significativas ao final de
6 meses, independentemente do grupo alocado. No entanto, o nosso parece ser o
primeiro estudo que procurou explorar um potencial eixo mecanistico envolvendo
forcas mecanicas (pressoes de enchimento), citocinas, metaloproteinases e produtos da

sintese de matriz extracelular no contexto de tratamento da insuficiéncia cardiaca, ndao
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s6 orientado por diretrizes, mas também abordando aspectos hemodinamicos envolvidos
no processo. Especificamente neste aspecto, nosso estudo pode estar trazendo uma
contribuicdo inovadora: uma limitacdo em obter reducdes significativas das pressoes de
enchimento foi observada naqueles pacientes que apresentavam escores compostos de
niveis elevados dos trés mediadores basalmente. Seria possivel especular que, em
pacientes apresentando este perfil de mediadores biologicos, estratégias terapéuticas
diferenciadas devessem ser empregadas, incluindo talvez no futuro o uso de

bloqueadores especificos de metaloproteinases, por exemplo.
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Abstract

Introduction: Levels of tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), N-terminal propeptide
of type III collagen (PIIINP) and type 1 matrix metalloproteinase (MMP-1), biological
markers of ventricular remodeling, are elevated in heart failure (HF) patients, perhaps
reflecting elevated filling pressures. The correlation of these markers with clinical and

hemodynamic variables remains poorly understood, particularly in the outpatient setting.

Objective: To evaluate serum levels of ventricular remodeling biological markers in
patients with HF, comparing a conventional clinically-oriented treatment (Conventional
Therapy), based on clinical signs and symptoms, to an echocardiography-guided treatment

(Echo-guided Therapy), aiming at a reduction in filling pressure levels.

Methods: Randomized trial. Stable patients with HF and ejection fraction lower than
40% were allocated to the treatment groups and submitted to echocardiography and blood
sampling at the beginning of the study and after 180 days. TNF-ao and MMP-1 were measured
by ELISA, and PIIINP, by radioimmunoassay.

Results: Eighty patients at 59 & 15 years and a mean ejection fraction of 26 + 7% were
included; 25% were ischemic and 52%, males. There was a reduction in intragroup biological
markers, without difference between treatments. TNF-a, MMP-1 and PIIINP levels were
statistically different between baseline and final in patients allocated to Conventional Therapy
(respectively, 3.11 + 2.90 versus 1.24 + 0.60 pg/mL p < 0.0003; 2.66 + 1.00 versus 1.16 +
0.40 ng/mL p < 0.0001; 6.12 + 2.60 versus 3.89 £ 1.60 pg/L, p < 0.0001). Similarly, such a
difference was also observed in the Echo-guided Therapy for the 3 markers (respectively, 3.90
+ 4.90 versus 1.40 + 1.30 pg/mL p < 0.0001; 2.50 = 0.90 versus 1.09 + 0.40 ng/mL p <
0.0001; 6.09 £ 2.60 versus 3.50 + 1.30 mg/L p<0.0001). By the completion of the
intervention, however, no significant difference was observed in the values of TNF-a, MMP-
1 and PIIINP between the 2 treatment groups (p = 0.7; p = 0.8; and p = 0.2; respectively). A
composite score incorporating baseline biological marker levels was statistically associated to
final right-sided pressure levels (right atrial pressure and pulmonary artery systolic pressure).
Patients with baseline biological marker levels over percentile 75 maintained higher right
atrial (13 mmHg; p = 0.034) and pulmonary artery systolic pressures (60 mmHg; p = 0.007)

at the end of protocol.
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Conclusion: Regardless of allocated treatment group, biological marker levels were
lower at the end of the follow-up; however, higher baseline levels of these markers were
predictive of lower reductions in right atrial pressure and pulmonary artery systolic pressure.
The data obtained suggest that indicators of an intense remodeling process are associated with

elevated filling pressures and progression of HF.

Keywords: heart failure, tumor necrosis factor-alpha, collagen, matrix

metalloproteinase, ventricular remodeling.
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Introduction

Immunoinflammatory mechanisms are thought to play important roles in congestive
heart failure (CHF) progression, contributing to left ventricular remodeling (1). At least three
key elements are potentially involved in this process, possibly establishing a cascade pathway:
inflammatory mediators (cytokines) contributing to inflammation-mediated activation of
metalloproteinases which in turn lead to breakdown of extracellular matrix proteins,
especially fibrilar collagen, contributing to accelerated matrix turnover and cardiac fibrosis

(2,3,4).

Optimal cardiac performance is intrinsically related to adequate alignment of
sarcomers, which in turn depend, of physiologic extracellular matrix function and proper
cardiac muscle fiber structure (5). Following an index injury cardiac event, e.g. acute
myocardial infarction, abrupt changes occur involving both the cardiac muscle and cardiac
function (1). Activation of metalloproteinases lead to both loss of extracellular matrix
structure and of cardiac architecture with subsequent further impairment of function (6,7,8).
This in turn translates into adverse hemodynamic scenario characterized by increased pre and
after load and parietal stress, which will further activate metalloproteinase activity and
synthesis of inflammatory mediators (9). The net result of this active and self-perpetuating
cycle is degradation of matrix components as well as matrix turnover further inducing left

ventricle adverse remodeling with cardiac chamber enlargement (10).

Measurements of matrix balance have been conducted in clinical settings of acute
myocardial infarction and of congestive heart failure (11,12). A sub-study of RALES showed
that patients with heart failure featuring higher circulating levels markers of cardiac fibrosis,
procollagen type amino-terminal I and III and procollagen type I carboxy-terminal, indicating
high matrix turnover, had significantly better improvement in survival compared to patients
with lesser degree of active fibrosis with the use of espironolactone. Espironolactone is

thought to reduce fibrosis synthesis by blocking aldosterone effects at the tissue level (13).

Although tailored therapy during hospitalization aiming at lowering filling pressures is

considered beneficial to reduce symptoms and improved event-free survival in heart failure
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patients (14), the impact of more aggressive, hemodynamic-guided therapy at the outpatient
setting, potentially reducing parietal stress, on the remodeling process remains largely
unexplored. The objective of the present study was to provide a comprehensive view of the
remodeling process in humans with chronic congestive heart failure measuring levels of three
key components of the process: a pro-inflammatory cytokine, TNF-o, a metalloproteinase
(MMP-1) and a matrix turnover product, N-terminal propeptide of type III collagen (PIIINP).
The design of the present study was a randomized clinical trial which addressed whether a
more intense treatment aiming at near normal hemodynamic profile guided by serially
performed echocardiography in outpatients with heart failure was more effective than a

clinically guideline-oriented protocol to reduce evidence of active myocardial remodeling.

Patients and Methods

Study design and studied population.

This was a prospective randomized trial comparing two different strategies for the
management of stable heart failure outpatients: one strategy was guided by serially performed
echocardiography aiming at tailoring a patient’s hemodynamics and the other was a clinically

guided therapy aiming at clinical improvement, according to guideline recommendations (15).

Patients with heart failure in NYHA functional classes II to IV, who had been
discharged or had visited the emergency room because of heart failure decompensation within
the last three months, were enrolled. Inclusion criteria also involved: history of heart failure
being diagnosed in the last 6 months, regardless of etiology, ejection fraction equal to or less
than 40%, and age of at least 18 years old. Exclusion criteria involved: significant motor
disability, thoracic deformity or severe chronic lung disease imposing technical limitation to
performing good quality echocardiography, acute coronary syndrome in the last three months,
congenital heart disease, stenotic heart valve disease, prosthetic heart valves, chronic renal

failure on dialysis program, acute myocarditis, or alcoholic cardiomyopathy.
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Patients, attending physicians, independent statisticians and the echocardiographist
were not blinded to group allocation, whereas the investigators who measured TNF-a,, PIIINP
and MMP-1 levels (main study outcomes) were unaware of group assignment. The study was
conducted according to the Declaration of Helsinki and the research protocol was approved by
the Ethics and Research Committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre. All patients gave

their written informed consent prior to study enrolment.

Logistics and study procedures.

After the definition of eligibility, within a maximum of 7 days from recruitment,
patients underwent a first screening echocardiogram to confirm echocardiographic criteria and
acceptable technical conditions. Once these criteria were fulfilled, randomization was then
performed according to the technique of alleatory numbers to allocate patients in one of two
treatment strategies: 1) therapy guided according to echocardiogram-derived hemodynamic
data aiming at tailoring a therapy according to Stevenson et al. ideal or normal-like profile
(16) — Echo-guided Therapy; 2) therapy guided according to clinical assessment following
guideline recommendations (15) — Conventional Therapy. Blood samples were taken at
baseline and at the final of the study protocol to assess immunoinflammatory markers (TNF-
a), levels of pro-collagen type III and metalloproteinase (MMP)-1, as detailed below. All
patients were followed in the Outpatient Heart Failure Clinic of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre by cardiologists with expertise in heart failure. Following the baseline visit, all patients

were seen at 30, 60 and 180 days.
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80 enrolled patients

l

80 randomized

Echo-guided Therapy Conventional Therapy
n ‘= 40 n =‘ 40
Ist visit + echo 1 ‘ Ist visit ‘
Ist visit
180 day visit + final echo | | 180 day visit |
[
‘ Ist visit ‘

Figure 1. Study design.

Echocardiography-guided strategy.

Patients allocated to the echocardiography-guided therapy underwent sequential
ultrasound examinations to evaluate hemodynamic-derived parameters. Baseline
echocardiogram was performed within 5 days of randomization. M-mode and two-
dimensional color Doppler echocardiography was performed by an experienced cardiologist
using commercially available ultrasound equipment (ATL HDI 5000, Bothel, WA, USA).
Echocardiographic parameters were evaluated according to standard recommendations of the
American Society of Echocardiography (17). For each measurement, 3-5 consecutive cardiac
cycles were measured and averaged. Hemodynamic parameters were determined according to
previously validated protocols (18,19). All patients had echocardiograms performed at
baseline and at the end of the study (180 days), but patients in the Echo-guided Therapy had
additional echocardiography performed prior to each wvisit. (Figure 1). Complete
hemodynamic parameters obtained from patients in the Echo-guided Therapy were provided
to the heart failure cardiologist in order to, in addition to clinical assessment, guide

therapeutic decisions according to a previously stipulated protocol. (Figure 2).
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Low output signs = Syst BP < 80 mmHg YL‘ asymptomatic
l | v
Reduzir dose de No No change in TT
diurético/vasodilatador \
RAP > 8
RAP <8 PASP > 40
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SVRI?
A W/N A Furosemide up to 240mg
| | Add HCTZ
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enalapril 20mg/d No change in TT Add B-blocker
. Target ACEI dose
Hydralazina 200mg/d Add B -blocker
Nitrate 120mg/d
B-blocker

BP: blood pressure; RAP: right atrial pressure; PASP: pulmonary artery systolic pressure;
SVRI: systemic vascular resistance index; N: normal; TT: treatment: HCTZ:

hydrochlorothiazide; ACEI: angiontensin convertising enzime inhibitor; B-blocker: beta-
blocker.
Figure 2. Treatment algorythm for patients in the ECHO group

The detailed protocol aimed at a hemodynamic profile close to that sought by
Stevenson et al., when heart failure patients were managed according to parameters obtained
by right-sided cardiac catheterization. In summary: 1) if blood pressure was lower than 80
mmHg with the patient being asymptomatic, no change in medications was made; 2) if low
cardiac output was evident at rest, reduction of vasodilators or diuretics was peformed as an
outpatient measure, or hospitalization was recommended; 3) if right atrial pressure was lower
than 8 mmHg and right ventricular systolic pressure lower than 40 mmHg in the presence of
systemic vascular resistance value higher than 1800 dynes.sec/cm5, then increased doses of
captopril or enalapril to reach optimal dosage (150 or 20 mg/day, respectively) were pursued
— if needed, hydralazine and nitrates could be added to reach near normal vascular resistance
values; 4) if the systemic vascular resistance index was lower than 1800 dynes.sec/cm5 in the

presence of low right atrial and right ventricular systolic pressures, no changes in medications
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were made; and 5) if right atrium and or right ventricular systolic pressure were equal to or
higher than 8 mmHg and 40 mmHg, respectively, furosemide dose was increased (up to 240
mg/day) with or without adding 25-mg hydrochlorothiazide, and the ACE inhibitors dosage

was also elevated to target dose.

Clinically guided strategy.

Therapeutic decisions for patients assigned to the Conventional Therapy were based
on recommendations from clinical practice guidelines (15, 20, 21). Angiotensin converting
enzyme inhibitors and beta-blockers use and optimization were encouraged for all patients, as
well as standard non-pharmacological counseling. Diuretic therapy was exclusively based on
the presence and intensity of clinical findings suggestive of pulmonary and/or systemic
congestion. Clinically oriented patients also underwent a baseline and a final echocardiogram,

but the decision-making team was unaware of this data throughout the protocol.

Definition of study objectives and outcomes.

The main objective of the study was to establish whether the achievement of a more
suitable hemodynamic profile in patients with chronic heart failure was associated to a lesser
degree of active remodeling process as assessed by levels of different biomarkers. The
primary outcome of the study was a composite of levels of TNF-a, PIIINP and MMP-1
comparing the two treatment strategies. Measurement of plasma levels of different markers

studied was carried out unaware of group allocation.

Blood sampling and measurement of biological markers.

At baseline assessment and again at the final protocol visit (6 months follow-up), 10-

ml blood samples were collected from patients in EDTA-containing tubes. The material was
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immediately centrifuged at 3.000 rpm during 20 min. The plasma obtained was stored at -70

°C for posterior combined analyses involving both time points.

ELISA. Commercially available ELISA assays were used to measure TNF-a (R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA) and to determine a degradation marker (total membrane
metalloproteinase 1 [MMP1], (Amersham Pharmacia Biotch, Piscataway, USA). Using
duplicate samples to minimize interassay variability. Lower detection limits of the TNF assay
were typically less than 4.4 pg/mL and 1.7 ng/mL for MMPI. In the ELISA method, the
substances to be analyzed, present in the sample, reacted to a specific antibody fixed to the
plate wall and to another antibody marked with the conjugated, forming a binding complex
between two substances. Subsequently, the excess of antibodies was washed out, and the stain
formed after addition of the color reagent was quantified, the reading being proportional to the
concentration of the substance analyzed. From the data collected, a calibration curve was
generated and the data plotted on semilog paper. Thus, the readings obtained in the analyses
were converted into known concentrations. All measurements were performed twice to
decrease the variability of the method and carried out at the Cardiovascular Sciences
laboratory of the HCPA Research Center by a blind method, that is, without knowing the

identity of the samples or their origin.

Radioimmunoassay. The measurement of type III procollagen peptide was performed
by radioimmunoassay with a commercial kit (Orion Diagnostic, Espoo, Finland). The sample
containing PIIINP was mixed with a reagent containing specific antibodies marked with
radioactive iodine with greater affinity for collagen. The antigen-antibody complex formed in
the mixture is mostly constituted by the radioactive antigen. Excess antigen was eliminated by
washing the tube and the residual radioactivity was gauged in the Cobra AutoGamma
equipment (Packard) for one minute per tube. From the data obtained with 6 calibrating
serums, analyzed along with the patients” samples, a calibration curve was generated and the
data plotted on semi-log paper. Thus, the readings obtained in the analyses were converted
into known concentrations. All measurements were performed in duplicate to decrease the
variability of the method and were carried out at the Radioimmunoassay Unit of the HCPA
Clinical Pathology Service by a blind method, that is, without knowing the identity of the
samples or their origin. The sensitivity for PIIINP was as high as 0.2 ng/L.



70

Statistical analysis.

The data analysis of this study comprised 1) a descriptive analysis of the variables —
the continuous variables are described as mean + standard-deviation, while the categorical
variables are described as absolute and percentage rates; 2) study of the association between
echocardiographic variables and levels of biological markers, both achieved at the baseline; 3)
comparative study of the behavior of both echocardiographic variables and biological
markers, from the baseline to the end of the study (6 months); 4) study of the predictive value
of the baseline levels of biological markers for the hemodynamic response observed at the end
of the study; and 5) analysis of the behavior of biological markers in both studied groups.
Comparisons of data between the Conventional and Echo-guided groups, at the baseline and
the final, were initially carried out using the t test for paired samples, and later the t test for
independent samples, then, the final values of the variables were compared. The analyses of
the use of medications were performed with chi-square, Fisher and McNemar tests. The
Spearman Correlation was used to verify associations between biological variables and filling

pressure values whose distribution was asymmetric.

To study the association between the combination of biological parameters and
hemodynamic profile, a score was developed using the baseline levels of the pooled
biological markers, without differentiation between treatment groups, with a cut-off value at
percentile 75 for each marker. Values from 0 to 2 were ascribed to the score according to the
number of agreeing parameters for each patient. Thus, patients with 2 or 3 baseline biological
markers with values equal to or above percentile 75 received score 2; with one marker, score
1; and with no marker, score 0. The score categories were then compared with the final values
of right atrial pressure and pulmonary artery systolic pressure, using for this end ANOVA
and Student-Newman-Keuls tests. The data were tabulated with the Excel 4.0 software and
analyzed in the Statistical Package for Social Sciences (SPSS) version 12.0. The significance

level was set at 0.05.
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Results

Patient charactheristics.

From March 2000 to October 2003, 80 outpatients with heart failure that had signed an
informed consent to participate in the study were included and followed for a 6-month period;
40 patients were randomly allocated to the Conventional Therapy and 40 to the Echo-guided
Therapy. The population under study included mostly men with ischemic and non-ischemic
etiology, belonging predominantly to NYHA functional classes I and II (70%). Baseline
clinical charactheristics were similar in both treatment groups (Table 1). Patients were
managed according to previouslu described standard recommendations and protocols; almost
all of them received diuretics and angiotensin-converting enzyme inhibitors. Beta-blockers
were prescribed for approximately 50% of the patients. As expected, the studied population
had increased left ventricular dimensions (diastolic diameter of 6.9 £ 0.9 cm) and markedly
low left ventricular systolic function (ejection fraction of 26 + 7 %). Both right-sided and left-
sided filling pressures were elevated, as well as the systemic vascular resistance; cardiac
index was reduced. Baseline echocardiography-derived hemodynamic data were similar in
both groups (Table 2). By the end of the follow-up period, 27 relevant clinical events (death,
hospitalization or visit to emergency room) had occurred; thus, 53 patients returned to final

blood sampling (Figure 3).

Baseline n =40
RAP
Echo-guided
Therapy PASP
n= 80 Final n = 31
Randomized | TNF-a
Patients
| Baseline n =40 MMP-1
Conventional PIIINP
Therapy
| |Finaln =122

Figure 3 — Study flow diagram.



Table 2 — Baseline clinical charactheristics.
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Characteristics Conventional Echo-guided p
Therapy Therapy
n =40 n =40
Age (years) 62+ 15 57+ 15 0.88
Sex (M/F), n 29/ 11 23/17 0.52
HF etiology, n (%)
Ischemic 19 (47) 21 (52) 0.80
Non-ischemic 21 (52) 19 (47) 0.72
Functional Class (NYHA), n (%)
I 12 (30) 18 (45) 0.26
1 16 (40) 10 (25) 0.32
11 8 (20) 10 (25) 0.31
v 4 (10) 2(5) 0.28

Conventional Therapy: guided by conventional clinical parameters; Echo-guided Therapy:
guided by echocardiography-derived hemodynamic parameters; M: male; F: female; NYHA:
New York Heart Association; HF: heart failure. Unless noted, data are expressed as mean +

standard deviation.

Table 2 — Baseline echocardiographic characteristics.

Characteristics Conventional Echo-guided p
Therapy Therapy
n =40 n =40
Ejection fraction (%) 26+ 8 27+8 0.78
LV systolic diameter (mm) 59+£10 59+ 0.92
LV diastolic diameter (mm) 68 +9 68 + 8 0.91
Right atrial pressure (mmHg) 11+6 105 0.79
Pulmonary artery sistolic pressure 45 + 14 48 + 13 0.27

(mmHg)

Conventional Therapy: orientated by clinical conventional parameters; Echo-guided Therapy:
orientated by echocardiographic hemodynamic parameters; LV: left ventricular. Unless noted,

data are expressed as mean * standard deviation.

TNF-o levels.
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TNF-a serum levels demonstrated normal distribution. Baseline levels of this marker
were statisticaly similar between the study groups. In both, there was a significant decrease in
TNF-a levels when the baseline was compared with the final. Therefore, at the end of the
study, the TNF-a levels at both moments of the protocol were comparable in the 2 study

groups (p = 0.77) (Table 3).

MMP-1 levels.

MMP-1 serum concentration also demonstrated normal distribution. Baseline and final
MMP-1 levels were similar in the study groups, and, in both, there was a significant reduction

of comparable magnitude at the end of the follow-up (p = 0.88) (Table 3).

PITINP levels.

Like TNF-o. and MMP-1, PIIINP demonstrated normal distribution. The levels of this
marker were similar in the groups studied, and in both there was a significant decline of
comparable magnitude in the circulating levels at 6 months. The final PIINP levels were

similar in both groups studied (p = 0.19) (Table 3).
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Table 3 — Biological marker levels.

Markers Conventional Therapy P Echo-guided Therapy P p*
Baseline Final Baseline Final
n=40 n=27 n=40 n=23

MMP-1 ng/mL) 2.66+1.00 1.16+0.40 0.0001 2.50+0.90 1.09+0.40 0.0001 0.88
PIIINP (ug/L) 6.12+2.60 3.89+1.60 0.0001 6.09+2.60 3.50+1.30 0.0001 0.19
TNF-a (pg/mL) 3.11+£290 1.24+0.60 0.0003 3.90%+490 1.40+1.30 0.0001 0.77

MMP-1: type 1 matrix metalloproteinase; PIIINP: procollagen type III amino-terminal peptide;
TNF-o: tumor necrosis factor-o; p: for comparison of values between biological markers at
baseline and final; p*: for comparison of final values between the Conventional and Echo-
guided groups. Marker levels are expressed as mean + standard deviation.

Hemodynamic parameters.

In both treatment groups, changes in hemodynamic parameters were observed at the
end of the study protocol in patients who hadn’t had clinical events. In Conventional Therapy
patients, right atrial pressure demonstrated an absolute decrease of 3 mmHg, while pulmonary
artery systolic pressure was elevated by 3 mmHg; both differences were not statisticaly
significant. In the Echo-guided Therapy, a significant decline was observed in the values of
pulmonary artery systolic pressure (9 mmHg; p = 0.04) and right atrial pressure (3 mmHg; p =
0.001) at the end of the study. (Figure 4).
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Figure 4. Right-sided pressure levels at the end of the study.

Drug use pattern.

In both treatment groups, the drug use pattern followed general criteria recommended
by heart failure guidelines. In both Conventional Therapy and Echo-guided Therapy, there
was a general tendency to more intense and complete treatment at the end of study. However,
in the Echo-guided Tharpy, the number of patients receiving hydralazine was 4 times as high
as the Conventional Therapy, at the end of the study. Similarly, trends towards a greater use

of beta-blockers and higher doses of furosemide were also observed in this group.



Table 4 — Drug use during the study protocol.

Conventional Therapy

Echo-guided Therapy

Drugs Baseline
n=40
Hydralazine 4 (10)
ACE inhibitors 39 (97)
Beta-blockers 20 (50)
Furosemide 39(97)
High-dose
(=200 mg/ day) 0 (0)
Spironolactone 20 (50)

Final
n=22
209
20 (91)
15 (68)
20 (91)

0 (0)
14 (63)

p

1.00
0.50
0.28
0.62

1.00
0.68

Baseline

n=40
8 (20)

40 (100) 31 (100)
22(55) 28 (90)
40 (100) 31 (100)

7(17)
22 (55)

Final
n=31
13 (42)

6(19)
15(48)

P

0.02
1.00
0.002
1.00

0.72
1.00

p*

0.01
0.16
0.07
0.16

0.07
0.40

ACE: angiotensin-converting enzyme; p: comparison between baseline and final visits in
each group; p*: group comparison between final visits. Frequencies are expressed as a

number (percentage).

Correlation between biological markers and filling pressures.

Analyzing the patient group as a whole, without differentiation between randomized
groups, no significant correlations were observed between the levels of different biological
markers and behaviors of pulmonary artery systolic and right atrial pressures, both at the
beginning and at the end of the study. Additionally, the baseline levels of biological markers,

when individually assessed, could not predict the hemodynamic response observed at the end

of the study. Tables 5 and 6 show the correlations observed.
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Table 5 — Correlations between biological marker levels and pulmonary artery systolic
pressure.

Markers Baseline PASP (mmHg)

r P
Baseline MMP-1 (ng/mL) 0.13 0.27
Baseline PIIINP (ug/L) 0.12 0.33
Baseline TNF-a (pg/mL) 0.16 0.19
Markers Final PASP (mmHg)

r P
Final MMP-1 (ng/mL) 0.32 0.04
Final PIIINP (pg/L) 0.01 0.91
Final TNF-a (pg/mL) 0.15 0.35

PASP: pulmonary artery systolic pressure; MMP-1: type 1 extracellular matrix
metalloproteinase; PIIINP: N-terminal propeptide of type III collagen; TNF-ou: tumor necrosis
factor-a.

Table 6 — Correlations between biological markers and right atrial pressure.

Markers Baseline RAP (mmHQ)
R p
Baseline MMP-1 (ng/mL) -0.03 0.78
Baseline PIIINP (ug/L) 0.35 0.001
Baseline TNF-a (pg/Ml) 0.11 0.31
Markers Final RAP (mmHg)
R p
Final MMP-1 (ng/mL) 0.06 0.65
Final PIIINP (pg/L) 0.37 0.01
Final TNF-a (pg/mL) 0.23 0.14

RAP: right atrial pressure; MMP-1: type 1 extracellular matrix metalloproteinase; PIIINP: N-
terminal propeptide of type III collagen; TNF-a.: tumor necrosis factor -c.
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Performance of the score of combined biological markers in relation with the final
pressures of right-side cavities.

The combination of baseline values of biological variables resulted in a score related
to percentile 75, ranging from 0 to 2, as described previously in the statistic analysis. The
stratification of the whole patient group according to these scores pooled 31 patients in score
0, 40 in score 1, and 9 in score 2. In analyzing the final behavior of the pulmonary artery
systolic pressure and right atrial pressure between the different strata of the score of the
markers, significant associations were observed. Specifically, variables pooled in score 2 were
predictive of a lower decline both in pulmonary artery systolic pressure and in right atrial

pressure at the end of the study (Table 7 and Figures 5-6).

Table 7 — Association between baseline score of biological markers and final right-sided
pressure levels.

Score Final RAP (mmHg) Final PASP (mmHg)

n Mean SNK Mean SNK
0 31 8 41
1 40 9 41
2 9 13 ok 60 ok
ANOVA p=0.036 p = 0.008

RAP: right atrial pressure; PASP: pulmonary artery systolic pressure; SNK: Student-
Newman-Keuls test; **: significantly different (p < 0,05) from scores 0 and 1.
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Figure 5 — Association between biological marker score and right atrial pressure (RAP).
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Figure 6 — Association between biological marker score and pulmonary artery systolic
pressure (PASP).
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Discussion

The greater progress in the management of heart failure in the past 2 decades was
driven by the pursuit of therapeutic regimens aimed at modulating the progression of
ventricular remodeling. The greatest focus was on the use of angiotensin converting enzyme
inhibitors and more lately beta-blockers. In this study, we sought to study the behavior of
circulating biological markers in the remodeling process in advanced HF patients, treated
according to clinical criteria following current guidelines, and comparing them to those
treated according to hemodynamic parameters achieved by serial echocardiograms, in
addition to following guidelines. We observed that both strategies reduce the levels of
biological mediators, but higher initial levels of a combination of these markers may indicate

a lower hemodynamic response.

The process of ventricular remodeling with progressive ventricular dilation
corresponds to the anatomic-functional basis of the heart failure course, somehow indicating
the severity profile of the patients. The clinical profile of the patients included in this study is
compatible with more advanced cases of HF, though functionally most fit in NYHA classes I
and II. Thus, a pronouncedly decreased ejection fraction and highly increased ventricular
diameters clearly attest the disease progression; both parameters are independent markers of

the worst prognosis (22, 23).

The close interaction between inflammatory mediators, extracellular matrix proteins
and enzymes of the metalloproteinase family establishes a cycle of mechanisms that leads to
structural changes in the ventricular geometry and subsequent functional compromise of the
heart (24). The different activation paths of this cycle still remain as an object of intensive
investigation. There are data pointing out that the analysis of biological mediators that support
the disease progression could also serve as markers or indicators of an ominous prognosis. As
a matter of fact, Klappacher et al. monitored PIIINP levels in patients with dilated
myocardiopathy and demonstrated correlations between levels of this mediator and disease

severity, degree of hemodynamic compromise, hyponatremia and need for a heart transplant

(12).
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Our group has approached specific aspects of this process, studying the inflammatory
activation in HF. In patients with advanced HF, we demonstrated that TNF- a levels are
elevated, both of peripheral origin and from the coronary sinus, in relation to control subjects,
indicating different sources for the production of this cytokine in HF (25). In the present
study, TNF-a levels were similarly elevated at the baseline in both treatment groups, and in
both there was a significant decrease at 6 months of follow-up. Other authors have also
demonstrated a variation over time of TNF-a levels in patients with HF, as well as a decrease
in the levels of other cytokines with the use of beta-blockers (26, 27). Therefore, our
observations may simply reflect a decrease in the inflammatory activity associated with a
more uptight clinical management of patients coming from decompensation states

characterized by visits to emergency or hospitalization for HF.

If on one hand the inflammatory activity alone can indicate activation of the
remodeling process, evidence has pointed out to a common link in this process that might be
the positive signalization exerted by cytokines with the purpose of activating
metalloproteinases, which, by their turn, would degrade different components of the
extracellular matrix; additionally, the blocking of TNF-a in an experimental model of HF
provided a reduction in the action of matrix metalloproteinases (28). Several studies have
indicated that high circulating levels in the myocardial tissue of different metalloproteinases
are found in the post-infarction period and also in dilated myocardiopathy, invariably
reflecting greater degrees of ventricular dilation (29, 30). On the other hand, a fine study by
Rohde et al demonstrated the inhibition of metalloproteinases in post-acute myocardial
infarction rat models was associated to a decrease in ventricular dilation (9). Our study
confirmed high MMP-1 levels in patients with HF. At 6 months, a significant reduction was
observed, which was similar in both patient groups. In the study by Zannad et al, the baseline
levels of MMP-1 were lower than ours by 70%, and at 6 months the values didn't change
(13). Perhaps this discrepancy may be partially accounted for by the differences observed in
baseline levels (higher in our study), and may allow a greater range for reductions to occur,
particularly under a more complete therapeutic regimen, especially considering that
angiotensin II and adrenergic activation are known to be activators of metalloproteinases in

the context of ventricular remodeling (31).
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High levels of procollagen indicate high activity of scar tissue repair involving the
extracellular matrix, which in the myocardial context is equivalent to changes in the
configuration and framework of collagen, favoring a greater potential for ventricular
dysfunction and dilation (6). After an acute myocardial infarction, Modena et al demonstrated
that precociously more elevated levels of PIIINP were indicative of greater ventricular
dilation at 6 months and aggravation of functional capacity (32). On the other hand, higher
baseline levels of PIIINP (cutoff value at 3.85 ug/L) in a sub-study of the RALES trial were
predictive of a better response to the use of spironolactone (13). This finding may indicate
that the higher the degree of turnover and metabolism of the extracellular matrix are, the
greater the chance for a medication that decreases the action of paths favorable to deposition
of fibrosis (renin- angiotensin — aldosterone system, e.g.) to bring about beneficial effects.
The baseline levels of PIIINP observed in the present study were higher approximately by
20% than those observed by Zannad et al; however, at 6 months these authors demonstrated
discrete declines in these values (lower than 20%), albeit significantly higher in the group that
received spironolactone. In our study, both groups showed significant declines, by 40%, in the
PIIINP levels. Though we couldn’t discriminate PIIINP levels with a greater prognostic
impact, it must be stressed that our patients made use of beta-blockers, drugs with a known
anti-remodeling potential, a finding that differentiates our group of patients in a definite way

from the RALES trial, in which only 5% of the sample received beta-blockers.

In this study, though strategies to guide the therapeutic management were distinctive
between the 2 groups studied, all patients received a contemporary approach for management
of HF, observing the recommendations of current guidelines. Beta blockers, angiotensin-
converting enzyme inhibitors and spironolactone were used in a similar fashion in all patients.
Knowingly, these 3 drugs interfere in a significant way with ventricular remodeling; in fact,
largely, if not totally, the beneficial effect on survival observed with these triad has been
attributed to its anti-remodeling effects exerted through different paths to some extent
complementary (33). In the present study, we observed a significant drop in the 3 markers
studied at the end of the protocol. This may suggest that the continued and sustained use of
multiple anti-remodeling drugs employed in HF can really abate the activation of the process,

acting likewise in potentially interconnected mechanisms.
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Finally, our study sought to address an additional element in the ventricular
remodeling process, known as parietal stress. Some authors suggest that parietal stress is a
crucial part for the triggering of the process and also for its perpetuation, since remodeling
reflects a complex interaction of various biological and mechanic factors, contributing to the
progression of ventricular dilation (34). Elegantly supporting this view, Li et al demonstrated
that the use of a mechanic artificial support to the heart, therefore relieving the parietal stress,
led to a reduction in the myocardial tissue expression of metalloproteinases and collagen
products in patients with severe HF (7). Clinically, the maintenance of high filling pressures is
equivalent to keeping an increased parietal stress. Further, congestive states (clinical
expression of high filling pressures) are associated to a greater functional limitation and worse
combinations of clinical outcomes (35). Thus, strategies aiming at an aggressive reduction in
filling pressures with relief of both pre and post load could somehow reflect beneficially on
the ventricular remodeling process and on an improvement of clinical indicators. Perhaps in
part reflecting a more pronounced action in these hemodynamic aspects, a recent study
demonstrated that the association of nitrates and hydralazine in blacks with HF led to a
significant improvement of combined events in relation to the standard treatment including
inhibitors of the angiotensin converting enzyme and beta blockers (36). Our study perhaps
explores this mechanism to some extent, since in the group randomized for the
echocardiogram-guided treatment, in which hemodynamic parameters closer to normal were
pursued, a larger number of patients received hydralazine as vasodilator. This group of
patients achieved at the end of the study a significant reduction in right atrial pressure and
pulmonary artery systolic pressure as compared to the group under conventional clinical
treatment. On the other hand, analyzing all patients, a group was identified in which
reductions both of right atrial pressure and of pulmonary artery systolic pressure were clearly
limited: those patients with a score combining higher baseline values of the 3 biological
mediators completed the study maintaing values of filling pressures without significant

modifications.

Study Shortcomings.

This is a study that raises hypotheses. Multiple biological and environmental factors

could influence the levels of the mediators under study. For instance, the activity of
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metalloproteinases is largely regulated by the action of their corresponding inhibitors. We
didn’t measure these mediators; their behavior could collaborate for a more comprehensive
understanding of the activity of these enzymes in HF. Our observations derive from a
restricted sample of patients. More sizeable studies are needed so that more definitive data can

be investigated.

Conclusions

Our study didn’t identify singularities among the 3 biological mediators studied
concerning the ventricular remodeling process in HF, since these mediators presented similar
behaviors: high levels at the baseline with significant reductions at 6 months, regardless of the
group assigned. However, our study seems to be the first that sought to explore a potential
mechanistic axis involving mechanic forces (filling pressures), cytokines, metalloproteinases
and products from the synthesis of extracellular matrix in the context of HF treatment, not
only oriented by guidelines, but also approaching hemodynamic aspects involved in the
process. Specifically, in this respect, our study may be bringing a novel contribution: a
limitation in achieving significant reductions in filling pressures was observed in those
patients presenting a score composed of high levels of the 3 mediators at the baseline. One
could speculate that in patients presenting this profile of biological mediators differentiated
therapeutic strategies should be employed, perhaps including in the future the use of specific

blockers of metalloproteinases, for instance.
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Anexo

CONSENTIMENTO INFORMADO

Objetivo:

A finalidade deste estudo ¢ comparar duas formas de tratamento e acompanhamento
dos pacientes com insuficiéncia cardiaca. A primeira, ¢ também tradicional, utiliza o exame
fisico e os sintomas do paciente para orientar quais medicamentos € que dose usar. A segunda
associa o exame clinico de rotina a uma avaliacdo ecocardiografica seriada do paciente e, a

partir destes dados, orienta a terapéutica.

Assim, o Senhor(a) durante a alta hospitalar serd convidado a seguir seu tratamento e
acompanhamento no ambulatério de cardiologia deste hospital, com a equipe responsavel
pelo trabalho e especializada no seu problema cardiaco (insuficiéncia cardiaca). A partir de
entdo, fard todas as avaliacdes clinicas de rotina, 3 ecocardiogramas conforme o grupo em que
for sorteado, teste de caminhada com durag¢ao de 06 minutos, respondera a um questionario de
como ¢ sua vida atualmente e fard coleta de 20ml de sangue para dosagem de alguns
elementos sangiiineos. O fato de seu médico estar utilizando dados do exame de coragao
(ecocardiograma) para ajustar a sua medicagdo poderd lhe trazer alguns problemas em
decorréncia de doses mais elevadas destes remédios, como desidratacdo, pressdo baixa,

tontura, cansago, mal-estar e outros.

O senhor nao devera correr riscos adicionais ao participar deste protocolo. Podera
haver, no entanto, alguma insatisfacdo pelo tempo despendido na utilizagdo de vérios
ecocardiogramas e dos demais testes. Convém alertd-lo que o investigador responsavel,
quando julgar necessario para o melhor encaminhamento do seu caso, pode exclui-lo(a) do
estudo sem prejuizo ao seu tratamento médico. Da mesma forma, estard assegurado o seu
direito de desistir de participar a qualquer momento do trabalho. Sua decisdo de ndo participar

ou de deixar a pesquisa depois de iniciada ndo afetara o seu atendimento médico futuro.

Todas as informagdes obtidas deste estudo, bem como as do seu prontudrio e sdo
utilizadas exclusivamente com finalidade cientifica, mantendo-se o anonimato. Declaro ter

lido (ou me foi lido) as informagdes acima antes de assinar este formulario. Foi me dada total
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oportunidade de fazer perguntas, esclarecendo amplamente as minhas duvidas. Se persistirem
davidas ou houver necessidade de mais esclarecimento sobre o projeto, pode-se contatar com
a Dra. Nadine Clausell, Farmacéutico Bioquimico Marcello Mascarenhas, desse modo, por

este instrumento, tomo parte voluntariamente do presente estudo.

Porto Alegre , de de

Nome do paciente: Assinatura do responséavel



