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RESUMO

CONTEXTO Sao necessarias informagdes sobre diferencas fisiopatoldgicas entre insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejegdo
reduzida (ICFER) em comparagao com insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo preservada (ICFEP).

OBJETIVOS 0 objetivo deste estudo foi estabelecer vias bioldgicas especificamente relacionadas a ICFER e ICFEP.

METODOS Os autores conduziram uma analise de rede para identificar correlagdes tnicas de biomarcadores em ICFER

e ICFEP, usando 92 biomarcadores de dominios fisiopatoldgicos diferentes em uma coorte de 1.544 de pacientes com
insuficiéncia cardiaca (IC). Os dados foram validados de forma independente em 804 pacientes com IC. As redes foram
enriquecidas com conhecimento existente sobre interagdes proteina-proteina e convertidos em vias bioldgicas unicamente
relacionadas a ICFER, IC com fracdo de ejecdo intermedidria e ICFEP.

RESULTADOS Na coorte de indice (idade média de 74 anos; 34% mulheres), 718 (47%) pacientes apresentavam ICFER
[fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) <40%], e 431 (27%) pacientes apresentavam ICFEP (FEVE 250%). Um
total de 8 (12%) correlagdes foi tinica para ICFER e de 6 (9%) para ICFEP. As proteinas centrais na ICFER foram peptideo
natriurético do tipo B N-terminal, fator 15 de diferenciagdo de crescimento, receptor tipo 1 interleucina | e fator 2 de
transcricdo de ativagdo, enquanto proteinas centrais na ICFEP foram subunidade da integrina beta 2 e beta 1 catenina. As
vias bioldgicas na ICFER foram relacionadas a atividade do fator de transcricdo de ligacdo ao DNA, metabolismo de proteina
celular e regulagdo da biossintese de 6xido nitrico. As vias Ginicas em pacientes com ICFEP foram relacionadas a resposta

de citocinas, organizagdo da matriz extracelular e inflamacdo. As vias bioldgicas de pacientes com IC com fracao de ejecdo
intermediaria estavam entre ICFER e ICFEP.

CONCLUSOES A anilise de redes mostrou que perfis de biomarcadores especificos para ICFER est3o relacionados a
proliferacdo celular e metabolismo, enquanto perfis de biomarcadores especificos para ICFEP est3o relacionados a inflamacdo
e a reorganizacao da matriz extracelular. (The BlOlogy Study to TAilored Treatment in Chronic Heart Failure [BIOSTAT-CHF];
EudraCT 2010-020808-29) (J Am Coll Cardiol 2018;72:1081-90) © 2018 publicado por Elsevier em nome da American
College of Cardiology Foundation.

2Department of Cardiology, University of Groningen, Groningen, Paises Baixos; "National Heart Centre Singapore, Cingapura; ‘Duke-NUS Medical
School, Singapore, Cingapura; ‘Department of Epidemiology, Biostatistics & Bioinformatics, Academic Medical Center, Amsterdam, Paises Baixos;
*Department of Cardiovascular Sciences, University of Leicester e NIHR Leicester Biomedical Research Centre, Glenfield Hospital, Leicester, Reino
Unido; ‘Department of Heart Diseases, Wroclaw Medical University e Cardiology Department, Military Hospital, Wroclaw, Polénia; éInstitute of
Cardiology, Department of Medical and Surgical Specialties, Radiological Sciences and Public Health, University of Brescia, Brescia, Itdlia; "Division
of Cardiology and Metabolism-Heart Failure, Cachexia & Sarcopenia, Department of Cardiology (CVK) e Berlin-Brandenburg Center for Regenerative
Therapies (BCRT), na Charité University Medicine, Berlin, Alemanha; ‘Robertson Centre for Biostatistics, Institute of Health and Wellbeing, University
of Glasgow, Glasgow Royal Infirmary, Glasgow, Reino Unido; 'University of Bergen, Stavanger University Hospital, Stavanger, Noruega; “National and
Kapodistrian University of Athens, School of Medicine, Department of Cardiology, Heart Failure Unit, Athens University Hospital Attikon, Athens,
Grécia; 'Division of Molecular & Clinical Medicine, University of Dundee, Dundee, Reino Unido; e ™Inserm CIC 1433, Université de Lorrain, CHU de
Nancy, Nancy, Franga. A BIOSTAT-CHF foi financiada pela Comissao Europeia (FP7-242209-BIOSTAT-CHF; EudraCT 2010-020808-29).

Também foi recebido apoio do Netherlands Cardiovascular Research Initiative: uma iniciativa com apoio do Dutch Heart Foundation, CVON2014-11
RECONNECT. Dr. Westenbrink recebeu pagamentos por consultoria e palestras da Boehringer Ingelheim e da Bayer; e recebeu financiamento para
viagem da Novartis. Dr. van Veldhuisen recebeu pagamentos de associagdo de conselhos ou de despesas de viagem da Novartis, Johnson & Johnson



JACC Vol. 72, No. 10, 2018
4 de setembro de 2018: 1081-90

nsuficiéncia cardiaca com fragdo de ejecdo reduzida

(ICFER) e insuficiéncia cardfaca com fracdo de

ejecdo preservada (ICFEP) foram originalmente
consideradas como 2 extremos da mesma doen¢a. No
entanto, quando os inibidores da enzima de conversao
da angiotensina (IECA), os bloqueadores dos receptores
de angiotensina (BRA) e os antagonistas dos receptores
mineralocorticoides estdo associados a melhora do des-
fecho clinico em pacientes com ICFER (1, 2, 3), ndo foi
observado esse beneficio em pacientes com ICFEP (4, 5,
6). Afisiopatologia subjacente é atualmente considerada
diferente entre ICFER e ICFEP (7, 8,9, 10, 11).

0 atual paradigma sobre a fisiopatologia subjacente
da ICFEP sugere que um estado pré-inflamatério é
responsavel pelo enrijecimento do musculo cardiaco e
aumento das pressdes de enchimento (7). De fato, Paulus
etal. (7) sugeriu que a pletora de comorbidades que usu-
almente afeta pacientes com ICFEP causa inflamacdo de
baixo nivel, que afeta o endotélio vascular coronariano
e reduz a biodisponibilidade de 6xido nitrico. Sua
hipétese sugere que isso afeta diretamente os midcitos
cardiacos e causa hipertrofia celular e endurecimento
cardiaco (7, 12).

A andlise de rede é uma ferramenta para obter
novo conhecimento sobre vias de doencas e fisiopa-
tologia, estudando as correlagdes proteina-proteina
(biomarcador-biomarcador) (9, 10, 13). Ao enriquecer
experimentalmente as redes de biomarcadores de pro-
tefnas encontradas com interagdes proteina-proteina
baseadas em conhecimento, as correlagdes encontradas
empiricamente podem ser colocadas no contexto de vias
conhecidas (14, 15). Portanto, realizamos uma analise
de rede enriquecida por interagdes baseadas em conhe-
cimento para descobrir mecanismos biolégicos que sdo
Unicos para pacientes com ICFER e ICFEP.

METODOS

POPULAGCAO DE PACIENTES. Estudamos pacientes do
projeto BIOSTAT-CHF (BIOlogy Study to TAilored Treat-
ment in Chronic Heart Failure), que é descrito em outros
estudos (16, 17, 18, 19, 20). Em resumo, o BIOSTAT-CHF
inclui 2 coortes de pacientes com insuficiéncia cardiaca
(IC) incluidos na Escécia e na Europa. O objetivo do

Tromp et al.
Mecanismos fisiopatoldgicos em ICFER e ICFEP

estudo BIOSTAT-CHF foi caracterizar as vias
biolégicas relacionadas a resposta/ndo res-
posta a terapia farmacolégica recomendada

pelas diretrizes para IC. Portanto, os pacientes crescimento
tiveram que ser tratados de forma subdtima
na inclusdo. Usamos a coorte escocesa do intermediaria

estudo BIOSTAT-CHF como nossa coorte de
estudo priméaria e a coorte europeia do estudo
BIOSTAT-CHF como nossa coorte de validacao
porque essa era uma popula¢do menos sele-
cionada. A coorte escocesa consistia em 1.738
pacientes de 6 centros na Escécia, no Reino beta2
Unido. Os pacientes deviam ter 218 anos, com

diagnoéstico de IC e internados previamente

com IC, necessitando de tratamento diurético.

Os biomarcadores foram medidos em 1.707 do

total de 1.738 pacientes. Desses pacientes, a ecocardio-
grafia estava disponivel em 1.544 pacientes. Validamos
nossos achados na coorte europeia do estudo BIOSTAT-
CHF, que originalmente consistia em 2.516 pacientes
com IC de 69 centros em 11 paises europeus. Os critérios
de inclusdo para a coorte europeia abrangem: >18 anos
de idade e com sintomas de novo inicio ou agravamento
da IC confirmados por uma FEVE de <40% ou peptideo
natriurético do tipo B e/ou niveis plasmaticos do pep-
tideo natriurético tipo pro-B N-terminal (NT-proBNP)
>400 ou >2.000 ng/L, respectivamente. Devido a essa
diferenca nos critérios de inclusdo para pacientes com
FEVE >40%, excluimos todos os pacientes com ICFER e
um nivel de NT-proBNP <2.000 ng/L ou pacientes com
ICFER e sem nivel de NT-proBNP disponivel (Figura
On-line 1). No total, a coorte europeia consistiu em 808
pacientes com IC com biomarcadores disponiveis em
todos os pacientes. Todos os pacientes precisaram ser
tratados com diuréticos de alga, mas ndo tinham sido
previamente tratados com IECA/BRA e/ou betablo-
queador, ou estavam recebendo <50% das doses-alvo
desses medicamentos no momento da inclusdo e
inicio previsto ou titulacdo mais alta de IECA/BRA e
betabloqueadores.

Os pacientes das duas coortes foram tratados de
forma subétima com IECA/BRA e/ou betabloqueadores
e anteciparam o inicio ou a titulagdo mais alta dos IECA/
BRA e dos betabloqueadores para doses-alvo recomen-
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ABREVIATURAS
E ACRONIMOS

ICFEI = insuficiéncia cardiaca
com fracdo de ejecdo

ICFEP = insuficiéncia cardiaca
com fragio de ejecdo preservada

ICFER = insuficiéncia cardiaca
com fracdo de ejecdo reduzida

ITGB2 = integrina subunidade

NT-proBNP = peptideo
natriurético do tipo pro-B
N-terminal
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FDC =fator de diferenciacdo de

IL1RL1 =receptor de interleucina
1tipo1
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TABELA 1 Caracteristicas basais da coorte escocesa em categorias de FEVE
ICFER (n=718) ICFEI (n = 395) ICFEP (n = 431) Valor de p para tendéncia
Caracteristicas demograficas
Idade, anos 72,0 £10,9 74,9 £10,0 76,2+9,9 <0,001
Feminino 188 (26,2) 137 (34,7) 187 (43,4) <0,001
IMC, kg/m? 28,2+6,0 28959 30,0+6,8 <0,001
PAS, mmHg 122,7+21,3 1273+223 1299+ 23,3 <0,001
PAD, mmHg 69,8 +12,3 68,5131 68,0 +13,7 0,006
Classe funcional NYHA
| 6(0,8) 5(1,3) 4(0,9) <0,001
Il 337 (46,9) 160 (40,6) 136 (31,6)
11l 300 (41,8) 176 (44,7) 206 (47,8)
v 75(10,4) 53(13,5) 85(19,7)
FEVE, % 30173 43728 573+6,0 <0,001
Frequéncia cardiaca, batimentos/min 739+16,5 723164 75,0 £15,8 0,172
Comorbidades
Anemia 316 (44,4) 142 (36,0) 199 (46,4) 0,001
Diabetes melito 212 (29,6) 133 (34,0) 158 (36,9) 0,009
DPOC 110 (15,5) 61(15,6) 110 (25,6) <0,001
Hipertensao 363 (50,8) 249 (63,2) 293 (68,0) <0,001
DVP 144 (20,5) 88 (23,0) 16 (27.7) 0,007
Acidente vascular cerebral 117 (16,5) 84 (21,5) 84 (19,6) 0,138
Fibrilagdo atrial na ECG 199 (27.7) 136 34,4) 162 (37,6) <0,001
ICP 132 (18,5) 80 (20,5) 74 (17,3) 0,713
RM 137 (19,1) 86 (21,8) 62 (14,4) 0,089
Medidas laboratoriais
NT-proBNP, ng/L 1.672 (667-4.615) 1.209,5 (428,0-2.942,0) 1.062 (392-2.820) <0,001
TFGe, ml/min/1,73 m? 59,8 (43,3-77,4) 59,7 (42,1-76,6) 58,4 (42,0-76,0) 0,310
Ureia, mmol/L 8,6 (6,7-12,3) 8,6 (6,6-11,2) 8,6 (6,4-11,7) 0,289
Hemoglobina, g/dL 13,6 (4,9) 13,5 (6,6) 13,1 (7,6) <0,001
Medicamentos
IECA/BRA 538 (74,9) 274 (69,4) 268 (62,2) <0,001
Betabloqueador 570 (79,4) 293 (74,2) 257 (59,6) <0,001
ARM 295 (41,1) 109 (27,6) 85(19,7) <0,001
Agentes diuréticos 712 (99,2) 391(99,0) 425 (98,6) 0,375
Os valores sdo expressos como média + DP, n (%) ou mediana (intervalo interquartil). Negrito indica p <0,05.
ARM = antagonista do receptor mineralocorticoide; BRA = bloqueador do receptor de angiotensina; BRE = bloqueio de ramo esquerdo; DPOC = doenga pulmonar
obstrutiva crnica; DVP = doenga vascular periférica; ECG = eletrocardiografia; FEVE = fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo; HVE = hipertrofia ventricular esquerda;
ICP = intervenc&o coronaria percutanea; IECA = inibidor da enzima conversora de angiotensina; IMC = indice de massa corporal; NT-proBNP = peptideo natriurético do
tipo pro-B N-terminal; NYHA = New York Heart Association; PAD = pressdo arterial diastélica; PAS = pressdo arterial sistélica; RM = revascularizagdo miocardica; TFGe =
taxa de filtragdo glomerular estimada.

dadas pela ESC (21). Além disso, todos os pacientes
foram incluidos com piora dos sinais e sintomas de IC,
como em pacientes ou em ambulatérios (16). Para ca-
racterizar adequadamente os perfis de biomarcadores
em pacientes com ICFER e ICFEP, investigamos os perfis
de biomarcadores unicos para pacientes com ICFER e
ICFEP, que ndo mostraram sobreposi¢do com ICFEIL. A
ICFER foi definida como tendo uma FEVE <40%, a ICFEI
foi definida como tendo uma FEVE de 40% a 49%, e a
ICFEP foi definida como tendo uma FEVE 250%.

MEDICOES CLINICAS E DE BIOMARCADORES. His-
téria clinica, uso atual de medicamentos e exame fisico
foram todos registrados no inicio do estudo. A ecocar-
diografia padrao foi fortemente recomendada, mas
ndo obrigatdria para inclusdo no estudo. Nas coortes
combinadas, mais de 80% das ecocardiografias foram

realizadas dentro de 1 ano antes da inclusdo, com mais
de 70% das ecocardiografias realizadas dentro de 3
meses. O periodo da ecocardiografia foi semelhante em
ICFER e ICFEP nas coortes escocesa e europeia.

Um grande painel com 92 biomarcadores de uma
ampla gama de dominios fisiopatolégicos foi medido
nas coortes escocesas e europeias. Uma visdo geral
dos biomarcadores e sua fungdo fisiopatolégica é
apresentada na Tabela On-line 1. As caracteristicas do
ensaio sdo apresentadas na Tabela On-line 2. Noventa
e duas proteinas foram medidas usando uma técnica
de alto rendimento com o kit Olink Proseek Multiplex
CVD I1196X96 (Olink Proteomics, Uppsala, Suécia), que
mede proteinas com relagdo cardiovascular simultane-
amente em amostras de plasma de 1-pl (22). O kit utiliza
tecnologia de ensaio de extensdo de proximidade, em
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que 92 pares de sonda de anticorpo marcados com
oligonucleétidos sdo permitidos a ligarem-se ao seu res-
pectivo alvo presente na amostra. O ensaio de extensdo
de proximidade é um ensaio homogéneo que usa pares
de anticorpos equipados com moléculas repérteres de
DNA. Quando se ligam aos seus alvos corretos, eles dio
origem a novos amplicons de DNA, cada um com o cé-
digo de barras de identificacdo do respectivo antigeno.
Os amplicons sdo subsequentemente quantificados
usando uma plataforma de PCR em tempo real Fluidigm
BioMark HD. Quatro controles internos e dois controles
externos (em triplicado) sdo incluidos no ensaio. Os
operadores do laboratdrio estavam cegos para todas as
informagdes relativas a populagédo do estudo.

ANALISE ESTATISTICA. Um teste de tendéncia foi
realizado para investigar as tendéncias nas caracteris-
ticas basais entre ICFER, ICFEI e ICFEP. Uma descricao
detalhada dos métodos utilizados para a analise de rede
pode ser encontrada no Apéndice On-line. Em resumo,
realizamos analise derede utilizando correlagdes inicas
entre proteinas (biomarcadores) dentro da ICFER, ICFEI
e ICFEP. Mantivemos apenas os biomarcadores que
passaram no ponto de corte do valor p apds a corregdo
de multiplas comparagdes. O ponto de corte do valor p
foi baseado no nimero de componentes principais ap6s
analises de componentes principais, que determinaram
>95% da variancia entre os biomarcadores nas coortes
separadas (10). Um total de 51 PCs foi encontrado,
do qual os autovalores explicaram cumulativamente
>95% da variagdo observada no conjunto de dados de
descoberta. Para corrigir a comparagido multipla para
correlacdes interbiomarcadores, foi utilizado 0,05/
([PCxPC-1]/2) para o valor de corte p ajustado, em que
PC é o nimero de componentes principais encontrados.
Esse procedimento foi repetido para a coorte europeia
independente.Aqui, 50 PCsexplicaram >95% davariagdo
nos biomarcadores. Em seguida, apenas as correlagdes
pareadas foram retidas, tanto na descoberta quanto
na coorte de validacdo. Em analises de sensibilidade,
testamos se as correlagdes biomarcador-biomarcador
eram dependentes dos niveis de NT-proBNP, realizando
andlises separadas em pacientes com niveis de NT-
proBNPacimaeabaixode 2.000 ng/Lnacoorte escocesa.
Além disso, em analises de sensibilidade adicionais,
testamos se as correlagdes biomarcador-biomarcador
eram semelhantes entre pacientes com ICFER da coorte
europeia e pacientes com ICFER que foram excluidos
com base nos valores ausentes de NT-proBNP ou valores
de NT-proBNP abaixo do ponto de corte de 2.000 ng/L
em nossa coorte europeia. Por fim, como uma analise
de sensibilidade adicional, repetimos nossas analises
em pacientes com ICFER, ICFEI ou ICFEP incluida
apenas em pacientes ambulatoriais e internados. Para
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FIGURA 1 Diagrama de Venn com correlacoes proteina-proteina tinicas em ICFER, ICFEl e ICFEP

ICFEP

Unica

cardiaca com fragao de ejecdo reduzida.

No total, foram identificadas 6 correlagdes proteina-proteina tnicas na ICFEP, enquanto 8 correlacdes
proteina-proteina tinicas foram identificadas na ICFER. ICFEI = insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejegdo
intermediaria; ICFEP = insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejecdo preservada; ICFER = insuficiéncia

explorar se a realizacdo de andlises de correlacdo era
adequada para nossas analises de rede, comparamos os
valores de R2 com os valores de informagdo mutua de
acordo com Steuer et al. (23). Devido a diferenga em n da
ICFER, ICFEI e ICFEP, as correlagdes retidas ap6s o ponto
de corte do valor de p tinham uma média R2 menor em
comparacdo com as correlagdes retidas na ICFEI e ICFEP
(Figura On-line 1). Para tornar as redes de correlagdo
comparaveis, um corte adicional foi aplicado, baseado
na forca de correlagdo (R2). Para ajustar o parametro
de corte, optou-se pelo ponto de corte mais baixo que
reduziu a relagdo entre o tamanho amostral e o R2,
mantendo ainda um numero razoavel de correlagdes.
A Figura On-line 2 mostra a relagdo entre o numero de
correlagdes e o tamanho amostral para 6 pontos de corte
diferentes de R2. Com base nessas observagdes, um ponto
de corte de R2 >0,2 foi escolhido. A seguir, identificamos
correlagdes unicas entre biomarcadores para ICFER e
ICFEP, que ndo mostraram sobreposicdo com ICFEI e
enriqueceram-nas, utilizando interacdes de proteina
baseadas em conhecimento de uma lista abrangente de
fontes (Tabela On-line 3). Em seguida, realizamos uma
analise de super-representacio do via para examinar as
vias super-representadas em ICFER e ICFEP.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS BASAIS. As caracteristicas basais
sdo apresentadas em Tabela 1. No geral, os pacientes
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FIGURA 2 Analise de rede mostrando correlacoes tinicas proteina-proteina na ICFER com

interacoes baseadas em conhecimento
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(A) correlages Unicas proteina-proteina na insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejecdo reduzida

(ICFER) e (B) interages baseadas no conhecimento. Nés laranjas sdo derivados de dados e nds azuis

sdo correlages baseadas em conhecimento. O tamanho do né corresponde a intermediagdo, que
significou a importancia do né na rede. Quanto maior o nd, mais importante é para a rede. As arestas
(linhas pontilhadas) entre os nés representam o coeficiente de correlagdo, que é positivo (laranja) ou
negativo (azul) para correlagdes derivadas empiricamente (nés alaranjados). No caso de nés baseados no
conhecimento (azul), a linha significa uma interagdo proteina-proteina.

tinham uma idade média de 73,7 + 10,7 anos, e 34,2%
eram mulheres. De um total de 1.544 pacientes, 718
(47%) tinham ICFER, 395 (26%) tinham ICFEI, e 431
(28%) tinham ICFEP. Com o aumento da FEVE, os pa-
cientes eram mais velhos; eram mais frequentemente
mulheres; tiveram maiores taxas de diabetes, doenga
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pulmonar obstrutiva crénica, hipertensdo e fibrilagdo
atrial na eletrocardiografia; foram menos frequente-
mente em IECA/BRA e antagonistas dos receptores de
mineralocorticoides; e tinham niveis mais baixos de
NT-proBNP.

Os pacientes da coorte europeia apresentaram
maiores niveis de NT-proBNP (5.122 ng/L em compa-
racdo a 1.334 ng/L); outras caracteristicas eram geral-
mente comparaveis (Tabela On-line 4). As diferencas
entre pacientes de acordo com os estratos da FEVE na
coorte europeia sdo apresentadas na Tabela On-line 5.

ANALISE DE REDE. Para investigar as diferengas nos
perfis de biomarcadores entre ICFER e ICFEP, foram
extraidas correlagdbes pareadas que passaram um
ponto de corte do valor p corrigido para comparagdes
multiplas. Ndo encontramos valores elevados de R2 com
baixos valores de informag¢do mutua, o que sugere que
as analises de correlacdo de Pearson sdo adequadas
(Figura On-line 3). Estudamos a correlagdo unica para
ICFER e ICFEP, que ndo mostrou sobreposicdo a ICFEI.
Essas comparacgoes pareadas refletem potenciais pro-
teinas em interacdo dentro de ICFER e ICFEP. No total,
65 correlacdes de biomarcadores passaram o ponto de
corte do valor de p em ICFER, ICFEI e ICFEP em ambas as
coortes escocesa e europeia (Figura 1). Dessas, 45 corre-
lagdes de biomarcadores passaram o ponto de corte do
valor p em ICFER e poderiam ser validadas com sucesso
na coorte europeia. Das 45 correlagdes significativas, 8
foram tUnicas para ICFER apenas (Figura 1). Pacientes
com ICFEP mostraram 40 correlagdes significativas
que poderiam ser validadas com sucesso; do total de
40 correlagdes, 6 eram unicas para ICFEP (Figura 1).
Houve consideravel sobreposicdo entre ICFER, ICFEI
e ICFEP com um total de 27 correlagdes significativas
que foram compartilhadas. Nas analises de sensibili-
dade, as correlacdes biomarcador-biomarcador foram
independentes do periodo da ecocardiografia e foram
semelhantes em ambos os pacientes com niveis de NT-
proBNP abaixo e acima de 2.000 ng/L. Além disso, des-
cobrimos que as correlagdes biomarcador-biomarcador
foram semelhantes em pacientes com ICFER que foram
excluidos da coorte europeia devido a falta de valores
de NT-proBNP ou valores de NT-proBNP abaixo de
2.000 ng/L em comparagdo com pacientes com ICFER
incluidos. Por fim, analises de sensibilidade restritas
a pacientes internados ou ambulatoriais ndo afetaram
nossos resultados.

Os resultados da analise de rede para ICFER e ICFEP
sdo apresentados nas Figuras 2 e 3. O tamanho do né
(hub) esta relacionado a centralidade e importancia
do hub na rede particular. Em outras palavras, os
biomarcadores que formam grandes hubs dentro de
uma rede podem ser considerados biologicamente mais
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importantes em comparagdo com os biomarcadores
que sdo hubs menores. A andlise de rede mostrou que
os principais centros de ICFER eram NT-proBNP, fator
de diferenciacdo de crescimento (FDC)-15 e receptor
de interleucina 1 tipo 1 (IL1RL1) (Figura 2A). Na ICFEP,
ndo foram observados hubs claros entre as correlagdes
unicas nos biomarcadores medidos (Figura 3A).

ENRIQUECIMENTO BASEADO EM CONHECIMENTO
DA ANALISE DE REDE. Nés enriquecemos as redes
encontradas experimentalmente com proteina-proteina
associada com base em varios bancos de dados indepen-
dentes, conformedescritono Apéndice On-line. Aoincluir
a analise de dados baseada em conhecimento, o fator de
transcricdo dependente de AMP ciclico ativando o fator
de transcrigdo 2 (ATF2) tornou-se um hub adicional em
ICFER (Figura 2B) Ao adicionar intera¢des baseadas em
conhecimento as redes de biomarcadores em ICFEP, a
integrina subunidade beta 2 (ITGB2) e a beta-1 catenina
tornaram-se hubs proeminentes na ICFEP (Figura 3B).
Nas redes enriquecidas de ICFEI, descobrimos que o
receptor de plasminogénio uroquinase, o transdutor de
sinal e o ativador da transcricdo 1, o fator de transcrigao
AP-1 e o IL-1B eram possiveis hubs (Figura On-line 4).

CONVERSAO EM VIAS BIOLOGICAS. As proteinas
encontradas em nossa analise de rede, que foi enrique-
cida pelo conhecimento existente sobre as interagdes
de biomarcadores, foram traduzidas em vias biolégicas
que eram tipicamente relacionadas a ICFER e ICFEP
(Figura 4). As 10 vias mais representadas na ICFER
foram caracterizadas por processos relacionados a
atividade do fator de transcri¢do de ligacdo ao DNA,
fosforilagdo de peptidil-serina, processos metabdlicos
de proteinas celulares, bem como a regulagdo em pro-
cessos biossintéticos de 6xido nitrico. Em contraste, as
10 vias super-representadas em pacientes com ICFEP
foram caracterizadas por processos inflamatorios,
incluindo resposta a citocinas, organizagdo da matriz
extracelular, bem como resposta a lipopolissacarideos
e inflamacdo. Na ICFE], as 10 vias reguladas para cima
foram relacionadas a degranulagao de neutroéfilos, mi-
gracdo de leucdcitos e atividade do fator de transcricao
de ligacdo ao DNA (Figura On-line 5).

DISCUSSAO

De nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
utilizando uma abordagem abrangente de andlise de
rede baseada em conhecimento para caracterizar as di-
ferencas nas assinaturas de biomarcadores circulantes
entre os pacientes com ICFER, ICFEI e ICFEP. No geral,
houve uma sobreposicdo importante entre as correla-
¢coes proteina-proteina em ICFER, ICFEI e ICFEP. Isso
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significou a importancia do nd na rede. Quanto maior o nd, mais importante é para a rede. As arestas
(linhas pontilhadas) entre os nds representam o coeficiente de correlagdo que é positivo (laranja) ou
negativo (azul) para correlagdes derivadas empiricamente (nés alaranjados). No caso de nds baseados no

sugere que uma grande proporg¢do dessas correlagdes
proteina-proteina pertence a vias comuns relacionadas
a IC. No entanto, também encontramos diferencas dis-
tintas, que sdo resumidas em Ilustracao Central. Nossos
achados mostram que as vias especificamente super-
reguladas para cima em pacientes com ICFER estavam
relacionadas ao metabolismo e crescimento celular. As
vias que foram especificamente super-reguladas em pa-
cientes com ICFEP estavam relacionadas a inflamacao e
areorganizacdo da matriz extracelular.

A analise de rede de correlagdes inicas de biomarca-
dores em ICFER mostrou que o NT-proBNP, o FDC-15 e o
IL1RL1 eram hubs centrais. O NT-proBNP esta associado
a estiramento cardiaco e foi previamente identificado
como um hub especifico na analise de rede na ICFER
em 2 estudos independentes (9, 10). O FDC-15 ja foi
anteriormente associado a desfechos mais adversos
na ICFER (24, 25). Além disso, os resultados do nosso
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FIGURA 4 Andlise de super-repr caodevias
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nome de um dado termo GO. O eixo x é o -log10 do valor p; quanto maior a barra, mais significativa é a super-representacdo desse processo bioldgico em particular. Abreviaturas

estudo mostram que o IL1IRL1 é um hub potencial em
pacientes com ICFER. Em pacientes com ICFEI, a IL1-B
era um hub, sugerindo que a inibicdo da IL1 nesses
pacientes poderia valer ser investigada. A andlise de
rede em ICFEP mostrou uma combinag¢do mais difusa
de correlagdes de biomarcadores sem hubs centrais
especificos. Isso esta de acordo com estudos anteriores,
que sugerem que a ICFEP pode ser mais heterogénea
do que a ICFER (26, 27). A maioria dos biomarcadores
encontrada na ICFEP estava relacionada a inflamagao,
que é uma caracteristica da fisiopatologia subjacente
da ICFEP (7). Depois de adicionar interagdes proteina-
proteina baseadas em conhecimento para nossas redes
experimentalmente encontradas, observamos que o
ATF2 era um importante hub adicional na ICFER. O
ATF2 é uma proteina envolvida na hipertrofia cardiaca,
desencadeado pelo TGF-f. Um estudo experimental
anterior descobriu que a supressdao do ATF2 atenuava
aresposta hipertroéfica do ventriculo esquerdo (28). Na
ICFEP, observamos que o ITGB2 e a beta catenina eram

hubs importantes. Estudos anteriores mostram que o
ITBG2 esta envolvido em processos inflamatérios croé-
nicos e disfuncao endotelial (29). Além disso, um estudo
experimental mostrou que os niveis de beta catenina
foram aumentados emratos dahl sensiveis ao sal quando
desenvolveram um fendtipo ICFEP (30). Isso sugere que
a beta catenina em particular pode ser uma proteina
de interesse na ICFEP. O enriquecimento baseado em
conhecimento de nossas redes foi realizado com dados
combinados de varios repositorios bioinformaticos
disponiveis publicamente, que juntos fornecem uma
fonte de dados abrangente sobre todas as interagdes
proteina-proteina conhecidas. A combina¢do desses
recursos reduziu o viés geral em nosso enriquecimento.
No entanto, sem o enriquecimento baseado no conhe-
cimento, o ICFEP ndo mostrou hubs significativos. Isso
sugere que a fisiopatologia geral da ICFEP é mais hete-
rogénea em comparac¢do com a ICFER.

0 dltimo passo em nossa analise foi realizar uma
analise de super-representacio de via das proteinas
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encontradas em nossas redes enriquecidas por conhe-
cimento. Os resultados mostraram que, em ICFER, os
processos biologicos estavam relacionados com a li-
gacdo ao DNA especifico da sequéncia, a fosforilagdo da
peptidil-serina e a proliferacdo de células do musculo
liso. Em conjunto, esses processos estdo relacionados
a proliferacdo celular. Além disso, as vias biolégicas
relacionadas a sinalizagdo da proteinocinase B e a
cascata da MAPK também foram enriquecidas. Tanto a
sinalizacdo da proteinocinase B quanto a MAPK estao
relacionadas a proliferacdo celular e ao aumento do
metabolismo (31, 32, 33). Em contraste, os processos
biolégicos na ICFEP estdo relacionados a inflamagao,
sinalizagdo da integrina e organizagdo da matriz
extracelular (33). Esses dados confirmam achados
anteriores em relagdo a ICFEP, mas também permitem
que estudos futuros se concentrem na interagdo
proteina-proteina em certas vias existentes, como
sinaliza¢do mediada por integrina e organizagdo da
matriz extracelular (7). As vias biolégicas que foram
super-reguladas em pacientes com ICFEI estavam
entre pacientes com ICFER e ICFEP. Isso estd de acordo
com um estudo anterior que sugeriu que os perfis de
biomarcadores de pacientes com ICFEI estdo entre
pacientes com ICFER e ICFEP (34). Nossa abordagem

pode ser usada para identificar pacientes com ICFEI
com um perfil de biomarcador semelhante a ICFER,
que poderiam gerar mais beneficios do tratamento
direcionado por diretrizes.

Esteestudotemvdariasimplicagdes clinicas. Primeiro,
os resultados deste estudo fornecem um contexto biold-
gico paraapresenca de sindromes claramente distintas,
o que pode potencialmente explicar a resposta diver-
gente a terapia da IC. Em segundo lugar, os processos
de resposta ao estresse cardiaco e a proliferagdo celular
sdo enriquecidos em pacientes com ICFER, enquanto os
processos relacionados a inflamagédo sdo enriquecidos
em ICFEP. Particularmente, o ATF2 poderia ser um alvo
novo de tratamento em potencial de ICFER, enquanto
ITGB2 e beta catenina poderiam ser novos alvos de
tratamento para ICFEP; essa possibilidade merece um
estudo mais aprofundado.

LIMITACOES DO ESTUDO. Primeiro, a ecocardiografia
ndo foi realizada na inclusdo. No entanto, a andlise de
sensibilidade mostrou que o periodo da ecocardiografia
ndo influenciou os niveis de biomarcadores em ICFER
e ICFEP. Além disso, fomos capazes de validar nossos
achados em uma coorte independente, reduzindo
significativamente o efeito potencial dessa limitagao.
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Infelizmente, faltavam valores para o NT-proBNP em
nossa coorte de validagdo. Isso pode ter introduzido um
viés potencial em nossa coorte europeia, porque esses
pacientes tiveram que ser excluidos. Em contraste com
nossa coorte escocesa, nossa coorte europeia teve pa-
cientes com ICFER e ICFEP com um valor de NT-proBNP
>2.000 ng/L. Essa é uma limitagdo, porque pode au-
mentar o erro do tipo II. No entanto, essa é também uma
forga particular deste estudo porque as correlagdes
proteina-proteina, bem como as diferengas nos niveis de
biomarcadores encontradas para ICFER e ICFEP neste
estudo sdo relativamente estaveis em todo o espectro
de gravidade da doenga. Por ultimo, os pacientes em
BIOSTAT-CHF foram suboptimamente tratados, o que
pode introduzir um viés potencial.

CONCLUSOES

Vias bioldgicas uinicas para ICFER estdo associadas a
aumento do metabolismo e hipertrofia celular. Um alvo
novo em potencial para ICFER é o ATF2. Vias bioldgicas
Unicas para ICFEP estdo relacionadas a inflamacao,
degranulacao de neutroéfilos e sinalizagdo de integrinas.
Novos alvos de tratamento em potencial na ICFEP sdo

IGTB2 e beta catenina. Essas profundas diferengas nos
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processos bioldgicos subjacentes enfatizam a neces-
sidade de programas distintos de desenvolvimento de
medicamentos na ICFER e ICFEP.
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PERSPECTIVAS

COMPETENCIA NO CONHECIMENTO ME-
DICO. A principais diferengas nos processos
fisiopatologicos se distinguem na ICFER
e ICFEP. Os pacientes ICFER exibem
atividade de fator de transcricdo de ligagdo

com

ao DNA, metabolismo de proteina celular e
regulacdo do 6xido nitrico, enquanto a ICFEP
esta associada a resposta de citocinas, orga-
nizacdo da matriz extracelular e inflamacao.

PANORAMA TRANSLACIONAL. O tratamento
de pacientes com ICFEP deve focar na inflamagéo
como um mecanismo fisiopatolégico central, e
futuras analises de rede baseadas em biomarca-
dores podem identificar mecanismos adicionais
da doenca.
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