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RESUMO

SALES, Ana Luiza Ferreira. Influéncia da espironolactona na redugdo da fibrose
miocardica em portadores de Cardiomiopatia Hipertrofica. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Cardiomiopatia hipertrofica (CMH) ¢ a doenga genética cardiaca mais comum. CMH tem como
caracteristicas fisiopatologicas a presenca de diferentes graus de hipertrofia miocardica, fibrose e
deformacao dos cardiomidcitos. A fibrose miocardica vem sendo associada a um pior prognostico nesta
doenca. No entanto, os gatilhos para a transformag¢do do miocardio em tecido fibrdtico nao foram
elucidados. A ressonancia magnética (RM) pode identificar areas de fibrose miocardica com grande
definicao espacial. Alguns micro RNA (miRNA) foram relacionados a fibrose miocéardica, mas seu
papel na CMH ainda ndo foi estabelecido. Os inibidores da aldosterona parecem bloquear os
sinalizadores para promocao de fibrose miocardica. Avaliar se a utilizagdo de antagonista de aldosterona
(espironolactona) pode reduzir o percentual de miocardio substituido por fibrose na RM portadores de
CMH. Descrever as caracteristicas clinicas e genéticas da populacdo estudada. Avaliar a influéncia da
espironolactona na evolugdo da funcao sistélica. Analisar as mutagdes patogénicas encontradas, assim
como o polimorfismo da Aldosterona sintase ¢ sua influéncia no prognoéstico, em especial quanto a
evolucdo do percentual de fibrose miocardica a RM e da fun¢ao sistolica de ventriculo esquerdo. Por
fim, descrever as variagdes dos miRNA 21 e 29a nesta patologia, correlacionar sua variagdo com o
prognostico e como forma de avaliagdo da resposta terapéutica a espironolactona. Estudo realizado em
um Unico centro, prospectivo, randomizado, duplo cego, com placebo. Excluidos pacientes com
contraindicagdes ao uso da espironolactona ou que ja vinham em uso desta droga e também aqueles com
contra-indicagdo a realizacdo de RM. O Seguimento minimo foi de 21 meses. Nos primeiros trés meses
foram realizados ecocardiograma transtoracico, RM e eletrocardiograma. Além disso, colhidas amostras
de sangue para analise bioquimica e estudo genético. Ao final dos 18 meses os pacientes repetiram a
RM e os miRNA. Foram incluidos 53 pacientes entre setembro de 2014 e abril de 2016. Durante 18
meses fizeram uso de espironolactona (N=27) ou placebo (N=26). Média de idade 48 anos, 49% homens.
Houve um o6bito durante o periodo de seguimento. A droga foi suspensa em dois casos. Em 43% dos
pacientes foi identificada a mutacao patogénica. MYH?7 foi a principal proteina sarcomérica mutada. A
identificacdo das mutagdes ndo se correlacionou com pior prognostico. Se comparada a evolucdo dos
grupos “espironolactona” e “placebo”, em ambos os grupos houve melhora sintomatica e ha melhora no
percentual de fibrose naqueles que fizeram uso da droga. No entanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa para a variagao de fibrose pela RM (p=0,371), disfungao sistolica (p=0,5) assim como nas
variagoes de miRNA 21 (p=0,5) e 29a (p=0,08). A elevagdo de miRNA 21 associa—se a presenga de
fibrose grave (p=0,043). O polimorfismo da Aldosterona sintase mais comum foi T/C. O alelo C foi
mais frequente dentre os portadores de disfung@o sistolica ou fibrose grave, mas ndo houve relagdo entre
polimorfismo e fibrose miocardica (p=0,29) ou disfungéo sistolica (p=0,62). A espironolactona ndo
mostrou beneficios na evolugdo da funcdo sistolica nem no percentual de substituicdo de miocardio por
fibrose a RM. MYH?7 foi a principal proteina sarcomérica mutada. A identificacdo das mutacdes
patogénicas e o polimorfismo da Aldosterona sintase nao influenciaram o prognéstico. Os miRNA 21
sinalizam a presenga de fibrose miocardica grave. MiRNA 21 e 29a ndo devem ser usados como forma
de monitorar a terapia com espironolactona na CMH.

Palavras-chave: Cardiomiopatia hipertrofica, fibrose, ressonancia magnética e micro RNA



ABSTRACT

SALES, Ana Luiza Ferreira. Influence of spironolactone on the reduction of myocardial
fibrosis in patients with hypertrophic cardiomyopathy. 2019. 104 f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas. Universidade do Estado do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro,2019.

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is the most common genetic disease in the heart. The
pathophysiological features are the presence of different degrees of myocardial hypertrophy, fibrosis
and cardiomyocyte deformation. Myocardial fibrosis is associated with a worse prognosis in this
disease.The trigger for fibrosis has not been elucidated. Magnetic resonance imaging (MRI) can identify
areas of myocardial fibrosis with high definition. Some micro RNA (miRNA) are related to myocardial
fibrosis, but its role in HCM has not been established. Aldosterone inhibitors seem to block the signals
that promote myocardial fibrosis. To assess whether the use of aldosterone antagonist (Spironolactone)
may decrease the areas of myocardial fibrosis in MRI in patients with HCM. To describe clinical and
genetic characteristics. To evaluate the influence of spironolactone on systolic function. To analyze the
pathogenic mutations found, as well as the polymorphism of Aldosterone synthase and its influence on
the prognosis, especially regarding the evolution of the percentage of myocardial fibrosis and left
ventricular systolic function. Finally, to describe the variations of the miRNA 21 and 29a, to correlate
its variation with the prognosis and as a form of evaluation of the therapeutic response to Spironolactone.
A single-center, prospective, randomized, double-blind, placebo-controlled study. Excluded were
patients with contraindications to the use of spironolactone, who were already using this drug and those
with contraindication to MRI. The minimum follow-up was 21 months. In the first three months,
transthoracic echocardiography, MRI and electrocardiogram were performed. In addition, blood
samples were taken for biochemical analysis and genetic study. At the end of 18 months, the patients
repeated MR and miRNA. 53 patients were included between september 2014 and april 2016. During
18 months, patients were given Spironolactone (N = 27) or placebo (N = 26). The mean age was 48
years, 49% were men. There was a death during the follow-up period and the drug was suspended in
two cases. In 43% of the patients, it was possible to describe the pathogenic mutation. MYH7 was the
major mutated sarcomeric protein. The identification of the mutations did not correlate with a worse
prognosis. Comparing the evolution of groups, there was a symptomatic improvement in both groups as
in the percentage of fibrosis in those who used Spironolactone. However, there was no statistically
significant difference for fibrosis variation (p = 0,371), systolic dysfunction (p = zero, 5) as well as in
miRNA 21 (p =0, 5) and 29a (p = 0, 08). Elevation of miRNA 21 was associated with the presence of
severe fibrosis (p = 0,043). The most common Aldosterone synthase’s polymorphism was T/C. The C
allele was more frequent among patients with systolic dysfunction or severe fibrosis, but there was no
relation between polymorphism and myocardial fibrosis (p = 0, 29) or systolic dysfunction (p = 0, 62).
Spironolactone showed no benefit in the systolic function or in the percentage of myocardial
replacement due to fibrosis. The identification of pathogenic mutations had no prognostic impact.
Aldosterone synthase’s polymorphism did not have its prognostic role established in this disease.
MiRNA 21 signals the presence of severe myocardial fibrosis. MiRNA 21 and 29a should not be used
as a means of monitoring spironolactone therapy.

Keywords: Hypertrophic cardiomyopathy, fibrosis, magnetic resonance imaging and micro

RNA
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INTRODUCAO

A cardiomiopatia hipertrofica (CMH) ¢ a doenga genética cardiaca mais comum. Cerca
de 0,2% da populacao mundial é portadora desta doenca e parece haver relagdo da prevaléncia
por estratos de idade, sendo mais raro o diagndstico em menores de 25 anos. '35

Em 60% dos casos sua etiologia est4 relacionada a mutac¢des autossdomicas dominantes
de proteinas sarcoméricas'®’. Sdo descritas milhares de mutacdes em mais de 20 proteinas
sarcoméricas ou ligadas ao sarcomero.**:1°

Em alguns casos (cerca de 10%), a doenga esta relacionada a doengas neuromusculares,
metabolicas, sindromes genéticas e alteracdes cromossomiais.'! Além disso, pode ser simulada
por outras doengas como a Amiloidose, por exemplo.'?

A CMH tem como caracteristicas fisiopatologicas a presenca de diferentes graus de
hipertrofia miocardica simétrica ou assimétrica, fibrose e deformacio dos cardiomiécitos.*!?

O diagnostico da doenga depende do aumento da espessura miocardica, assim como
alteragdes no aparato valvar mitral, fibrose miocardica, disfungdo na microcirculagao
coronariana e alteragdes eletrocardiograficas.!

O fenétipo é amplamente varidvel com importante, minima ou nenhuma hipertrofia.*!*

Quanto aos sintomas, também hd grande variabilidade descrita, desde pacientes
assintométicos até os muito limitados por sintomas de dispneia, angina e sincope' >

A CMH ¢ ainda a principal causa de morte subita (MS) em jovens com idade inferior a
35 anos.*!°

No entanto, a despeito dos conhecimentos genéticos quanto as principais mutagdes
envolvidas, pouco se conhece sobre os eventos moleculares e sinalizadores responséaveis pelas
mutagdes que promovem os diferentes fendtipos desta doenga.®!16

O tratamento atual da CMH tem como focos a prevenc¢ado primaria e secundaria de morte
subita e o alivio dos sintomas obstrutivos por cirurgia (miectomia) ou procedimentos de
intervencdo em laboratério de hemodinamica (alcoolizagdo septal).*!7-13

Na auséncia de estudos randomizados, o tratamento farmacoldgico vem sendo utilizado
de maneira empirica na tentativa de melhorar a capacidade funcional, diminuir sintomas e evitar
a progressdo da doenca!.

Os pacientes sintomaticos que apresentam obstrucdo do trato de saida do ventriculo
esquerdo (TSVE) sdo tratados de acordo com suas caracteristicas clinicas e hemodinadmicas

com drogas (controle estrito de frequéncia cardiaca), miectomia ou alcoolizagdo septal. .!*?
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Na auséncia de obstrucdo do TSVE, o tratamento objetiva diminuir arritmias, pressoes
de enchimento do ventriculo esquerdo e angina.'*?

Atualmente, o tratamento medicamentoso proposto com betabloqueadores ou
bloqueadores dos canais de calcio nao-dihidropiridinicos pode promover alivio sintomatico,
mas ndo trata especificamente a doenga e nem altera a sua histéria natural !

A fibrose miocardica, um dos pilares fisiopatologicos dessa doenga, vem sendo
relacionada a um pior prognostico. A fibrose esta relacionada a apoptose dos midcitos com
subsequente substituicdo por matriz extracelular. O que resulta em isquemia microvascular e
hipertrofia. O gatilho para fibrose na CMH nio foi elucidado. #20-21-22

Embora de grande importancia para esta doenca a quantificacdo da fibrose miocardica
¢ de dificil estimativa. Ressonancia magnética (RM) usando contraste com gadolineo pode
identificar areas de fibrose miocardica (realce tardio) com grande defini¢do espacial. Alguns
estudos sugerem forte correlacio entre o realce tardio de gadolineo e morte sibita na CMH.*??

Os microRNA (miRNA) sdao moléculas de 22 nucleotideos nao codificados que regulam
inimeros genes e parecem influir na fisiopatologia das doencas cardiovasculares.”* Alguns
miRNA foram relacionados a fibrose miocardica. Destacam-se o “up regulation” dos micro
RNA 21 (miRNA-21) e o “downregulation” dos micro RNA 29 (miRNA-29). A correlagao de
micro RNA e CMH ainda ndo estd completamente estabelecida.??-*+2>-2

A aldosterona também vem sendo associada a fibrose intersticial, hipertrofia miocardica
e insuficiéncia cardiaca(IC). Evidencias atuais sugerem que portadores de CMH tém niveis de
aldosterona miocardica e RNAm aldosterona sintase 4 a 6 vezes maiores.?’?® Os inibidores da
aldosterona parecem bloquear os sinalizadores para promog¢do de fibrose miocardica como
demonstrado na IC com disfungao sistolica. Estudos em humanos portadores de IC mostram
que ao bloquear os receptores mineralocorticoides com a espironolactona hd menor
morbimortalidade cardiovascular, 2%-30-31:32.33

Alguns pequenos estudos em animais e humanos portadores de CMH mostraram
diminui¢do de doenca microvascular, fibrose, disfun¢do cardiaca e melhora sintomatica ao
bloquear o sistema renina-angiotensina-aldosterona com uso de Inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA)/ Bloqueadores dos receptores de angiotensina (BRA) ou
espironolactona. 2>** Nao ha evidéncias consistentes, no entanto, de que essas drogas tenham
efeitos benéficos na CMH.*

Em posse destas evidencias e se considerada a fisiopatologia da CMH, a

espironolactona, por inibir a aldosterona parece ser uma droga promissora no tratamento desta

patologia.
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Esse estudo, ao tentar comprovar a diminui¢do da fibrose miocardica pelos inibidores
da aldosterona (espironolactona), pode ser capaz de alterar a fisiopatologia da CMH e sua

historia natural.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cardiomiopatia Hipertrofica

1.1.1  Definicdo

As cardiomiopatias podem ser definidas por alteragdes funcionais e estruturais do
miocérdio ventricular inexplicdveis por limita¢do de fluxo sanguineo coronariano ou alteragdes
de enchimento. As cardiomiopatias podem ser classificadas quanto aos critérios morfo-
funcionais, posteriormente agrupados quanto a heranca familiar, genética e quanto a presenca
de doenca extra-cardiaca.'*

A CMH ¢ definida pela presenga de hipertrofia das paredes ventriculares, nao
justificadas pela sobrecarga de pressdo, outras cardiopatias, doengas sistémicas, metabdlicas ou
sindromicas.'-°

As primeiras referéncias a CMH sdo atribuidas a médicos e anatomo-patologistas do
século XVII. Posteriormente, em 1958, Donald Teare publica um artigo descrevendo CMH
como uma cardiomiopatia caracterizada pela hipertrofia ventricular.3”-*

Hé cerca de 55 anos o grupo do Professor Eugene Braunwald no National Institute of
Health propds a primeira descrigdo clinica desta doenga.’®*° Desde entdo, muito vem se

investindo em busca da melhor defini¢do, assim como etiologia, diagnostico e prognéstico.!

1.1.2 Epidemiologia

CMH ¢ uma doenga global, com casos descritos em mais de 120 paises nos trés
continentes. Ambos 0s sexos e etnias podem ser acometidas com mutagdes, clinica e fendtipos
semelhantes, 36:39404142, 43

E a doenca genética cardiaca mais comum. A prevaléncia estimada por estudos baseados
no diagndstico ecocardiogréfico é de 0,2% da populagdo mundial (1:500).%%384344 Sugpeita—se,

entretanto, de uma prevaléncia ainda maior dada subnotificacdo, em especial, de casos
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assintométicos. ***? Se considerados estudos com diagnosticos clinicos e genéticos, essa
prevaléncia pode aumentar para 1:200. 364

Estima-se hoje a existéncia de 750.000 americanos portadores de CMH, no entanto
apenas cerca de 100.000 recebeu o diagnostico.>%46

A despeito de ocorrer em diversos paises, etnias, ragas e de ter distribuicdo equivalente
entre os sexos, as caracteristicas clinicas, as apresentacdes fenotipicas e o substrato genético

ndo parece variar demograficamente. %47

1.1.3 Etiologia

Estudos em genética sugerem que CMH seja resultado de mutagdes autossomicas
dominantes com 50% de penetrancia em 11 ou mais genes. As mutacdes ocorrem
majoritariamente nas proteinas contrateis do sarcomero. Em quase 70% dos casos as mutagdes
acometem o gene da cadeia B pesada da miosina (MYH7) e o gene da proteina C ligante
(MYBPC3). Mais de 1500 mutacdes foram descritas. Além dos dois genes principais outros
também frequentemente acometidos sdo: cadeia a pesada da miosina (MYH®6), titina (TTN),
teletonina (TCAP), vinculina (VCL), dentre outras,*349-0-31.52.53

O fenoétipo da doenca se desenvolve ao longo dos anos de acordo com o remodelamento
ventricular. Em geral ¢ mais evidente ap6s os dezessete anos, podendo ou ndo ser acompanhado
por sintomas.>*

Testes genéticos atualmente disponiveis sdo capazes de definir a mutagdo relacionada a

CMH em apenas 50% dos casos.'#%

1.1.4 Prognostico

Hé cerca de cinquenta anos quando foi descrita, CMH era tida como uma rara doenga
genética e potencialmente intratdvel. Hoje, os avangos em seu conhecimento promovem
estratégias que visam melhora na qualidade de vida. No entanto, muito ainda € necessario para

impactar em melhor sobrevida.*
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Em 1958, dos oito pacientes descritos por Donald Teare em seu cléassico artigo sobre
CMH, sete faleceram subitamente antes dos 45 anos.>®® Em coortes portadoras de CMH nos
anos 70 e 80, a mortalidade anual para adultos chegava a 4 % e em criangas 5,9%.%6°7-58:59:60.61

Ainda assim, se observarmos cronologicamente, as perspectivas progndsticas sao
otimistas.’! Cerca de 60% dos portadores de CMH referem boa tolerancia aos esforgos (classe
funcional I NYHA).%6-57:62

Adolescentes e adultos tém mortalidade anual semelhante aquela da populagdo sadia,
estimada em 0,5%. A taxa anual de morte stibita varia de 0,5 a 1,0%.'-56:63.64

Um pequeno grupo de portadores de CMH (5% a 10%), evolui com disfungao sistolica,
afilamento das paredes, dilatagdo ventricular e progressiva diminui¢do do gradiente em trato de
saida do ventriculo esquerdo. Nesses casos o prognoéstico ¢ reservado, sendo descrita rapida

progresso a IC refrataria,! %6

1.1.5 Diagnéstico

Pode se suspeitar do diagnéstico clinico de CMH a partir da ausculta de seu
caracteristico sopro sistolico em borda esternal esquerda ou em eletrocardiogramas realizados
em “rotinas de diagnostico”.%%¢7

No entanto, a confirmagdo do diagnostico ¢ feita por métodos de imagem:
ecocardiograma transtoracico e/ou ressonincia magnética de coragdo com evidencias de
hipertrofia miocardica (superior a 1,5cm) ndo explicada pela presenca de outras doencas
sistémicas.*

O grau de hipertrofia ¢ amplamente variavel (1,3-1,5cm até superior a Scm). Os
segmentos miocardicos acometidos sdo, também, muito variaveis: desde hipertrofia concéntrica
(50%) a pequenos segmentos isoladamente acometidos (10%-20%), sendo o mais comum a
confluéncia da septo interventricular com parede anterior do ventriculo esquerdo.®%

O ecocardiograma ¢ fundamental para determinagdo do tipo da hipertrofia e sua
magnitude.”®’! E importante também na detecgdo de anomalias funcionais que causam os
sintomas na CMH. Além disso, a disfungdo diastolica que marca a CMH pode ser facilmente
avaliada pelo ecocardiograma. '%"> . Em geral, os segmentos miocardicos mais hipertrofiados

apresentam maior grau de disfungdo diastélica ao Doppler tecidual e strain. 7%
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Aproximadamente um terco dos portadores de CMH apresentam gradiente obstrutivo
em trato de saida do ventriculo esquerdo (TSVE) em repouso (25%) ou apds estresse fisico (até
60%). Tal gradiente pode ser estimado pelo ecocardiograma.’®™* A presenca de gradiente
obstrutivo superior a 30mmHg em TSVE em geral esta associado a sintomas como dispneia,
angina, sincope e intolerancia aos esfor¢os. Ademais, a presenca de gradiente obstrutivo em
repouso vem sendo associado com uma pior sobrevida.’®”>

A principal causa do gradiente obstrutivo em TSVE ¢ o movimento sistélico anterior da
valva mitral (SAM) e o contato da valva mitral com o septo interventricular.”’¢

A RM do coragdo vem sendo valorizada como importante ferramenta na avaliagdo de
portadores de CMH. A RM pode estabelecer o diagnostico e fazer o diagnostico diferencial das
cardiopatias que cursam com hipertrofia ventricular. Permite, de maneira mais acurada, a
medida da massa e espessura miocardicas, analise funcional dos ventriculos além de identificar
pacientes sob maior risco de morte subita a partir da avaliagdo do percentual de miocardio
substituido por tecido fibrético pela técnica de realce tardio.>””78

Até 1% dos portadores de CHM evolui com morte subita. Estima-se que o desarranjo
celular e a substituicdo de midcitos por tecido de fibrose sdo os principais substratos para as
arritmias malignas (taquicardia ventricular e fibrilagdo ventricular). 136777

A presenca de fibrose miocardica parece ser fator de risco adicional para morte subita
na CMH. Em um estudo multicéntrico recentemente publicado, 15% de substituicao de
miocardio por tecido de fibrose pela técnica de realce tardio foi definido como a presenca de
“fibrose grave”. A presenca de “fibrose grave” foi preditor independente do risco de morte

subita naquela populagio.3®*!

1.1.6 Tratamento

Em relagdo ao tratamento da CMH, pouco se evoluiu nos tltimos cinquenta anos. Nao
ha estudos randomizados que objetivem encontrar tratamentos que alterem a histéria natural
desta doenca. Desta forma, os focos terapéuticos na CMH sdo prevengdo primaria e secundaria
de morte subita, alivio dos sintomas obstrutivos por cirurgia (miectomia) ou interven¢des no

laboratério de hemodinamica (alcoolizagdo septal).*!7-18
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O tratamento farmacologico, baseado em sua maioria na opinido de especialistas e
pequenos estudos nao randomizados, visa melhorar a capacidade funcional, diminuir sintomas
e evitar a progressdo da doenca. !?

Pacientes portadores de CMH, assintomaticos € com fung¢do sistdlica de ventriculo
esquerdo (VE) preservada ndo apresentam indicagdo para tratamento farmacolédgico, devendo
apenas manter acompanhamento clinico regular. '

Os pacientes sintomaticos que apresentam obstrucao do TSVE sao tratados com drogas,
miectomia, alcoolizagdo septal e, em casos selecionados, ainda em carater experimental,
ablagdo do septo interventricular por radiofrequéncia. 26828384

Na auséncia de obstrugdo, o tratamento objetiva diminuir arritmias, pressdes de
enchimento do ventriculo esquerdo e angina pectoris.'*

O tratamento medicamentoso com betabloqueadores ou bloqueadores dos canais de
calcio ndo dihidropiridinicos podem promover alivio sintomatico, mas ndo tratam
especificamente a doenca e nem alteram a sua histéria natural. !

Neste contexto, torna-se imperativa a busca por novos farmacos que modifiquem as
alteracdes moleculares caracteristicos desta doenga, assim como drogas capazes de impactar
em qualidade de vida e sobrevida.>>8>%

Em estudos realizados em animais (ratos transgénicos portadores de CMH), aldosterona
e angiotensina I foram relacionadas a hipertrofia dos miocitos, desarranjo celular e fibrose
intersticial %8387

Em portadores de CMH o nivel de aldosterona miocardica € cerca de quatro vezes maior
que na populagdo geral. No entanto ndo se observa, até o momento, maiores niveis sé€ricos de
aldosterona nessa populagio.®%

Tais dados sugerem um up regulation do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA) envolvido no remodelamento cardiaco descrito como fenétipo da CMH. 8388

Estudos experimentais vém demonstrando que o uso de drogas inibidoras da aldosterona
como a espironolactona podem reduzir a fibrose, o remodelamento microvascular coronariano
e o desarranjo celular com beneficios na fungio diastolica,®323685.:88.89.90

O trial INHERIT nao comprovou efeitos da Losartana na reducdo do percentual de
fibrose observado em portadores de CMH pelo realce tardio na ressonancia magnética de
coracgdo. 6391
Ha ainda, estudos experimentais em andamento avaliando moduladores metabdlicos

como a Perhexiline e a Ranolazina e terapia molecular na CMH.36:8%-92.93.94
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A realizacdo de estudos randomizados em CMH nio ¢ simples. A taxa de eventos fatais
¢ baixa, o que exige grandes amostras e acompanhamento por longo periodo de tempo
(décadas). Além disso, ha grande diversidade genotipica e fenotipica nesta doencga, ndo se sabe

. ~ , . 8
ao certo se a generalizagao dos resultados sera efetiva.

Buscar por “desfechos alternativos” como graus de disfuncdo sistolica e diastdlica,
novos métodos de imagem, sintomas clinicos, graus de isquemia miocardica e fibrose, assim

como padrdes es graus de hipertrofia parece ser uma opcao efetiva.’®

1.2 Genética na CMH

Ha cerca de 20 anos foi descrito o primeiro /ocus cromossomico para CMH e
subsequentemente as mutagdes envolvendo genes da cadeia B pesada da miosina (MYH?7)
elucidando suas bases patogénicas.>!->%

Estudos em genética sugerem que CMH seja resultado de mutacdes autossOmicas
dominantes com 50% de penetrancia em 11 ou mais genes. As mutagdes ocorrem
majoritariamente nas proteinas contrateis do sarcomero. Em cerca de 70% dos casos as
mutacoes acometem genes da MYH?7 e gene da proteina C ligante (MYBPC3). Mais de 1400
mutagdes foram descritas. Além dos dois genes principais outros também acometidos sdo:
cadeia o pesada da miosina (MYH6), titina (TTN), teletonina (TCAP), vinculina (VCL), dentre
outras #:4448:49.5051,52.53.97.98 Ng Tabela 1 sdo descritas as principais mutagdes patogénicas
relacionadas as proteinas do sarcomero na CMH.

O fenoétipo da doenca se desenvolve ao longo dos anos de acordo com o remodelamento
ventricular. A manifesta¢do fenotipica pode ocorrer em qualquer idade, mas em geral ¢ mais
evidente apds os 17 anos, podendo ou ndo ser acompanhado por sintomas.>*

A penetrancia clinica ¢ extremamente variavel, individuos da mesma familia, com a
mesma mutagdo genética, podem apresentar manifestacdes fenotipicas distintas, sugerindo que
genes modificadores e fatores locais e ambientais possam interferir na magnitude e nas
caracteristicas da hipertrofia. Os genes modificadores ndo causam CMH, mas definem sua
manifesta¢io fenotipica.”®%%-1%

Desde o inicio da “era gendmica” na CMH, investigadores buscam correlacionar as

alteracdes genéticas descritas e o prognostico.’! Algumas mutagdes especificas missense

pareciam correlacionar-se com pior prognoéstico. Desta forma, alguns estudos descrevem as
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mutagdes encontradas como “malignas” ou “benignas”.’! 1901% No entanto, estes estudos

genéticos sdo em maioria derivados de pequenas coortes e grandes familias com importante
penetrancia da doenca. Quando analisados estudos genotipo-fendtipo de pacientes nao
relacionados, sugere-se nao afirmar relacdo de mutacdes especificas com determinado
prognéstico, 5051109110

Recentemente um estudo com uma grande coorte italiana mostrou relagdo entre morte
cardiovascular, acidente vascular cerebral, progressao de classe funcional, maior probabilidade
de disfuncao sistolica e padrao diastolico restritivo em pacientes com mutagdes nas proteinas
do miofilamentos quando comparados com pacientes em que os testes genéticos s3o negativos
para CMH. > 11!

Observa-se ainda, que pacientes portadores de multiplas mutagdes, o que ocorre em
cerca de 3 a 5% dos pacientes com testes genéticos positivos, apresentam um fendtipo mais
grave e com maior chance de morte subita. 31> 112-114

Desta forma, a identificagdo da mutagdo na CMH parece estar relacionada a maior
chance de evolugdo para disfuncao sistolica e diastdlica de VE assim como desenvolvimento
de sintomas. Entretanto, as conclusdes prognosticas devem ser cautelosas e individualizadas.®!

Quanto a patogenicidade, as mutacdes podem ser classificadas em patogénicas, nao
patogénicas (ou benignas) e variantes de patogenicidade ndo definida (VUS). A patogenicidade
¢ definida pela relacdo com o fenoétipo, referéncia prévia a sua relagdo com CMH, ndo ser
relacionada a controles sadios, ter relacdo com alteracdo funcional ou estrutural das proteinas
mutadas e representar uma mudanga na sequéncia de aminoacidos em um regido conservada da
proteina, sugerindo sua importancia na base da funcao celular. Sao nao patogénicas ou benignas
as substitui¢cdes de aminodcidos que ndao provocam a doenca e podem ser encontradas em 0,5 a
1% da populagdo normal. As mutagdes em que o significado clinico ainda ndo esta estabelecido

sdo definidas como VUS.> 113.116
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Tabela 1 - Principais mutagdes das proteinas sarcoméricas relacionadas a CMH

Proteinas do sarcomero Gene Localizagio % de mutagbes
cromossomial causando CMH
Beta miosina de cadeia pesada 7 MYH?7 14q12 40-44%
Miosina ligante da proteina C3 | MYBPC3 11pl1 35-40%
Troponina T TNNT2 1q32 5-15%
Troponina I TNNI3 19q13 5%
Tropomiosina cadeia alfa-1 TPM1 15922 3%
Miosina regulatoria de cadeia leve | MYL2 12q24 1-2%
Miosina de cadeia leve essencial MYL3 3p21 1%
Actina ACTCl1 11q14 1%
Troponina C TNNCI1 3p21 <1%

Fonte: Adaptado de Aktar, M ¢ Elliot P 2018.8

1.3 Micro RNA e Cardiomiopatia Hipertroéfica

Os microRNA (miRNA) sd@o moléculas endogenas, naturais com aproximadamente 22
nucleotideos ndo codificados, que regulam inimeros genes envolvidos na fisiologia
cardiovascular e em algumas doengas.?*!17-120

Os miRNA sdo porcdes transcritas a partir de moléculas mais longas (pri-miRNA) que
sdao processadas nos nucleos celulares em hairpinasRNA pela enzima Drosha e a proteina
ligante DGCRS formando os pre-miRNA (aproximadamente 70 nucleotideos). Posteriormente
os pre-miRNA sdo transportados ao citoplasma celular aonde serdo clivados pela ribonuclease
Dicer em miRNA.?

Mais da metade dos RNA mensageiros (RNAm) sdo regulados por miRNA e cada
miRNA pode regular centenas de RNAm. Desta forma, miRNA s3o capazes de regular
intimeros processos como proliferacio, diferenciacio e apoptose.!!*!?° A reativagdo de miRNA
fetais parece contribuir para a modificagdo da expressdao dos genes, promovendo modificagdes
patologicas no miocardio associadas ao remodelamento progressivo e insuficiéncia
cardiaca.’>*

Fibroblastos parecem se comunicar com os cardiomidcitos por secrecao paracrina de

substancias como fatores de crescimento tecidual do tecido conjuntivo, fatores de crescimento
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dos fibroblastos, proteinas da matriz extracelular, ou comunicacdo celular direta. Esta
comunicagdo parece ser o maior representante da resposta hipertréfica e os fibroblastos parecem
ser os reguladores do remodelamento cardiaco.?*!2!

Alguns miRNA foram relacionados a fibrose miocardica, destacam-se a “up regulation”
dos micro RNA 21(miRNA-21) e “downregulation” dos micro RNA 29 (miRNA-29).2323:26

O miRNA-21 fracamente expresso em coragdes normais, tem sua producao aumentada
em modelos de hipertrofia e IC. Sua maior expressao parece estimular os fibroblastos na
promocdo de fibrose e hipertrofia. >*#!?2 Qutros estudos, no entanto, sugerem que miRNA-21
promove um efeito inibitdrio sobre a hipertrofia cardiomiocitéria '2*1?*, O papel do miRNA-21
nas cardiopatias ¢ ainda controverso e sua modulagdo parece diferir entre as diferentes
cardiopatias.?*!22123

O miRNA-29 ¢ preferencialmente expresso por fibroblastos cardiacos. Existe trés
membros da familia miRNA-29: miRNA-29a, miRNA-29b, miRNA-29c. Dentre eles, miRNA-
29a parece ter maior correlagio com fibrose e hipertrofia miocardica.'?> 126 O miRNA-29a vem
sendo correlacionado com mutagdes na beta miosina de cadeia pesada 7 (MYH?7).!2 O fator de
crescimento tecidual beta promove a diminui¢cdo na expressao de todos os tipos de miRNA-
29.3

Sugere-se que a combinagdo de miRNA, parece ter maior sensibilidade em predizer
fibrose miocardica quando comparado a medidas de miRNA isolados.'?’

A correlagdo de miRNA e CMH nio estd completamente estabelecida.?>>>2

1.4 Polimorfismo da Aldosterona sintase e Cardiomiopatia Hipertrofica

Os polimorfismos genéticos sdo alteragdes ndo letais presentes no genoma. Eles tém
sido amplamente estudados em diversas doencas. Em especial, os polimorfismos do sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) potenciais modificadores da CMH. !

O SRAA estd amplamente relacionado a fisiopatologia da IC. A angiotensina II (AII) é
um potente vasoconstritor que eleva a pré e a pos-carga, além de promover o remodelamento
cardiaco através da hipertrofia miocitica, apoptose e fibrose intersticial. Promove também a
secrecdo de aldosterona que tem importante papel no aumento da deposicdo de colageno.'?’
130,131 A

O SRAA influencia a homeostase da volemia, do sédio e do tonus vascular.

renina, com origem nas células justa glomerulares, atua no angiotensinogénio sintetizado pelo
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figado, formando a angiotensina I (Al), que pela acdo da enzima conversora da angiotensina
(ECA) presente nos pulmdes e tecidos vasculares € convertida em AIl. A All age por meio dos
receptores AT1 e AT2 expressos em diversos tecidos, incluindo o miocardio.!3%!33

Além disso, o SRAA regula a secrecao de aldosterona. A aldosterona ¢ sintetizada a
partir de desoxicorticosterona metabolizada por uma enzima mitocondrial do citocromo P450,
a Aldosterona sintase (CYP11B2). A aldosterona pode induzir diretamente hipertrofia das
células do miocardio através da ativacao dos receptores mineralocorticoides. Assim, as
variacoes genéticas na regulacdo da sintese de aldosterona podem influenciar a estrutura e a
funcdo ventricular.'**

O polimorfismo genético da aldosterona sintase (CYP11B2 ou PGA) também parece
estar associado ao desenvolvimento de CMH. O gene correspondente para esta enzima situa-se
no cromossoma 8, banda 8q22. O up-regulation desta enzima estd associada a um aumento de
produgdo de aldosterona que promove a fibrose miocardica. A fibrose miocardica progressiva
ir4 resultar em remodelamento ventricular, hipertrofia e aumento da massa ventricular.!'*®

Os alelos variantes do PGA s@o o T e C, sendo possiveis, trés gendtipos diferentes: CC,
TT e TC. O alelo C ¢ o que esta associado a uma maior atividade da Aldosterona sintase e,
também a alteragdes estruturais, remodelamento, resposta vasodilatadora e massa
ventricular.!3

A relagdo entre este polimorfismo e CMH ¢ ainda conflitante. Nao se sabe, ao certo,

qual dos alelos se associa a CMH e sua relacdo com o aumento de massa muscular, 3413

1.5 Fibrose e Cardiomiopatia Hipertrofica

Fibrose miocardica ¢ uma das caracteristicas marcantes da CMH e parece contribuir
para a morte subita, arritmias ventriculares, disfuncio sistdlica, e IC.#20-2122.137-142

Na andlise histopatologica da CMH, observa-se fibrose intersticial e focal. A fibrose
focal pode ser facilmente quantificada pela RM do coracdo utilizando-se a técnica de realce
tardio, +22137,140,143-145
O trigger para o estimulo a substituicdo de miocardio por fibrose ainda nao ¢ bem
estabelecido na CMH. Ha provavel relagdo com apoptose, estimulo a morte celular prematura

secunddria as mutagdes patogénicas, em especial das proteinas sarcoméricas.**>137:146 H4 ainda,
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possivel relagdo com gradiente obstrutivo intracavitirio, doenga microvascular e
isquemia, 137:139.142,146
Recentemente o percentual de miocardio substituido por fibrose miocardica vem sendo
associado a um maior risco de morte subita e pior prognostico.?*3! Pela técnica de realce tardio
na RM, o gadolinio intravenoso injetado fica acumulado nas regides de miocardio substituido
por fibrose. A fibrose pode ser quantificada percentualmente por essa técnica. Pacientes que

apresentem taxas de substituicdo de miocardio por fibrose superiores a 15%, sdo caracterizados

como portadores de “fibrose grave” e estdo relacionadas a pior prognostico e morte subita.'4”
151



29

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Primario

Avaliar se a utilizagdo de um medicamento antagonistas da aldosterona
(espironolactona) pode diminuir o percentual de miocardio substituido por fibrose na RM

cardiaca em pacientes portadores de CMH.

2.2 Objetivos Secundarios

Avaliar a influéncia do uso de espironolactona na evolugdo da fung¢do sistolica ao longo
do seguimento.

Descrever o genoma buscando as principais mutagdes envolvidas na CMH e avaliar a
influéncia dessas mutagdes no prognostico destes pacientes.

Descrever o polimorfismo genético da aldosterona na CMH e avaliar sua influéncia na
evolucdo do percentual de fibrose miocardica pela RM assim como nas fungdes sistolica (pela
RM) e diastodlica (pelo ecocardiograma transtoracico) de ventriculo esquerdo.

Definir o papel dos miRNA como marcadores de fibrose na CMH e correlaciona-los as
variagdes do percentual de fibrose miocardica pela RM.

Avaliar a importancia dos miRNA como método de avaliagcdo da resposta terapéutica a

espironolactona.
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3 METODOS

Estudo progndstico, prospectivo, randomizado, duplo cego, em um centro envolvido,
com o uso de espironolactona ou placebo.

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE) pela plataforma Brasil (ANEXO A).

Foi elaborado um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE-ANEXO B)
aprovado pela Comissdo Cientifica ¢ pelo Comité de Etica, para a prévia assinatura dos

pacientes antes de qualquer procedimento relacionado ao estudo(nimero do parecer 500.142).

3.1 Populagio estudada

Os pacientes incluidos foram selecionados a partir da coorte dos ambulatérios de
referéncia em CMH do HUPE e Instituto Nacional de Cardiologia (INC). Ambos sdo hospitais
quaterndrios filiados ao Sistema Unico de Satude (SUS).

Houve consentimento da coordenagdo do Servico de IC e cardiomiopatias do INC,
assim como do CEP local para o recrutamento de pacientes.

Tanto pacientes em acompanhamento ambulatorial prévio, quanto os que iniciaram o
acompanhamento em algum desses ambulatérios durante o periodo de inclusao do estudo foram
convidados a participar.

As atividades da pesquisa foram centralizadas em um Unico local, a clinica de
insuficiéncia cardiaca e cardiomiopatias do Hospital Universitario Pedro Ernesto (clinica IC-
HUPE). Aqueles pacientes que concordaram em participar do estudo foram encaminhados a
clinica IC-HUPE.

Os servigos envolvidos foram a clinica IC-HUPE e o Laboratorio de Diagnosticos por
DNA do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ) onde toda a andlise genética foi realizada.

A clinica IC-HUPE foi estabelecida em 1996 e ja realizou o acompanhamento de
aproximadamente 1.500 pacientes desde sua criagdo. Possui uma infraestrutura para
armazenamento dos prontudrios médicos dos pacientes nela atendidos e, também, de software

especifico para atendimento de pacientes — Consultorio Digital (fornecido pela Sociedade
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Brasileira de Cardiologia) — onde sdo armazenadas todas as informagdes referentes ao
pacientes, descri¢ao das consultas e tratamentos realizados.

A equipe multidisciplinar da clinica IC-HUPE possui cinco médicos cardiologistas,
responsaveis pelo atendimento clinico-cardioldgico, uma nutricionista, dois enfermeiros e uma
bidloga, estes ultimos responsaveis pela coleta, armazenamento e transporte das amostras
laboratoriais.

O Laboratorio de Diagnosticos por DNA do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da UERYJ, situado no Campus Maracana e fundado em 1996 realiza tipagem de regides
polimorficas do DNA para fins de investigacdo de relagdo. Desde a sua criagdo, mais de 140.000
individuos foram genotipados em regides polimoérficas do DNA, relacionando-se com a

emissao de quantitativo superior a 35.000 laudos periciais.

3.2 Critérios de Inclusao

e Individuos com idade maior ou igual a 16 anos ou inferior ou igual a 75 anos no
momento da randomizagao;

e Pacientes com idade inferior a 18 anos necessariamente acompanhados e sob
consentimento dos responsaveis;

e Diagnostico de CMH confirmado por ecocardiograma transtoracico ou RM do coracgao;

e Assinatura de TCLE (ANEXO B).

3.3 Critérios de Exclusao

e Pacientes em uso prévio de espironolactona.

e Hiperpotassemia (niveis séricos superiores 5,5 mEq/l).

e Insuficiéncia renal (definidos por nivel sérico de creatinina superiores a 2.5mg/dl ou
clearance de creatinina inferior a 30 ml/kg/min).

e Presenca de quaisquer outras contraindicagdes ao uso de antagonistas da aldosterona
(alergia, gestacdo, intolerancia a droga).

e Implante de marca-passo definitivo (MPD) ou cardiodesfibrilador implantavel (CDI).
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e Pacientes que realizaram previamente alcoolizacdo septal ou miectomia septal.

3.4 Medicamento do estudo

A medicagdo do estudo, espironolactona de 25mg ou placebo, foi manipulada na
farmdacia universitaria do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), tendo sua producdo e dispensacao
programadas para cada trés meses, respeitando—se prazo de validade dos medicamentos.

Temporalmente, o pesquisador principal recebia diretamente do farmacéutico
responsavel pela farmacia universitaria, a quantidade necessaria para atender a demanda dos
pacientes ja incluidos no estudo, assim como uma reserva para os novos pacientes incluidos.

Todos os pesquisadores foram mantidos “cegos” pela farmacia universitaria.

Os medicamentos foram identificados pelos codigos “CR “ou “TM”. As embalagens e
as capsulas eram idénticas, diferiam apenas na inscrigdo da sigla “CR” ou “TM” na lateral dos
rétulos.

Ao final do seguimento foi revelado pela farmacéutica responsdvel ao pesquisador

principal que “CR” correspondia a espironolactona e “TM” placebo.

3.5 Seguimento

O periodo de inclusdo total foi de setembro de 2014 a abril de 2016. Na Figura 1 ¢é
descrito o fluxograma de seguimento.

O atendimento ambulatorial dos pacientes selecionados foi feito na Clinica de IC do
HUPE em um horério especifico para o projeto de pesquisa semanalmente as quartas feiras a
tarde. Os pacientes oriundos do ambulatério do INC foram encaminhados ao HUPE para
inclusdo e posterior seguimento. O atendimento ambulatorial, assim como a coleta de dados e
organizacao dos exames complementares foi realizada pela pesquisadora principal € uma outra
pesquisadora médica vinculada ao estudo. No ANEXO C ¢ descrito o modelo da ficha de

acompanhamento ambulatorial.
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Observando-se os critérios de inclusdo e exclusdo no estudo e, apds assinatura do TCLE
explicitado no ANEXO B, os pacientes foram randomizados para o uso de espironolactona ou
placebo.

A randomizacao foi simples, alternando a prescri¢gao de medicamentos “CR” ou “TM”
de acordo com a ordem de inclusdo no estudo.

No momento da inclusdo no estudo foram coletadas amostras biologicas (sangue) dos
pacientes por profissional especializado (médicos, bidloga enfermeiros ou técnicos de
enfermagem), sendo um tubo de ensaio comum contendo ativador de coagulo (tubo para coleta
de bioquimica sanguinea) para armazenamento do sangue para estudo do DNA (analise das
principais mutagdes relacionadas a CMH, polimorfismo da Aldosterona sintase) e um tubo
especial PAXgene Blood miRNA kit para armazenamento e posterior analise dos miRNA 21 e
29a. Os pacientes que ndo apresentavam a inclusdo bioquimica sanguinea recente (trés meses
anteriores a randomizag¢o), tinham também uma amostra de sangue colhida para avaliacao da
funcdo renal (ureia e creatinina), e nivel sérico de potassio.

As amostras destinadas a andlise genética foram armazenadas sob condi¢des proprias
em refrigerador a -80°C e posteriormente encaminhadas para o Laboratorio de Diagnosticos
por DNA do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da UERJ. As amostras para analise
da bioquimica sanguinea foram imediatamente encaminhadas para o laboratorio de bioquimica
(HUPE) para processamento e estudo do material.

Consultas médicas para controle do tratamento e dispensacdo da medicacdo do estudo
foram realizadas no momento da randomizagdo (T0O), uma semana apds (para avaliacdo da
tolerancia ao tratamento: sintomas clinicos, nivel sérico de potassio, uréia e creatinina) e depois
trimestralmente (T3, T6, T9, T12, T15, T18 e T21).

Apds uma semana do inicio do tratamento, foram colhidas amostras de sangue para
avaliacdo dos niveis séricos de potassio, ureia e creatinina. Os pacientes que se mantiverem sem
contraindicagdes ao tratamento, permaneceram no estudo.

Nas consultas trimestrais foram reavaliados sintomas clinicos, sinais vitais € peso.
Novas amostras de sangue foram solicitadas e seus resultados checados a cada consulta médica
para a andlise bioquimica (potéssio, ureia, creatinina) para monitorar possiveis efeitos adversos
da espironolactona, assim com a tolerancia clinica a mesma.

Também em cada uma das consultas trimestrais os pacientes deveriam apresentar as
medicagdes excedentes assim como as embalagens vazias e recebiam novas capsulas seguindo

seu grupo inicial (“CR ou “TM”). O ntmero de comprimidos dispensados em cada consulta
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foi equivalente ao nimero de dias até a proxima consulta médica com dez comprimidos
excedentes.

Foram realizados ecocardiograma transtoracico bidimensional com Doppler colorido no
T0. Todos os exames foram realizados pela mesma profissional no laboratorio de
ecocardiografia do HUPE.

Ressonancias magnéticas (RM) do coracdo foram realizadas no RIO IMAGEM, INC,
Hospital Pro-Cardiaco e HUPE entre TO e T3 (RM de inclusdao no estudo) e entre T18 e T21
(RM final).

Foram realizados também eletrocardiogramas de doze derivagdes apds inclusdo no
estudo e sempre que existiu qualquer duvida em relacdo ao ritmo cardiaco ou modificagdo
sintomatica.

Ao final dos dezoito meses (T18) foi interrompido uso da medicagcdo do estudo
(espironolactona ou placebo).

Também no T18, foi colhida nova amostra de sangue no tubo PAX gene para avaliagdo
evolutiva dos niveis de miRNA 21 e 29a.

Neste momento, entre os 18 e 21 meses de seguimento, os pacientes deveriam realizar
a RM cardiaca final.

Aos 21 meses de seguimento os pacientes foram formalmente desligados do estudo.
Todos os pacientes foram reencaminhados aos seus ambulatorios de origem tanto no HUPE
quanto INC, garantindo a continuidade de seus tratamentos especificos.

Vale ressaltar que alguns pacientes por particularidades sintomaticas ou presenca de co-
morbidades faziam uso de outras medicagdes diferentes do medicamento do estudo. Nestes
casos, as medicagdes de uso regular foram mantidas, tendo sido ajustadas ao longo do
seguimento segundo orienta¢ado clinica.

Em presenga de quaisquer contra-indicagdes a manutencdo do tratamento com
espironolactona (intolerancia clinica, alergia, gestacdo, mastalgia, insuficiéncia renal ou
hiperpotassemia) ao longo do seguimento, a medicagdo do estudo (espironolactona ou placebo)
foi suspensa e o paciente manteve seguimento ambulatorial regular sendo observado como
“intencdo de tratar”.

Tempo de seguimento total de todos os pacientes incluidos foi de setembro de 2014 a
janeiro de 2018.

Todos os dados clinicos, laboratoriais e de imagem registrados na ficha de inclusdo e
seguimento (ANEXO C) foram transferidos a um banco de dados (EXCEL) para posterior

analise estatistica.
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Figura 1 — Fluxograma de seguimento

* Inclusdo dos pacientes
* Dispensac@o de medicamento do estudo para 90 dias
* Realizagdo de RM de inclusdo
* Realizago de Ecocardiograma transtoracico
* Coleta de sangue para miRNA, DNA, polimorfismo da 4l/dosterona sintase, bioquimica

* Consultas médicas trimtrais
* Coleta de sangue para bioquimica

* Dispensa¢do de medicamento do estudo para 90 dias }

* Suspensio da medicagio do estudo
*Realiza¢do de RM final
* Coleta de sangue para miRNA e bioquimica

* Consulta Final
* Paciente reencaminhado ao ambulatério de origem para continuidade do tratamento

Legenda: RM: Ressondncia magnética, TO: Inclusdo, T3-T21: Consultas trimestrais de seguimento.
Fonte: A Autora, 2019.

3.6 Variaveis avaliadas

As variaveis avaliadas foram as demograficas, clinicas, terapéuticas, laboratoriais,
eletrocardiograficas, ecocardiograficas, ressonancia magnética e genéticas (DNA, miRNA e

polimorfismos da Aldosterona sintase).
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3.6.1 Variaveis Clinicas

Os dados clinicos foram coletados através de entrevista e exame fisico dos individuos
e/ou extraidos do prontuario médico de acompanhamento. As varidveis clinicas sdo listadas a
seguir:

a) Caracteristicas do paciente: idade, género, cor;

A cor foi observada pelo proprio médico assistente e classificada como branco, preto ou
ndo branco/ndo preto. Como na clinica de IC-HUPE essa defini¢cdo sempre era realizada pelo
médico assistente, foi adotado o mesmo critério.

b) Caracteristicas de acompanhamento médico;

— Idade do diagndstico;

— Presenga ou auséncia de sintomas: dor toracica, palpitag¢do, sincope, dispneia
e outros;

— Tempo de evolugao dos sintomas;

— Classe funcional de acordo com classificagdo proposta pela New York Heart
Association (NYHA) no momento da consulta (Quadro 1);

Questionou-se objetivamente sintomas mais comumente descritos nos individuos com

CMH e também se havia algum outro tipo de sintoma nao mencionado.
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Quadro 1 - Classifica¢ao da doenca cardiaca pela New York Heart Association (NYHA)

Classe Funcional

Avaliacdo objetiva

Classe 1

Pacientes com doencga cardiaca, mas que ndo resulte em limita¢ao da|
atividade fisica. A atividade fisica usual ndo provoca fadiga,

palpitacdes, dispneia ou angina.

Classe 11

Pacientes com doencga cardiaca resultando em leve limitagdo das
atividades fisicas. Sentem-se confortaveis em repouso. A atividade

fisica habitual provoca fadiga, palpitagdo, dispneia ou angina.

Classe 111

Pacientes com doenga cardiaca resultando em grande limitacdo da
atividade fisica. Sentem-se confortdveis em repouso. Atividades
fisicas menos intensas que a habitual provocam fadiga, palpitagdo,

dispneia ou angina.

Classe IV

Pacientes com doenca cardiaca resultando em incapacidade de realizar
qualquer atividade fisica sem desconforto. Os sintomas da
insuficiéncia cardiaca ou angina podem estar presentes mesmo em
repouso. Caso qualquer atividade fisica seja realizada, o desconforto ¢

aumentado.

Fonte: adaptado de Libby et al. Braunwald Tratado de Doengas Cardiovasculares 8° edigdo Rio de Janeiro:
Elsevier, 2010 (p.619).%

¢) Co-morbidades:

— Hipertensao arterial sistémica (HAS);
— Diabetes mellitus (DM);
— Dislipidemia (DLP);

— Doenga arterial coronariana (DAC);

— Qutras.

Para as co-morbidades analisadas, o diagndstico do médico assistente foi utilizado.

Assim, o relato da presenga de HAS, DM, DLP, DAC era suficiente. Realizagdo prévia de

miectomia ou alcoolizacdo septal;

d) Historia familiar de CMH: indagou-se sobre parentes com historico de CMH e/ou

morte stbita (MS);

e) Dados do exame fisico - informagdes coletadas no momento da consulta;

— Frequéncia cardiaca (FC);
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Pressao arterial sistolica (PAS) e pressdo arterial diastélica (PAD);
Dados antropométricos: peso, altura e, a partir desses dados, calculado o
indice de massa corporal (IMC), segundo a féormula:

IMC (kg/m*=peso (kg)/altura (m?).

f) Medicacao em uso: se estava em uso, ou ndo, de outras medicagoes cardiovasculares;

Betabloqueadores;

Inibidor da enzimaconversora de angiotensina/bloqueador  receptor  de
angiotensina Il (ECA/BRA);

Diuréticos;

Antiarritmicos;

Estatina;

Anticoagulantes orais;

Acido Acetilsalicilico (AAS);

Bloqueadores de canal de célcio;

Qutras.

3.6.2 Variaveis eletrocardiograficas

a) Avaliagdo da FC: alvo terapéutico FC < 70bpm na CMH;

b) Presenga de QRS maior que 120 ms, com padrdo de bloqueio de ramo esquerdo;

¢) Avaliagdo do ritmo, em especial se ritmo sinusal ou fibrilacao atrial;

3.6.3 Variaveis laboratoriais

Os exames laboratoriais foram solicitados basicamente para a avaliagdo de

hiperpotassemia e disfuncdo renal cronica. Foram considerados valores de normalidade, os

seguintes valores de referéncia: ureia <50mg/dL, creatinina 0,5-1,2 mg/dL, potassio 3,6-5,5

mEq/L.
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3.6.4 Variaveis ecocardiograficas

Os exames ecocardiograficos foram realizados no servigo de ecocardiografia do HUPE,
no equipamento da marca Philips® iE33 Matrix, utilizando o transdutor matricial na frequéncia
de 3-1 MHz. Todas as imagens dos ecocardiogramas transtoracicos realizados foram analisadas
por uma mesma pesquisadora vinculada ao estudo no laboratorio de ecocardiografia do HUPE.
Os exames foram realizados no momento da inclusao no estudo e foram observadas as seguintes
caracteristicas ecocardiograficas:

— Quanto a forma ecocardiografica: tipo I, tipo II, tipo III e tipo IV;

— Medida do segmento de maior espessura (em milimetros);

— Presenga e quantificagdo de regurgitacdo valvar mitral;

— Fungao sistolica de ventriculo esquerdo (VE);

— Diametro do atrio esquerdo — ndo indexado (em milimetros);

— Analise da funcao diastélica de VE;

— Obstrugdo ou auséncia de obstru¢do no trato de saida do VE (TSVE);

— Massa de VE (em grama) e massa de VE indexada pela superficie corporal.

A avaliacdo quanto a forma da cardiomiopatia hipertrofica seguiu a classificagao

proposta por Maron que classifica as formas de cardiomiopatia hipertrofica em quatro tipos
de acordo com os segmentos acometidos:

— Tipo I: hipertrofia que acomete o septo basal

— Tipo II: hipertrofia que acomete todo o septo

— Tipo III: hipertrofia que acomete segmentos septal, anterior, e anterolateral

— Tipo IV: hipertrofia apica11533154

A funcao sistolica de VE foi avaliada pelo método de Teichholtz. Considerou-se fungao
sistolica de VE preservada individuos com fragao de ejecao acima de 52 % para homens e acima
de 54% para mulheres. Para atrio esquerdo foi considerado normal o valor de até 38mm para
mulheres e 40mm para homens. Os valores referéncia para massa de VE indexada pela
superficie corporal, foram até o valor de 95 g/m? para mulheres e 115 g/m?).!%

A andlise da funcao diastolica, avaliagcdo e quantificacdo da regurgitacdao mitral seguiu
os parametros ecocardiograficos recomendados pela American Society of Echocardiography
(ASE).15¢

Para fins de andlise da obstrugcdo em trato de saida de VE utilizou-se os Doppler
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continuo e pulsado para avaliacao do gradiente intraventricular. Considerou-se forma obstrutiva
da cardiomiopatia hipertrofica quando o gradiente excedia 30mmHg em repouso ou a manobra

de Valsalva.!

3.6.5 Variavelis referentes a ressonancia magnética

Os exames de ressonancia magnética foram realizados entre a admissao e o retorno em
trés meses (TO a T3) e posteriormente apds os 18 meses de seguimento (entre T18 e T21).

Utilizou—se os servigos de ressonancia magnética do RIO IMAGEM, INC, HUPE e
Hospital Pro-Cardiaco. Nos laboratorios de RM do RIO IMAGEM e Pro-Cardiaco a realizagao
dos exames foi gratuita e o agendamento respeitou a disponibilidade de vagas nos servigos para
realizacdo de projetos de pesquisa.

Os exames realizados no HUPE e INC foram realizados conforme agendamento de
rotina uma vez que os pacientes incluidos j& possuiam niimero de prontudrio nestes hospitais.
Nas instituigdes vinculadas ao SUS (HUPE, INC e RIO IMAGEM) a realizagdo das RM foi
precedida pela emissdo de autorizagdo para realizagdo de procedimentos ambulatoriais de alto
custo (APAC).

Foram avaliados caracteristicas do fendtipo, fungdo sistolica, maior espessura parietal,
evidéncias de obstrucdo em TSVE, evidéncias de insuficiéncia mitral e anélise do percentual
de fibrose miocardica pela técnica de realce tardio.

Quanto as maquinas utilizadas: No INC RM GE modelo MRIHDXT® de 1,5 Tesla, no
HUPE RM GE modelo Optima MR 360® de 1,5 Tesla e alto gradiente, no RIO IMAGEM RM
Siemens modelo Avanto® de 1,5 Tesla e no Pro-Cardiaco RM GE modelo Discovery 750® de
3 Tesla.

Em relacao aos aspectos técnicos, as imagens foram obtidas com as sequencias de pulso:
Cine ressonancia para avaliacdo da funcdo ventricular direita e esquerda e Fast spin—eco com
duplo e triplo pulso de inversdo- recuperacao para avaliacdo da anatomia (com e sem saturagao
de gordura respectivamente).

Para avaliacdo de funcdo sistolica, fun¢do diastdlica, funcdes valvares, massa e
espessura miocardicas utilizadas referencias explicitadas pelos proprios servicos de RM em
seus laudos. Definida pela RM fungdo sistolica de ventriculo esquerdo preservada se fragdo de

ejecdo de VE superior a 56% pelo método de Simpson para ambos os sexos.'>’
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Na técnica de realce tardio, ap6s a inje¢do de gadolinio venoso, o0 mesmo se deposita
em areas de substituicdo de miocardio por fibrose. O resultado ¢ expresso em percentual.

Em relagdo a fibrose miocardica utilizamos como parametros de avaliagdo, como forma
de padronizacgao, os termos “fibrose leve” em referéncia a percentuais de fibrose entre 0 e 4,9%,

“fibrose moderada” entre 5% e 14,9% e “fibrose grave” se superior a 15%.!47"13!

3.7 Metodologia para analise genética

3.7.1 Analise das mutacGes genéticas

Para a extracao de DNA utilizou-se a técnica de salting-out. Os polimorfismos do gene
MHY7 ( 15121913626, rs121913627, rs121913638, rs121913636, rs121913629, rs3218714,
rs121913639, rs3218713, 1s121913630, rs121913644, 1s121913632, 1s121913651,
rs121913640, rs121913631, rs121913628, rs121913652, rs121913625), da MIOSINA
(rs104894368, rs104894368, rs104894363), da TROPOMIOSINA (rs104894503) e da
TROPONINA T (rs121964856, rs121964855) foram amplificados por um painel Multiplex, no
qual em uma tnica PCR foram amplificados, simultaneamente, fragmentos de todas as regides
de interesse, cada qual a partir dos seus pares de primers.

Os fragmentos amplificados foram detectados em gel de agarose 2% e posteriormente
purificados pela enzima ExoSAP-IT® (USB Corporation).

Em seguida, os produtos purificados foram submetidos a técnica de mini sequenciamento
com o kit SNaPshot® (Applied Biosystems).

Os produtos do mini sequenciamento foram purificados pela enzima Shrimp Alkaline
Phosphatase (SAP), e entdo separados por eletroforese capilar em condigdes desnaturantes
utilizando o sequenciador automatico ABI Prism 3500® (AppliedBiosystems).

Os resultados da eletroforese capilar foram analisados através dos softwares GeneMapper
4.1® (AppliedBiosystems) e Sequencing Analysis 3.7® (AppliedBiosystems) para fragmentos

e sequéncias, respectivamente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=104894368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=104894368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=104894363
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121964856
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=121964855
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3.7.2 Analise do polimorfismo da Aldosterona Sintase

A analise das variantes do polimorfismo do gene da aldosterona sintase (rs1799998) foi
realizada a partir de amostras de sangue venoso periférico, coletadas em tubos tipo
Vaccuntainer com anticoagulante, na Clinica IC-HUPE por enfermeiros ou bidloga experientes.
Apos armazenamento sob uma temperatura de 5 a 15 grau Celsius (°C), as amostras foram
enviadas para o Laboratorio de Diagnésticos por DNA da UER]J para as analises genéticas.

A extracdo do DNA foi realizada pelo método de Salting-out que € realizado da seguinte
forma: uma aliquota de sangue total (2 ml) ¢ transferida para um tubo cénico. Adicionam-se 2
mL de tampao de lise de hemécias (TLH), homogeneizando-se a solu¢do contida no tubo e
centrifugando-a a 3.000 rpm (rotagdes por minuto) por 5 minutos. Terminada a centrifugacao
descarta-se o sobrenadante. Observa-se a presenca de um pellet que ¢ desprendido manualmente
e a este sdo acrescentados 500 pL de tampao de lise de célula e 30 uL de proteinase K
(20mg/ml). Homogeneiza-se o tubo manualmente e incuba-se a 37°C por 12 horas. Apds a
digestdo, adicionam-se 300 pL de NaCl 6M e faz-se o agito da solugdo por cerca de 30
segundos. O tubo ¢ centrifugado por 10 minutos a 3.000 rpm. O sobrenadante ¢ transferido para
um novo tubo cdnico, adiciona-se a este 1ml de etanol gelado, homogeneiza-se o tubo e
descarta-se o etanol. Observa-se a precipitacdo de DNA apos o descarte do alcool. Ao
precipitado sdo adicionados 300 pL de TE e a amostra ¢ mantida a -20°C.

Foram utilizadas as técnicas da reacdo em cadeia da polimerase, associada a técnica de
fragmentacdo de DNA com enzimas de restricdo (PCR-RFLP) para detectar o polimorfismo -
344T/C CYP11B2 com ligeiras modificagdes do método. O PCR para o polimorfismo -344T /
C foi realizada utilizando iniciador senso 5'-GTG TCA GGG GGG CAG GTA-3 "' e iniciador
anti-senso 5'-CGT GGG AGG GTC TGG ACT-3'. O DNA foi amplificado durante 35 ciclos
com desnaturacao a 94° C durante 30 segundos, anelamento a 60° C durante 30 segundos e
extensdo a 72° C durante 1 minuto. Os produtos da PCR amplificados de 228 foram digeridos
com uma endonuclease de restricdao, Haelll a 37 ° C durante 16 horas.

Através de sangue coletado de cada paciente foi realizada a genotipagem da amostra
que pode ser dividida em trés subtipos de polimorfismos da aldosterona sintase:

— TT:alelo T + alelo T;
— TC: alelo T + alelo C;
— CC: alelo C + alelo C."®
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3.7.3 Analise dos miRNA

Para a extracao dos microRNA e seus RNA mensageiros (RNAm) alvo foi utilizado The
PAXgene Blood miRNA kit (QIAGEN/BD Company®) a partir do sangue total coletado com
os tubos PAXgene, seguindo as orientacdes do fabricante. RNA total > 18 nt (incluindo miRNA)
¢ purificado das amostras de sangue estabilizadas utilizando tecnologia PAXgene de membrana
de silica. Os RNA extraidos foram imediatamente armazenados no refrigerador -80°C até o
momento da constru¢do do DNA complementar (cDNA).

As amostras de RNA foram quantificadas por fluorimetria por meio do equipamento
Qubit 3.0® e kits especificos para quantificacdo de RNA total (Thermo Scientific®), com a
finalidade de mensurar a concentragdo dos RNA em cada amostra. A partir das concentragdes
obtidas, as amostras foram diluidas de acordo com as instru¢des do fabricante.

O passo seguinte consistiu na obtengdo dos cDNA por rea¢do com transcriptase reversa,
seguida de analise de expressao por PCR em tempo real (RT-PCR), utilizando os reagentes dos
kits miScript Il RT e miScript SYBR Green PCR (Qiagen® GmbH, Hilden, Alemanha),
respectivamente, seguindo as instru¢des do fabricante.

A andlise de expressao foi realizada no equipamento ABI 7500 Fast PCR System®
(Thermo Fisher Scientific, MA), sob as seguintes condicdes: 1 ciclo a 95°C por 1 minutos, 1
ciclo a 95°C por 15 minutos e 40 ciclos a 94°C por 15 segundos, a 60°C por 30 segundos e a 70
°C por 34 segundos, utilizando para além do kit de RT-PCR os primers Hs_miR-21 2 miScript
Primer Assay (MS00009079) e Hs miR-29a_1 miScript Primer Assay (100) (MS00003262)
para os miRNA 21 e 29a, respectivamente. Para normaliza¢do foi utilizado a estratégia gene
enddgeno (RNU6: Hs RNU6-2 11 —miScript Primer Assay - MS00033740 - Qiagen® GmbH,
Hilden, Alemanha) e calculo da expressdo relativa através do método AACt (Life

Technologies®, CA, USA).
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4 FINANCIAMENTO

Este estudo faz parte de um projeto desenvolvido pelo Servi¢o de Cardiologia do HUPE
intitulado: Cardiomiopatia hipertrofica: andlise do perfil epidemiologico, clinico, genético,
laboratorial e de imagem de uma populag¢do do estado do Rio de Janeiro, que conta com o
financiamento parcial da Fundagdo Carlos Chagas Filho de Amparo a Pesquisa do Estado do
Rio de Janeiro (CAAE: 23561113.2.0000.5259).

Tal verba foi utilizada na compra parcial de insumos para o laboratério de genética e
biologia molecular e um novo aparelho de ecocardiografia para o servigo de cardiologia.

A verba para compra das medicagdes do estudo e parte dos insumos foi financiada pela

pesquisadora principal.
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5 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram analisados por computador Apple-Macintosh, através do

programa estatistico SPSS (Statistical Package for Social Sciences) for Windows, versao 17.0

de 2008. Em todos os testes utilizados, fixou-se em 0,05 ou 5% (p<0,05) como nivel de rejei¢ao

da hipotese de nulidade e intervalo de confianca de 95%. As medidas de tendéncia central foram

expressas como média + desvio padrao.

Foram utilizados os seguintes testes estatisticos:

a)

b)

Teste do Chi-quadrado (%) e Exato de Fisher: utilizado para a comparacio
das distribuigdes de frequéncia das variaveis de amostras independentes. As
associacdes envolvendo variaveis categoricas estdo expressas em contagem e
percentual por grupo (CR ou TM)

Analise de Variancia (ANOVA): utilizado para a comparacao das médias de
variaveis de trés ou mais amostras que apresentem distribuicdo normal e haja
homogeneidade das variancias pelo teste de Levene.

Teste t: As associacdes envolvendo varidveis numéricas com distribui¢ao
Normal estdo expressas em média e desvio padrdo (SD).

Teste Mann- Whitney: As associagdes envolvendo variaveis numéricas com
distribuicao nao Normal estao expressas em mediana e intervalo interquartil
(IQR).

O N amostral foi calculado pela seguinte formula: 1>

g -pgN
e (N-1)+ g P4

H=
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6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas e hemodinamicas da populacio estudada

Foram incluidos 53 pacientes entre setembro de 2014 e abril de 2016. Os pacientes
foram acompanhados por um minimo de 21 meses (mais de oito consultas por paciente), tendo
sido a ultima avaliag@o realizada em janeiro de 2018. Durante 18 meses os pacientes fizeram
uso de espironolactona ou placebo.

Na Tabela 2 sdo descritas as caracteristicas clinicas da populacao estudada.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas da populagdo

Variavel Populagdo geral | Espirono. | Placebo p
(n=53) (n=26) | (n=27)
Sexo Masculino (%) 26 (49) 12 (46) 14 (51) | 0,786
Média de idade anos 48,6 48,8 48,5 0,942
Negros (%) 15 (28) 9(34) 6(22) |0,676
IMC (média) 27,3 27,3 27,3 0.995
Tempo de sintomas (mediana/anos) 12,3 10 13 0,418
Mutag¢do encontrada (%) 23 (43) 11 (42) 12 (44) | 0,782
Fendtipo Apical (%) 6 (11) 4 (15) 2(7,4) 0,9
HAS (%) 30 (56) 15 (57) 15 (55) 1
DM (%) 6 (11) 3(11) 3(11) 1
AVC (%) 2 (3,7) 0 2(7,3) |0,490
Tabagismo (%) 6 (11) 3(11) 3(11) 1
Fibrilacdo atrial (%) 6(11) 1(3,8) 5(18,5 | 09
CF da NYHA >1II (%) 39 (73) 20(73) | 19(69,2) | 0,768
Disfungao diastolica >I (%) 18 (33.,9) 11(42,3) | 7(25,9) | 0,389
Disfuncao sistolica (%) 3 (5,6) 1(3,8) 2(7,4) 1
Fibrose grave(RM) (%) 3 (5,6) 2(7,7) 1(3,7) | 0,684
Dispneia (%) 36 (66) 19 (73) | 17(61,9) | 0,559
Angina (%) 26 (49) 13 (50) 13 (48) 1
Sincope (%) 6(11) 5(19) 1(3,7) 0,1
SAM (%) 15 (28,3) 8 (32) 7(25) 10,762
Gradiente TSVE 2 40 (%) 22 (41) 14 (53) 8(29) 0,389
IM > leve (%) 4(7,5) 2(7,7) 74(2) 10,471
FC< 70bpm (%) 30 (56,6) 17 (65) 13 (48) | 0,271

Legenda: Espirono: Espironolactona, IMC: indice de massa corporal, HAS: hipertensao arterial sistémica, DM:
diabetes miellitus, AVC: acidente vascular cerebral, CF: Classe funcional, NYHA: New York Heart
Association, RM: Ressonancia magnética, SAM: Movimento sistolico anterior da valva mitral, TSVE:
Trato de saida do ventriculo esquerdo, IM: Insuficiéncia mitral, FC: Frequéncia cardiaca.

Fonte: A Autora, 2019.
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Ao longo do seguimento houve um o6bito (morte stbita) no grupo que fez uso de
espironolactona.

Quanto a tolerancia do farmaco em estudo, em apenas um paciente de cada grupo foi
suspensa a medicacdo. Um dos pacientes referiu intolerancia por hipotensao arterial sistémica
e lipotimia e em um segundo caso houve hiperpotassemia. Em ambos os casos os pacientes
foram seguidos pela “intencdo de tratar”. Na Figura 2 ¢ descrito o fluxograma da inclusdo e

seguimento no estudo, assim como as perdas em cada um dos grupos.

Figura 2- Fluxograma de inclusdo e seguimento

53 pacientes portadores de
CMH
Randomizagdo simples Set/2014 a
\r/ abril/2016
26 Grupo Espironolactona 27 Grupo Placebo
Seguimento | | N ) i
ate 1 perda por hipopotassemia L per('jla por |nto~leranC|a.1 a"
ianeiro/2018 . droga "hipotensao arterial
Ja Intengdo de tratar .
Intengdo de tratar
1 6bito por morte subita

Fonte: A Autora, 2019.

Na admissdo 39 pacientes (73%) apresentavam sintomas (classe funcional NYHA
superior a II) e ao final do seguimento apenas 18 pacientes referiam sintomas (33%). Se
comparados os grupos espironolactona e placebo, em ambos, ao longo dos 21 meses de
seguimento houve melhora da classe funcional (Figura 3).

No grupo que usou espironolactona, no momento da inclusdo no estudo, apenas 3
pacientes apresentavam-se em classe funcional I NYHA, apds o periodo de seguimento 17

pacientes (p= 0,024).
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Figura 3 — Avaliagdo percentual da evolug¢ao dos sintomas pela classe funcional da NYHA

80%
0% 68% 68%
63%
59%
60%
50%
40%
33%
30%
30% 24% 24%
20%
8% P gy
(] (1]
10% %
0% [
CF1 CFlil CF 1l

TO Esp TOPlac mT21Esp mT21Plac

Legenda: CF :Classe funcional, TO: Inclusdo, T21: Consulta final, Esp: Espironolactona, Plac: Placebo.
Fonte: A Autora. 2019.

No grupo que usou placebo, no momento da inclusdo no estudo, 8 pacientes
apresentavam-se em Classe funcional | NYHA, apos o periodo de seguimento 17 pacientes (p=
0,018).

Quanto a prescrigdo dos pacientes, na comparacdo do momento da inclusdo e
seguimento temos grande homogeneidade. Nao houve diferengas com significancia estatistica

entre os grupos ao longo do tempo (Figura 4).

Figura 4 - Prescri¢ao de medicamentos ao longo do seguimento

120% TO ESPIRO TO PLACEBO ®T21ESPIRO mT21PLACEBO
100% p=0.35__ p=0,20

80%
60% p=1 P~ 0,59
p=0,08
40% P=0.76 p=0,76
p=0,09 p=0,46
20% I I p=0,66 p—o 660=0,19
0%

Betabloqueadores Verapamil/ Diureticos Anticoagulantes IECA/ BRA Amiodarona
Diltiazem

Legenda: IECA: Inibidores da enzima conversora da Angiotensina; BRA: Bloqueadores dos receptores da
Angiotensina.
Fonte: A Autora, 2019.
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Avaliada a influéncia do controle adequado da FC (definida como FC < 70bpm) na

melhora sintomatica apresentada pela amostra em questao ao longo do seguimento. Na Tabela

3 observa—se que ndo houve associacgao estatisticamente significativa para essa relagao.

Tabela 3 - Influéncia do controle de FC na melhora de sintomas ao longo do seguimento

FC <70bpm TO0 FC <70bpm T21 P
CFNYHATOI 9 5 0,696
CFNYHA TO II 19 15
CF NYHA TO IIT 2 3
CFNYHA T211 19 15 0,327
CFNYHA T21 11 7 8
CF NYHA T21 111 3

Legenda: CF: Classe funcional; NYHA: New York Heart Association, FC: frequéncia cardiaca, TO: incluséo;

T21: Final do seguimento

Fonte: A Autora, 2019.

Ao avaliar a presenca de fibrilagao atrial na populagdo do estudo observamos que seis

(11%) pacientes foram incluidos ja em ritmo de fibrilagdo atrial. Nao houve diferenca entre os

grupos espironolactona e placebo(p=1). Ao longo do seguimento ndo houve novos casos de

fibrilacao atrial.

Quanto ao fendtipo, houve predominio do padrao septal entre os dois grupos analisados

(Figura 5).
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Figura 5 - Distribuig@o fenotipica entre os grupos espironolactona e placebo

GRUPO ESPIRONOLACTONA GRUPO PLACEBO
W APICAL W LATERAL W APICAL W LATERAL
W LATERO/APICAL M SEPTAL W LATERO/APICAL M SEPTAL
B SEPTO/LATERAL B SEPTO/APICAL W SEPTAL/LATERAL B SEPTO/APICAL

8% 0f

Fonte: A Autora, 2019

Na Figura 6 foram descritos os grupos em relagdo a presenca ou ndo de gradiente
obstrutivo em TSVE. No grupo que fez uso de espironolactona 5 pacientes apresentavam
gradiente obstrutivo em repouso e 9 ap6s a manobra de Valsalva, um total de 14 (53%) pacientes
portadores de CMH em sua forma obstrutiva. Ja no grupo placebo, 3 pacientes apresentavam
gradiente obstrutivo em repouso e 5 apds manobra de Valsalva, 8 pacientes (29%) portadores
de CMH em sua forma obstrutiva. Ainda em relacdo forma obstrutiva da CMH, nao foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,70 para a avaliacdo do

gradiente TSVE em repouso e p=0,34 apds manobra de Valsalva).

Figura 6 — Percentual de pacientes com gradiente obstrutivo de TSVE

60
M Espironolactona H Placebo
40
20 -
=07 P=0,34
0
Repouso Valsalva

Fonte: A Autora, 2019.
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6.2 Avaliacao da Fibrose miocardica

Avaliado percentual de fibrose miocardica descrita pelas RM realizadas antes e apos
do uso de espironolactona e placebo. Nota — se uma diminui¢ao do numero de pacientes que
apresentavam fibrose grave ao final do seguimento no grupo que fez uso de espironolactona,
no entanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos ao longo do tempo

(Tabela 4 e Figura 7).

Tabela 4 - Avaliagdo da fibrose miocardica pela RM entre os grupos ao longo do seguimento

Espironolactona Placebo P
(N=27)* (N=26)
Fibrose Nao grave T0 25(92%) 26(96%) 0,68
Fibrose grave T0 2(8%) 1(4%)
Fibrose Nao grave T21 19(76%) 24(89%) 0,11
Fibrose grave T21 6(24%) 3(11%)

Fonte: A Autora, 2019.

Figura 7 - Avaliagdo da fibrose miocardica pela RM entre os grupos ao longo do seguimento
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Fonte: A Autora,2019.

Avaliada funcao sistolica de ventriculo esquerdo nas RM realizadas no inicio e final do

seguimento. Em nenhum dos pacientes incluidos foi descrita disfuncao sistélica grave. Buscou—
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se, entdo, a relacdo entre presenca ou ndo de fibrose grave e sua associagdo com a evolucao da

disfuncao sistélica durante o periodo de seguimento (Tabela 5).

Tabela 5 — Relagdo entre o percentual de fibrose miocardica e disfungao sistolica (VE) pela RM

T21 Fibrose Grave Fibrose Nao grave P
Disfuncao sistélica leve (T21) 3 0 0,0204
Disfuncio sist. Moderada (T21) 2 0
Funcao sistélica normal (T21) 20 27
T0 Fibrose Grave Fibrose nio grave P
Disfuncao sistélica leve (T21) 3 0 0,164
Disfuncao sist. Moderada (T21) 1 1
Funcao sistélica normal (T21) 20 27

Legenda: T21: 21 més de seguimento; TO: inclusdo no estudo, VE: Ventriculo esquerdo.
Fonte: A Autora, 2019.

Houve associagdo entre a presenga de disfungao sistolica e fibrose grave na RM ao final

do seguimento.

6.3 Avaliacao das mutacées patogénicas

Na avaliagcdo genotipica dos pacientes foram avaliados os polimorfismos do gene beta
miosina de cadeia pesada(MHY7), miosina, tropomiosina e da troponina T. Investigadas 25 das

mutagdes mais frequentemente descritas como patogénicas (Quadro 2).
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Quadro 2 - Mutagdes patogénicas pesquisadas e numero de pacientes em que foram encontradas

MUTACAO | GENE | PROTEINA MUTADA | NUMERO DE PACIENTES
GLY256GLU | MHY7 GLY 143 3
GLY584ARG | MHY7 GLY227.1F !
VAL6O6MET | VY7 GLY227.2F 2
GLY716ARG | MHY7 GLY394.1F !
PHESI3CYS | MHY7 GLU166.2F 0
GLU949LYS |  MHY7 GLU280 6
GLu4gsLys |  MHY7 GLU166.1F 0
ARG403TRP | MHY7 ARG219 0
GLU93sLYS | MHYY GLU234 0
ARG249GIN | MHY7 ARG249 0
ARG723CYS | MHY7 GLY394.2F 0
ALA728VAL | MHY7 GLY394.3F 0
GLY741ARG | MHY7 GLY394.4F 0
MET349THR | VHY7 MET198 !
LEU90SVAL | MHY7 LEU170.1F 7
GLuo24rys | MHY7 LEU170.2F 0
GLUISS3LYS |  MHY7 GLU202 6
ARG4s3CYN | MHYT ARG283 0
ARG403GLN | MHY7 ARG300.SR 0
GLU22LYS Miosina GLU188 4
PROO4ARG | Miosina PRO326 1
ALAI13THR Miosina ALA106 0
ASP175ASN | Tropomiosina ASP416 0
ARG92GLN | Troponina T ARG138 1
ILE79ASN Troponina T ILE236 0

Legenda: ARG: Arginina, TRP: Triptofano, GLU: Glutamato, LYS: Lisina, GLN: Glutamina, CYS: Cisteina,
ALA: Alanina, VAL: Valina, GLY: Glicina, MET: Metionina, THR: Treonina, LEU: Leucina, CYN:
Cistina, PRO: Prolina, ASP: Aspartato, ASN: Asparagina, ILE: Isoleucina

Fonte: A Autora, 2019.
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Foram colhidas 53 amostras para avaliagdo do DNA. Em 30(57%) pacientes nao foram
encontradas mutacdes patogénicas. Em 15 pacientes (28%) foram encontradas apenas uma
mutagdo patogénica. Em 6 pacientes (11%) encontradas 2 mutagdes patogénicas e em 2
pacientes (4%) encontradas 3 mutacdes patogénicas (Figura 8). Como anteriormente descrito,
um dos pacientes da amostra faleceu por morte subita ao longo do seguimento. Este paciente

apresentava 3 mutacdes patogénicas.

Figura 8: Avaliagcdo quanto ao percentual de multiplas mutagdes por paciente

35 B 1 mutacdo B2 mutagdes 3 mutacgdes
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Fonte: A Autora, 2019.

Quanto a implicagdo da presenca de multiplas mutagdes no progndstico:

- Dois pacientes apresentavam 3 mutagdes patogénicas: um faleceu por morte subita
ao longo do seguimento e o outro nao apresenta disfuncao sistélica ou fibrose grave a RM TO
e T21.

- Seis pacientes apresentaram 2 mutagdes patogénicas: Em apenas um deles foi
descrita a presenca de fibrose grave, todos os seis apresentavam funcao sistélica de VE
preservada nas RM de TO e T21.

- Trés pacientes apresentaram disfuncao sistolica de VE na RM do T0, em nenhum
deles foi possivel identificar a mutagdo patogénica.

- Cinco pacientes evoluiram com disfuncao sistolica de VE na RM em T21. Em dois

deles foi identificada apenas uma mutacgao patogénica.
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- Oito pacientes evoluiram com fibrose grave na RM em T21: 3 pacientes que ja tinham
fibrose grave no momento da inclusdo e outros 5 pacientes. Destes, em apenas um foi descrita
sua mutagao patogénica.

Dada a baixa prevaléncia de eventos, optou-se por criar um desfecho combinado de
obito, disfungdo sistolica e fibrose grave a RM. Avaliou—-se a relagdo da identificagdo de
multiplas mutagdes patogénicas e o progndstico. Novamente nao houve significancia estatistica

(Tabela 6).

Tabela 6 — Avaliagdo da influéncia de multiplas mutagdes patogénicas identificadas e

prognostico

RESPOSTA | 0 OU 1 MUTACAO | 2 OU 3 MUTACOES | P
Desfecho combinado (%) NAO 34 (75.6) 6 (75) 1
SIM 11 (24.4) 2 (25)

Fonte: A Autora, 2019.

Na Tabela 7 sdo descritas as caracteristicas dos pacientes que evoluiram com disfungao

sistolica de VE ou fibrose grave a RM ao longo do periodo de seguimento.

Tabela 7: Descrigao do nimero de mutagdes patogénicas encontradas dentre os pacientes com

disfuncdo sistolica ou fibrose grave a RM

Paciente Disf. sist.  Disf. sist. Fibrose Fibrose grave Espirono. = Mutacao

TO T21 grave TO T21 (N°)

DSJ N N S S S S(2)
NMN S S S S N N
PCFG S N N N N N
FCM N N S S S N
SRJC N N N S S N

DAP N S N N N S(1)
ALOS S S N S S N
MSO N S N S S N

WLSS N S N N N S(1)
AGP N N N S N N

RBGS N N N S N S(1)

Legenda: Disf. Sist..: Disfungao sistolica, Espirono: Espironolactona, S: Sim, N: Nao, N°: nimero. T0: inclusao,
T21: Final do seguimento.
Fonte: A Autora, 2019.
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Foi avaliada a associagdo entre as mutagdes encontradas individualmente e a evolucao
para disfuncao sistolica ou disfuncao diastolica ao longo do seguimento, no entanto nao houve
significancia estatistica. Considerando o baixo volume das mutagdes quando avaliadas
individualmente, tentou-se associar as proteinas mutadas (MHY7, Troponina T, Tropomiosina
ou miosina) com a evolugdo para disfun¢do sistolica ou disfun¢do diastolica ao longo do
seguimento. Mais uma vez nao houve significancia estatistica. Vale ressaltar que ndo foram
descritas na populacao do estudo mutagdes na Tropomiosina.

Tentou-se ainda, associar a presenca de mutagdes patogénicas das proteinas
sarcoméricas com evolugdo para fibrose grave a RM. Tal associagdo também nao se mostrou

estatisticamente significativa (Tabela 8).

Tabela 8 — Relagdo entre a presenca de mutagdes nas proteinas sarcoméricas e fibrose grave

VARIAVEIS RESPOSTA | FIBROSE | FIBROSE NAO P
GRAVE(N=26) | GRAVE(N=27)
MYH7(%) NAO 4(36,4%) 2(15.,4%) 0,357
SIM 7(63,6%) 11(84,6%)
MIOSINA (%) NAO 9(81,8%) 11(84,6%) 1
SIM 2(18,2%) 2(15,4%)
TROPONINA T (%) NAO 10(90,9%) 13(100%) 0,458
SIM 1(9,1%) 0

Fonte: A Autora, 2019.

6.4 Analise do polimorfismo da Aldosterona sintase

"Foram descritos os resultados encontrados na avaliagdo do polimorfismo da
Aldosterona sintase e seus trés subtipos: TT, TC, CC. Nota-se que o subtipo mais frequente na

populagdo estudada foi T/C (Tabela 9).
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Tabela 9 - Distribui¢do dos subtipos no polimorfismo da Aldosterona sintase entre os grupos

espironolactona e placebo

Subtipos Espironolactona (N=26) Placebo (N=27) P
c/C 3 (11.5%) 2 (7,4%) 0,654
7/C 12 (46.2%) 16 (59,3%)

/T 11 (42.3%) 9 (33,3%)

Fonte: A Autora, 2019.

Buscou-se associagdo entre os subtipos no polimorfismo da Aldosterona sintase € a
presenga de disfungdo sistdlica pela RM ou diastolica pelo ecocardiograma na amostra
estudada. Tanto a presenca de disfungdo sistolica quanto a disfuncdo diastdlica foram mais
frequentes nos pacientes dos subtipo T/C. Nao houve, entretanto, significancia estatistica para

estas associagdes. (Tabelas 10 e 11).

Tabela 10 - Associagdo entre o polimorfismo da Aldosterona sintase e disfungao sistolica

(RM TO)
Subtipos Disfung¢do Disfun¢do Normal (n=50) P
sistolica leve sistolica
(n=2) grave (n=1)
cc 0 (0,0) 0(0,0) 5(10,0) 0,88
e 1 (50,0) 1 (100,0) 26 (52,0)
/T 1 (50,0) 0(0,0) 19 (38,0)

Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 11 - Associacdo entre o polimorfismo da Aldosterona sintase e disfungdo diastolica

(Ecocardiograma)
Subtipos Disfung¢do Prejudicada P
diastolica> 11
c/C 2 (5,7) 3(16,7) 0,242
17/C 21 (60,0) 7 (38,9)
/T 12 (34,3) 8 (44,4)

Fonte: A Autora, 2019.
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Posteriormente, avaliados separadamente os grupos espironolactona e placebo quanto a
associagdo entre os subtipos no polimorfismo da Aldosterona sintase, presenga ou nao de
disfungdo diastolica ao ecocardiograma, fibrose grave e a presenca de disfuncao sistolica na
avaliacdo das RM de inclusao e ao final do seguimento (Tabelas 12 e 13). Nao houve
significancia estatistica para nenhuma das varidveis analisadas no grupo espironolactona. No
grupo Placebo houve associagdo com significancia estatistica entre pacientes com analise da

fungado sistolica prejudicada e o subtipo C/C.

Tabela 12 - Grupo espironolactona; Associacdo entre o polimorfismo da Aldosterona sintase e

funcao diastolica (Ecocardiograma), funcao sistélica e fibrose miocardica (RM de

inclusdo- TO e final- T21)

Variaveis Respostas C/C(n=3)| T/C(n=12) |T/T(n=11)| P
Funcao Diastolica (%) | Disf. Diast. 2 (66.7) 7 (58.3) 6 (54.5) 0,93
Prejudicada 1(33.3) 5(41.7) 5(45.5)
Fibrose RM TO (%) Nio grave 3(100.0) | 11 (91.7) 1(9.1) 0,866
Grave 0 (0.0) 1(8.3) 10 (90.9)
Fibrose RM T21 (%)* | Nao grave 3 (100.0) |9(75.0) 7 (50.0) 0,562
Grave 0 (0.0) 3 (25.0) 3 (30.0)
Fungao sistolica VE RM | Disf. Leve 0 (0.0) 0 (0.0) 1(9.1) NA
TO (%) Disf.Grave 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
Normal 3(100.0) | 12(100.0) 10 (90.9)
Funcao sistolica VE RM | Disf. Leve 0 (0.0) 1(8.3) 0(0.0) 0,625
T21 (%)* Disf. Mod 0 (0.0) 0 (0.0) 1(10.0)
Normal 3(100.0) | 11(91.7) 9 (90.0)

Legenda: RM: Ressonancia magnética; T0: Momento da inclusdo, T21: avaliagdo final, VE: Ventriculo

esquerdo, Disf.: Disfungdo, Mod: Moderada, Disf. Diast. Disfuncdo diastolica. *n= 10 referente a um

obito no seguimento.
Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 13 - Grupo Placebo: Associacao entre o polimorfismo da Aldosterona sintase e fungao

diastolica (Ecocardiograma), fungao sistolica e fibrose miocardica (RM de

inclusdo- TO e final- T21)

Variaveis Respostas C/C(n=2) | T/C(n=16) | T/T(n=9) | P
Funcao Diastolica (%) | Disf. Diast. 0 (0.0) 14 (87.5) |6(66.7) | 0,024
Prejudicada 2 (100.0) |2 (12.5) 3(33.3)
Fibrose RM TO (%) Nao grave 2(100.0) | 15(93.8) |9(100.0) | 0,7
Grave 0 (0.0) 1(6.2) 0(0.0)
Fibrose RM T21 (%) | Nao grave 2(100.0) | 14(87.5) |8(88.9) | 0,869
Grave 0 (00.0) 2 (12.5) 1(11.1)
Funcao sistolica RM TO | Disf.Leve 0 (0.0) 1(6.2) 0(0.0) 0,829
(%) Disf. Grave 0 (0.0) 1(6.2) 0 (0.0)
Normal 2(100.0) | 14(87.5) |9 (100.0)
Fungdo sistolica RM | Disf. Leve 0 (0.0) 2 (12.5) 0 (0.0) 0,677
T21 (%) Disf. Mod 0 (0.0) 1(6.2) 0 (0.0)
Normal 2(100.0) | 13(81.2) |9(100.0)

Legenda: RM: Ressonancia magnética; T0: Momento da inclusdo, T21: avaliacdo final, VE: Ventriculo
esquerdo, Disf.: Disfun¢cdo, Mod: Moderada Disf. Diast: Disfuncao diastolica.

Fonte: A Autora, 2019.

6.5 Analise dos miRNA

Avaliada evolucdo dos niveis séricos de miRNA 21 e 29 ao longo do periodo de

seguimento em ambos os grupos (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14 - Variag¢ao dos niveis de miRNA 21 entre os grupos espironolactona e placebo ao

longo do tempo

miRNA 21 T0 MEDIA DP Minimo Maximo n Missing
Espironolactona | 1,993133 2322821 2,322821  12,02772 25 !
Placebo | 5497424 1 190018 16,090018  84,67367 27 O
miRNA 21 T18 | MEDIA DP Minimo Maximo n Missing
Espironolactona | 551975 61038720 0,03231021 22,195 25 1
Placebo 4,086622 4.6834540 0,22656203 18,12476 27 0

Legenda: miRNA: micro RNA; TO: Momento da inclusdo, T21: avaliacdo final, DP:

Fonte: A Autora, 2019.

Desvio padrao.
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Tabela 15 - Variagao dos niveis de miRNA 29 entre os grupos espironolactona e placebo ao

longo do tempo

miRNA 29 T0 MEDIA DP Minimo Maximo n Missing

Espironolactona 62,23874 102,67905 1,031946 457,8944 25 1

Placebo 72,61293  86,66656 1 349,3395 27 0

miRNA 29 T18 MEDIA DP Minimo Maximo n Missing
Espironolactona 26,24083 29,44833 0,7558982 136,5947 25 1

Placebo 95,35488 162,63273 2,2490404 786,6751 27 0

Legenda: miRNA: micro RNA; T0: Momento da inclusdo, T21: avaliacdo final, DP: Desvio padréo.
Fonte: A Autor, 2019.

Posteriormente avaliada a relacdo entre a evolugdo do miRNA 21 ao longo do tempo e
entre os grupos espironolactona e placebo. Nao foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa para estas relagdes (Figura 9). Diferenga entre os grupos ao longo do tempo: p =

0,2063. Diferenca entre os grupos: p=0,506. Diferenca pelo tempo: p= 0,206.

Figura 9 - Variagdo dos niveis de miRNA21 ao Ilongo do seguimento
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Fonte: A Autora, 2019.

Da mesma forma foi testada a relag@o entre a evolugdo do miRNA 29 entre os grupos
ao longo do tempo. Nota-se ao longo do seguimento o down regulation do miRNA 29 para o

grupo que fez uso de espironolactona. Também nao houve significancia estatistica para estas
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associagdes. Diferencga entre os grupos ao longo do tempo: p = 0,1361, Diferenca pelo tempo:

p=0,73, Diferenca entre os grupos: p= 0,08 (Figura 10).

Figura 10 - Variagdo dos niveis de miRNA29 ao longo do seguimento
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Fonte: A Autora, 2019.

Avaliada ainda, se a variagdo dos valores de miRNA 21 apresentavam correlacdo com

o grau de fibrose miocardica pela RM ao longo do seguimento (Tabela 16). Observa — se que

pacientes que apresentavam fibrose grave a RM no momento da inclusdo evoluiram com

elevacdes estatisticamente significativas de valores deste miRNA (Figura 11).

Tabela 16 - Correlagdo dos niveis de miRNA 21 ao longo do seguimento e evolucao da fibrose

miocardica pela RM

miRNA21 Minimo Mediana Maximo p
FIBROSE GRAVE T0 -8,223749 0,9492637 18,2911 0,0438
FIBROSE NAO GRAVE.T0 -83,851003 0,3275121 14,94119
FIBROSE GRAVE T21 -8,223749 0,7220309 18,2911 0,561
FIBROSE NAO GRAVE T21 -83,851003 0,6447591 14,94119

Legenda: miRNA: micro RNA; T0: Momento da inclusdo, T21: avaliacdo final.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 11 - Correlacdo entre a variagdo do miRNA21 ao longo do seguimento e presenca de

fibrose grave a RM a inclusao
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Fonte: A Autora, 2019

A mesma avaliacao foi realizada para os niveis de miRNA 29. A evolucdo de miRNA

29, no entanto, nao se correlacionou com a evolucgao da fibrose miocardica a RM (Tabela 17).

Tabela 17 - Correlagdo dos niveis de miRNA 29 ao longo do seguimento e evolucao da

fibrose miocardica pela RM

miRNA 29 Minimo Mediana Maximo p
FIBROSE GRAVE T0 -282,3189 -0,3455788 | 614,15988 0,848
FIBROSE NAO GRAVE T0 -391,2991 3,134751 363,09504
FIBROSE GRAVE T21 -282,3189 1,598265 614,15988 0,215
FIBROSE NAO GRAVE T21 -391,2991 -2,9798538 92,50311

Legenda: miRNA: micro RNA; T0: Momento da inclusdo, T21: avalia¢do final.
Fonte: A Autora, 2019.
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7 DISCUSSAO

A despeito de representar a cardiopatia genética mais comum, CMH tem baixo nimero
de publicagdes com foco em terapia farmacologica desde sua descri¢do inicial ha cerca de
cinquenta anos. Além disso, as publicagdes existentes em maioria envolvem poucos pacientes,
as amostras costumam ser heterogéneas ¢ os desfechos analisados, em geral nao avaliam o
impacto das drogas na historia natural desta doenca. Por esta razdo, desenvolver terapias
farmacoldgicas baseadas em evidéncias tornou se uma prioridade.®*

Assim como descrito para outras doengas genéticas, ha algumas limitacdes ao se pensar
em desenvolver estudos randomizados em CMH. Dada a prevaléncia desta cardiopatia na
populagio geral, os estudos deverdo partir de centros tercidrios especializados.!?3*>85 Além
disso, as taxas de eventos cardiovasculares como morte, morte subita, acidente vascular cerebral
e IC com fragdo de ejecdo reduzida sdo baixas entre os portadores desta doenga. Portanto,
estudos que avaliem prognoéstico ou beneficio de alguma terapia necessitam envolver grandes
amostras populacionais em longos periodos de seguimento.!-31:56:63.64.85

Os inibidores da aldosterona, dos quais a espironolactona ¢ um dos representantes, sao
medicamentos efetivos em melhorar a morbimortalidade e a taxa de hospitalizagao de pacientes
portadores de IC com fracdo de ejecdo reduzida e sintomaticos, -3%8590.160

Os niveis de aldosterona parecem estar aumentados no miocéardio de pacientes
portadores de CMH. Tal fato contribui para a hipotese de que a aldosterona estaria envolvida
nos mecanismos de remodelamento cardiaco.?!#:87:%0

Em 2004, um estudo que utilizou ratos como modelos de CMH humana, mostrou
beneficios da espironolactona em reverter a fibrose miocdrdica e na melhora da fungdo
diastolica.”’

Em um grande estudo multicéntrico envolvendo 3445 pacientes portadores de IC com
fracdo de ejecao preservada sintomaticos, os inibidores da aldosterona (espironolactona) ndo
mostraram beneficio em sobrevida. No entanto, houve menor nimero de hospitalizagdes no
grupo de pacientes tratados com espironolactona. Além disso, andlises de subgrupos
questionam a qualidade da administra¢do ou controle da droga ao longo do seguimento por
alguns centros (Russia e Geodrgia). Se avaliados apenas os centros pesquisadores americanos a
espironolactona foi claramente superior ao placebo na prevengdo de eventos

cardiovasculares.'01-162
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Por tratar-se de um farmaco pertencente a classe dos diuréticos poupadores de potssio
e também por apresentar propriedades anti-androgénicas, havia grande preocupacao quanto a
tolerancia da droga.'® Ao longo do seguimento, apenas em dois casos houve suspensio da
espironolactona. Em um dos casos, a suspensao foi motivada por hipotensao arterial. Como foi
um paciente incluido no grupo que fez uso de placebo, certamente o efeito hipotensor ndo se
relacionava a utilizagdo da droga. No outro caso, em um paciente em uso de espironolactona, a
suspensdo foi secundaria a hiperpotassemia, um dos efeitos adversos esperados. Feita a
reintroducao da espironolactona ao final de duas semanas, mas pela recidiva da hiperpotassemia
optou-se por suspensao definitiva da droga e acompanhamento deste paciente por intencao de
tratar.

A fibrose miocardica efetivamente quantificada pela técnica de realce tardio na RM,
vem sendo correlacionada a um pior progndstico na CMH. Pacientes que apresentam fibrose
miocardica grave tém maior chance de morte stibita e evolugdo para disfungdo sistdlica de

L1411 Como previamente mencionado, a taxa anual de eventos

ventriculo esquerdo.
cardiovasculares maiores € pequena nesta doenga. Por esta razao foi utilizada a evolugdo da
fibrose miocardica avaliada pela técnica de realce tardio na RM como desfecho principal do
presente estudo.

Ao descrever a populagdo analisada, observa-se que a randomizacdo simples foi
adequada em promover grupos “espironolactona” e “placebo” de caracteristicas bastante
semelhantes. Os pacientes sdo relativamente jovens, de raga predominantemente branca,
equilibrada entre os sexos em acordo com as expectativas baseadas nas populacdes de CMH
descritas pela literatura.'

A grande maioria dos pacientes era sintomatica no momento da randomizacdo e, em
geral os sintomas vinham evoluindo ao longo de anos. Por se tratar de ambulatério de
referéncia, tal achado era esperado. O controle sintomatico foi feito predominantemente com
uso de betabloqueadores e bloqueadores dos canais de calcio em acordo com as recomendacdes
internacionais.' Ainda em relagiio ao controle dos sintomas ao longo do tempo, em ambos os
grupos estudados, houve melhora sintomatica com uma maior propor¢ao de pacientes referindo
classe funcional inferior a II ap6s 18 meses de seguimento. Como a melhora sintomatica foi
descrita para ambos os grupos estudados, € provavel que o seguimento regular trimestral tenha
influenciado na otimizagdo do uso da prescrigdo médica, com mais efetivo controle de duplo

produto cardiaco.
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Cerca de um ter¢o dos pacientes, assim como descrito em outros estudos em CMH,
apresentava gradiente obstrutivo em TSVE avaliado pelo ecocardiograma transtoracico
realizado na inclusdo (41%). 7%

Na CMH ¢ descrita um prevaléncia de 5 a 10% de evolucao para disfuncao sistolica do
ventriculo esquerdo.! A presenca de disfungio sistélica de ventriculo esquerdo foi descrita em
5,6% da populagdo estudada pelos exames de RM realizados entre TO e T3. Nao foi identificada
disfungao sistolica pelo ecocardiograma transtoracico bidimensional realizado. Tal diferenca
pode ser secundaria a utilizagdo de definicdes diferentes para disfungao sistdlica entre os
métodos. !> 17

Cerca de 11% da amostra apresentou fibrilagdo atrial e vinha em uso de anticoagulagdo
oral. Percentual bastante inferior ao estimado pelos estudos internacionais em CMH, nos quais
sdo descritas prevaléncias de até 30% de fibrilagdo atrial associada a essa patologia. '

A prevaléncia de HAS associada a CMH ¢ estimada em cerca de 20%.'%* Na populagio
incluida neste estudo, mais da metade dos pacientes era hipertensa (56%). Seria esperada uma
maior prevaléncia de HAS para uma populacdo mais idosa. Em presenca desta associacdo, a
RM cardiaca faz se imprescindivel para o diagnostico diferencial entre cardiopatia hipertensiva
e CMH.'%

Apenas 3 pacientes apresentaram descri¢do de fibrose grave. Tal fato pode estar
relacionado aos critérios de inclusdo no estudo. Ao excluir os pacientes portadores de CDI ou
MPD, assim como os que foram anteriormente submetidos a alcoolizagao septal ou miectomia
cirargica, excluimos a populagdo mais grave de pacientes portadores de CMH, estes
possivelmente apresentariam maior percentual de fibrose a RM. A presenga de CDI ou MPD
tornaria inviavel a realizagao de RM nos aparelhos disponiveis para o estudo. Da mesma forma,
tanto a alcoolizacdo septal como a miectomia cirirgica podem promover cicatrizes (fibrose)
apds o procedimento e poderiam prejudicar a avaliacdo do percentual de substitui¢do
miocardica por fibrose a RM.

Em 2018, Maron e cols. publicaram um estudo de um tnico centro norte americano
bastante semelhante ao aqui apresentado. Foi incluida uma amostra de também 53 pacientes.
Estes pacientes foram acompanhados por periodo inferior: 12 meses. Foram randomizados 1:1
para uso de espironolactona em dose duas vezes maior, 50mg ao dia ou placebo.”’ As
caracteristicas da populacao avaliada em muito se assemelham as caracteristicas da populagao
incluida no presente estudo, eram discretamente mais jovens na populacdo norte americana e
com maior nimero de homens incluidos. Nesta populagdo, a espironolactona 50mg ao dia por

12 meses ndo mostrou beneficio em reducao de fibrose miocéardica pela RM ou na redugao dos



66

biomarcadores para fibrose ao longo do seguimento. Os autores questionaram a influéncia do
tempo de seguimento como possivel razdo para ndo resposta a espironolactona.”

No presente estudo, a espironolactona 25mg utilizada diariamente por 18 meses mostrou
redugdo da “fibrose grave” em relagdao ao placebo na evolugdo do percentual de substituigao
miocardica na RM, porém sem diferenca estatistica significativa, fato que pode ser atribuida a
pequeno numero de pacientes.

Na amostra estudada, em acordo com achados da literatura internacional, a presenca de
“fibrose grave” pode ser relacionada a uma maior incidéncia de disfungao sistolica ao longo do
tempo."!4"151 No entanto, quando avaliada a influéncia da espironolactona na evolugdo dos
pacientes em relacdo a fungdo sistolica de VE, assim como no estudo norte americano, ndo
houve associacdo com significancia estatistica.”

Quanto a andlise genética, em 43% dos pacientes incluidos foi possivel descrever a
mutacdo patogénica relacionada a CMH. A literatura estima uma taxa de 50% de testes
genéticos positivos para esta doenca.!*> A menor taxa de testes positivos pode ser explicada
pelo estudo de apenas 25 mutacdes patogénicas. Sabe-se que hd mais de 1500 mutagdes
patogénicas descritas para CMH.! As mutagdes da MYH?7 foram as mais comuns nesta
populagio, também em acordo com a literatura mundial.!#%-3

Avaliada a associacao entre a identificagdo das mutacdes patogénicas e a presenga de
disfungdo sistolica ou maior percentual de substituicdo miocéardica por fibrose. Nao foi possivel,
no entanto, estabelecer relagdo entre a presenca de mutagdes patogénicas identificadas e a
evolucdo dos pacientes quanto ao percentual de fibrose miocardica descrito pela RM ou funcao
sistolica ao longo do seguimento. O tamanho amostral assim como o ainda pequeno numero de
mutacoes patogénicas testadas podem ter contribuido para que essa associacdo tenha sido
negativa.

Além disso, a presenga de multiplas mutagdes patogé€nicas em um mesmo individuo
vem sendo associada a um pior prognostico evolutivo na CMH. >! 112114 Foram encontradas 3
mutacoes patogénicas em dois pacientes (4%). Em um destes casos, o pacientes evoluiu com
morte subita ao longo do seguimento. J& o outro paciente ndo apresentou disfung¢ao sistdlica ou
“fibrose grave”. Foram ainda descritas duas mutagdes patogénicas em seis outros pacientes
(11%), nestes casos também nao foi possivel estabelecer relagdo direta entre a presenga das
multiplas mutagdes e o prognostico. Vale destacar, entretanto, que na populacao estudada foram
descritos 15% de pacientes portadores de multiplas mutagdes patogénicas, percentual até trés

vezes maior que o descrito em outras séries populacionais. >!- 112114
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Tentou-se ainda, associar os polimorfismos descritos para a Aldosterona sintase e a
evolucdo dos pacientes quanto ao percentual de fibrose miocardica descrito pela RM ou fun¢ao
sistolica ao longo do seguimento. Existem poucos estudos que associam este polimorfismo com
a CMH e demonstram resultados conflitantes em relagdo ao alelo mais associado a esta
doenca.’®®! O alelo C vem sendo relacionado a uma maior atividade da Aldosterona sintase e,
também a alteracdes estruturais, remodelamento, resposta vasodilatadora e massa
ventricular.!** Na amostra analisada, o polimorfismo mais comum foi C/T, em acordo com
resultados apresentados em outras coortes internacionais.!** Pacientes portadores do alelo C,
também nesta populacdo apresentaram uma maior proporg¢ao de disfuncao sistdlica e diastolica
de VE. Nao houve, entretanto, associagdo com significancia estatistica para quaisquer dos
polimorfismos e a evolugdo em relagao as fungdes sistdlica ou diastolica de VE ou ainda em
relagdo ao percentual de substitui¢do do miocardio por fibrose a RM.

Por fim, avaliados os miRNA. Estes s3o moléculas pequenas de RNA nao codificado,
relacionadas a regulagio da expressdo génica. !> Os miRNA vem sendo descritos desde 1990,
e evidéncias atuais sugerem que por influir na transcrigdo de iniimeras proteinas, estejam
intimamente ligados a patogénese das doencas cardiovasculares, sejam elas arritmicas,
isquémicas ou estruturais. Foram escolhidos os miRNA 21 e 29 hoje fortemente associados pela
literatura internacional a fibrose miocardica. 2**>?® Buscou-se entender o comportamento dos
miRNA 21 e 29a ao longo do seguimento dos pacientes portadores de CMH, a influéncia do
uso de espironolactona nos niveis desses miRNA, assim como sua utilidade como marcadores
de pior evolugdo quanto a fibrose miocérdica e disfungao sistolica.

Um estudo Europeu, publicado em 2014, avaliou o comportamento de 21 diferentes
miRNA especificos e nao especificos do coragdo em pacientes portadores de CMH. Foram
encontrados 12 miRNA cujos niveis séricos estavam elevados naquela populacdo. Destes,
somente trés tiveram relacdo com a hipertrofia miocardica e dentre estes apenas o miRNA 29a
pode ser associado a fibrose miocardica. 1%

Posteriormente em 2015, um outro estudo australiano incluiu 55 pacientes portadores
de CMH e avaliou o papel de 30 diferentes miRNA como possiveis biomarcadores de fibrose
miocardica. Nesta populacdo, novamente destacaram-se os miRNA 21 e 29 em associagdo com
a fibrose miocardica detectada pela RM na técnica de realce tardio. Este estudo fortalece a
hipotese de que os miRNA parecem ser eficazes como biomarcadores de fibrose miocardica na
CMH, no entanto seu valor ¢ mais expressivo quando avaliados em combinag¢do de oito

diferentes miRNA.'%’
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Na amostra populacional avaliada foi possivel observar a associagdo de niveis elevados
de miRNA 21 e a presenga de “fibrose grave” descrita pela RM. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa ao se comparar os grupos espironolactona e placebo.

Ja em relacdo ao miRNA 29a, ao longo do seguimento houve um down grade de seus
niveis no grupo que fez uso de espironolactona, sugerindo evolugdo do processo de
transformagao do miocardio por tecido fibrotico sem influéncia protetora da droga do estudo.
Nao houve também associacdo com significancia estatistica para a evolugdao dos niveis de
miRNA 29a e a presenca de fibrose miocardica grave ou disfungdo sistolica. Tais achados
podem ser atribuidos ao periodo de seguimento, talvez insuficiente para analise de modificagdes
fenotipicas tdo expressivas.

Novos estudos randomizados que busquem respostas para a terapéutica farmacologica
na CMH sao necessarios e, a despeito das dificuldades proprias devido as caracteristicas desta

doenga, devem ser incentivados.
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8 LIMITACOES

A taxa de eventos cardiovasculares maiores como morte subita, morte por causas
cardiovasculares, acidente vascular cerebral e evolugdo para IC com fracdo de ejecdo reduzida
¢ baixa. Desta forma, um desfecho de imagem como o percentual de substituicdo miocardica
por fibrose identificada e quantificada pela técnica de realce tardio na RM cardiaca foi utilizado
para avaliar beneficio terapéutico da droga em investigacao.

Ao excluir pacientes portadores de marca-passo definitivo e cardiodesfibrilador
implantavel, assim como o0s pacientes anteriormente submetidos a alcooliza¢do septal ou
miectomia cirargica, foram excluidos os pacientes potencialmente mais graves e com maior
chance de apresentar maior percentual de substituicdo miocardica por fibrose. E possivel ter
excluido os pacientes que mais beneficio teriam do uso da espironolactona.

O tempo de seguimento de dezoito meses, estabelecido com base em estudos
experimentais, em especial estudos veterinarios, pode ter sido insuficiente para as variagdes de
miRNA e no percentual de substituicao miocardica por fibrose.

Nao houve regularidade no agendamento das ressondncias magnéticas de coragao por
limitagdes referentes ao SUS. E possivel que variagdes (maximo de trés meses) entre 0s
pacientes tenha influenciado na anélise dos resultados.

Nao foi possivel, por limitacdes referentes a modificacdes do laboratério de
Ecocardiografia do HUPE, a realizagdo de ecocardiograma transtoracico ao final do
seguimento. Perdeu-se, desta forma, a chance de analisar evolutivamente uma ampla gama de
variaveis ecocardiograficas de grande importancia a esta populagao.

A andlise genética de outras proteinas sarcoméricas frequentemente acometidas na

CMH poderia tornar maior o percentual de mutagdes patogénicas encontradas nesta populagao.



70

CONCLUSOES

A espironolactona nao foi capaz de modificar o percentual de substituicdo de miocardio
por fibrose avaliada pela RM cardiaca nesta populagdo. Além disso, a droga de estudo nao foi
capaz de modificar sintomas ou prevenir evolugdo para disfungdo sistolica de ventriculo
esquerdo.

As mutagdes patogénicas mais frequentes foram na MYH7. No entanto, as mutagdes
patogénicas encontradas nao foram capazes de predizer maior ou menor tendéncia a fibrose
miocardica grave ou evolugdo para disfung¢ao sistolica de ventriculo esquerdo.

O polimorfismo genético da Aldosterona sintase mais comum foi o T/C. Todavia, a
despeito do alelo C ser mais prevalente estre os pacientes que apresentaram disfungdes sistolica
ou diastdlica de VE, para nenhum dos polimorfismos houve associagdo a maior ou menor
tendéncia a fibrose miocardica grave ou evolugdo para disfuncdo sistélica de ventriculo
esquerdo.

A presenga de “fibrose grave” na RM pode ser correlacionada a elevacdo de miRNA 21.

Os niveis séricos de miRNA, no entanto, ndo pareceram ser influenciados pelo uso de
espironolactona. Nem tdao pouco, foi possivel correlacionar as variagdes do miRNA com a

evolucao de funcao sistolica.
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Titulo da Pesquisa: Cardiomiopatia hipertrofica: analise do perfil epidemioldgico, clinico,
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DADOS DO PARECER

Nuimero do Parecer: 500.142
Data da Relatoria: 13/11/2013
Apresentacio do Projeto:

Cardiomiopatia hipertroéfica (CMH) ¢ a doenga genética cardiaca mais comum no
coragdo, presente em cerca de 0,2% da populagdao mundial. CMH ¢é também a principal causa
de morte subita em jovens com idade inferior a 35 anos. CMH tem como caracteristicas
fisiopatologicas a presenca de diferentes graus de hipertrofia miocéardica simétrica ou
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assimétrica, fibrose e deformagao dos cardiomiocitos. O gatilho para fibrose na CMH nao foi
elucidado. Fibrose esta relacionada a apoptose dos midcitos com subsequente substituicdo por
matriz extra celular, o que resulta em isquemia microvascular e hipertrofia. Embora de grande
importancia para esta patologia a quantificacdo da fibrose miocardica ¢ de dificil estimativa.
Ressonancia magnética (RM) cardiaca usando contraste com gadolineo pode identificar areas
de fibrose miocardica com grande defini¢do espacial. Os antagonistas da aldosterona, em
pacientes com insuficiéncia cardiaca por disfun¢do sistolica, parecem inibir os sinalizadores
para promocao de fibrose miocardica. Nao ha evidéncias, no entanto, de que essas drogas

tenham efeitos benéficos na CMH.

Este estudo objetiva avaliar se a utiliza¢do de antagonistas da aldosterona pode diminuir
as areas de fibrose miocardica na ressondncia magnética miocardica (RM) de pacientes
portadores de CMH em um Hospital Universitario do estado do Rio de Janeiro. Trata se de um
estudo prospectivo, randomizado, cego, com placebo. Apods consentimento informado, serao
incluidos 46 pacientes com idade superior a 18 anos e diagndstico de CMH pelo
ecocardiograma transtoracico (ECO) ou pela RM. Pacientes em uso regular de antagonista da
aldosterona, insuficiéncia renal, hiperpotassemia ou quaisquer outras contra indicagdes ao uso
de inibidores da aldosterona serdo excluidos. Todos os pacientes realizardo uma RM de coracao
e um ECO antes da randomizagdo. Apds os exames os pacientes serdo randomizados para

receber espironolactona 25mg ou placebo.

Novas RM cardiaca/ECO serdo realizadas em seis, doze e dezoito meses. Sera

observada resposta das duas populacdes ao uso de espironolactona ou placebo em 18 meses.

Neste periodo serdo realizadas consultas ambulatoriais para monitorizar tratamento e
dispensacdo da droga em estudo. Serdo colhidas amostras de sangue regularmente para
monitoriza¢do dos niveis de potassio e fun¢do renal. Além disso, serdo avaliados niveis séricos
de aldosterona, andlise das possiveis mutagdes genéticas para CMH, polimorfismo da ECA e

da espironolactona, dosagem de biomarcadores e microRNA relacionados a fibrose miocardica.
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Avaliar se a utilizacdo de antagonistas de aldosterona pode diminuir as areas de fibrose
miocardica na RM cardiaca e no ecocardiograma em pacientes portadores de cardiomiopatia

hipertrofica.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Hipersensibilidade, hipercalemia, insuficiéncia renal e ginecomastia dolorosa

induzida pela espironolactona, conforme informado na bula do medicamento.

Beneficios: Diminui¢do das areas de fibrose miocardica que pioram o progndstico

desses pacientes com cardiomiopatia hipertrofica.
Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para o conhecimento da CMH
Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:
Em conformidade

Recomendacoes:

Aprovado

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Sem pendéncias

Situacio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacio da CONEP:

Nao
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1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livre e esclarecido.
Nestas circunstancias a inclusdo de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a
resposta do Comité, apds analise das mudancgas propostas. 2. Os dados individuais de todas as
etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel auditoria dos
o6rgaos competentes. 3. O Comité de Etica solicita a V. S*., que ao término da pesquisa

encaminhe a esta comissao um sumadrio dos resultados do projeto.

RIO DE JANEIRO, 18 de Dezembro de 2013

Assinado por: ANTONIO FELIPE SANJULIANI

(Coordenador)

Enderego: Avenida 28 de Setembro 77 - Térreo

Bairro: Vila Isabel CEP: 20.551-030
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

Telefone:  (21)2868-8253 Fax: (21)2264-0853 E-mail: cep-hupe@uerj.br


mailto:cep-hupe@uerj.br

87

ANEXO B - Termo de consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA: Cardiomiopatia hipertrofica: analise do perfil epidemiolégico, clinico, genético,
laboratorial e de imagem de uma populacio no estado do Rio de Janeiro

As informagdes contidas nessa folha, tem por objetivo firmar acordo escrito com o (a)
voluntéria (0) para participagdo da pesquisa acima referida, autorizando sua participagao com
pleno conhecimento da natureza dos procedimentos a que ela (e) sera submetida (0).

1) Natureza da pesquisa: Esta pesquisa tem como finalidade definir se o uso de
espironolactona (antagonista da aldosterona) ¢ capaz de diminuir as areas de fibrose miocardica
em pacientes portadores de cardiomiopatia hipertrofica (CMH).

2) Participantes da pesquisa: Serdo avaliados 50 pacientes portadores de cardiomiopatia
hipertrofica diagnosticada pelo ecocardiograma ou pela ressonancia magnética cardiaca. Serao
incluidos pacientes com idade superior a 18 anos, portadores de cardiomiopatia hipertréfica que
ndo fazem uso de espironolactona. Os participantes da pesquisa necessariamente devem ter
nivel de potdssio no sangue inferior a Smeq/l e funcdo renal normal (nivel de creatinina no
sangue inferior a 2,5meq/l). Serdo excluidos pacientes portadores de hipersensibilidade
(alergia) a medicacao do estudo (espironolactona).

3) Envolvimento na pesquisa: Vocé tem liberdade de se recusar a participar e ainda de se
recusar a continuar participando em qualquer fase da pesquisa, sem qualquer prejuizo para voce.
Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a pesquisa através do telefone dos
pesquisadores responsaveis pelo projeto e, se necessario, por meio do telefone do Comité de
Etica em Pesquisa.

4) Sobre as coletas ou entrevistas: Ao aceitar participar desta pesquisa, vocé devera
comparecer regularmente as consultas marcadas na clinica e Insuficiéncia cardiaca no servigo
de cardiologia no segundo andar do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE). No inicio
do Estudo, serdo colhidas amostras e sangue para analise do genoma (em busca das principais
mutagdes responsaveis pela cardiomiopatia hipertrofica), pesquisa de polimorfismos da ECA e
aldosterona, biomarcadores de fibrose, microRNA, marcadores de funcao renal e niveis séricos
de potéssio. Periodicamente novas coletas de sangue serdo necessarias para monitoriza¢ao de
niveis de potdssio e funcdo renal. Além disso serdo realizadas avaliacdes evolutivas dos
biomarcadores de fibrose, niveis de aldosterona e microRNA.

Serdo realizados exames de ecocardiograma transtoracico bi e tridimensional para
quantificagdo das areas de fibrose miocardica e avaliacdo da fungdo diastolica. Serdo quatro
exames realizados com intervalo de seis meses. Os exames serdo realizados por um dos
pesquisadores do estudo no laboratério de ecocardiogratia no segundo andar do HUPE.

Além disso, serdo realizadas quatro ressonancias magnéticas cardiacas, também com intervalo
de seis meses. Tais exames serdo fundamentais para a quantificacdo das areas de fibrose
miocardica. Esses exames serdo realizados no servigo de ressonancia magnética do centro de
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diagnoéstico por Imagem do Estado do Rio de Janeiro “Rio Imagem” na Av. Presidente
Vargas1733, Centro.

5) Protocolo experimental

Trata se de um estudo prospectivo, randomizado, cego, com placebo, com intervencao. Apds
consentimento informado, serdo incluidos 50 pacientes (conforme célculo amostral) com idade
superior a 18 anos com diagnostico de CMH pelo Ecocardiograma transtoracico (presenga de
hipertrofia muscular com espessura superior a 15mm em qualquer segmento do ventriculo
esquerdo, na auséncia de qualquer outra doenca sist€émica que a justifique), ou pela ressonancia
magnética miocardica.na auséncia de qualquer outra doenca sistémica que a justifique), ou pela
ressonancia magnética miocardica.

Pacientes em uso regular de antagonistas da aldosterona, insuficiéncia renal (definidos por nivel
sérico de creatinina superiores a 2.5mg/dl ou clearance de creatinina inferior a 30 ml/kg/min),
hiperpotassemia (potassio sérico superior a Smeq/l) ou quaisquer outras contra indicagdes ao
uso de antagonistas da aldosterona serdo excluidos.

Todos os pacientes fardo ecocardiograma transtoracico antes da randomiza¢do com o objetivo
de confirmar o diagnéstico de CMH e observacao do padrao da funcao diastodlica.

Todos os pacientes realizardo uma RM de coragao e um ecocardiograma antes da randomizagao
(“T zero™).

Apbs os exames, os pacientes serdo randomizados para receber espironolactona 25mg ou
placebo.

Novos exames serdo realizados em seis meses (“T 6”), 12 meses (“T 12”) e 18 meses (“T18”).
Também no décimo oitavo més apds a randomizagdo serd realizado novo exame
ecocardiografico para reavaliagdo da funcdo diastélica.

Sera observada resposta das duas populagdes ao uso de espironolactona ou placebo em relagao
a quantificacdo da fibrose miocardica pela RM e pelo ecocardiograma.

Serdo colhidas amostras de sangue antes da randomizagdo para avaliacdo de niveis séricos de
potéssio, fun¢do renal, aldosterona, analise das possiveis mutacdes genéticas, dosagem de
biomarcadores relacionados a fibrose miocardica PIIIP, PINP, ICTP, PICP, MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-9 e TIMP-1 e micro- RNA (mir-21 e mir-29).

As principais mutagdes envolvidas na CMH e que serdo pesquisadas em amostras de sangue
colhidas antes da randomizacdo sdo: mutagdes nos genes MYH7 e MYBPC3(correspondem a
cerca de 70% das mutagdes para MCH), mutagdes em proteinas filamentares como troponina
T, troponina I e tropomiosina (menos de 10% dos casos), proteinas ndo sarcoméricas: TCAP
(teletonina), MYOZ2 (miosenina 2 ou calsarcina 1), ANKRD1 (anquirina), PLN (fosfolamban
cardiaca), JPH2 (junctofilina 2) e CAV3 (caveolina 3)

Nos primeiros trés meses serdao colhidas amostras de sangue mensalmente para monitorizacao
dos niveis séricos de potéassio e escdrias nitrogenadas.

No sexto, décimo segundo e décimo oitavo meses apos a randomizagao serdo colhidas amostras
de sangue para analise dos niveis de aldosterona, biomarcadores, microRNA e monitoriza¢ao
de potassio e fungdo renal.
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A cada nova coleta de sangue os pacientes serdo reavaliados em consultas médicas
ambulatoriais para monitorizacao do tratamento e tolerancia clinica ao uso da droga.

A dispensacao das medicagdes aos pacientes (espironolactona ou placebo) sera realizada a cada
consulta médica. O nimero de comprimidos serd equivalente ao numero de dias até a proxima
consulta médica com dez comprimidos excedentes. As medicagdes excedentes assim como as
embalagens vazias deverao ser entregues ao médico responsavel a cada consulta médica.

Em presenca de quaisquer contra — indicagdes a manutengao do tratamento com espironolactona
(intolerancia clinica, mastalgia, insuficiéncia renal ou hiperpotassemia) serd suspensa
medicacao do estudo (espironolactona ou placebo).

6) Riscos e desconforto: Os procedimentos utilizados nesta pesquisa obedecem aos Critérios
da Etica na Pesquisa com Seres Humanos conforme resolugio n. 196/96 do Conselho Nacional
de Saude — Brasilia — DF. Podem ocorrer alergia ao medicamento em estudo (espironolactona).
Aumento dos niveis de potassio do sangue que podem propiciar arritmias no coragao. Piora da
funcao renal. Aumento e dolorimento das mamas. Todos esses ecfeitos adversos serdo
monitorizados por consultas médicas regulares e coletas periddicas de amostras de sangue. Em
presenca de quaisquer destes eventos adversos implicara em descontinuagao do tratamento.

7) Confidencialidade: Todas as informagdes coletadas neste estudo sao estritamente
confidenciais. Os dados da (0) voluntaria (o) serdo identificados com um cédigo, e ndo com
o nome. Apenas os membros da pesquisa terdo conhecimento dos dados, assegurando assim
sua privacidade.

8) Beneficios: Ao participar desta pesquisa vocé podera ou ndo apresentar diminui¢do das
areas de fibrose miocardica. O que pode diminuir os riscos de arritmias cardiacas e pode
melhorar o progndstico de sua doenga. Além disso, esperamos que este estudo contribua com
informacdes importantes que deve acrescentar elementos importantes a literatura, onde o
pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

9) Pagamento: Vocé ndo terd nenhum tipo de despesa ao autorizar sua participagdo nesta
pesquisa, bem como nada sera pago pela participagao.

10) Liberdade de recusar ou retirar o consentimento: Vocé tem a liberdade de retirar seu
consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo sem penalizastes.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para permitir sua
participagdo nesta pesquisa. Portanto, preencha os itens que seguem:
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, ,RG apos a leitura e
compreensdo destas informacdes, entendo que a € voluntdria, e que ele(a) pode sair a
qualquer momento do estudo, sem prejuizo algum. Confiro que recebi copia deste termo de
consentimento, ¢ autorizo a execucao do trabalho de pesquisa e a divulga¢do dos dados
obtidos neste estudo.

Obs: Nao assine esse termo se ainda tiver davida a respeito.

Rio de Janeiro, / /
Telefone para contato:
Nome do Voluntério:

Assinatura do Responsavel:

Assinatura do Pesquisador:

Assinatura do pesquisador assistente:

Contatos: RICARDO MOURILHE ROCHA, MARCIA CASTIER, THEREZA CRISTINA

PEREIRA GIL, ANA LUIZA SALES FERREIRA, ALYNE GONDAR. Telefones: 2868-
8673; 2868-8439; 2868-8513.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido com versao datada de 24/10/2013 do Protocolo
de pesquisa: Cardiomiopatia hipertrofica: analise do perfil epidemiologico, clinico, genético,
laboratorial e de imagem de uma populagdo no estado do Rio de Janeiro



ANEXO C - Ficha de acompanhamento ambulatorial

CARDIOMIOPATIA HIPERTROFICA

IDENTIFICACAO:

Nome:

Idade: Data de nascimento:

Endereco:

Telefones:

Consulta # T zero

Tempo de diagnostico:

Inicio dos sintomas:

Sintomas:
O Dispneia [ dor toracica [ “palpitacées” [ edema

O outros:

Drogas de uso regular:

Droga Tipo Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros




Procedimentos realizados:

[0 Miectomia [] alcoolizacao septal [0 CDI [ Marca-passo

Exames complementares:

Ecocardiograma Transtoracico: DATA:

AO AE VEd | VEs SIV PP FE PSAP | GTSVE

O SAM 0O Insuf. Mitral: leve[d moderadal] gravell
[ Insuf. Tricuspide: leve [1 moderadal] graveld

[J Insuf. Adrtica: leve [1 moderadall grave[l

[J Disfuncio sistélica VE: leve[] moderadal] grave
[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica (1 1 O IICT 1T CJIV
Ecocardiograma com estresse: DATA:

Grad TSVE:
Ecocardiograma 3D DATA:

AO AE VEd | VEs SIV PP FE PSAP | GTSVE

O SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadal] grave[l
[ Insuf. Tricuspide: leve [1 moderadal] graveld

[J Insuf. Aortica: leve [1 moderadall gravell

[ Disfuncio sistélica VE: leve[] moderadal] grave
[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastolica 1 1 OJ 10T 11X OOV

CAT: DATA:



Laudo:

Holter 24h: DATA:

[0 Pausas n

[0 Arritmias ventriculares: [ Extra sistoles O TVNS

O Tvsd

OArritmias supraventriculares: [J Extra sistoles [] taquicardia

FC Maxima , minima , média

Ressonancia Magnética: DATA:
% DE FIBROSE:

Laudo:

Laboratorio: DATA:

Ur Cr K

Micro RNA 21: Micro RNA 29:

Mutacio encontrada:

Polimorfismo ECA:

Polimorfismo aldosterona:

Aldosterona:

Hereidograma e Historia familiar:



Consulta # T3

Sintomas:

[0 Dispneia [ dor toracica [ “palpitacoes” [ edema

O outros:

94

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr




Consulta # T6

Sintomas:

O Dispneia [ dor toracica [ “palpitacdes” [1edema

O outros:

95

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. De c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr

Ecocardiograma Transtoracico:

DATA:

AO AE VEd | VEs

SIV PP

FE

PSAP

GTSVE

O SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadald grave[]

O Insuf. Tricaspide: leve [1 moderadal] gravell

O Insuf. Aortica: leve [J moderadal] gravell

[ Disfuncio sistélica VE: leve[]l moderadal] grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica (1 1 O IICT 1T CJIV




Ecocardiograma 3D DATA:

AO AE VEd | VEs |SIV PP FE

PSAP

GTSVE

O SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadal] gravel[l
[ Insuf. Tricaspide: leve [1 moderadal] graveld

O Insuf. Aortica: leve [J moderadal] gravell

[J Disfuncao sistélica VE: leve[]l moderadal] grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica (1 1 [ IICT 1T CJIV

Ressonancia Magnética: DATA:
% DE FIBROSE:

Laudo:

96




Consulta#T9

Sintomas:

[0 Dispneia [ dor toracica [ “palpitacoes” [ edema

O outros:

97

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr




Consulta # T12

Sintomas:

O Dispneia [ dor toracica [ “palpitacdes” [1edema

O outros:

98

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr

Ecocardiograma Transtoracico:

DATA:

AO AE VEd | VEs

SIV PP

FE

PSAP

GTSVE

O SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadald grave[]

O Insuf. Tricaspide: leve [1 moderadal] gravell

O Insuf. Aortica: leve [J moderadal] gravell

[ Disfuncio sistélica VE: leve[]l moderadal] grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica (1 1 O IICT 1T CJIV




Ecocardiograma 3D DATA:

AO AE VEd | VEs SIV PP FE PSAP | GTSVE

OO SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadal] grave[l
O Insuf. Trichspide: leve [0 moderadal] gravel[]

[J Insuf. Aortica: leve [1 moderadall gravell

O Disfuncio sistolica VE: leve[] moderadall grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica 1 1 O 11CT 1T CJIV

Ressonancia Magnética: DATA:
% DE FIBROSE:

Laudo:




Consulta # T15

Sintomas:

[0 Dispneia [ dor toracica [ “palpitacoes” [ edema

O outros:

100

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr




Consulta # T18

Sintomas:

[0 Dispneia [ dor toracica [ “palpitacoes” [ edema

O outros:

101

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr

Micro RNA 21:

Aldosterona:

Micro RNA 29:

Ecocardiograma Transtoracico:

DATA:

AO AE VEd | VEs

SIV PP

FE

PSAP

GTSVE

O SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadald grave[]

O Insuf. Tricaspide: leve [1 moderadal] gravell

O Insuf. Aortica: leve [J moderadal] gravell

[ Disfuncio sistélica VE: leve[]l moderadal] grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica (1 1 O IICT 1T CJIV




Ecocardiograma 3D DATA:

AO AE VEd

VEs | SIV

PP

FE

PSAP

GTSVE

OO SAM [ Insuf. Mitral: leve[d moderadal] grave[l
[ Insuf. Tricuspide: leve [1 moderadal] graveld

[J Insuf. Aortica: leve [1 moderadall gravell

O Disfuncio sistolica VE: leve[] moderadall grave

[0 Disfuncao de VD

[0 Disfuncao diastélica 1 1 O 11CT 1T CJIV

Ressonancia Magnética:

% DE FIBROSE:

DATA:

Laudo:

102




Consulta # T21

Sintomas:

[0 Dispneia [ dor toracica [ “palpitacoes” [ edema

O outros:

103

Drogas de uso regular:

Droga

Tipo

Dose

Betabloqueadores

Bloq. de c. calcio

Diurético

Anti coagulante

Amiodarona

outros

Laboratorio: DATA:

Ur Cr
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