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RESUMO

Introducdo: A cardiomiopatia hipertrofica (CMH) é um doenca genética,
autossémica dominante, causada por mutacdes nos genes que codificam para as
proteinas do sarcémero, sendo a principal causa de morte subita cardiaca (MSC) em
jovens e atletas de alto nivel. Estudos tém demonstrado um pior progndstico
associado a mutacdes especificas. A relacdo entre o gendtipo e o fenotipo da CMH,
tem sido alvo de diversos estudos desde a descoberta do carater genético da
doenca. O objetivo desse trabalho é caracterizar genotipica e fenotipicamente
pacientes portadores de CMH e seus familiares. Metodologia: Os probandos com
diagnéstico clinico de CMH foram submetidos ao diagnéstico genético através do
sequenciamento direto dos trés principais genes relacionados a essa patologia,
MYH7, MYBPC3 e TNNT2. Através de entrevista foi construido heredograma. Os
probandos e familiares foram examinados através de ecocardiograma transtoracico,
eletrocardiograma e Holter de 24 horas, e as mutacdes encontradas nos probandos
foram investigadas nos familiares. Foram avaliadas o risco de MSC dos individuos e
a patogenicidade das mutacbes encontradas através de ferramentas
computacionais. Resultados: Foram analisadas duas familias de individuos
portadores de CMH. No probando da familia A foi identificado a mutacéo
p.Arg453Cys na cadeia pesada da p-miosina,. Este era portador de CMH e possuia
histéria de morte subita cardiaca abortada, com implante de CDI para profilaxia
secundaria. Seu ecocardiograma evidenciava hipertrofia septal assimétrica do tipo
curva reversa, sem gradiente de via de saida do ventriculo esquerdo. A analise da
familia demonstra alta incidéncia de CMH com individuos afetados em todas as
geracfes e alta mortalidade. Todos os individuos portadores do alelo mutado
apresentavam fenétipo de CMH, exceto uma crianca de 13 anos (alta penetrancia).
A hipertrofia septal tipo curva reversa como o tipo de hipertrofia predominante nesta
familia. No segundo probando (familia B), com manifestacdo severa da doenca, foi
identificada uma dupla mutagcdo em heterozigose no gene MYBPC3, Glu542GIn e
Asp610His. Seu ecocardiograma demonstrava hipertrofia septal assimétrica, tipo
curva reversa, com septo medindo 3,9 cm. Além disso havia relato de sincope, com
implante de CDI para profilaxia primaria, com alto risco de MSC. A anadlise de seus

familiares demonstrou que os alelos Glu542GIn e Asp610His sdo de origem paterna



e materna, respectivamente. Nenhum dos familiares portadores dos alelos
individuais apresentaram manifestagéo clinica de CMH. Conclus&o: Nossos dados
sugerem que a mutacdo Arg453Cys na cadeia pesada da  miosina € responsavel
pela manifestacdo e gravidade da expressdo da CMH na familia A, e que a dupla
mutacdo no gene MYBPC3, seria determinante para o desenvolvimento da forma
grave de CMH no probando B. A provavel associacdo patogénica das mutacdes

Glu542GIn e Asp6010His, foi primeiramente descrita neste estudo.

Palavras-chave: Cardiomiopatia hipertrofica; Mutacdo genética; Genotipo; Fendtipo.
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ABSTRACT

Introduction: Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a genetic disease, autosomal
dominant, caused by mutations in the genes coding for sarcomere proteins, being the
major cause of sudden cardiac death (SCD) in young high-level athletes. Studies
have shown a worse prognosis associated with specific mutations. The relationship
between genotype and phenotype of HCM has been the subject of several studies
since the discovery of the genetic nature of the disease. The aim of this study is to
characterize genotypic and phenotypic patients with hypertrophic cardiomyopathy
and their families. Methodology: The probands with a clinical diagnosis of HCM
underwent genetic diagnosis through direct sequencing of the three main genes
related to this disease, MYH7, MYBPC3 and TNNT2. Through interview it was built
pedigree. The probands and family were examined by transthoracic
echocardiography, electrocardiogram and Holter 24 hours, and the mutations found
in probands were investigated in the family. We evaluated the risk of SCD of
individuals and the pathogenicity of these mutations using computational tools.
Results: We analyzed two families of individuals with HCM. In family's A proband
was identified the p.Arg453Cys mutation in the B-myosin heavy chain. He had CMH
and a history of SCD aborted with ICD implantation for secondary prophylaxis. His
echocardiogram showed asymmetric septal hypertrophy type reverse curve without
outflow tract gradient of the left ventricle. The family analysis shows high incidence of
CMH with affected individuals in every generation and high mortality. All individuals
carriers of the variant allele presented HCM phenotype, except a child of 13 years old
(high penetrance). The reverse curve septal hypertrophy was the predominant type
of hypertrophy. In the second proband (family B), with severe manifestation of the
disease, a double heterozygous mutation was identified (p.Glu542GIn and
p.Asp610His) in MYBPC3. His echocardiogram showed asymmetric septal
hypertrophy, type reverse curve, with septum measuring 3,9cm. Also he had syncope
report with ICD implantation for primary prevention with high risk of SCD. The family
analysis showed that the Glu542GIn and Asp610His alleles have paternal and
maternal origin, respectively. No family members carrier of individual alleles showed
clinical signs of HCM. Conclusion: Our data suggest that p.Arg453Cys mutation in
the B myosin heavy chain is responsible for the manifestation and severity of

expression of HCM in the family A, and that the double heterozygous mutation in
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MYBPC3 gene, would be crucial to the development of the severe form of HCM in
the proband B. The probable pathogenic association of p.Glu542GIn and
p.Asp6010His mutations, was first described in this study.

Keywords: Hypertrophic cardiomyopathy; genetic mutation; Genotype; phenotype
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1. INTRODUCAO

A cardiomiopatia hipertréfica (CMH) € uma doenca primaria do musculo
cardiaco de origem genética, definida pela presenca de uma estrutura miocardica
anormal resultando em disfun¢@o principalmente diastélica, na auséncia de doenca
iIsquémica ou condigdes anormais de carga hemodindmica. Em criancas e
adolescentes, a cardiomiopatia hipertrofica pode ter consequéncias severas, com
até 40% dos individuos progredindo para morte (Arola et al., 1997; Towbin et al.,
2006; Colan et al., 2007)

A CMH é a causa mais comum de morte sUbita cardiaca (MSC) em jovens e
atletas de alto nivel, com grande impacto na saude publica, visto que atinge
individuos na sua maioria das vezes em sua fase laborativa e intelectual (Marian,
2010).

O diagndstico molecular (genotipagem) é o padrdo ouro para o diagnéstico da
CMH por determinar com precisdo a patologia apresentada, distinguindo-a de
possiveis fenocopias, além de possibilitar o diagnéstico em individuos
assintoméaticos. Relatos na literatura apontam uma alta correlacéo entre o genaétipo e
a apresentacado clinica e prognéstico da doenca, o que pode levar a um melhor
acompanhamento do paciente. Entretanto, h& controvérsias se uma Unica mutacéo
sarcomérica € suficiente para determinar precisamente o prognéstico de CMH.
Ademais, ainda € gquestionado o beneficio do diagndstico molecular em pacientes
com CMH, assim como o rastreamento genético de familiares assintoméaticos. Por
estes motivos, o estudo molecular e genético das cardiomiopatias desperta grande

interesse em todo mundo e é objeto deste trabalho.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. O coracéo

O coragcdo € um oOrgao muscular cavitario com formato de cone truncado,
divido em quarto cavidades: atrio esquerdo (AE), atrio direito (AD), ventriculo
esquerdo (VE) e ventriculo direito (VD), que repousa sobre o diafragma, entre a
porcao inferior dos pulmdes, no mediastino médio (Paulsen, Waschke. 2012)

E coberto ventralmente pelo esterno e partes adjacentes da terceira a sexta
cartilagem costal. O coracdo do adulto mede cerca de 12 cm de comprimento por 8
a 9 cm de largura e 6 cm de espessura. Seu peso, no sexo masculino varia entre
280 a 340 gramas e no sexo feminino entre 230 a 280 gramas (Paulsen, Waschke,
2012).

Em sua maioria, o coracdo continua a crescer tanto em peso quanto em
tamanho ao longo da vida até idades avancadas, porém este crescimento pode
ocorrer secundario a doencas, sendo que nesses 0 crescimento ocorre de maneira
nao fisioldgica (Li e Benjamin, 2004 e Paulsen, Waschke, 2012).

A parede do coracdo € composta por trés camadas: epicardio (externa),
miocardio (média) e endocardio (interna). O epicardio € a membrana serosa,
também conhecido como pericérdio visceral. O miocérdio € composto de camadas e
feixes de musculo cardiaco irrigado por artérias epicardicas e entremeado por
capilares intramusculares. Ja o endocardio reveste internamente o coragdo e é
composto por células endoteliais escamosas sendo continuo ao revestimento

endotelial dos vasos sanguineos (Figura 1) (Li e Benjamin, 2004).

Figura 1. Representacdo esquematica da anatomia cardiaca. Corte longitudinal, evidenciando as trés
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camadas do coracao, epicarido (seta vermelha), miocarido (seta azul), endocardio (seta verde).
(Adaptado de http://www.ufif.br/anatomia/files/2012/04/SISTEMA-CIRCULATORIO-2013.pdf).

2.2 As células musculares cardiacas

Aproximadamente 75% do volume do miocéardio é composto por
cardiomidcitos, que sdo as células musculares cardiacas.(Li e Benjamin, 2004).

Essas células possuem uma forma cilindrica com comprimentos que variam
entre 80 e 100 nm, didametros entre 10 a 20 nm e sdo envoltas pela membrana
celular, o sarcolema. O sarcoplasma (citoplasma) do cardiomidcito € constituido
principalmente por miofilamentos, que sdo as proteinas contrateis. Existem dois
tipos de miofilamentos, os filamentos finos (actina e os discos Z) e os filamentos
grossos (miosina), que ocupam 45 a 60% do volume celular em ventriculo de
mamiferos (Li e Benjamin, 2004).

Os miofilamentos estdo organizados em unidades contrateis chamadas de
sarcOmeros, responsaveis pelas estriagdes transversais das fibras musculares. As
estriacdes sao formadas pela alternéncia das bandas | (bandas claras) e A (bandas
escuras). A banda | possui uma linha tranversal escura, a linha Z. O sarcébmero se
estende de uma linha Z a outra, compreendendo duas semi bandas | e uma banda
A. No centro da banda A (centro do sarcémero) existe uma banda clara, a banda H.
Os filamentos de miosina ocupam toda a banda A, ja os filamentos finos (actina) se
estendem da linha Z até ao inicio da banda H, se sobrepondo a miosina na banda A

(Junqueira e Carneiro, 2008).

LINHA Z* c (LINHA Z
MIOFIBRILHAS BANDAA
BANDAI BANDA |
RETICIRO SARCOMERO

FIBRA TUBULOST SARCOPLASMATICO
NUCLEO

Figura 2. Representacdo esquematica de um cardiomidcito: as unidades de actina e miosina que se
repetem ao longo da miofibrila sdo chamadas de sarcdmeros. As faixas mais externas dos
sarcbmeros, claras, sdo denominadas de banda | e contém apenas filamentos de actina. A faixa
central mais escura € denominada banda A. As extremidades da banda A sdo formadas por
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filamentos de actina e miosina sobrepostos, enquanto a sua regido mediana mais clara, denominada
banda H, contém apenas miosina.
(Adaptado de: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/FisiologiaAnimal/sustentacao?.php)

O filamento de actina € um polimero constituido por duas cadeias de
mondmeros globulares de actina G torcidas uma sobre a outra. A actina G é uma
proteina globular com sitios de ligagdo com a miosina. A proteina filamentosa
tropomiosina se enrola ao longo do filamento de actina, bloqueando o sitio de
ligagdo da actina com a miosina. Em cada molécula de tropomiosina encontra-se
ligado o complexo troponina, que regula a interagdo miosina-actina (Opie, 2010,
Jungueira e Carneiro, 2008). Este complexo é composto por trés proteinas: a
troponina C (que possui um local de ligacdo ao Ca*"), a troponina | (subunidade
inibitéria do complexo) e a troponina T (responsavel pela transmissédo do sinal de
Ca?" & tropomiosina) (Sfichi-Duke et al, 2010).

A miosina é uma molécula grande (500 kDa) composta por duas cadeias
pesadas, que possuem uma cabeca na regido N-terminal e se entrelacam pela
regido da cauda. Além das cadeias pesadas, o filamento grosso também é
constituido por duas cadeias leves essenciais e duas cadeias leves regulatérias que
estdo localizadas proximas a cabeca da miosina (Figura 3). As cadeias pesadas se
apresentam em duas isoformas, alfa e beta. A isoforma beta é a forma predominante
no coragao humano adulto (Opie, 2010).

A cadeia pesada de [B-miosina (BMHC) é considerada o motor molecular do
sarcOmero e estd associada a varias proteinas. A cabeca da BMHC possui um
dominio de ligagcéo a actina e um sitio de ligacdo ao ATP com atividade ATPasica, ja
O pesco¢co e a cauda estdo ligados a proteina C ligante de miosina (MyBP-C)
(Blankenfeldtet al, 2006).

4

Figura 3. Representacdo esquematica da cadeia pesada de miosina com suas trés regides: cabeca

(seta vermelha), pescoco (seta azul) e cauda (seta verde).

22


http://www.sobiologia.com.br/conteudos/FisiologiaAnimal/sustentacao7.php

Adaptado de: (http://sambomed.co.kr/renewal/bbs/board.php?bo_table=products&wr_i d=1073&sca=
Hypermol+EK)

A MyBP-C & um polipeptideo modular da familia das imunoglobulinas que
apresenta trés isoformas: duas expressas no mauasculo esquelético e outra no
musculo cardiaco (Fatkin e Graham, 2002). A MyBP-C possui sitio de ligagdo para a
miosina, titina e actina, com trés sitios de fosforilagdo acessiveis (Figura 4). Tem
importante papel na manutencdo da estrutura do sarcomero e na formacédo de
miofibrilas, como resultado da ligacdo da miosina a titina durante a miofibrilogénese,

além da regulacéo da contracéo através de fosforilagdo (Ababou et al, 2008).

e R o
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Locais de fosforilagio
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Troponin T a-Tropomyosin O TroponinC  Troponin | Myosin-binding E Actin
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Figura 4. A) Representacao esquematica da proteina C de ligagdo a miosina, onde se identificam os
dominios Igl (azul) e Fnlll (laranja), com indicagdo dos dominios de ligacdo da miosina (S2 e LMM) e
da titina e os locais de fosforilagdo (Imagem adaptada de http://dx.doi.org/10.2210/pdb2k1m/pdb;
http://dx.doi.org/10.2210/pdb3cx2/pdb; http://dx.doi.org/10.2210/pdb1pd6/pdb, Janeiro 2011; van Dijk
et al, 2009). B) Representacdo esquematica das proteinas sarcoméricas. A proteina C ligante de
miosina (representada pelo corddo de bolas azuis), com ligacdo tanto na actina quanto na miosina.
Adaptado de: Redwood C. et al., 1999.

2.3 Processo acoplamento excitagdo-contracao

Acoplamento excitagdo-contracdo é o0 processo que ocorre desde a
despolarizacdo da membrana excitavel até a liberacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (RS) com consequente contracdo da célula muscular (Opie, 2010 e
Dulhunty, 2006).
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Quando a concentracdo intracelular de céalcio (Ca*) é baixa o complexo
formado pelas trés subunidades da troponina e a tropomiosina atua bloqueando a
interacdo da actina com a miosina inibindo a contracdo (Opie, LH, 2010).

O desenvolvimento da contragcdo acontece, quando 0s miécitos séao
despolarizados, fazendo com que os canais de calcio do tipo-L presentes no
sarcolema se ativem, ocorrendo um influxo de ions de calcio o que aumenta a
concentracéo de Ca?* intracelular (Ogawa, 1994).

A entrada de calcio no meio intracelular ativa receptores no reticulo
sarcoplasmatico, um compartimento especializado em armazenar ions de célcio,
fazendo com que este libere mais célcio no citoplasma. Esse processo é
denominado de liberagéo de Ca* induzida por Ca®*" e o seu resultado é um aumento
significativo da concentracdo intracelular de Ca®* (Fabiato, 1983).

A ligacdo de Ca*' intracelular & troponina C promove a mudanca de
conformacdo da estrutura troponina-tropomiosina, deslocando a tropomiosina e
desbloqueando os sitios de ligacdo da actina para a miosina (Figura 5) (Opie, 2010;
Sfichi-Duke et al, 2010)

TncC

TT

at
Ligamento Cabeca da Miosina

da Missina  Tropomiosina

Figura 5. Representagdo esquematica da troponina T. A) Troponina | (circulo azul claro), troponina C
(circulo azul escuro), troponina T (circulo vermelho). . B) Nota-se o deslocamento da tropomiosina,
liberando o sitio de ligacdo da actina para a miosina, na presenca de célcio.

Adaptado de: (http://circres.ahajournals.org/content/108/6/751.full.pdf)

No estado de repouso, o ATP esta ligado ao sitio ATPasico da miosina,
porém este esta inativo. A hidrolise do ATP sO ocorre quando a actina esta ligada a
cabeca da miosina. A energia liberada neste processo possibilita a mudanca
conformacional da cabeca e pescoco da miosina, aumentado sua dobra e movendo
o filamento fino sobre o filamento grosso, gerando o encurtamento do sarcomero e
contracdo muscular. Com a ligacdo de uma nova molécula de ATP a miosina, ha
perda da afinidade pela actina, desfazendo o complexo actomiosina, com
consequente relaxamento (Opie, 2010; Junqueira e Carneiro, 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Representacédo esquematica do acoplamento da cabeca da miosina no sitio de ligagdo da
actina, apés mudanca de conformacdo do complexo da troponina pela ligagdo do célcio, com
deslocamento da tropomiosina, promovendo a contragéo muscular.

Adaptado de: Adaptado de Seidman e Seidman, 2001)

2.4 Cardiomiopatia Hipertrofica

As cardiomiopatias sdo definidas como doencas do miocardio, e podem ser
classificadas em dilatada, restritiva, arritmogénica do VD e hipertréfica (Gersh BJ,
et.al, 2011). A CMH é uma doenca primaria do coracédo, caracterizada por hipertrofia
miocardica, sem dilatacdo ventricular, na auséncia de outras situacdes anormais,
cardiacas ou sistémicas, que possam levar a hipertrofia (Maron, 1997). Na maioria
dos casos produz o espessamento da parede do ventriculo esquerdo (VE),
especialmente no septo interventricular. A diminuicdo do volume da camara
ventricular prejudica a fungéo diastélica. As caracteristicas patolégicas da CMH séo
diversas e incluem a hipertrofia e desarranjo dos miocitos, fibrose intersticial,
espessamento das artérias coronarias intramural e disfuncdo endotelial da
microcirculacdo miocérdica (Maron e Roberts, 1979).

A Hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) é em sua maioria assimétrica, com
predominio septal, podendo ainda ser apical, ou antero-lateral. Em poucos casos
pode se apresentar de forma concéntrica. Alguns autores descrevem a forma de
hipertrofia em sigmoide, curva reversa, apical ou neutra e as associam a presenca
ou ndo de mutacdo em genes dos miofilamentos (filamentos grossos e finos). A

forma sigmoide ocorre em 40-50% dos casos e a curva reversa 30-40% dos casos.
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Oitenta porcento (80%) dos pacientes com a forma curva reversa, possuem mutagao

nos genes que codificam os miofilamentos (Figura 7) (MartijnBos et. Al, 2009) .

Sigmoidal Reverse curve
HCM HCM HCM
40 - 50% 30 - 40%
-
FACUR P £
) - »

Nk

~ 10% Myofilament - 80% Myofilament - 30% Myofilament - 40% Myofilament
Gene + Gene + Gene + Gene +

Figura 7. Representacdo esquematica dos tipos de manifestacéo clinica das hipertrofias do ventriculo

esquerdo na cardiomiopatia hipertrofica. (MartijnBos et. Al, 2009) .

Em aproximadamente 30% dos pacientes com CMH, ha obstrucdo da via de
saida do VE em repouso, com gradiente sistélico maximo = 30 mmHg, critério
adotado para a identificacdo de formas obstrutivas. Gradientes inferiores a 30
mmHg, que se elevam acima deste nivel com manobras provocativas, caracterizam
0s casos com obstrucdo latente. Formas ndo obstrutivas caracterizam-se por
gradiente < 30 mmHg tanto em repouso como sob provocacdo (Gersh BJ, et al.
2011).

A hipertrofia € uma manifestacdo tardia da doenca e também pode ser
encontrada em individuos com outras doencas que nao cardiomiopatia hipertréfica,
como a hipertensédo e doencas genéticas que levam ao depdsito de glicogénio nas
fibras musculares (gene PRKAG2).

As manifestacbes clinicas da CMH surgem algumas vezes tardiamente, e
variam de um curso assintomatico benigno a insuficiéncia cardiaca severa e morte
subita (Maron, 1997; Morimoto, 2008), que pode ser a primeira manifestacdo da
doenca. (Marian,2010).0s sintomas mais frequentes sdo angina e dispnéia de
esfor¢co podendo surgir ainda palpitagdes, arritmias e sincope (Marian, 2010; Brito, et
al, 2008).

A CMH é a doenca cardiaca genética mais comum, afetando 1 em cada 500
individuos na populacdo geral (0,2%), e de 0,5% entre os portadores de
cardiomiopatias (Maron et al., 1995). E a causa mais comum de MSC em jovens e
atletas de alto nivel (Marian e Roberts, 2001). Estima-se que a taxa de mortalidade

anual dos pacientes com CMH seja de 1-2% (Markoul et al., 2011). Ainda h4 uma
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grande dificuldade em determinar quais indicadores clinicos, como grau de
hipertrofia ventricular esquerda, presenga de arritmia ventricular e resposta
pressoérica anormal ao exercicio, sdo mais eficazes em predizer MSC. Alguns
estudos sugerem ser a hipertrofia do VE marcador prognostico na doenca e
observaram que a espessura da parede ventricular 230 mm estava associada com
maior incidéncia de MSC na CMH (Elliott et al., 2001; Spirito et al., 2000).

2.4.1 Genética na cardiomiopatia hipertrofica

A CMH é causada por mutacbes nos genes que codificam para proteinas
contrateis do sarcomero cardiaco ou seus meios reguladores (Tabela 1). Ja foram
identificados 33 genes responsaveis pelo desenvolvimento de CMH. Destes, 11
codificam para proteinas do sarcomero cardiaco, com mais de 1000 mutacdes
descritas (Stenson et al., 2009 - HGMD; Ho, 2010A; Santos et al., 2011). Dentre
estas, 0s genes da cadeia pesada da B-miosina (MYH7), proteina C ligante de
miosina (MYBPC3) e troponina T (TNNT2) sdo os mais importantes representando
aproximadamente 3/4 de todos os casos (Marian e Roberts, 2001).

A CMH tem padrédo de transmissdo autossomico dominante em que somente
uma coépia mutada do gene é suficiente para causar a doenca. A maior parte dos
individuos afetados é heterozig6tica para a mutacao.

Diretrizes clinicas recentes para CMH recomendam a analise genética dos 5
genes principais (MYBPC3, MYH7, TNNT2, TNNI3 e TPM1l) em pacientes
(Ackerman et al., 2011). Entretanto, laboratorios nos EUA e em outros centros ja
oferecem painéis para CMH com uma ampla variedade de genes associados a

patologia (http://www.genetests.org e http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gtr).
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Tabela 1: Genes associados a CMH e suas respectivas proteinas. Para cada gene
encontra-se descrito a sua localizagdo cromossomica, frequéncia nos casos de CMH
e mutacbes descritas. Os genes sarcoméricos estado realcados em cinza. Fonte:
Stenson et al., 2009 — HGMD (Human Gene Mutation Database) acesso em Junho

de 2013.

Nome do . Localizacéo N N° de mutacbes
Nome da proteina . Frequéncia : .
gene cromossOmica associadas a CMH
MYH7 Cadeia pesada da f 14912 ~35% 221
miosina
EREy IR © o e o 11p11.2 ~30% 169
miosina
TNNT2 Troponina T 1932 ~15% 31
TNNI3 Troponina | 19g13.4 ~5% 27
TPM1 o-tropomiosina 15¢22.1 ~5% 11
Cadeia leve regulatoria o
MYL2 e 12923-924.3 <5% 10
MYL3 Cade'j‘ leve essencial 3p21.3-p21.2 <5% 5
a miosina
ACTC1 a-actina 15911-q14 raro 9
TNNC1 Troponina C 3p21.3-p14.3 raro 5
MYH6 Celel: pester e ¢ 14912 raro 2
miosina
TTN Titina 2031 Raro 2
MYOZ2 Miozenina 2 4926 Raro 2
Proteina LIM do
CSRP3 musculo cardiaco 11p15.1 Raro 7
TCAP Teletonina 17912 Raro 5

A investigagdo genética pode e tem sido usada para triar 0os pacientes com
fendtipo resultante de mutacdes sarcomeéricas, daqueles com outro tipo de
hipertrofia cardiaca. A genotipagem também tem sido Gtil na identificacdo de
portadores de muta¢gBes herdadas que ainda ndo manifestaram a hipertrofia (pré-
clinico), contribuindo para a tomadas de condutas preventivas e aconselhamento
geneético.

A maioria das mutac¢des causadoras de CMH s&o mutacgdes do tipo missense,
ou seja, causa a troca de um aminoécido na cadeia polipeptidica, originando uma
proteina mutante com déficit de funcionalidade em relagédo a proteina normal (Cuda
et al., 1993; Sata et al., 1996). A identificacdo de uma mutacdo sarcomérica descrita

como maligna tem sido usada para prognosticar pacientes como de alto risco,
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inclusive com risco de MSC. Entretanto, alguns pesquisadores, afirmam que a
identificacdo de uma mutacdo em genes sarcoméricos nao € marcador prognostico
suficientemente preciso em CMH (Ho, 2010B). Embora, a literatura apresente
divergéncias neste ponto, sabe-se que é possivel co-existir duas ou mais mutacées
num mesmo individuo no mesmo gene ou em genes diferentes, originando situacdes
de: heterozigose composta — duas mutacdes no mesmo gene; dupla heterozigose —
duas mutacdes heterozigéticas em dois genes diferentes; ou homozigose — a
mesma mutacdo nos dois alelos para o0 mesmo gene (Girolami et al, 2010).
Publicacdes recentes tem reportado que 2 ou mais mutacdes independentes em
genes sarcomeéricos, possam indicar manifestacdo severa da doenca com grande
risco de MSC (Maron et al. 2012B; Ho, 2010B; Kelly e Semsarian, 2009, Girolami et
al, 2010; Tsoutsman et al., 2008) .

A gravidade da consequéncia das mutacdes depende das alteracbes que
provocam na capacidade funcional das proteinas que codificam e do impacto dessa
funcdo no organismo.

As mutacdes podem ser aleatoérias, neutras ou benéficas. Nas primeiras,
esses efeitos relacionam-se com a penetrancia que pode ser completa ou
incompleta e precoce ou tardia) e com a expressividade. Em mutacdes neutras, o
portador ndo é afetado e nas mutacdes benéficas, ha vantagens evolutivas para o
portador (Bertalanffy LV, 1999).

A penetrancia de um alelo é dada pela proporcdo de individuos com
manifestacbes da doenca, num determinado universo de individuos portadores da
mutacdo. Mais especificamente € uma medida quantitativa da frequéncia com que
ocorre um determinado fendtipo, na presenca de um genotipo (Bertalanffy LV, 1999).

E completa quando o alelo se exprime em 100% dos portadores e o alelo é
nao-penetrante quando nao se expressa em heterozigose. Ja penetrancia
incompleta ocorre, quando apesar do individuo possuir um determinado genotipo, o
fendtipo esperado nao é desenvolvido (Bertalanffy LV, 1999).

A penetrancia também pode ser precoce ou tardia, de acordo com a idade
média com que os individuos expressem o alelo em causa, podendo a idade de
manifestacdo, variar ao longo das décadas. Além disso, a penetrancia pode ser
influenciada pela presenca de outros genes ou por fatores ambientais, variando,
portanto com as familias (Bertalanffy LV, 1999).
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Outro fator de importancia para o desenvolvimento do fenétipo é a
expressividade varidvel ou heterogeneidade clinica, quando um mesmo gendétipo em
diferentes individuos, produz diferentes fenoétipos, inclusive dentro de uma mesma
familia (Bertalanffy LV, 1999).

2.4.2 Patogénese da cardiomiopatia hipertréfica

A patogénese da CMH ainda € bastante desconhecida, acredita-se que o
desarranjo celular, hipertrofia e aumento da fibrose sdo secundarios e se
manifestam devido a perda do desempenho contrétil do sarcobmero cardiaco, que
para ser compensado, desencadeia a liberacdo de fatores de crescimento
responsivos ao estresse, 0 que estimula a hipertrofia dos miécitos e a proliferacéo
dos fibroblastos. (Marian e Roberts, 2001).

Estudos genéticos em grupos pré-clinicos tém colaborado para o
entendimento da patogénese da CMH. O déficit diastdlico foi identificado como uma
consequéncia priméaria das mutacfes sarcoméricas, antecedendo a hipertrofia do VE
(Ho et al.,, 2002). Em pacientes com a hipertrofia evidente o prejuizo da funcao
diastélica foi mais acentuado. Trabalhos tem reportado anomalias na homeostase do
Ca'? intracelular em camundongos a partir de suposta reducdo dos niveis de Ca*?
sarcoplasmaticos como uma das primeiras manifestacbes das mutacdes
sarcoméricas, antes mesmo das alteracdes diastélicas e sendo um dos principais
mecanismos fisiopatolégicos das arritmias cardiacas, responsavel pela MSC (Fatkin
et al., 2000; Semsarian et al., 2002).

Alteracbes nas fungbes bioquimicas do cardiomiocito, como o
comprometimento do metabolismo energético e aumento da sintese de colageno e
fiborogénese, também foram detectadas em modelos animais pré-hipertrofia
portadores de mutacdes sarcomeéricas (Crilley et al., 2003; Kim et al., 2007). Com a
descoberta destes novos fendtipos associados as mutagbes sarcomeéricas, novos
alvos terapéuticos podem surgir para prevenir ou alterar o desenvolvimento da
doenca, reforcando o papel do teste genético na deteccdo precoce da variantes
génicas da CMH (Ho, 2011).

As alteragcbes a nivel mecanico (cinética entre a actina e a miosina),

bioquimico (sensibilidade ao Ca®") e bioenergético (atividade da ATPase da miosina)
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promovem a ativacdo de moléculas sinalizadoras que levam a inducao da hipertrofia
dos cardiomidcitos e fibrose (Marian, 2010).

A depender da mutacdo e do gene afetado, diversas e distintas alteracdes a
nivel mecanico e bioenergético, podem ser responsaveis pelo fenétipo encontrado
na CMH. As mutagdes no gene que codifica para a BMHC, levam ao aumento da
atividade de ATPase, da geracédo de forca e da velocidade de deslizamento da
actina. Mutacdes nos genes que codificam o complexo troponina geram aumento de
forca e velocidade de deslizamento, por aumento da sensibilidade ao Ca*". Todas
estas alteracbes tem como consequéncia a contracdo descoordenada dos
sarcbmeros, aumento do consumo de energia pelos cardiomiocitos e alteracdo do
ciclo do Ca®* (Morita et al, 2010).

2.4.3 Diagnostico clinico

O diagndéstico, prognéstico e de acompanhamento da CMH é realizado
através de eletrocardiograma, ecocardiograma, holter de 24 horas e em alguns
casos a ressonancia magnética nuclear (RMN) cardiaca, solicitados a um paciente
com histéria familiar de MSC ou com sintomas sugestivos de CMH, entre eles
sincope e parada cardiorespiratéria revertida (Marian, 2010).

As alteracdes eletrocardiograficas ndo sao alteracdes especificas para CMH,
porém quando presentes sugerem fortemente a doenca. O ecocardiograma
transtoracico (ECOTT) é amplamente utilizado, sendo bastante util na deteccéo da
hipertrofia, do tipo de hipertrofia, do gradiente de via de saida de VE e recentemente
a avaliacdo do strain (analise do grau de deformacdo do musculo cardiaco), como
forma precoce de avaliacdo da CMH (Elliott et al., 2001).

O holter 24 horas nao fornece dados diagnésticos, porém pode fornecer
dados prognosticos naqueles com diagndéstico ja estabelecido, quando identifica a
presenca de taquicardias ventriculares. A RMN cardiaca, mesmo naqueles pacientes
sem hipertrofia evidentes ao ECOTT, pode demonstrar hipertrofia ventricular e areas
de realce tardio, compativeis com fibrose, sendo util ndo s6 no diagndstico, como

também na estratificacdo de risco de MSC nesses pacientes (Briasoulis et al, 2015).
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2.4.4 Relacédo genotipo x fendtipo

Devido a grande heterogeneidade e expressividade genética e clinica, a
correlacdo de gendtipo-fenotipo ainda é bastante controversa. Mutacdes no gene
MYH7 estdo relacionadas a manifestagcdo mais precoce e mais severa da doenca
(Ho, 2010A). Enquanto mutacdes no gene MYBPC3 apresentam maior variabilidade
de expressdo, sendo nesse gene a maior frequéncia de mutacbes multiplas (Ho,
2010A, Morita et al, 2010). Ja mutacbes no gene TNNT2 podem estar mais
relacionadas a um maior risco de MSC e com hipertrofia de VE moderada
(Ho,2010A).

2.4.5 Custo efetividade da analise genética

Um estudo que analisou o custo efetividade da andlise genética em pacientes
com CMH, demonstrou ser esta uma abordagem custo-efetiva, tendo em vista que
parentes com resultado genético negativo, poderiam ser dispensados de outras
avaliac@es clinicas, além de possibilitar o diagnéstico precoce de individuos de risco,
diminuindo o custo da triagem e favorecendo um acompanhamento precoce de
pacientes com potencial para desenvolvimento da doencga, sendo orientados a evitar
fatores de risco, encorajados a habitos de vida saudaveis e desencorajados a
seguirem carreiras atléticas (Wordsworth S, 2010). As diretrizes americanas e
europeias recomendam como classe | (um) de indicacdo, a triagem genética de
todos os familiares de primeiro grau de pacientes com diagnoéstico de CMH (Elliot et
al. , 2014, Gersh et al., 2011).

Esta dissertacdo tem por objetivo contribuir para a compreensdo da
patogénese da CMH, através da analise e correlagdo das caracteristicas clinicas
(fendtipo) e genéticas de familias afetadas. Com isto, este trabalho contribui também
para a consolidacdo do papel do diagndstico molecular deste distlrbio genético na

conduta terapéutica e acompanhamento familiar.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

Compreender a patogénese da CMH, através da analise e correlacdo das
caracteristicas clinicas (fen6tipo) e genéticas de familias afetadas.

3.2 Objetivo secundéario

a) Caracterizar fenotipica e geneticamente pacientes (probandos) com CMH,
analisando os trés principais genes sarcomeéricos associados a esta patologia.

b) Realizar o rastreamento genético e clinico em cascata dos familiares do probando
com genotipo positivo.

c) Classificar as mutagbes encontradas quanto a sua patogenicidade por
ferramentas de analise in silico.

d) Analise da estratificacdo de risco de morte subita cardiaca nas familias
estudadas.

e) Contribuir para o estabelecimento do servico de diagnéstico genético de
cardiomiopatia hipertréfica no Instituto Nacional de Cardiologia através do estudo de

familias e correlacdo genadtipo-fendtipo.
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4. METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

Estudo observacional transversal de série de casos.

4.2 Populacéo

Os probandos com diagndstico clinico definitivo ou provavel de cardiomiopatia
hipertréfica definido no ambulatério de miocardiopatia do Instituto Nacional de
Cardiologia (INC) ou para la referenciados foram submetidos a analise genética
como parte dos critérios de diagndstico de rotina de cardiomiopatias hereditarias no
Laboratério de Biologia e Diagnosticos Moleculares (LBDMol). O diagndstico
molecular é realizado mediante assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) aprovado pelo CEP-INC em 26 de junho de 2014 (ANEXO 2).
Os resultados da analise genética ficam armazenados no banco de dados do
laboratério.

Foram selecionadas duas familias para inclusdo na pesquisa a partir do
gendtipo do probando. Os probandos e seus familiares foram convidados a participar
do estudo mediante assinatura do TCLE para a pesquisa clinica (ANEXO 1). Os
TCLE foram obtidos pelas Dr. Julianny Freitas Rafael, Ana Luiza Sales e Fernando

Cruz Filho durante entrevista com cada participante.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

4.3.1 Critérios de inclusao

- Pacientes com critérios diagnésticos de cardiomiopatia hipertrofica pelo
ecocardiograma ou ressonancia magnética e com alteragdo genética identificada na
analise molecular realizada no Laboratorio de Biologia e Diagnosticos Moleculares
do INC.

- Pacientes que concordarem em participar do estudo.

- Parentes dos pacientes participantes do estudo.
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- Familias com maior numero de voluntéarios e com facilidade de acesso pelos

pesquisadores.

4.3.2 Critérios de exclusao

- Pacientes portadores de CMH que ja participem de outro estudo

- Probandos cujos familiares foram de dificil acesso.

4.4 Heredograma

Todos os participantes foram submetidos a anamnese, através da qual se obteve a
histéria familiar para construcdo do heredograma (arvore genealdgica) das trés
familias. Foram incluidos o maior nimero de geracdes possiveis e os dados obtidos
foram verificados através do cruzamento de informacdes entre os familiares. Foram
representados todos os individuos possiveis da familia, incluindo os mortos,

natimortos e recém natos.

4.5 Exames Clinicos

Foram solicitados a todos o0s participantes eletrocardiograma (ECG) e
ecocardiograma transtoracico (ECOTT). Aqueles com diagnostico de CMH, foi
solicitado também holter de 24 horas. Estes exames foram realizados nos setores
especificos para os mesmos, dentro do INC. A RMN foi indicada para casos
especificos e realizada em colaboracdo com a Casa de Saude Sao José. Através da

analise destes exames foi construido um perfil clinico para cada participante.

4.5.1 — Eletrocardiograma de superficie (ECG)

Foi realizado eletrocardiograma simples de doze derivagbées (DI, DIlI, DIIl,
avL, aVvF, aVR, V1, V2, V3, V4, V5, V6). A presenca de sobrecarga ventricular
esquerda foi definida pelos seguintes critérios: Sokolow-Lyon - voltagem da onda S
em V1 + voltagem da onda R em V5 ou V6 = 35 mm; Cornell — voltagem da onda R
em aVL + voltagem da onda S em V3 >28 mm homens, >20 mm mulheres, onda R

em aVvL> 11 mm; Escala Romhilt-Estes(escore de pontos) — 1) Critérios de
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voltagem (onda R ou S em derivacdes periféricas>20mm; onda S em V1 ou V2 =
30mm, onda R em V5 ou V6 = 30mm, valendo 3 pontos);2) Alteragdes do segmento
ST (ST-T oposto ao complexo QRS sem digitalico, valendo 3 pontos; ST-T oposto ao
complexo QRS com digitalico, valendo 1 ponto); 3) Alteragcbes da onda P
(negatividade final da onda P em V1 = 1 mV de profundidade ou = 40mseg de
duracdo, valendo 3 pontos - indice de Morris) 4) Outras altera¢gBes (rotacdo do eixo
cardiaco para a esquerda, valendo 2 pontos; deflexdo intrinsecéide em V5 ou V6 >
0,05seqg, valendo 1 ponto; ou duragdo do QRS = 0,09seg, valendo 1 ponto).
Pontuacdo = 5 da Escala Romhilt-Estesé compativel com sobrecarga ventricular
esquerda. O individuo que preencheu pelo menos um dos critérios citados acima
(Sokolow-Lyon ,Cornell ou Escala Romhilt-Estes),foi considerado como portador
de sobrecarga ventricular esquerda pelo ECG. A sobrecarga atrial foi avaliada pelos
seguintes critérios: onda P em DIl com duracdo de 0,12 s ou mais; onda P com
entalhe, bimodal, no qual os dois picos estdo separados por mais de 0,04 s;
componente terminal de P em V1 com duracdo > 0,04 s e amplitude > 1 mm, ou
seja, area da fase negativa terminal da P em V1, 20,04mms (indice de Morris); eixo
elétrico de P acima de 30 graus; relacao entre a duracdo da onda P e do seguimento
P-R (P/PRs) em DIl >6 (indice de Macruz). Preenchendo um desses critérios foi
considerada sobrecarga atrial esquerda. Na CMH além dos critérios acima citados
podem estar presentes ondas T invertidas e gigantes nas derivacfes precordiais
e/ou ondas Q proeminentes nas derivacdes inferiores (DII, DIIl e AVF) que ocorrem
em 20 a 50% dos pacientes e sao atribuidas a hipertrofia septal.

Os ECGs foram analisados por um profissional treinado e experiente na area.

4.5.2 — Ecocardiograma Transtoracico (ECOTT)

Foi utilizado o equipamento GE® E9, com transdutor multifrequencial, dotado
de segunda harmonica e doppler tecidual, disponivel no setor de ecocardiografia do
INC. Todos os procedimentos foram conduzidos pelo mesmo examinador, com
experiéncia de 10 anos de realizacdo de exames. Os pacientes foram examinados
em decubito lateral esquerdo e os tracados registrados em expiracdo nao forcada.
Todas as medidas foram efetuadas durante a realizacdo do ecocardiograma, na
sequencia ja estabelecida pelo servigo.
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Foram avaliadas as seguintes medidas baseadas nas recomendacdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia: diametro maximo do atrio esquerdo (AE);
diametro diastolico interno do ventriculo esquerdo (DDVE); diametro sistélico interno
do ventriculo esquerdo (DSVE); espessura diastélica do septo interventricular (SIV);
espessura diastolica da parede posterior do VE (PP). Para o calculo dessas medidas
foi utilizado o Modo — M do aparelho.

Através do modo bidimensional, as imagens foram obtidas a partir das
abordagens classicas do ecocardiograma: corte para — esternal (eixo longo e eixo
curto) e corte apical (quatro camaras e cinco camaras), com a angulacdo necessaria
para posicionamento adequado do cursor de Modo — M e Doppler.

Para avaliacdo da fun¢do diastdlica do VE, foi utilizado o doppler pulsado com
analise do fluxo mitral, velocidade méaxima da onda inicial (E); velocidade maxima da
onda atrial (A); razao E/A.

Também para deteccdo de disfuncdo diastdlica do VE, foi utilizado o doppler
tissular, que avalia as velocidades do miocardio na sistole e na diastole,
normalmente muito inferiores as velocidades dos fluxos. Com orientacdo através do
corte apical quatro camaras e doppler tecidual em cores, a amostra foi posicionada
sobre a borda lateral do anel mitral e foram obtidos através do doppler pulsado a
velocidade maxima longitudinal no inicio da diastole (Ea); a velocidade maxima
longitudinal durante a sistole atrial (Aa) e a razdo Ea / Aa.

A deteccdo de gradiente em via de saida do VE, foi realizada através do
doppler continuo que avaliou a velocidade maxima na via de saida do VE,
alinhando-se o cursor ao longo dessa via, sendo calculado o gradiente
automaticamente através da equacdo de Bernoulli (gradiente = 4xV?). Para a medida
da extensao e da velocidade de deformacdo segmentar do miocérdio, foi utilizado o
strain bidimensional, que apresentam grande sensibilidade, mesmo na detec¢ao de
alteracdes subclinicas da funcao sistélica segmentar .

Associada as medidas, foi analisada a forma do ventriculo esquerdo por
identificacdo visual direta, classificando-a em cardiomiopatia hipertrofica concéntrica,
septal ou apical e em forma sigmoidal, curva reversa, apical ou neutra.

Todas as imagens foram gravadas para possiveis reavaliacdes posteriores.

4.5.3- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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A RMN foi empregada nos casos em que nenhuma alteracédo foi detectada ao
ECOTT em individuos portadores de gendtipo caracteristico.

A RMN foi realizada em colaboracdo com a Casa de Saude S&o José. Todos
0s pacientes realizaram RMN do coracdo em aparelho de 1,5 tesla (Essenza,
Siemens Medical Systems; Erlangen, Alemanha).

As imagens foram obtidas durante pausas inspiratdrias, com sincronizacao
pelo eletrocardiograma. Cine-RM em SSFP - Steady State Free Precession foi
realizada nos planos quatro camaras (4ch), trés camaras ou via de saida do VE
(VSVE), duas camaras (2ch) e cine eixo curto do ventriculo esquerdo, com varredura
desde o plano valvar mitral até o apice.

As medidas dos volumes e massa do VE e volumes do VD foram obtidas
delineando manualmente os contornos das bordas endocardicas e epicardicas do
VE, e endocérdica do VD, no eixo curto do coracao, tanto em diastole como em
sistole. Os volumes cavitarios do VE e VD e a massa do VE foram quantificados
pelo método volumétrico. O volume atrial foi quantificado utilizando a o método
biplanar area-comprimento.

As imagens do realce tardio com gadolineo (RTG), para a avaliacao de
fibrose miocardica, foram adquiridas 10 minutos apés injecao do contraste na dose
de 0,2 mmol/kg, e avaliadas nos eixos longos e curto do coragdo. RTG foi
considerado significativo quando a diferenca de intensidade de sinal era maior que 2
desvios padrdes acima do restante do miocardio.

Todas as imagens foram analisadas em softwares especificos por um médico

examinador com pelo menos trés anos de experiéncia.

4.5.4 Holter de 24 horas

O Holter de 24 horas foi realizado em aparelho disponivel no setor de arritmia
do hospital (Gravador digital de holter Cardio Flash + ® n registro ANVISA:
10361050009), com andlise através do Analisador Cardio Smart (Cardios®),
institucional CS 550 versdo 5.0, por um unico examinador treinado, com larga

experiéncia.
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4.6) Andlise genética

Foram analisados os trés principais genes associados a CMH (MYH7,
MYBPC3 e TNNT2) nos probandos e, as mutacdes encontradas foram rastreadas
nos familiares.

A analise genética dos participantes foi realizada pelo corpo técnico do
Laboratério de Biologia e Diagndsticos Moleculares, através do sequenciamento
direto dos genes de interesse. Para tal, 0o DNA gendmico foi extraido de leucocitos
de sangue periférico pelo método de Salting out (Miller et al. 1988) e quantificado
com o auxilio de um espectrofotdmetro a 260 nm.

Regides codificantes dos genes foram amplificadas através da técnica da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando tag polimerase hot start,
iniciadores (primers) especificos previamente descritos (Cardiogenomics), e outros
desenhados por nés, além de temperaturas de anelamento otimizadas para cada
reacao (Tabelas 2, 3 e 4). O seguinte programa de amplificacdo foi utilizado para
todas as reacodes: 95°C por 5 min (1 ciclo), 80°C por 30s (1 ciclo), 95°C por 20s,
temperatura de anelamento por 30s, 72°C por 1 min (35 ciclos), 72°C por 5 min (1
ciclo). Os produtos da PCR foram avaliados por eletroforese em gel de agarose
1,5%.

Tabela 2: Iniciadores utilizados na analise do gene MYH?7.

Exon Nome Sequéncia Amplicon® T.AS

3 bMHC 3F TCTTGACTCTTGAGCATGGTGCTA 381 bp 62°C
bMHC 3R TCTGTCCACCCAGGTGTACAGGTG

4 bMHC 4F AGGAAGGAGGGAAAGCCCAGGCTG 380 bp 62°C
bMHC 4R TCTGCATGCACTCAATCTGAGTAA

5 bMHC 5F ATCTTTCTCTAACTCCCAAAATCA 398 bp 60°C
bMHC 5R ACTCACGTGATCAGGATGGACTGG

6 bMHC 6F TGTCACCGTCAACCCTTACAAGTG 394 bp 62°C
bMHC 6R GAGGCTGAGTCTATGCCTCGGGG

7 bMHC 7F CTTGCTGGTCTCCAGTAGTATTGT 198 bp 62°C
bMHC 7R CTGCGGTACAGGACCTTGGAGGGC

8 bMHC 8F GCCCTCCAAGGTCCTGTACCGCAG 200 bp 62°C
bMHC 8R GTCCAAGTCCCAAGGCCAAGGTCA

9 bMHC 9F GACAACTCCTCCCGCTTCGTG 281 bp 62°C
bMHC 9R AACAGAGGGAGGGAGGGGAGAG

10 bMHC 10F CCTTTTGCTTGCTACATTTATCAT 252 bp 60°C
bMHC 10R GCCACAAGCAGAGGGGACCAG

11 bMHC 11F CTGCTTCCTCAGGCCATGTGCTGT 284 bp 62°C
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27%

27%

28

29

30

31

32

33

34

bMHC 11R
bMHC 12F
bMHC 12R
bMHC 13F
bMHC 13R
bMHC 14F
bMHC 14R
bMHC 15F
bMHC 15R
bMHC 16F
bMHC 16R
bMHC 17F
bMHC 17R
bMHC 18F
bMHC 18R
bMHC 19F
bMHC 19R
bMHC 20F
bMHC 20R
bMHC 21F
bMHC 21R
bMHC 22F
bMHC 22R
bMHC 23F
bMHC 23R
bMHC 24F
bMHC 24R
bMHC 25F
bMHC 25R
bMHC 26F
bMHC 26R
bMHC 27aF
bMHC 27aR
bMHC 27bF
bMHC 27bR
bMHC 28F
bMHC 28R
bMHC 29F
bMHC 29R
bMHC 30F
bMHC 30R
bMHC 31F
bMHC 31R
bMHC 32F
bMHC 32R
bMHC 33F
bMHC 33R
bMHC 34F
bMHC 34R

ACCAATGGCCAGAGTCTTAGCTCT
CACAGGGATTAAGGAGACAAGTTT
TTACAGCTGCCCCAAGAATC
AGTCATCTCTTTACCAACTTTGCTA
ATTATCATCTGAAGATGGACCCACC
CAAGTTCACTCTTCCCAACAACCCT
ATGTGGGAGCGAGTGAGTGATTGTT
ACTCACACCCACTTTCTGACTGCTC
GAATTCAGGTGGTAAGGCCAAAGAG
ATAACTGTACTCAGAGCTGAGCCTA
TCCATCCCACTGAGTCTGTAAACCT
GCAAATGCCAGCAAGGATGTAAAG
AGAGAAGGGAGATGGGAAGTAA
CATCTCTGTGACTTCTCGAATTCT
CACTGTGGTGGTAGGTAGGGAGAT
ACAAAGCCAGGATCAGAACCCAGA
GTCCAGAGTCACCCATGCTCTGCA
TGGGTATGAGGGTGCACCAGAGCT
GCATCAGAGGAGTCAATGGAAAAG
TAGGCTGTTACCCTTCCTAAGGTA
GCCTCTGACCCTGTGACTGCAGTG
GGACCTCAGGTAGGAAGGAGGCAG
TGTGCAGGGAGGTGCAGGGTTGTG
TCCTATTTGAGTGATGTGCCTCTC
ATGGTCTGAGAGTCCTGATGAGAC
AGATGGCACCAAGCTGGTGACCTT
TCTGGGCACAGATAGACATGGCAT
GGCAATCTCACAGTCCCCTAATAA
TTTTTGCCAGGGAGGACCATCTAA
ACTCTTTACCTGTATCATTACCAT
GCCTCCATGGACACATAATCAGTT
AGCCGAGAGCCTTTTAGAGCCG
GTCCCGCCGCATCTTCTGGA
TCCAGAAGATGCGGCGGGAC
AGGGGAGGTGGGAGGAGGAAGT
TCCCACTTCCCTTCCTCTGCCT
CAGCACTCCTCTCTATCCCCACCT
GGTGGGGATAGAGAGGAGTGCTGA
TGTGGCAGGGTTTGGGCTGT
GAGAAGGGCAAGGGTGGGGT
CCTGAGAGGAGAAGGAGGTGGG
TTGTCCCCATCCACACCCTCCA
GCTCCGACTGCGACTCCTCATACT
GCTGAAGAGTGAGCCTTGTCCC
TCCGCTGGAACCCAACTGCT
AGTATGAGGAGTCGCAGTCGGA
GGGGATGAGAACAGGGAGCCAA
CTGCCCTGTGCCCTGACTGT
CCAGCCTCGGTTCCCTTCACT

273 bp

186 bp

258 bp

247 bp

578 bp

359 bp

300 bp

323 bp

330 bp

374 bp

390 bp

390 bp

290 bp

508 bp

306 bp

274 bp

266 bp

438 bp

315 bp

422 bp

469 bp

396 bp

500 bp

500 bp

58°C

62°C

62°C

62°C

62°C

58°C

60°C

62°C

62°C

62°C

62°C

62°C

62°C

60°C

60°C

64°C

64°C

56°C

64°C

58°C

56°C

56°C

60°C

64°C
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35 bMHC 35F GTGAAGGGAACCGAGGCTGGC 364 bp 62°C
bMHC 35R GTTGGGCAGAGCAGGAAAAGCA
36 bMHC 36F TCCGTGCCAACGACGACCTGAA 497 bp 60°C
bMHC 36R GTCCTCACACACTTGCTGCCCA
37 bMHC 37F TGGGCAGCAAGTGTGTGAGGA 391 bp 62°C
bMHC 37R GGTTGTCACTGTGGCTATGGTGC
38e39 bMHC 38/39F ACCTTCTATGACTGTGCCATCTTCAC 464 bp 62°C
bMHC 38/39R GTTTGAGGGTGCTCTGTCTGG
40 bMHC 40F ATGCCCTGTCCCTGCCCAATAC 268 bp 60°C
bMHC 40R TTTCCACCTCCCCTATGCCAGACC
a. exon com mais de um par de iniciador
b. tamanho do fragmento amplificado
c. Temperatura de anelamento
Tabela 3: Iniciadores utilizados na analise do gene MYBPC3
Exon Nome Sequéncia Amplicon® T.AP
2 MYBPC 2F GACCTCAGCTCTCTGGAATTCATC 311 bp
MYBPC 2R GCTCAGAGGCCACGTCCTCGTCAA
3 MYBPC 3F GTGCACGCTCCAACCAG 429 bp 65°C
MYBPC 3R CAGCAAAGGCAAGAAAGTGTG
4 MYBPC 4F CTGGGACGGGGAGGAGAATGTG 385 bp 62°C
MYBPC 4R GCTTTTGAGACCTGCCCTGGAC
5 MYBPC 5F GGGCACCTGCGGTCCCAGCTAACT 378 bp
MYBPC 5R ACGCGGGCTGAGAAGGTGATG
6 MYBPC 6F CTACCCCTGGAGCCCCCGATGACC 449 bp 62°C
MYBPC 6R TGCCTCCCAGATTCCCCACACC
7 MYBPC 7F CTGGAGCTCCTGGTCTTATGTGAT 528 bp
MYBPC 7R GGAGCCGTGACACCAAGATGATAA
8 MYBPC 8F GCTTCTCAAACGGCCCCCTCTG 213 bp 62°C
MYBPC 8R AGCTCCGCCCCGCAAATCATCC
9 MYBPC 9F GGGCTGGGGATGATTTG 226 bp 63°C
MYBPC 9R GGAGGGAGAAAGGGACACTA
10 MYBPC 10F AATCTGGCTAGTGTCCCTTTCTCC 322 bp 62°C
MYBPC 10R AGCCCTTTAACTCCTTCCACACTG
11 MYBPC 11F TCGGCCCAACTGACTTA 389 bp 58°C
MYBPC 11R CCCATGGGCCTTTACTT
12 MYBPC 12F CGGCTCCCCACGGACAG 405 bp 67°C
MYBPC 12R CCCAGGCCAGGCAGGACT
13 MYBPC 13F TCCCCAGCCCCTCTTCA 515 bp 62°C
MYBPC 13R GCCGGACTCCGCTCTTT
14 MYBPC 14F GGCGGCACAGAGGGGATTG 402 bp 62°C
MYBPC 14R ACCGGCAGGAGCAAAAGGATG
15 MYBPC 15F ATCCGGCTGACCGTGGAACT 375 bp 65° C
MYBPC 15R CAGTGCGCCCCGTGATAATC
16 MYBPC 16F AACACTTCAACGGCCCCTTCTG 451 bp 62°C
MYBPC 16R GCCCCCTCCTCCGATACTTCACAC
17 MYBPC 17F CGGACGACGCAGCCTACCAGT 366 bp 62°C
MYBPC 17R GTCAGCTCCACCCCGTCCTTCA
18 MYBPC 18F GGAGGAGGGGGCGCAAGTCAAAT 400 bp 62°C
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MYBPC 18R

GTCAAAGGCCCAAGGTCACAGAGG

19 MYBPC 19F ACAGGCACACGTGTTTTCAC 345 bp 61°C
MYBPC 19R CAGTCTCCACCTGTCCCATC
20 MYBPC 20F  AGAATACCAACAAGCCAGGACAAG 402 bp 62°C
MYBPC 20R GCGGGAAAGTGAGCAGAACC
21 MYBPC 21F TGCCTTTGCCCCCGTGCTACTTG 187 bp 62°C
MYBPC 21R GCCCCAGGACCCCCACTTTTGAT
22 MYBPC 22F TCCTCCTGGCTCTCCCGTTTCTCT 379 bp 62°C
MYBPC 22R GCGCCCCTCTGCTGCTTCTTC
23 MYBPC 23F GCTCCTCTGCTCCCTACTTCC 310 bp 62°C
MYBPC 23R ATGGCCATCAGCACACTTCAC
24 MYBPC 24F TCGGTGCCACAGAGATGATTTTGA 367 bp 62°C
MYBPC 24R GGCTGCCCCTCTGTGTTCTCCA
25 MYBPC 25F CCTGTGGCGGTTAGTTGG 350 bp 62°C
MYBPC 25R CACCGGTAGCTCTTCTTCTTCTTG
26 MYBPC 26F CCGAGGGAAGGTGGTGTGG 404 bp 62°C
MYBPC 26R TCTGTAAAATGCGGCTGAGTATCC
27 MYBPC 27F GGAAGTGCCCCCTATGT 457 bp 62° C
MYBPC 27R TCGCACTGCTCAAAGAAG
28 MYBPC 28F TCAGAGGAGTGGGCAGTGGGAGTG 292 bp 62°C
MYBPC 28R CTGGGGTGTCAATGGCGGGTCTT
29 MYBPC 29F GCCTGGAGTTGCTGTGTTAG 467 bp 62°C
MYBPC 29R GGCTGCCCCTCTTTGGTC
30 MYBPC 30F GCGGCCGGCCCTTGGAGT 356 bp 62°C
MYBPC 30R  TGGAAAATGTGAGCTGTGGGTTGG
31 MYBPC 31F GCATTCAGGCACTTACCAGGTGACG 527 bp
MYBPC 31R CACGGTGAGGACAGTGAAGGGTAGC
32 MYBPC 32F GGCCGCAGCTACCCTTCAC 392 bp 65°C
MYBPC 32R GGCCCCTCTCCCTGTTCC
33 MYBPC 33F GGCCTCTCGGTACCAAGTCCTGTC 232 bp 65°C
MYBPC 33R CAACGTCGGGGCCTGTGAGC
34 MYBPC 34F GCAGGGCCATGGTACTCACTCTTG 404 bp 62°C
MYBPC 34R CCGCCCGCTCTTCCCATCTC
35 MYBPC 35F CACAGTGACATGGCCTCCTCTTCT 159 bp 62°C
MYBPC 35R GCCCCTACAGCCTCCCATTTACT
a. tamanho do fragmento amplificado
b. Temperatura de anelamento
Tabela 4: Iniciadores utilizados na analise do gene TNNT2
Exon Nome Sequéncia Amplicon®  T.A"
2 TRPNT 2F ACAGCTCATGAGGGGTGGAACTA 376 BP 65°C
TRPNT 2R GTGCTCTGCCTGGGATCTACAACC
3e4 TRPNT 3/4F ATGAGAACGGCAGGCCAGGCTAGTG 506 BP 65°C
TRPNT 3/4R GTTTGCCTCAAGACCCGAGCAACC
5 TRPNT 5F GTGGCGGGAGGTAGCCGACAGT 403 BP 65° C
TRPNT 5R TGGGCAATCAATGGTTGAATCTTA
6 TRPNT 6F TTGACCCAGCGCTTCTCTTGTGTC 449 BP 65° C
TRPNT 6R ACTGGGTGCCACCAATGCAACTTC
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7 TRPNT 7F CCAGTGCCGGGAGGGACTCAC 262 BP 65° C
TRPNT 7R CAGCCCGTGTCCACTGCACCATAC

8 TRPNT 8F GGATCAGGGGCCCTGCCTGTCCTGACA 538 BP 62° C
TRPNT 8R TCCTCCTCCTCTTTCTTCCTGTTCT

9 TRPNT 9F GCCAGGCCCTGCCAGAGGTCTT 494 BP 70° C
TRPNT 9R CCCTGGGGGAGGCCTGAAACAG

10 TRPNT 10F ACGTCCGTGGAGCTGGTTGAAAGT 373 BP 62°C
TRPNT 10R CCCGGCCAATATTGTCTCTTGACT

11 TRPNT 11 F TGGGAGCTACCCTCTCAGAA 369 BP 60° C
TRPNT 11 R CACAGCAGCTGGGAATCTCT

12 TRPNT 12 F GTAAACCCGGCTGACTACAG 258 BP 62°C
TRPNT 12 R AGCCAGCCCAATCTCTTCAC

13 TRPNT 13 F CAGGGGGTTTGGGGAGGGTTAG 402 BP 60° C
TRPNT 13 R GTGGGGCACCTGCTCAGTTCTCT

14 TRPNT 14F GGAGGGCCCTTTCTTACTGGAC 207 BP 68° C
TRPNT 14R CCGGACCCAGTGAACCAGGAGGAG

15 TRPNT 15F GCCCCTCCTGACCCTTAACTATCC 353 BP 62°C
TRPNT 15R CGGAGGAGCCAGAGAAGGAAACCT

16 TRPNT 16F GGGGGTGAAATGTGGGGCGGAGAA 383 BP 62° C
TRPNT 16R GTGTGGGGGCAGGCAGGAGTGGTG

a. tamanho do fragmento amplificado
b. Temperatura de anelamento

ApOs a analise eletroforética, os produtos da PCR foram incubados com o
reagente ExXoSAP-IT (Affymetrix) conforme instrucBes do fabricante para limpeza da
amostra, para s6 entdo, serem colocados numa placa de 96 po¢os com seus
respectivos iniciadores a 3,2 uM. Uma vez plaqueados o produto da PCR com os
iniciadores senso e antissenso separadamente, adicionou-se a mistura de reacéo de
sequenciamento do BigDye® Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific), para, entao
serem levados ao termociclador Veriti (Thermo Fisher Scientific) onde cumpriu-se a
seguinte ciclagem: 96°C por 1 min (1 ciclo), 96°C por 15s, 60°C por 15s, 60°C por 4
min (30 ciclos). ApOs a reacao, os produtos gerados foram purificados pelo método
de precipitacdo por etanol/EDTA, descrito no protocolo do BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit ou utilizando o kit de purificacdo BigDye® XTerminator
(Thermo Fisher Scientific) e, logo, analisadas por eletroforese capilar no analisador
genético ABI 3500xL (Thermo Fisher Scientific). As sequéncias obtidas foram
analisadas individualmente com auxilio do software Geneious® v.6.1.6 (Biomatters),
onde foram comparadas com sequéncias referéncia de cada gene obtidas no
GenBank (MYH7 - M57965; MYBPC3 - HSU9162; TNNT2 - NG_007556).
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4.7) Analise in silico das mutacdes encontradas

A pesquisa das variantes encontradas foi inicialmente feita nos bancos de
variantes genéticas em humanos que guardam relagdo com a saude, como o
CLINVAR e 0 HGMD (Human Gene Mutation Database). Em seguida, as variantes
foram submetidas a analises in silico de predicdo de patogenicidade, principalmente
aguelas sem anotacao nos bancos pesquisados.

A predicdo da patogenicidade das mutagdes foi realizada pelas ferramentas
on line PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/), Provean e SIFT
(http://provean.jcvi.org/index.php). PolyPhen-2 é uma ferramenta que prediz o
possivel impacto de uma substituicdo de aminoacidos na estrutura e funcdo de uma
proteina humana utilizando consideracdes fisicas e comparativos simples. Foram
usadas as sequencias P12883 e A5YM48 do banco UniProtkB
(http://www.uniprot.org) para a andlise dos genes MYH7 e MYBPCS,
respectivamente, no PolyPhen-2.; Provean, uma ferramenta de software que prevé
se uma substituicdo de aminoacido tem um impacto sobre a fungao biolégica de uma
proteina e SIFT, uma ferramenta que se baseia no grau de conservacgao de residuos
de aminoacidos em alinhamentos de sequéncias derivadas de sequéncias
estreitamente relacionadas, recolhidos através de PSI - BLAST para prever se uma
substituicdo de aminoé&cido afeta a funcédo da proteina.

Além dessas ferramentas, foi utilizado o programa PredictProtein, disponivel
no site www.predictprotein.org/home, para analisar a estrutura das proteinas e os
possiveis impactos da substituicdo dos aminoacidos na estrutura da mesma. A
analise das muta¢fes pontuais realizada por esse programa, toma como base a
analise do alinhamento de multiplas sequéncias, das caracteristicas estruturais da
proteina como sua estrutura secundaria e sensibilidade a solventes. Através dessa
analise, é gerado um escore que varia de -100 a 100, sendo que o quanto mais
positivo € o escore (préximo de 100) mais impacto na estrutura da proteina a
substituicdo de amino4cido provoca e vice-versa. Foram utilizadas as sequéncias
P12883 (MYH7) e Q14896 (MYBPC3) , disponivel no banco UniProtKB.

As alteragbes encontradas foram classificadas conforme seu potencial

patogénico e correlacionadas com o quadro clinico.
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4.8) Determinacédo do escore de risco de morte subita em pacientes com mutacéo.

A estratificacdo de risco foi realizada através da definicdo de baixo,
intermediario ou alto risco, definida pelo modelo de predicdo de risco individual de
morte subita cardiaca em cinco anos sugerido pela Diretriz européia de diagndstico
e tratamento de cardiomiopatia hipertréfica da ESC (European Society of Cardiolgy)
(Elliot el al. 2014).

Esse escore de risco foi criado através de um estudo multicéntrico europeu
realizado em seis centros, com 3675 pacientes e um segmento médio de 5,7 anos.
Nesse estudo no qual, 198 pacientes apresentaram morte subita cardiaca ou parada
cardiorrespiratéria revertida, foram identificados oito preditores que foram incluidos
no modelo final do escore: idade, espessura maxima da parede do ventriculo
esquerdo, diametro do atrio esquerdo, didametro do ventriculo esquerdo, gradiente da
via de saida de VE, historia familiar de MSC, taquicardia ventricular ndo sustentada
e sincope inexplicada.

Foi utilizado o preditor desenvolvido nesse estudo, disponivel no site
http://doc2do.com/hcm/webHCM.html (figura 8).

N&o sdo submetidos a esse escore: individuos com idade menor que 16 anos,
atletas de elite, doencas metabdlicas associadas a hipertrofia ventricular ou
sindromes, paciente com histéria prévia de morte subita cardiaca abortada ou
arritmia ventricular sustentada que devam ser tratadas com CDI para prevencao
secundaria. Deve ser empregado com cuidado em pacientes que foram submetidos
a miectomia ou alcoolizacdo e depende de mais estudos em pacientes com
espessura de parede maiores ou iguais a 3,5cm.

Pacientes que possuem risco de MSC em cinco anos menor do que 4% sao
considerados de baixo risco. Aqueles que possuem risco entre 4 a 6%, séo
considerados de risco intermediario e aqueles com risco maior do que 6% em cinco

anos sao considerados como de alto risco.
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5. RESULTADOS

O banco de dados do Laboratério de Biologia Molecular é composto
atualmente por 112 probandos encaminhados para analise genética. Destes 22
probandos foram submetidos a analise genética dos genes MYH7, MYBPC3 e
TNNTZ2, sendo identificados 7 probandos com mutacdo no gene MYH7, 7 probandos
com mutacdo no gene MYBPC3 e mais dois probandos com dupla mutacdo nos
genes MYH7 e MYBPC3.

Destes, foram selecionados 2 probandos para participarem do estudo a partir
dos critérios de inclusdo: um com uma mutacdo em MYH7 (Familia A), outro com

mutac&o no gene MYBPC3 (Familia B) (Figura 9).

Probandos
(112)

Genotipados
(22

MYH?7 MYBPC3 MYH7+MYBPC3
@) @) @

L Probando A \— Probando B

Figura 9. Algoritmo de sele¢do dos probandos

Né&o identificado (6)
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5.1 Familia A

A probanda da familia A (Ill.17 na figura 6) € uma paciente do sexo feminino,
com 39 anos, portadora de CMH diagnosticada apdés uma parada cardiorrespiratoria
revertida, que a deixou com sequelas motoras e indicou o implante de CDI como
profilaxia secundaria de MSC, assintomatica antes do primeiro episédio.

A probanda, trés anos apos o implante do CDI apresentou nova parada
cardiaca em fibrilacdo ventricular, recebendo choque apropriado do desfibrilador,
porém evoluiu com assistolia e 6ébito. A andalise genética identificou a mutacéo
c.1357C>T em heterozigose no gene MYH7 que causa a alteracdo Arg453Cys na

cadeia pesada da B-miosina (Figura 10).

P ) M
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e
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- C A > C - A G
o A o o o o a o Seq.Referéncia
P R Q (M57965)

Figura 10. Identificacdo da mutacao c.1357C>T (p.Arg453Cys) no gene MYH7.

O ECG era normal, sem sinais de sobrecarga ventricular ou atrial esquerda.
Ao ECOTT foi visualizada hipertrofia septal assimétrica tipo curva reversa com septo
interventricular medindo 1,47 cm, funcéo sistdlica de VE preservada, com fragdo de
ejecdo de VE de 55%, sem alteragdo na contratiidade segmentar, disfungao
diastolica tipo Il, com gradiente maximo de VE / Aorta de 25,09 mmHg, sem
movimento sistolico anterior da valvula mitral, sem obstrucdo do trato de saida de
VE. AE aumentado, medindo 5,57 cm (Figura 11). O holter de 24 horas era normal,
sem arritmias ventriculares documentadas.

N&o se aplica o escore de risco para essa paciente em questao pois a mesma
ja apresentou um episodio de MSC, o que ja indica CDI para profilaxia secundaria.

Porém se antes do episddio de MSC o escore fosse aplicado, 0 mesmo seria
considerado de baixo risco (3,74%), ndo sendo indicado implante de CDI.
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B onled it 2

Figura 11. ECOTT, probando familia A. A) corte apical de quatro camaras com septo
interventricular tipo curva reversa. B) corte apical quatro cAmaras com aumento de AE. Medida do
volume de AE (62,5mL) C) Medida do gradiente de via de saida de VE pelo doppler continuo em
25,09 mmHg. D) Medida da fungéo de VE pelo modo M, evidenciando a fracéo de ejecdo de VE de
55%. E) Medida do tamanho de AE e Ao pelo modo M: AE de 5,57cm e Ao de 3,2cm.

A andlise detalhada da historia familiar proporcionou a construcdo do
heredograma (Figura 12), no qual se observam duas familias, unidas por um
ancestral comum (1.2) totalizando 44 membros, distribuidos em quatro geracdes.
Desses, 17 individuos apresentavam diagnostico clinico de CMH e oito faleceram
em decorréncia da doenca e um apresentou morte por outras causass. Além dos
pacientes com diagnodstico prévio de CMH, foram identificados dois individuos
jovens, que faleceram em decorréncia de MSC, sem diagnéstico prévio de CMH.

O primeiro era um individuo do sexo masculino com 19 anos (IV.1), que
apresentava ECOTT, ECG e holter de 24 horas normais e sofreu um evento de MSC
durante uma partida de futebol. O laudo da necrdpsia evidenciou um VD dilatado,

com microscopia demonstrando a presenca de hipertrofia de fibras miocardicas,
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pequenas areas de fibrose miocardica e degeneracdo vacuolar das fibras
miocardicas. Ja o segundo jovem que veio a 6bito era um individuo de 12 anos do
sexo feminino, que apresentou MSC enquanto caminhava. Ambos 0s pacientes

faleceram antes do estudo, portanto ndo foi possivel a coleta de material para

analise genética.
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Figura 12. Heredograma da familia A. Os simbolos preenchidos em preto mostram os individuos com diagndstico clinico de CMH e os simbolos brancos nao
possuem CMH. Os simbolos com um trago vertical, mostram os individuos que faleceram por todas as causas. O probando esta identificado por uma seta (P). Os
individuos portadores da mutacdo p.Arg453Cys (R453C) estéo identificados e os individuos submetidos a analise genética, nos quais néo foi encontrada a mutacéo

estdo marcados com o sinal (-).
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A partir do heredograma, foram selecionados individuos com fendétipo de
hipertrofica e outros assintomaticos como controle. Foi possivel a avaliagao clinica e
genética de dez familiares, dos quais 4 apresentavam o diagndstico clinico de CMH
e 0S outros seis eram, até entdo, assintomaticos.

A andlise genética do filho da probanda (1V.8), sexo masculino, 17 anos, com
histéria de sincope e portador de CDI, foi positiva para mutacdo a Arg453Cys. O
ECG mostrou sobrecarga atrial e ventricular esquerda, além de inversao de onda T
de V3 a V6 (Figura 13) e holter de 24 horas normal. O ECOTT evidenciou hipertrofia
septal assimétrica tipo curva reversa, com septo interventricular medindo 2,1 cm,
maior em sua porcao inferior, sem gradiente de via de saida de VE, com discreto
movimento sistolico anterior da valvula mitral. Funcéo sistolica de VE preservada,
com fracdo de ejecdo de 70%, sem alteracdo da contratilidade segmentar. Disfuncéo
diastolica tipo I. Com Strain -15. Presséao sistolica de artéria pulmonar (PSAP) 42
mmHg. AE medindo 4,2 cm (Figura 14). Escore de risco de MSC em 5 anos alto
(10,51%).

Figura 13. Eletrocardiograma, familiar 1V.8, evidenciando sobrecarga atrial e ventricular esquerda
com onda T invertida de V3 a V6.
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Figura 14. ECOTT familiar 1V.8.A) Medida do atric esquerdo (4,2 cm) e raiz da aorta (3,7 cm) pelo

modo M. B) Medida da fracdo de ejecdo (71%) pelo modo M. C) Corte longitudinal com medida do
septo interventricular (1,9 cm). D) Corte apical quatro camaras com hipertrofia septal tipo curva

reversa.

A andlise genética do familiar 11.11, do sexo feminino, com 59 anos,
assintomatica, foi negativa para a encontrada na probanda. Seus exames
complementares mostram ECG normal, assim como holter de 24 horas e ECOTT,
com septo interventricular medindo 1,0 cm funcdo sistdlica do VE preservada,
tamanho de AE normal (2,8 cm) sem evidéncias de CMH, com doppler tissular
normal.

A analise genética do familiar 111.2, do sexo feminino, 45 anos, assintomatica,
também néo identificou a mutacédo da probanda. ECG, holter de 24 horas e ECOTT
normais, com funcéo sistolica de VE preservada, atrio esquerdo normal medindo 3,2
cm, septo de 0,8 cm, sem sinais de CMH com doppler tissular normal.

Contraditoriamente, este familiar € mae do jovem IV.1 vitimado pela MSC no campo
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de futebol. O pai do individuo IV.1 (Ill.1), que também ¢é assintomatico, ndo possui 0
alelo alterado.

No familiar Ill.4, sexo feminino, 45 anos, apresentou hipertrofia septal
assimétrica do tipo curva reversa ao ECOTT com septo interventricular medindo 2,4
cm e movimento sistélico anterior da valvula mitral, com gradiente VE/AO maximo de
8 mmHg e 14 mmHg com manobra de valsalva., Apresentou, também, funcéo
sistélica de VE preservada, disfuncéo diastolica tipo I, sem aumento de AE, medindo
3,6 cm (Figura 15). O alelo contendo a mutacdo Arg453Cys foi encontrado na
analise molecular. Seu ECG foi normal e holter de 24 horas sem taquicardia
ventricular ndo sustentada. O escore de risco de MSC em 5 anos calculado foi

considerado baixo (3,16%).

14

Ty

‘v'

Figura 15. ECOTT familiar Il11.4. A) Corte longitudinal com medida do septo interventricular (2,4 cm).
B) Corte apical quatro camaras com medida de volume de atrio esquerdo (54 mL).C) Medida do AE
(3,6 cm) e raiz da aorta (2,5 cm) pelo modo M D) Medida do gradiente de via de saida do VE. E)
Medida da fracao de ejecao (65%) pelo modo M.
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A analise genética do individuo 1V.2, sexo masculino, 13 anos, assintomético,
revelou a heranca do alelo mutante da méae (l1.4). No entanto, o ECG e holter de 24
horas foram normais e o ECOTT sem evidéncia de hipertrofia, com septo
interventricular medindo 0,8 cm, sem aumento de AE (3,7 cm). A funcao sistdlica e
diastélica do VE também foram normais. O escore de risco ndo pdde ser calculado
pois o individuo tem idade inferior a 16 anos.

A familiar 111.5, sexo feminino, 50 anos, apresentou, recentemente, histéria de
palpitacdo e lipotimia, Tanto o ECG, quanto o holter de 24 horas foram normais. O
ECOTT com hipertrofia septal basal e anterior basal, diametro maximo de 1,4 cm,
sem gradiente de via de saida do VE, sem movimento sistélico anterior da véalvula
mitral. A funcao sistélica do VE estava preservada, sem alteracdo segmentar, o AE
media 5,2 cm e o strain global, -22,6%. Foi detectada disfun¢éo diastdlica grau | e o
diagnostico molecular confirmou a mutacao p.Arg453Cys (Figura 16). O escore de
risco calculado foi considerado baixo (2,58%).

1ORMz A0 27 em
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Figura 16.. ECOTT familiar 111.5. A) Medida do atrio esquerdo (5,2 cm) e raiz da aorta (2,7 cm) pelo

modo M. B) Medida da fracéo de ejecdo (72%) pelo modo M. C) Corte apical quatro cAmaras com
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hipertrofia septal tipo curva reversa. D) Corte apical quatro camaras com medida de volume de AE
(91 mL).

No familiar 111.15, sexo masculino 41 anos, portador de CDI por profilaxia
primaria, foi identificada a mutacao p.Arg453Cys. O ECG néo apresenta evidéncias
de sobrecarga atrial e de VE, com onda T invertida em parede lateral (Figura 17).
ECOTT evidenciando hipertrofia septal assimétrica tipo curva reversa, com
predominio em septo inferior (1,4 cm), sem sinais de obstrucdo de via de saida de
VE em repouso. Funcao sistolica de VE preservada com fracédo de ejecao de 56% e
disfuncdo diastdlica de VE tipo |. Strain -15,4. PSAP 34 mmHg. Aumento atrial
esquerdo medindo 5,5 cm (Figura 18). Holter 24 horas com episédios de taquicardia

ventricular ndo sustentada. Risco calculado de MSC em 5 anos alto (8,89%).
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Figura 17. Eletrocardiograma do familiar 111.15, evidenciando onda T invertida de V4 e V6.
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Figura 18. ECOTT, familiar 111.15. A) Medida do AE (5,5 cm) e raiz da aorta (3,1 cm) pelo modo M.
B) Corte apical quatro camaras com medida de volume de AE (128ml). C) Corte apical quatro
camaras com hipertrofia septal tipo curva reversa e medida do septo interventricular (1,7 cm). D)

Medida da fracdo de ejecdo (58%) pelo modo M.

Ja o individuo V.7, sexo feminino, 2 anos de idade, ECG, holter de 24 horas e
ECOTT normais nao herdou o alelo mutante do pai (111.15).

O familiar 111.19, € um individuo do sexo feminino, 28 anos, inicialmente
assintomatica com ECG e holter de 24 horas normais, cuja analise genética foi
positiva para mutagéo p.Arg453Cys. O ECOTT mostrou hipertrofia da parede antero-
lateral do VE medindo 1,6 cm e afinamento do septo anterior basal (possivel
comunicacdo interventricular muscular fechada ou com minimo shunt). Funcao
sistdlica do VE preservada e funcéo diastolica do VE normal. Sem aumento de AE
(3,7 cm) e sem gradiente de via de saida de VE (Figura 19). Escore de risco baixo,
calculado de 2,99%.

57



by bo o dey o vy o Ay

\m LR LR LR

!

Figura 19. ECOTT, familiar 111.19. A) Corte subcostal transversal com hipertrofia em parede antero
—lateral, (linha amarela) medindo 1,6 cm e afinamento (seta) do septo anterior basal (0,5 cm). B)
Medida do gradiente de via de saida do VE. C) Corte longitudinal hipertrofia lateral e auséncia de

hipertrofia septal.

Os dados epidemiologicos, eletrocardiograficos, ecocardiograficos e de

escore de risco de morte subita em cinco anos, se encontram na tabela 5.
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Tabela 5: Dados epidemioldgicos, eletrocardiogréficos, ecocardiogréficos e de escore de risco de MSC em cinco anos, familia A.

DadosEpidemioldgicos Dados@letrocardiograficos DadostEcocardiograficos Escore
Espessur Gradiente Tamanho
Idade do Mutagdo 4 . Sobrecarg Sobrecarg  OndaT Tipode Formada ada Escore de
I Exame  Sexo  CMH encontrad Obito pe ld{id?do R Sincope  CDI adeAE adeVE invertida i HVE HVE  parede VEo - DSVE DDV HISAN - deAE Risco (%)
D¢ Obito o) (mmHg) (cm)
Abortada
.11 67 F Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo 09 Néo Néo Néo Néo 28
12 47 F Néo Néo Néo Néo Néo Néo Né&o Néo Néo 08 Néo Néo Néo Néo 32
L4 13 F Sim Argdb3Cys  Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Sm Septal rgg;’; 24 14 Noo  Tpol  Néo 36 316
s 50 F  Sm AgSCs  Nao Mo Mo Mo N0 Mo Mo Nio  Sepl Rgb‘g; 4 Mo Mo No Mo 52 258
s B M Sm Agls  No Mo N Mo Mo Mo Sm Sm Sepa Rgb’gga 7 Mo Mo Tl N 55 8%
7 % F Sm Ay Sm 48 Sm Mo Sm N Nio N Sm Sepd Rgb‘gvrga 4 Mo Mo Toll N 557 ()
9 7 F  Sm AgSCs  Nao Mo N Mo Mo Mo Nio Sim ﬁ\:tteer;"l 6 Mo Mo No Mo 37 2%
V.2 13 M Ndo  Argdb3Cys  Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo 08 Néo Néo Néo Néo 37
V.7 3 F Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo Néo 08 Néo Néo Néo Néo 27
V§ 15 M S AgSs  No Mo Sm Sm Sm Sm Sm SmSepl rg/uer;/sz Mo Mo Tl Sm 42 10

(Dg) Diagndstico; (PCR) parada cardiorespiratéria; (D¢) Doenga; (CDI) cardiodesfibrilador implantavel; (CMH) cardiomiopatia hipertrofica. (-) Nao avaliado/ N&o foi possivel avaliar;

(1d) Identificacdo, (AE) Atrio esquerdo; (VE) Ventriculo esquerdo, (VE/Ao) ventriculo esquerdo/ aorta; (DSVE) Disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo; (DDVE) Disfungéo

diastélica do ventriculo esquerdo, avaliado (*) possui CDI por prevengédo secundaria. * Ndo ha dados do familiar IV.3, ha informacéo por parte da familia de que o mesmo é

nortador de CMH diaanosticada nelo ECOTT. norém ndo conseauimos contato com o mesmao nara a realizacido dos nossos exames.
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Dos 11 individuos genotipados, 7 possuiam o alelo mutante p.Arg453Cys..
Destes, seis manifestavam clinicamente a doenca e 1 ndo possuia fendtipo para
CMH. Todos os quatro pacientes negativos, ndo apresentavam evidéncias de
hipertrofia. A faixa etaria média dos individuos portadores de CMH avaliados de
estudo foi de 35,3 anos e o Unico individuo positivo para a mutacdo sem fenotipo
possuia 13 anos de idade.

Quanto aos critérios eletrocardiograficos, dois individuos portadores do alelo
mutante apresentavam alteracdo, sendo um deles (18 anos) com sobrecarga atrial,
ventricular e inversdo de onda T e o outro (45 anos) somente com inversao de onda
T sem sinais de sobrecarga ao ECG.

Quanto aos critérios ecocardiograficos, dos seis individuos com CMH, cinco
possuiam hipertrofia septal assimétrica, sendo todos do tipo curva reversa com
média de espessura septal de 1,81 cm e um individuo possuia septo medindo 1,0
cm, porém com hipertrofia antero-lateral, com 1,6 cm de espessura de parede.
Nenhum individuo apresentava CMH de caréater obstrutivo. A média do diametro
atrial esquerdo foi de 4,62 cm e dos seis pacientes com CMH ao ECOTT, trés
possuiam disfuncao diastélica tipo | e um disfuncéo diastdlica tipo Il.

Dois individuos com CMH possuiam escores de risco de MSC altos, os quais
foram indicados CDI, ambos parentes diretos da probanda, que apesar de possuir
CDI para prevencao de morte subita secundaria, evoluiu com fibrilacdo ventricular,
recebendo choque apropriado pelo CDI, porém com saida de fibrilacdo ventricular
em atividade elétrica sem pulso, sem reversdo apés manobras de ressuscitacao,
sendo constatado o o6bito (Figura 20). Trés individuos possuem risco de MSC
calculada como baixo. Estes até o momento ndo apresentaram eventos ou foram

indicados para implante de CDI.
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Figura 20. Interrogacdo do CDI do probando. Nota-se fibrilacdo ventricular, marcada pelas letras F,
seguido de um choque apropriado (marcado pelo raio em preto), porém com saida em atividade
elétrica sem pulso (AESP, marcada pela presenca de estimulagdo do marcapasso (linhas verticais
nas duas primeiras linhas), porém nesse momento a paciente ja ndo apresentava mais pulso, sendo

constatado o 6bito.

A mutacdo p.Arg453Cys na B-MHC foi pesquisada nos bancos de variantes
gendmicas afim de verificar se era uma mutacdo j4 descrita com associacao
patogénica. O banco CLINVAR a classifica como uma mutacdo patogénica,
enquanto o HGMD associa esta mutacdo ao fenotipo de CMH. A analise in silico
realizada no PolyPhen-2 classifica a troca da arginina 453 pela cisteina como
potencialmente danosa (Figura 21) e apresenta o alinhamento multiplo de
sequencias polipeptidicas da cadeia pesada da -miosina de espécies diferentes, no

gual se observa a natureza conservada da Arginina 453 nesta proteina (Figura 22).

0.00 0.20 0.0 0.60 0.80 1.00

Figura 21. Analise da patogenicidade da mutagdo Arg453Cys, pela ferramenta PolyPhen-2.

Escore de 1.00 (marcado pela seta), o que sugere que a mutacdo € potencialmente danosa.
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Figura 22. Alinhamento de sequéncias polipeptidicas da cadeia pesada da pB-miosina de

diferentes espécies mostrando 75 aminoacidos ao redor do ponto da mutagéo (seta).

A andlise de predicdo utilizando as ferramentas Provean e SIFT classificam

esta mutacdo como deletéria e danosa, respectivamente (Tabela 6).

Tabela 6: Analise de patogenicidade da mutacdo c.1357C>T (p.Arg453Cys) no gene
MYH7, pelas ferramentas Provean e SIFT.

PREDICAO PROVEAN PREDICAO SIFT Anotacao
Escore | Predicdo (ponto de corte=-2.5) | Escore | Predicdo (ponto de corte=0.05) | Dbsnp_id
-7.17 Deletéria 0.000 Danosa rs121913625

A figura 23 mostra a posicao dos dominios mais importantes da B-MHC na
cadeia polipeptidica através da andlise da sequéncia P12883 pelo UniProtkB, como
a cabeca da miosina, e os sitios de ligacdo de ATP e actina.

A analise pelo PredictProtein, mostrou que a arginina da posicdo 453 esta
localizada proxima a uma folha-p e a 49 residuos de um ponto de ligacdo de
proteina (Fig 24A). Se nota também que a regido da cabeca da miosina, mais
proxima do N-terminal € mais sensivel as mutagbes missense, apresentando
predominancia de pontos vermelhos em relagdo a cauda da miosina (Fig 23 e 24B).
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A substituicdo da arginina 453 pela cisteina apresenta um escore de 40 na escala de
-100 a 100 (verde para vermelho), indicando que esta mutag&o apresenta um efeito

intermediario a severo na estrutura da B-MHC (Fig 24C).

UniProtkKB — P12883 (MYH7_HUMAN)

Domains and Repeats

Feature key Position(s) Length Description Graphical view
Domain® 85 - 778 694 Myosin motor -
Feature key Position(s) Length Description Graphical view
Nucleotide binding® 178 - 185 g ATP

Feature key Position(s) Length Description Graphical view
Region® 655 - 677 23 Actin-binding |
Region® 757 - 771 15 Actin-binding |

Figura 23. Dominios da B-MHC representados graficamente pela analise da sequéncia P12883 pelo
UniProtKB

UniProtKB—P12883 (MYH7_HUMAN)

A 4:"9 4?5 4111 41!7 4|53 4?9 4?5 471 4|77 4?3 4§B 4?5 591 51|37 5] 3 5?9 5‘25 5|31
P } } } } } } } } } } f } f } } } f —
1
) [ | I ] | I
| | ! | . | | | ! [ | | B | O
B I A R R TS e R e R T AR K e
-100 0 100

C m | Argd53Cys - Escore: 40

MFNWMYTRI NATLETKQPRQYFI GVLDIAGFEI FDFNSFEQLCI NFTNE

Figura 24. Anélise da B-MHC no programa PredictProtein. A) Estrutura secundaria da cadeia
polipeptidica do residuo 424 a 533. Os reténgulos azuis representam as folhas-p, os retangulos

vermelhos as a-hélices, os retangulos amarelos sdo os aminoacidos que se encontram “protegidos”
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dentro da estrutura da proteina (ndo estdo expostos) e os losangos laranjas os sitios de ligagcao de
proteinas. Mostrado pela seta preta, estd o residuo 453. B e C) Mapa de pontos mostrando as
possibilidades de substituicdes pontuais para cada posicdo da cadeia polipeptidica. Na coluna
horizontal estdo os aminoacidos que compde originalmente a cadeia e na coluna vertical os
aminoacidos possiveis de estar em substituicdo, nota-se também o correspondente escore de efeito
estrutural de cada "mutacdo". Marcado pelas setas pretas, pode-se observar a substituicdo da

arginina (R), pela cisteina (C) na posi¢ao 453, com um escore de 40.

5.2 Familia B

O probando da familia B (V.2) é um paciente do sexo masculino, portador de
CMH diagnosticada aos 3 anos de idade e que apresentou o0 primeiro episédio de
sincope aos 15 anos quando |he foi indicado e implantado um CDI. O
sequenciamento dos trés genes principais identificou as variantes ¢.1624G>C e
€.1828G>C, ambas em heterozigose, no gene MYBPC3, que codifica a MyBP-C.
Estas variantes pontuais causam as substituicbes do acido glutdmico 542 pela
glutamina (p.Glu542GIn) e do acido aspartico 610 pelo residuo béasico histidina

(p.Asp610His), respectivamente (Figuras 25 e 26).
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Figura 25. Identificacdo da mutacao p.Asp610His no gene MYBPC3
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Figura 26. Identificacdo da mutacdo p.Glu542GIn no gene MYBPC3
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O seu ECG era normal. Ao ECOTT foi diagnosticado hipertrofia septal
assimétrica, tipo curva reversa, com septo interventricular medindo 3,9 cm, fungéo
sistélica de VE preservada com fracdo de ejecado de VE de 69%, sem alteracdo na
contratilidade segmentar, disfuncéo diastdlica tipo Il, com gradiente maximo VE/Ao
de 25 mmHg, com movimento sistélico anterior da valvula mitral e com obstru¢éo do
trato de saida de VE. O AE se mostrou aumentado, medindo 4,6 cm (Figura 27) e 0
holter de 24 horas, sem presenca de taquicardia ventricular. Escore de risco de MSC

em cinco anos, alto (7,69%).

Figura 27. ECOTT do probando da familia B. A) Corte apical de cinco caméaras do probando,

evidenciando hipertrofia septal assimétrica do tipo curva reversa e aumento de AE. B) Corte
parasternal transverso evidenciando hipertrofia de VE com predominio na regido do septo
interventricular C) Corte parasternal longitudinal evidenciando hipertrofia ventricular esquerda,
movimento sistélico anterior da valvula mitral (seta), aumento de AE e hipertrofia ventricular esquerda
com predominio em septo interventricular D) Corte apical de cinco camaras, evidenciando
turbilhonamento na via de saida do VE, denotando presenca de obstrugdo no trato de saida do VE,

além de insuficiéncia mitral moderada.
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A anadlise detalhada da histéria familiar proporcionou a constru¢cdo do
heredograma (Figura 28), no qual se observa uma familia com 30 membros
distribuidos em cinco geracfes. Foi identificada somente uma historia de MSC, em
um individuo da familia materna, (l11.1), do sexo feminino, com 30 anos, sem historia
de CMH e uma morte em um individuo do sexo masculino, sendo desconhecida a
causa e a idade da morte. Além disso, nenhum dos familiares possui fenétipo de
CMH.
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FAMILIA B

O

1.1 1.2

1.1 1.2 .3 .4

000

.1 1.2 1.3 1.4 .5 .6 .7 111.8 .9
D610H

V.1 Iv.2 V.3 V.4 IV.5 IV.6 V.7 V.8
E542Q D610H D610H D610H
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Figura 28. Heredograma familia B. Os simbolos preenchidos em preto mostram os individuos com diagndstico clinico de CMH e os simbolos brancos néo
possuem CMH. Os simbolos com um tracgo vertical, mostram os individuos que faleceram por todas as causas. O probando est4 identificado por uma seta (P). Os

individuos portadores da mutacdo p.Glu542GIn (E542Q) e os portadores da mutacéo p.Asp610His (D610H) estdo identificados.



Foram analisados, além do probando, seis familiares, quatro do lado materno
e dois do lado paterno. Todos os parentes maternos, a mée (I1V.3) a tia (IV.6), o tio
(IV.7) e a avo (111.8) de 59 anos eram assintomaticos com ECG normais e ECOTT
sem sinais de hipertrofia miocardica, com funcbes sistdlica e diastdlica do VE
preservadas. As duas variantes encontradas no probando foram investigadas nos
ascendentes e a mutacdo p.Asp610His foi identificada em todos os familiares
maternos avaliados. Por outro lado, s6 o alelo p.Glu542GIn foi encontrado no pai
(IV.2) e no irmdo paterno (V.1) do probando, ambos assintomaticos e sem
alteracdes ao EGC e ECOTT.

Uma vez que nao foi detectada hipertrofia cardiaca ao ECOTT, foi indicado a
avaliacdo por RMN com o objetivo de investigar a presenca de alteracdo subclinicas,
como a presenca de fibrose miocardica. Se submeteram a este exame o pai, a mae
e atia.

As RMN cardiacas da mae (IV.3) e da tia (IV.6) do probando n&o revelaram
alteracdes estruturais, com septos medindo 0,8 cm, paredes laterais de 0,7 cm e
atrios de tamanho normais. Realce tardio do miocardio normais sem evidéncia de
necrose/fibrose (Figuras 29 A e 29 B).

A RMN realizada no pai (IV.2) confirmou a auséncia de hipertrofia (maior
espessura de septo de 0,8 cm e parede lateral medindo 0,7 cm), com volumes
cavitarios de tamanhos normais e diametro normal de AE. Sem a presenca de realce
tardio e sem evidéncia de necrose/fibrose (Figura 29 C).

A tabela 7 apresenta o0s dados epidemioldgicos, eletrocardiograficos,

ecocardiograficos e de escore de risco de morte subita em cinco anos.
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Figura 29. A) RMN cardiaca do familiar 1V.3. Imagens de RM na sequéncia inversion-recovery
(realce tardio) nos eixos 4CH (A1), VSVE (A2) e 2CH (A3). Nota-se auséncia de fibrose ou hipertrofia
ventricular. B) RMN cardiaca do familiar IV.6. Imagens de RM na sequéncia inversion-recovery
(realce tardio) nos eixos 4CH (B1), VSVE (B2) e 2CH (B3). Nota-se auséncia de fibrose ou hipertrofia
ventricular. C) RMN cardiaca do familiar 1V.2. Imagens de RM na sequéncia inversion-recovery
(realce tardio) nos eixos 4CH (C1), VSVE (C2) e 2CH (C3). Nota-se auséncia de fibrose ou hipertrofia

ventricular.
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Tabela 7: Dados epidemioldgicos, eletrocardiograficos, ecocardiograficos e de escore de risco de MSC em cinco anos, familia B.

DadosEpidemioldgicos Dadosiletrocardiograficos DadosEcocardiograficos Escore
Mutagdo « . Sobrecarg Sobrecarg  Onda T . Espessur Gradiente Tamanho Escore de
0 RO o o DO B PR e aieE aeVE et ME R MR e OSE DNE MW delE R
D¢ Obito HE  HE
exame a Abortada parede  (mmHg) (cm)
I8 5 F Ndo  AspblOHs - - - - No  Nao  Ndo  Néo - - ! Noo N Nao  Nbo 28 O
V2 10 M Nio  Clb42Gh - - . - : No N0 Nio  No - - 09 Nio Noo No  Ndo 35
V3 3 F Néo ~ AspblOHs - - - - - No Noo  Nio  Néo - - 09 Nio N0 Nbo  Ndo 37
V6 2 F Ndo  AspblOHs - - - - - No  Nao  Ndo  Néo - - 08 Néo Nao N Ndo 32
V7 3 M Néo  AspblOHs - - - - Noo N Nao Neo - - 08 Noo  Noo No  Nao 3p
V1 § M Nio  GS42Ch - - - - - No  Nao  Ndo  Néo - - 07 Nio N Ndo  Ndo 37
. . . . . Cunva X . .
" q ' i Asp610His o - Vo S S Sm Sm  Sm  Sm  Septal - 39 5 Nio  Tpol  Nho 55T 769

Glu5426in

(Dg) Diagndstico; (PCR) parada cardiorespiratéria; (D¢) Doenga; (CDI) cardiodesfibrilador implantavel; (CMH) cardiomiopatia hipertréfica. (-) Nao avaliado/ N&o foi possivel avaliar;
(1d) Identificacdo, (AE) Atrio esquerdo; (VE) Ventriculo esquerdo, (VE/Ao) ventriculo esquerdo/ aorta; (DSVE) Disfuncéo sistélica do ventriculo esquerdo; (DDVE) Disfuncéo
diastélica do ventriculo esquerdo, avaliado (*) possui CDI por prevencdo secundaria.
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Dos 7 individuos avaliados, o probando apresentou uma mutacao dupla em
trans no gene MYBPC3, ou seja uma mutacdo em cada um dos alelos homdlogos
que ele herdou do seu pai e da sua mée. Os quatro individuos da familia materna
sdo portadores da mutacdo p.Asp610His e os individuos da familia paterna (pai e
irmao), possuem o alelo p.Glu542Gin.

O Unico a apresentar alteracdo fenotipica foi o probando, com alteracbes
eletrocardiogréaficas sugestivas de sobrecarga atrial e ventricular e inversdo de onda
T e ECOTT com importante aumento septal (3,9 cm), gradiente de via de saida de
VE (25 mmHg) e aumento atrial esquerdo (5,57 cm). Nenhum outro familiar do
probando genotipado, tanto materno quanto paterno, apresentou fenotipo para CMH,
inclusive os que realizaram RMN.

O probando possui 17 anos. O individuo mais novo analisado possui 8 anos e
o mais velho 59 anos, com média de idade de 32,4 anos. O risco de MSC calculado
para o probando foi alto, enquanto o risco de MSC para o familiar 1.8 foi baixo. Os

demais individuos n&o possuiam critérios para calculo de risco de MSC.

No CLINVAR a mutacdo p.Asp610His é classificada como de significancia incerta e
no HGMD esta mutacédo é tida com provavel relacdo com o fenétipo de CMH, porém
ainda de forma questionavel. A andlise in silico pelo PolyPhen-2, prediz que esta
mutacdo provavelmente seja patogénica (Figura 30), e um dos fatores para esta

conclusao € a natureza conservada do acido aspartico 610 na MyBP-C (Figura 31).

0,00 0.20 0. 40 0.60 0.80 1,00

Figura 30. Andlise da patogenicidade da mutacdo p.Asp610His, pela ferramenta PolyPhen-2.
Escore de 0.994 (sensibilidade: 0.46; especificidade: 0.96), sugerindo ser essa mutacéo

potencialmente danosa.
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Figura 31. Alinhamento de sequéncias polipeptidicas da MyBP-C de diferentes espécies
mostrando 75 aminoé&cidos ao redor do ponto da mutacéo (seta).

A andlise de predicdo utilizando as ferramentas Provean e SIFT classificam
esta mutacdo como deletéria e danosa, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 8: Analise de patogenicidade da mutacdo ¢.1828G>C (p.Asp610His) no gene
MYBPC3, pelas ferramentas Provean e SIFT.

PREDICAO PROVEAN PREDICAO SIFT Anotacao

Escore | Predicdo(ponto de corte=-2.5) | Escore | Predicdo (ponto de corte=0.05) Dbsnp_id

-6,20 Deletéria 0.001 Danosa
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A andlise da MyBP-C, através do PredictProtein, mostrou uma proteina
composta quase que exclusivamente por folhas-f3, com diversos sitios de ligagédo
especificos. A posigcéo 610, esta localizada em um folha-p3 e a analise do impacto da
troca do aspartato (D), por uma histidina (H), sugere um impacto significativo na
estrutura da proteina, com escore de 74 (Figura 32).

UniProtKB - Q14896 (MYPC3_HUMAN)

63 138 207 278 385 414 483 Bm2 ' 621 60 7Y 838 BT S8B 1035 104 1173 1242
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Asp610His - Escore:74

Figura 32. Analise da MyBP-C no programa PredictProtein. A) Estrutura secundaria da cadeia
polipeptidica da MyBP-C. Os retangulos azuis representam as folhas-B e os losangos laranjas, os
sitios de ligacdo. Mostrado pela seta preta, esta a posicdo 610. B) Mapa de pontos mostrando as
possibilidades de substituicdbes pontuais para cada posicdo da cadeia polipeptidica e o
correspondente escore de efeito estrutural de cada "mutacdo”. Marcado pelas setas pretas, pode-se
observar a substituicdo do acido aspartico (D), pela histidina (H) na posi¢do 610, com um escore de
74.

Ja a mutacdo p.Glu542GIn é classificada como uma mutacdo patogénica no
CLINVAR e HGMD. A andlise in silico realizada no PolyPhen-2, a classifica como
possivelmente danosa (Figura 33). O alinhamento mudltiplo de sequencias
polipeptidicas da MyBP-C de espécies diferentes, demonstra a natureza conservada
do &cido glutdamico 542 nesta proteina (Figura 34).
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Figura 33. Andlise da patogenicidade da mutagdo Glu542GIn, pela ferramenta PolyPhen-2.
Escore de 0.848 (sensibilidade: 0.73; especificidade: 0.88), a considerando como possivelmente

danosa.
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Figura 34. Alinhamento de sequéncias polipeptidicas da MyBP-C de diferentes espécies

mostrando 75 aminoé&cidos ao redor do ponto da mutagéo (seta).

Diferentemente do PolyPhen-2, a analise de predicdo utilizando as
ferramentas Provean e SIFT classificam esta mutagdo como neutra e toleravel,

respectivamente (Tabela 10).
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Tabela 9: Andlise de patogenicidade da mutacdo p.Glu542GIn pelas ferramentas

Provean e SIFT.

PREDICAO PROVEAN PREDICAO SIFT Anotac&o

Escore | Predicdo(ponto de corte=-2.5) | Escore | Predicdo (ponto de corte=0.05) | Dbsnp_id

-1,64 Neutra 0.193 Toleravel rs121909374

O acido glutamico 542 faz parte de uma folha-p e a andlise do impacto da sua
substituicdo pela glutamina, revelou ser de baixo efeito na estrutura da proteina
(escore 12) (Figura 35).
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Figura 35. Analise da MyBP-C no programa PredictProtein. A) Estruturas secundarias da cadeia
polipeptidica da MyBP-C entre as posi¢des 482 e 802. Os retangulos azuis representam as folhas-
e os losangos laranjas, os sitios de ligacdo B) Mapa de pontos mostrando as possibilidades de
substituicBes pontuais para cada posicédo da cadeia polipeptidica e o correspondente escore de efeito
estrutural de cada "mutacéo”. Marcado pelas setas pretas, pode-se observar a substituicao do acido

glutdmico (E) pela glutamina (Q) na posi¢éo 542, com um escore de 12.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foi apresentada a caracterizacdo de duas familias (familia A e
familia B) acometidas pela CMH. Nas duas familias apresentadas, a determinacao
clinica da doenca, foi baseada nos critérios classicos (ECOTT), tal como descrito na
literatura (Charron et al, 1997). Ambos os probandos possuiam hipertrofia septal
assimétrica e carcateristicas malignas da doenca.

O diagnostico foi confirmado atraves de andlise genética dos, genes que
codificam para as proteinas sarcoméricas, conforme recomendacdes de consensos
internacionais. A diretriz européia de diagndéstico e tratamento da cardiomiopatia
hipertrofica, orienta como indicagéo classe | a analise genética do probando para o
diagnéstico definitivo de CMH, assim como, a analise genética para rastreamento
dos familiares de primeiro grau (Elliott et al., 2014 e Gersh et al, 2011). Diversas
doencas do miocardio podem cursar com hipertrofia miocardica, sendo confundidas
com CMH, como as doengas causadas por erros inatos do metabolismo (ex.: doenga
de Fabry) e doencas do depdsito de glicogénio, como sindrome de Pompe e Danon,
entre outras (Elliott et al., 2014). Nexte contexto, a avaliacdo genética é importante
no diagndstico diferencial de doencas fenotipicamente semelhantes.

Através dos probandos, p6de ser realizado um estudo de familias, na
tentativa de melhor entender a patogénese, prognéstico, risco de MSC e
desenvolvimento de fendétipo da CMH e a relacdo com o genotipo.

Mutacbes no gene MYH7 vem sendo descritas como de carater maligno, com
alta penetrancia, manifestacdes precoces da doenca, alteracdes eletrocardiograficas
e ecocardiogréaficas importantes e alto risco de MSC (Marian et al. 2003; Geisterfer-
Lowrance, et al, 1990 e Artega, 1998). A mutacdo p.Arg453Cys na B-MHC,
identificada na familia A foi descrita por Watkins e colaboradores (1992) como
maligna, com prognaostico ruim e 20% de sobrevida a partir dos 60 anos.

No entanto, a classificacdo das muta¢cdes quanto ao seu carater, vem sendo
guestionada por diversos autores (Anan, et al, 1994; Fannapazir e Epstein, 1994;
Ho, 2010). Um estudo realizado com duas familias em Portugal mostrou que a
mesma mutacdo no gene MYH7, se comportava com alta penetrancia e melhor
prognéstico em uma familia e na outra apresentava baixa penetrancia, porém, com
pior progndéstico naqueles que desenvolveram a doenca, exemplificando a

heterogenicidade fenotipica das mutacdes (Brito et al, 2003).
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A familia A consiste de duas familias distintas unidas por um ancestral em
comum (I.2), ambas com alta incidéncia de individuos com CMH e MSC. A analise
do heredograma sugere uma doenca com heranca autossémica dominante, uma vez
gque em todas as geracbes houveram individuos afetados. Estas caracteristicas
sugerem como causa desta patologia uma mutacdo de carater maligno e com alta
penetrancia.

Além disso, dos sete individuos com gendtipo positivo para a mutacéo
p.Arg453Cys, seis apresentavam o fenétipo para a doenca (85,7%) o que indica uma
alta penetrancia. Nenhum individuos com gendtipo negativo apresentou alteracfes
fenotipicas. O Unico individuo portador da mutacdo que nao havia manifestado
fendtipo tinha 13 anos de idade.

Apesar da idade média de diagndstico ser de 35,3 anos, sugerindo um
desenvolvimento precoce da doencga, ao observarmos individualmente, encontramos
familiares onde a doenga se manifestou aos 15 anos e familiares com manifestagéo
da doenca somente aos 50 anos. Isto demonstra uma grande heterogeneidade intra-
familiar quanto a idade da manifestacéo da doenca.

A auséncia de expressao fenotipica no familiar de 13 anos, pode ser em
decorréncia da pouca idade para o desenvolvimento da doenca. Sabe-se que o
fenétipo se modifica com a idade, mais frequentemente se manifestando na
adolescéncia, acompanhando o crescimento pondero estatural (Maron, 1997).

Além disso, auséncia de hipertrofia miocéardica, pode corresponder a uma
variacdo da CMH sem hipertrofia ou pré-clinica (Ho, 2009), onde apesar da
hipertrofia ausente, pode ser observada, alteracdes no relaxamento ventricular,
disfuncdo diastolica, alteracbes da valvula mitral ou alteracbes subvalvares,
dilatacdo do atrio esquerdo ou maior complexidade das trabeculas cardiacas (Captur
et al, 2014).

O familiar em questdo, ndo apresentou nenhuma dessas alteracdes cardiacas
descritas, portanto acreditamos se tratar de uma CMH gendtipo positivo / fenétipo
negativo até o momento. Outros exames clinicos como a RMN pode ser util na
diferenciacdo dessas duas classificacdes para esse individuos, pois pode identificar
algumas alteracbes ndo visualizadas ao ECOTT, como hipertrofias sutis,
principalmente em parede lateral, segmento apical ou segmento basal posterior e a
presenca de criptas que apesar de nao ter valor prognostico e diagnostico definido,
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pode ser Gtil na identificacdo de CMH pré-clinica em portadores assintomaticos
(Maron et al, 2012A).

De acordo com a literatura, um paciente com genaotipo positivo que ainda néo
apresente manifestacbes clinicas da doenca, deve ser mantido em
acompanhamento, pela possibilidade de desenvolvimento posterior da doenca,
(Elliott et al., 2014) sendo mais frequente o surgimento de hipertrofia na segunda
década de vida, porém ha a possibilidade de manifestacbes em idades avancadas,
guando a mutacdo possuir penetrancia tardia (Lewis e Maron, 1994).

A forma de apresentacdo da hipertrofia miocardica foi heterogénea, visto que
dos seis pacientes com CMH, um apresentou hipertrofia em parede antero-lateral.
Porém, a forma predominante nos individuos da familia A foi a septal, tipo curva
reversa (83%). A forma septal € a forma de maior incidéncia nos pacientes com
CMH, entre 80 a 90% (Wynne e Braunwald , 1997 e Wigle et al, 1985) e o tipo curva
reversa é a segunda apresentacdo mais comum de hipertrofia miocardica (30 a 40%
dos casos). Entretanto, o tipo curva reversa € a forma mais frequentemente
relacionada (80%) a mutacdes em genes que codificam proteinas dos miofilamentos
(MartijnBos et. Al, 2009). A forma lateral de CMH encontrada em apenas um
individuo da familia, é responsavel por somente 1 a 2 % das formas de hipertrofia
(Wynne e Braunwald, 1997 e Wigle et al, 1985). O individuo que apresentou
hipertrofia antero-lateral, possuia um ECOTT com septo afilado, sugerindo
comunicacao interventricular (CIV) residual, podendo ser este o motivo para a
divergéncia na forma de apresentacao da doenca.

Tem sido observado que quanto mais cedo ha a manifestacdo da doenca em
individuos portadores de mutacbes no gene MYH7, mais grave ela se apresenta,
com maior hipertrofia miocardica e maior risco de MSC (Wang et al, 2008). Estudos
relatam ser a MSC infrequente em pacientes que nao apresentem hipertrofia de VE,
com excecao de alguns casos em pacientes portadores de mutacao na troponina T
(Pasquale, 2012).A associacdo entre a idade de inicio da doenca e sua gravidade
pdde ser observada no filho da probanda que aos 15 anos apresentou hipertrofia
septal (2,1 cm), sincope e possui alto risco de MSC em cinco anos (10,86%). Por
outro lado, familiares, nos quais a doenca se apresentou tardiamente (aos 50 anos)
apresentaram septo de 1,4 cm, sem arritmias ventriculares ou sincope até o
momento e baixo escore de risco de MSC (2,58%). Essa manifestacao tardia e com

menores repercussdes para o familiar, pode ser em decorréncia de uma penetrancia
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tardia e/ou incompleta, presenca de outra mutagdes com potencial protetor e genes
modificadores (Marian, 2003).

Alguns autores descrevem que 90% dos pacientes com diagndstico clinico de
CMH, apresentam alteracOes eletrocardiograficas, sejam elas, sinais de de
sobrecarga ventricular esquerda ou sobrecarga atrial, ondas q patologicas em
parede lateral e inferior, alteracbes de repolarizacdo tipo isquemia e arritmias
cardiacas (Bittencourt et al, 2010). Contraditoriamente, de seis individuos da familia
A com diagndstico de CMH que participaram do estudo, apenas dois apresentaram
alteracOes eletrocardiogréaficas

Dois familiares que apresentaram MSC em idades precoces, ndo possuiam
diagnéstico clinico prévio de CMH e faleceram antes do estudo, impossibilitando a
coleta de material genético para analise. A necropsia de um desses jovens,
apresentou, alteracdes teciduais caracteristicas de CMH, levantando a hip6tese de
que o mesmo fosse portador de CMH ndo manifesta ao ECOTT. Porém, a anélise
genética da mae e do pai foi negativa para o genoétipo encontrado na familia.
Portanto, se as relacdes de parentesco estéo corretas, o jovem nao poderia herdar o
alelo mutante da familia e faleceu por outro motivo que ndo CMH. Outra possibiliade
€ que ele tivesse herdado outra mutacdo ou uma mutagado “de novo”, que pudesse
causar a hipertrofia ventricular (Richard et al., 2003).

As andlises in silico da patogenicidade da mutacdo p.Arg453Cys,
confirmaram o seu potencial deletério, observado na caracterizacéo fenotipica desta
familia. A mutacdo Arg453Cys é descrita e conhecida na literatura como causadora
de CMH (Watkins et al., 1992). Porém, o mecanismo molecular de geracdo da
doencga continua incerto e estudos em camundongos tem sido realizados na
tentativa de entendé-lo (Palmer et al, 2004; Debold et al., 2007).

Recentemente, Sommese et al. (2013), utiizando a B-MHC humana
purificada com a mutacdo p.Arg453Cys, demonstrou um aumento de
aproximadamente 50% na forca intrinseca da molécula, que pode ser responséavel
pela hipercontratilidade cardiaca. Estes autores postulam que a localizacdo do
residuo 453 proximo a uma folha B pregueada e proximos aos sitio de ligacdo de
ATP e actina, contribuam para a funcdo motora da proteina, e portanto alteracbes
nesta posicao prejudicariam o bom funcionamento da molécula.

Ao analisar o heredograma da familia B, observamos uma famiia composta

por 30 membros, onde somente o probando era portador de CMH, com um Unico
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caso de MSC em um membro jovem da familia, porém sem diagnéstico prévio de
CMH. Inicialmente pode-se pensar, que neste caso, a CMH pudesse ser causada
por alelos autossdmicos recessivos ou tratar-se de uma mutacdo "de novo" que
desencadeou o fendtipo. Entretanto, o exame molecular revelou uma dupla mutacéo
no gene MYBPC3. A varredura genética dos pais mostrou que cada um € portador
de uma das duas mutacdes, portanto a dupla mutacdo foi herdada pelo probando
apresenta configuracao trans.

Além dos pais, mais quatro familiares participaram do estudo. Os trés
parentes maternos sao portadores do alelo Asp610His e o iméao paterno herdou a
mutacao Glu452GIn. Nenhum deles, incluindo os pais apresentam qualquer fenétipo
de CMH, mesmo a avé materna de 59 anos.

De acordo com a literatura, mutacbes no gene MYBPC3, costumam
apresentar penetrancia incompleta (ou seja, o fenétipo daquele alelo nem sempre é
expresso), hipertrofia ventricular leve, baixo risco de MSC e evolucdo clinica
benigna, apresentando de maneira frequente individuos portadores do genotipo,
mas sem manifestacéo fenotipica (Nimura et al, 1998, Cardim et al., 2005 e Charron
et al. 2015). Porém, alguns estudos tem identificado muta¢cdes especificas com
manifestacdo precoce da doenca, marcada hipertrofia e disfuncdo sistélica e
diastdlica, como as mutacdes IVS23+1G>A, GIn689His e IVS6+5G>A (Oliva-
Sandoval et al., 2010; Briona et al., 2010; Van Driest et al., 2004 e Ortiz et al., 2009).

Nossos dados corroboraram o comportamento benigno das mutacdes do
gene MYBPC3, com excec¢do do probando no qual foi observada apresentacéo
clinica desfavoravel da doenca, com diagnostico precoce de CMH, aos 3 anos de
idade, hipertrofia ventricular severa (septo 4,2 cm), histéria de sincope, implante de
CDI e alto risco de MSC em cinco anos (7,69%).

Estudos revelam que a presenca de mdultiplas mutacbes esta associada a
uma maior hipertrofia da parede ventricular, com manifestagdo mais severa da
doenca (Zou et al, 2013, Ingles et al., 2005), entretanto, h&a trabalhos que né&o
encontraram tal relacdo (Marsiglia et al, 2013).

Além disso, a auséncia de doenca nos demais membros da familia com
genotipo positivo para uma das mutacbes em MYBPC3, pode ser explicada pela
penetrancia incompleta, uma vez que somente 58% dos portadores de mutacdes
neste gene expressam, efetivamente, hipertrofia ventricular antes dos 50 anos

(Nimura et al, 1998). Inclusive, até os 59 anos de idade, a portadora do alelo
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Asp610His, ndo apresentou sinais de CMH. Outra hipotese para explicar tal fato € a
de que o a célula miocardica consegue manter seu bom funcionamento, com metade
das proteinas alteradas.

Sendo assim, nossos dados nos permitem propor que a manifestacdo da
patologia no probando e de forma severa, se deveu a presenca da dupla mutacdo na
configuracdo trans e a manifestacdo dos dois alelos mutadados, produza 100% de
proteinas defeituosas, produzindo doenca, com uma expressdo fenotipica mais
acentuada.

Mutacbes nesse gene, sdo, em conjunto com mutagcdes nos genes da MYH?7,
as causas mais frequentes de CMH, sendo responsaveis por mais de 60% dos
casos onde uma causa genética foi identificada (Xu et al., 2010).

As andlises de predi¢cfes de patogenicidade da mutacdo p.Glu542GIn foram
divergentes, variando entre neutra e potencialmente danosas. Apesar disso, esta
mutacgdo tem sido associada a CMH na literatura e em bancos de variantes. Poucos
estudos demonstram a presenca dessa mutacdo em pacientes com CMH, porém em
todos eles, ha relacdo com a presenca de hipertrofia ventricular e manifestacéao
favoravel da doenca (Marsiglia et al. 2013, Ingles et al., 2005, Fokstuen et al. 2010 e
Rodriguez-Garcia et al. 2010).

No nosso estudo, os individuos que apresentaram essa mutacdo de forma
isolada, ndo apresentaram a manifestacao fenotipica da doenca, pelo menos até a
guarta década de vida (pai com 39 anos).

Por outro lado, a mutacdo p.Asp610His, apés as analises in silico, foi
classificada como potencialmente danosa, embora, a pesquisa no CLINVAR mostre
que esta mutacdo tem efeito incerto. Praticamente, ndo existem relatos desta
variante na literatura. Encontramos somente um estudo que cita essa mutacao.
Nesse estudo, ela esteve presente em um unico paciente portador de CMH, porém,
os dados ainda sdo poucos para se afirmar a patogenicidade da mesma (Olivotto et
al. 2011). No nosso estudo, a presenca dessa mutacdo por si s6 ndo manifesta
qualquer fenétipo clinico associado a CMH.

O escore de risco de MSC em cinco anos foi desenvolvido pela ESC em 2014
para estratificar o risco de ocorréncia de eventos malignos e auxilia na indicacéo de
implante de CDI. Entretanto, h& controvérsisas quanto a sua eficacia e preciséo.

No nosso estudo, a probanda da familia A havia sofrido uma parada

cardiorespiratoria e possuia um CDI implantado. Se o escore de risco fosse aplicado
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no momento do diagnostico de CMH (onde a paciente ainda ndo havia apresentado
MSC abortada) o mesmo néo indicaria implante de CDI, dado baixo risco de MSC
em cinco anos. Uma coorte retrospectiva realizada por Maron et al. (2015) avaliou
1629 pacientes com idade acima de 16 anos, onde 35 apresentaram MSC, 46
individuos tiveram choques apropriados pelo CDI e 414 individuos receberam
choque inapropriado pelo CDI, nos quais foi aplicado o escore de risco de MSC,
sendo observado que dos 35 pacientes com MSC 60% obteve risco baixo calculado
pelo escore.

Diante desta evidéncias, acreditamos que sejam necessarias ferramentas de
reclassificacdo, quando os pacientes forem considerados de baixo ou intermediério
risco pelo escore, considerando as caracteristicas genéticas do individuo, como a
presenca de mutacdes potencialmente patogénicas e dados de RMN cardiaca.
Diversos estudos indicam que a quantidade de fibrose (avaliada pelo realce tardio)
esta diretamente ligada ao maior risco de MSC (Bruder et al. 2010, O’Hanlon et al,
2010 e Shiozaki et al., 2013).

Esse estudo contribuiu para um melhor entendimento da CMH, ao apresentar
duas familia com carcterisiticas bem definidas relacionadas a doenca, possibilitando
uma andlise aprofundada das mutacdes e carcteristicas clinicas encontradas e deu
suporte para a consolidacdo de um servico de andlise e aconselhamento genético
no Insituto Nacional de Cardiologia, visto que hoje no Rio de Janeiro € a Unica
instituicdo publica a realizar esse servico.

Todos os participantes do estudo passaram por consultas genéticas onde
foram orientados quanto aos riscos e limitacdes associados a mutacao patogénica e
transmissao dos alelos mutantes. Além disso, aqueles que apresentaram gendtipo
positivo independente ou ndo da manifestacdo do fendtipo, foram encaminhados
para acompanhamento regular no préprio servico.

Ja se tem constatado que analise genética possui um bom custo beneficio na
saude publica, visto que permite a descontinuagcdo do acompanhamento com
exames clinicos daqueles familiares nos quais a analise genética foi negativa,
diminuindo o custo dos servicos, além de permitir melhor orientacdo aqueles nos
quais o gendtipo foi positivo (Wordsworth S, 2010).

Através do nosso estudo, ficou claro a necessidade de uma equipe

multidisciplinar treinada para o aconselhamento genético e familiar, baseado na
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percepcao do impacto que essa doenca causa as familias. ldealmente esta equipe
deveria ser formada por cardiologista, geneticista, assistente social e psicélogo.

Uma das limitacdes encontradas, foi o numero de familiares vonluntarios a
participar do estudo. Apesar de familias numerosas, nao foi possivel o acesso a
alguns familiares e nem todos atenderam ao nosso convite. Ainda sdo poucos 0s
estudos genéticos da CMH no Brasil, sendo a maioria dos dados sobre o0 assunto
advinda de populacbes européias e americanas, o que reforca a importancia de

estudos desenvolvidos com a populacéo brasileira.
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7. CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que a mutacao p.Arg453Cys na cadeia pesada da 3
miosina é responsavel pela manifestacdo e gravidade da expressdo da CMH na
familia A, e que a dupla mutacdo no gene MYBPC3, seria determinante para o
desenvolvimento da forma grave de CMH no probando da familia B.

A provavel associacdo patogénica das mutacbes p.Glus542GIn e
p.Asp6010His, foi primeiramente descrita neste estudo.

Acreditamos que a aplicacdo do escore de risco de morte subita cardiaca
necessite de novos critérios de reclassificacdo, como a analise genética e
ressonancia magnética, para os pacientes classificados como baixo e intermediario

risco.
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Caracterizacao Clinica de Pacientes com Cardiomiopatias
Herdadas

Instituicdo: Instituto Nacional de Cardiologia

Investigadores: Glauber Monteiro Dias (Responsavel)
Fernando E. S. Cruz Filho
Ana Luisa Sales

Julianny Freitas Rafael

Telefones para contato em emergéncias: (21) 3037-2431 / (27) 98121- 4488
/ (21) 97835-0705 / (21) 99416-9402

Endereco: Instituto Nacional de Cardiologia - Rua das Laranjeiras, 374 -
Laranjeiras, Rio de Janeiro - RJ, 22240-006

Endereco do Comité de Etica em Pesquisa: Rua das Laranjeiras, 374 -
Laranjeiras, Rio de Janeiro - RJ, 22240-006

Telefone: (21) 3037-2421

1. Introducéo

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo que procura avaliar as
caracteristicas clinicas de pacientes com suspeita de doenca do musculo
cardiaco. Antes de vocé aceitar participar deste estudo € importante que vocé
leia as explicacdes a seguir e, em, caso de alguma duavida, pergunte e as
esclareca com o pesquisador. O investigador do estudo discutirhA com vocé

essas duvidas permitindo gue seu consentimento seja livre e esclarecido.

2. Proposta do Estudo

Esse estudo tem como o objetivo analisar as caracteristicas clinicas de
pacientes com doencas do musculo cardiaco e seus familiares, portadores de
alteracdes genéticas, além de relacionar a presenca dessas alteragbes as
manifestacbes no eletrocardiograma, ecocardiograma, Holter e ressonancia

magneética. As cardiopatias hereditarias sdo doencas herdadas dos pais. As



instrucdes para a “fabricagdo” de cada componente do nosso organismo estao
armazenadas sob a forma de um cdodigo (codigo genético) em uma substancia
chamada DNA, presente em todas as células que compfe seu corpo. Essa
substancia € como uma grande biblioteca, com milhares de livros (genes) cada
um com milhares de letras (A, G,T,C). As instru¢gdes guardadas nestes “livros”
sdo fatores determinantes de muitas das nossas caracteristicas como por
exemplo a cor dos olhos e o tipo sanguineo, A ‘biblioteca” de cada individuo &
Gnica: quando somos gerados, herdamos copias da metade dos “livros” que
compde a “biblioteca’de nosso pai e nossa mae, que sem combinam em uma
unica “biblioteca” exclusiva que fazem o novo individuo.

Algumas trocas de letras ndo causam problemas, entretanto outras causam

doenca.

3. Duracéao do estudo

Vocé e seus familiares serdo uma das diversas familias que irdo participar
desde estudo, o qual sera realizado no Instituto Nacional de Cardiologia. A
duracdo esperada deste estudo € de aproximadamente 48 meses. Mulheres
com possibilidade de engravidar podem participar do estudo, assim como as
que estdo utilizando métodos anticoncepcionais. N&o existe restricdo para

mulheres em fase de amamentacéo ou gestantes.

4. Procedimentos a serem realizados

O periodo deste estudo clinico é de aproximadamente 48 meses e vocé e
sua familia serdo solicitados a comparecer a este hospital para se submeter a
diversos exames clinicos e laboratoriais, Os exames nao invasivos sdo exame
de sangue, eletrocardiograma convencional, eletrocardiograma de 24 horas
(Holter), ecocardiograma e quando necessario ressonancia magnética. O
exame de sangue é uma coleta de sangue simples com agulha e seringa de
preferéncia na veia do braco. O eletrocardiograma é realizado com doze
plaquinhas ligadas a fios e sédo colocados no seu peito, bragos e pernas,
enquanto estiver deitado e que registra as informagdes em um aparelho. O
Holter € semelhante ao eletrocardiograma com a diferenca de que ele fica 24

horas em vocé e o aparelho que registra as informacdes é portétil. O



ecocardiograma € um ultrassom do coracao, realizado com vocé deitado,
através de uma aparelho que é deslizado sobre o0 peito e registra as
informacdes. A ressonancia cardiaca magnética € um exame onde o0 paciente
deitado em uma maca, entra em um tubo, onde séo retiradas "fotos" do seu
coracdo. Na&o significa que fara todos esses exames, mas quando necessario
alguns poderéo ser repetidos. Ha um pequeno desconforto durante a coleta de
sangue, com risco discreto de hematoma no local da puncdo, os demais
exames nao trazem risco ou desconforto para vocé. Vocé serd sempre
orientado pelos investigadores do estudo e nada lhe serd cobrado. Vocé
podera ser chamado por telefone ou correio para comparecer o ambulatorio
outras vezes ou para repetir alguns exames acima descritos. Vocé tera
acompanhamento pelo seu médico assistente que sera informado dos
resultados de todos os exames que vocé se submeteu. Os doadores
envolvidos na pesquisa poderdo doar novas amostras de sangue para analise
das mutacbes, além do coletado para diagnéstico genético. Todo material
doado sera destinado exclusivamente para a pesquisa e descartado apés a
pesquisa.

E importante que vocé informe ao seu médico qualquer problema que
Ihe ocorra durante o estudo, incluindo novos ou antigos sintomas ou queixas
gue se manifestem, incluindo melhora ou regressdo desses sintomas. Nao
haverdo informacdes coletadas de seu prontuario, todas as informacfes serdo

obtidas com vocé durante a entrevista com 0s investigadores.

5. Riscos e Desconfortos

A coleta de sangue implica em uma dor leve durante a introdugéo da
agulha na pele e na veia do braco. Pode surgir vermelhiddo no local da picada
imediatamente ap0s a coleta ou mesmo se mantendo por até 3 dias. Nas
pessoas mais sensiveis, ou com medo, a coleta por si s6 pode causar
desmaios.
Os demais exames (Eletrocardiograma, Ecocardiograma e Holter 24h), ndo
trazem desconforto ou risco para vocé.
A ressonancia cardiaca magnética € um exame que nao envolve dor, mas pode

haver um desconforto relacionado a sensacdo de claustrofobia em pessoas



sensiveis. Outro fator de desconforto € o ruido do aparelho, que em algumas
partes do exame pode ser bem alto, mas, para minimizar esse inconveniente,
oferecemos protetores e fones de ouvido com mdusica. necesséario o uso de
Nesse exame € necessario o uso de contraste. Esse contraste é diferente dos
contrastes a base de iodo usado nos exames de raio-x, € mais seguro. Para
evitar reacfes ao contraste sera perguntado a vocé se tem alergia a gadolineo
(tipo de constraste usado no exame).

6. Excluséo do estudo

Existem neste estudo critérios de inclusdo e exclusdo que serdo
discutidos com vocé. Vocé sera excluido do estudo caso o investigador ache
necessario, mesmo sem seu conhecimento, pelas seguintes razfes: devido a
desobediéncia as orientacdes do estudo como faltar as consultas de avaliacéo
ou dos exames. Vocé pode pedir para sair do estudo a qualquer momento, sem

que isso cause qualquer prejuizo para seu tratamento.

7. Possiveis beneficios deste estudo

Esse estudo permitira um melhor conhecimento da doenca investigada.
Este fato pode beneficiar seu tratamento atual e futuro e de outras pessoas
portadoras da doenca. O custo de todas as consultas e exames necessarios
neste estudo serdo cobertos, sem nenhum custo para vocé e seus familiares.

E possivel entretanto, que nenhum beneficio a sua salde ocorra durante

ou apos este estudo completado.

8. Confidencialidade

As informagdes de seu historico médico sdo confidenciais (secretas
entre vocé e a equipe médica) e serdo tomados todos os cuidados para manté-
las assim, a menos que seja requerido judicialmente, apenas os investigadores
e auditores médicos terdo acesso aos dados confidenciais do estudo.

Os resultados do estudo poderdo ser publicados em revistas médicas,
apresentados em congressos ou eventos cientificos ou autoridades sanitarias,

sem gue seu home seja mencionado em alguma parte.



Assinando este consentimento vocé estard autorizando para estas
pessoas 0 acesso a seu prontuario e aos seus dados.
Todo o material biolégico coletado sera utilizado para este estudo.

9. Novos Achados
Durante o estudo vocé serd informado de qualquer nova descoberta
significante sobre o resultado dos exames, que possam alterar sua vontade de

continuar participando deste estudo.

10. Respostas a perguntas sobre este estudo

Se durante o estudo vocé tiver problemas ou gostaria de esclarecer
alguma duvida sobre a conduta deste estudo, entre em contato nesse numero
(27) 98121- 4488.

11. Participacédo voluntaria

Sua participacdo nesse estudo € voluntaria. Vocé pode recusar a
participar bem como desistir a qualquer momento, antes ou durante o periodo
do estudo sem qualquer prejuizo para seu tratamento. Caso vocé decida
descontinuar do estudo apds seu inicio, para sua propria segurangca vocé
devera retornar ao hospital para conversar com o médico do estudo para que
ele possa orienta-lo sobre as possiveis opcdes. E garantido por parte dos
investigadores o0 ressarcimento das despesas associadas a transporte e
alimentacao, quando vierem ao hospital realizar procedimentos relacionados a
pesquisa. Caso haja algum dano decorrente da participacdo na pesquisa, vocé

tem direito de solicitar indenizag&o por meios legais.

12. Consentimento para participar deste estudo

recebi uma via deste acordo de consentimento livre e esclarecido, li e
compreendi este documento, na qual foram me informados todos os dados
importantes sobre a conduta deste estudo. Me foi oferecido ampla

oportunidade de fazer perguntas e recebi respostas que me satisfizeram



totalmente. Se eu ndo puder participar ou se eu decidir suspender minha
participagdo neste estudo, ndo serei penalizado e ndo renunciarei de quaisquer

direitos legais. Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

Data: / /

Assinatura do paciente

Documento de identificagéo:

Assinatura e carimbo do investigador



TERMO DE ASSENTIMENTO
(Elaborado de acordo com a Resolucgéo 466/2012-
CNS/CONEP)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa intitulada
Caracterizagéo Clinica de Pacientes Com Cardiomiopatias Herdadas sob minha
responsabilidade e do Dr. Fernando Eugénio Cruz Filho, cujo objetivo é verificar a
relacdo entre a presenca alteracdes genéticas em pacientes com doengas do
musculo cardiaco e a forma como ela se apresenta em exames como
ecocardiograma, Holter e eletrocardiograma.

Para realizacdo deste trabalho usaremos os seguintes métodos: exame de
sangue, eletrocardiograma convencional, eletrocardiograma de 24 horas (Holter) e
ecocardiograma. O exame de sangue € uma coleta de sangue simples com agulha e
seringa de preferéncia na veia do brago. O eletrocardiograma é realizado com doze
plaguinhas ligadas a fios e sdo colocados no seu peito, bragos e pernas, enquanto
estiver deitado e que registra as informacbes em um aparelho. O Holter é
semelhante ao eletrocardiograma com a diferenca de que ele fica 24 horas em vocé
e o0 aparelho que registra as informacdes é portatil. O ecocardiograma é um
ultrassom do coragéo, realizado com vocé deitado, através de uma aparelho que é
deslizado sobre o peito e registra as informacoes.

Seu nome assim como todos os dados que |Ihe identifiqguem serdo mantidos
sob sigilo absoluto, antes, durante e ap6s o término do estudo.

Quanto aos riscos e desconfortos: A coleta de sangue implica em uma dor
leve durante a introducdo da agulha na pele e na veia do braco. Pode surgir
vermelhiddo no local da picada imediatamente apdés a coleta ou mesmo se
mantendo por até 3 dias. Nas pessoas mais sensiveis, ou com medo, a coleta por si
s6 pode causar desmaios. Os demais exames (Eletrocardiograma, Ecocardiograma
e Holter), n&o trazem desconforto ou risco para vocé.

Caso vocé venha a sentir algo dentro desses padrBes, comunique ao
pesquisador para que sejam tomadas as devidas providéncias.

Os beneficios esperados com o resultado desta pesquisa séo, entender
melhor como as doencas do musculo cardiaco se apresentam, para ajudar no
tratamento, aconselhamento e acompanhamento de pacientes com a mesma
doenca.

No curso da pesquisa vocé tem os seguintes direitos: a) garantia de

esclarecimento e resposta a qualquer pergunta; b) liberdade de abandonar a



pesquisa a qualquer momento, mesmo que seu pai ou responsavel tenha consentido
sua participacdo, sem prejuizo para si ou para seu tratamento (se for o caso); c)
garantia de que caso haja algum dano a sua pessoa, 0s prejuizos serdo assumidos
pelos pesquisadores ou pela instituicdo responsavel inclusive acompanhamento
médico e hospitalar (se for o caso).

Caso haja gastos adicionais, os mesmos serdo absorvidos pelo pesquisador.
Nos casos de duvidas vocé deverd falar com seu responsavel, para que ele procure
0s pesquisadores, a fim de resolver seu problema. Segue abaixo o contato dos
pesquisadores em caso de divida ou emergéncia:
Glauber Monteiro Dias (Responsavel)
Fernando E. S. Cruz Filho
Ana Luisa Sales
Julianny Freitas Rafael
Telefones para contato em emergéncias: (21) 3037-2431/ (27) 98121- 4488 / (21)
97835-0705 / (21) 99416-9402
Endereco: Instituto Nacional de Cardiologia - Rua das Laranjeiras, 374 -
Laranjeiras, Rio de Janeiro - RJ, 22240-006
Endereco do Comité de Etica em Pesquisa: Rua das Laranjeiras, 374 -
Laranjeiras, Rio de Janeiro - RJ, 22240-006
Telefone: (21) 3037-2421

Assentimento Livre e Esclarecido

Eu apos ter recebido todos

0s esclarecimentos e assinado o TCLE, confirmo que o (a) menor

recebeu todos os

esclarecimentos necessarios, e concorda em participar desta pesquisa. Desta forma,
assino este termo, juntamente com o pesquisador, em duas vias de igual teor,

ficando uma via sob meu poder e outra em poder do pesquisador.

Local, data

Assinatura do responsavel Assinatura do pesquisador

Para menores de 18 anos a autorizagéo é

assinada pelo Pai ou responsavel
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Caracterizacao Fenotipica de pacientes com cardiomiopatias hereditarias
Pesquisador: Glauber Monteiro Dias

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Verséo: 1

CAAE: 44740415.7.0000.5272

Instituicdo Proponente: Instituto Nacional de Cardiologia - INC
Patrocinador Principal: Instituto Nacional de Cardiologia - INC

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 1.098.182
Data da Relatoria: 12/05/2015

Apresentagéo do Projeto:

Trata-se de estudo clinico observacional de pacientes portadores de cardiomiopatia hipertrofia
acompanhados no ambulatério da especialidade do INC assim com seus parentes. Sera realizado estudo
genético assim como ECG,Holter,Ecocardiografia e Ressonancia magnética dos pacientes e familiares que

concordarem em participar do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar as caracteristicas clinicas de individuos portadores de mutacdes génicas causativas de
cardiomiopatias hereditarias, correlacionando

fenotipo de gendtipo.

Objetivo Secundario:

a) Caracterizar o fendtipo dos probandos e familiares portadores de mutagdes por exames clinicos e de
imagem. b) Correlacionar mutacao génica a

expressdo clinica (fenotipo) da doenca no probando e em seus familiares. c¢) Classificar as mutacdes
encontradas quanto a sua patogenicidade.d)

Caracterizar molecularmente as mutac¢des potencialmente patogénicas.
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A coleta de sangue periférico implica em uma dor leve durante a introducdo da agulha na pele. Pode surgir
vermelhiddo no local da picada

imediatamente apés a coleta ou mesmo se manter por 3 dias. Nas pessoas mais sensiveis pode causar
desmaios. Os demais exames

(Eletrocardiograma, Ecocardiograma e Holter 24h), ndo trazem desconforto ou risco para vocé. A
ressonéncia cardiaca magnética € um exame que

ndo envolve dor, mas pode haver um desconforto relacionado & sensacédo de claustrofobia em pessoas
sensiveis. Outro fator de desconforto é o

ruido do aparelho, que em algumas partes do exame pode ser bem alto, mas, para minimizar esse
inconveniente, oferecemos protetores e fones de

ouvido com musica. necessario o uso de Nesse exame € necessario 0 uso de contraste. Esse contraste é
diferente dos contrastes a base de iodo

usado nos exames de raio-X, € mais seguro. Para evitar reacfes ao contraste sera perguntado a vocé se
tem alergia a gadolineo (tipo de contraste

usado no exame).

Beneficios:

O projeto prop8e uma avaliacao clinica ampla dos pacientes portadores de cardiomiopatias hereditarias e
seus familiares, que inclui a histéria

familiar, eletrocardiograma, exames de imagem e dados de andlise genética. Os pacientes ndo terdo seu
acompanhamento clinico modificado ou

prejudicado devido a condi¢cdo de participante do projeto, nem serdo submetidos a exames complementares
além dos necessérios para o

acompanhamento de sua doenga. Também nado serdo submetidos a intervenc¢des terapéuticas. Os
pacientes e seus familiares terdo garantido o

acompanhamento em ambulatério especializado em cardiomiopatias, além de aconselhamento genético e
exames regulares para acompanhamento

da doenca. Esse estudo permitira o conhecimento melhor da doencga investigada e beneficiar o tratamento
da mesma.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de pesquisa de grande relevancia uma vez que permitird uma melhor compreenséo da
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patologia estudada, correlacionando achados clinicos com o diagndstico molecular

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoria:
Foram apresentados os documentos obrigatorios.
O TCLE assim como o Termo de Assentimento sdo adequados.

Recomendacdes:
Nao ha.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Recomendo aprovacéo do projeto.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracdes Finais a critério do CEP:

INSTITUTO NACIONAL DE gzm«m

Conforme Resolu¢cdo CNS/MS 466/12 Capitulo XI Item 2.d cabe ao pesquisador responsavel elaborar e

apresentar os relatérios parciais e final ao Comité de Etica em que foi submetido o projeto.

RIO DE JANEIRO, 09 de Junho de 2015

Assinado por:
monica moura de vasconcellos

(Coordenador)
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