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RESUMO

Cruz CBBV. Avaliacdo de rejeicdo aguda em pacientes transplantados
cardiacos pela técnica de speckle tracking [tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2018.

A rejeicdo é uma das principais complicagdes apds transplante cardiaco
(TC). A bidpsia endomiocardica do ventriculo direito (BEVD) continua a ser o
padrao-ouro para seu diagnoéstico. Ha uma necessidade de alternativas n&o
invasivas que permitam um diagnéstico seguro e precoce de rejeigao
cardiaca, antes do inicio dos sintomas clinicos. A ecocardiografia com
speckle tracking (EST) permite a analise da dindmica de contragéo
ventricular, possibilitando a deteccao precoce de disfuncdo miocardica. Os
objetivos deste estudo foram comparar os parametros da dinamica
ventricular obtidos com a EST em pacientes transplantados e individuos nao
transplantados cardiacos e avaliar o valor da EST e da dosagem sérica de
troponina | e peptideo cerebral natriurético (BNP), como ferramentas nao
invasivas para a detecgao precoce de rejeicdo celular aguda significativa
(RCA) apos o TC. Entre janeiro de 2014 e novembro de 2017, foram
estudados, prospectivamente, 49 pacientes transplantados cardiacos com
fungao sistdlica normal, tanto do ventriculo esquerdo (VE) como do direito
(VD) submetidos a BEVD para vigilancia ou por suspeita clinica de rejeigao.
A RCA foi definida como 22R pelos critérios da Sociedade Internacional
para Transplante de Coracdo e Pulm&o. Quarenta e nove individuos
saudaveis pareados por idade e sexo constituiram o grupo controle. Todos
os pacientes foram submetidos a ecocardiografia convencional e a EST. Os
pacientes transplantados foram submetidos, horas antes da BEVD, a
dosagem de troponina | e BNP séricos. Parametros ecocardiograficos
classicos, strain e strain rate longitudinal global, radial e circunferencial do
VE, além de strain longitudinal da parede livre do VD (SLPL-VD) foram
analisados. Os 49 pacientes transplantados cardiacos (média etaria
45,2+11,5 anos, 28 homens) foram submetidos a 66 biopsias entre 6-12
meses apos o TC. A RCA foi detectada em 17 (26%) e auséncia de RCA em
49 (74%) bidpsias. Strain e strain rate longitudinal, circunferencial e radial
globais do VE e SL-PLVD foram significantemente menores, em valores
absolutos, nos grupos dos transplantados cardiacos do que no grupo
controle. O SL-PLVD apresentou valor absoluto menor no grupo com RCA



do que no sem RCA (-18,28+4,8% versus -22,11+£2,9%; p <0,001). Um valor
de SL-PLVD < 17,57% (valor absoluto) teve sensibilidade de 71%,
especificidade de 90%, valor preditivo positivo de 75%, acuracia de 84% e
valor preditivo negativo de 88% para deteccdo de RCA. A dosagem da
troponina | foi significantemente mais alta em pacientes com RCA (p<0,01).
A mediana para este grupo foi 0,19 [intervalo interquartil 0,09-1,31 ng/mL],
versus 0,05 [intervalo interquartil, 0,01-0,18ng/mL] para o grupo sem RCA.
Na analise multivariada, o SL-PLVD foi o unico preditor independente de
RCA com razéo de chance de 1,70 (intervalo de confianga de 95% = 1,17-
2,48); p = 0,006. Concluiu-se que o SL-PLVD derivado da EST foi marcador
sensivel e especifico de RCA. Estes dados sugerem que esta técnica é
adequada para detectar alteragdes na deformacéao ventricular direita durante
um episddio de RCA.

Descritores: transplante cardiaco; rejeicdo de enxerto; ecocardiograma;
funcao ventricular esquerda; funcao ventricular direita; dindmica ventricular;

ecocardiografia com speckle tracking.



ABSTRACT

Cruz CBBV. Evaluation of acute cellular rejection in heart transplanted
patients by speckle tracking echocardiography [thesis]. S&o Paulo:

“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2018.

Rejection is a major complication after heart transplantation (HT). Right
ventricular endomyocardial biopsy (EMB) remains the gold standard for
diagnosis of rejection. There is a need for non-invasive alternatives that allow
for a safe and early diagnosis of cardiac rejection prior to the onset of clinical
symptoms. Speckle tracking echocardiography (STE) enables the analysis of
left and right ventricular contraction dynamics, thus allowing for the early
detection of myocardial dysfunction. The aims of the present study were to
compare ventricular dynamics parameters obtained by STE in heart
transplanted patients and control individuals. We also aimed to assess the
value of STE, troponin I, and brain natriuretic peptide (BNP) serum levels as
noninvasive tools for the early detection of significant acute cellular rejection
(ACR) after HT. From January 2014 to November 2017, we prospectively
studied 49 transplanted patients with normal left and right ventricular systolic
function, who had undergone EMB for either surveillance or clinical suspicion
of rejection. ACR was defined as 22R graded according to the revised
International Society for Heart and Lung Transplantation by EMB. A total of
49 age- and sex-matched healthy individuals formed the control group. All
studied patients underwent conventional echocardiography with the analysis
of STE. The transplanted group also had their serum troponin | and BNP
levels measured hours before undergoing EMB. Classic echocardiographic
parameters left ventricular global longitudinal strain (LV-GLS), radial and
circumferential strain and strain rate, and right ventricular free wall
longitudinal strain (RV-FWLS) were analyzed. The 49 heart transplanted
patients (mean age 45.2+11.5 years, 28 men) underwent 66 biopsies, 6-12
months after HT. ACR was detected in 17 (26%) and no ACR in 49 (74%) of
biopsies. LV-GLS, circumferential and radial strain and strain rate and RV-
FWLS values were significantly lower in heart transplant group than in control
group. RV-FWLS was lower (absolute value) in the group with ACR than in
the group without ACR (-18.28+4.8% versus -22.11+2.9%; p<0.001). A RV-
FWLS <17.57% had 71% sensitivity, 90% specificity, 75% positive predictive
value, 84% accuracy, and 88% negative predictive value for detection of



ACR. The troponin | level was significantly higher in patients with ACR
(p<0.01). The median value for this group was 0.19 [interquartile interval
0.09-1.31 ng/mL] vs. 0.05 [interquartile interval 0.01-0.18 ng/mL] for the
group without ACR. In the multivariate analysis, RV-FWLS was the only
independent predictor of ACR, with odds ratio of 1.70 (Cl 95% = 1.17-2.48);
p=0.006. We concluded that STE-derived RV-FWLS was a sensitive and
specific marker of ACR. Our data suggest that this is a suitable technique for
noninvasive detection of changes in the right ventricular deformation during
an episode of ACR.

Descriptors: cardiac transplantation; graft rejection; echocardiography;
ventricular function, left; ventricular function, right; ventricular dynamics;

speckle tracking echocardiography.



1 INTRODUGCAO



INTRODUCAO - 2

Atualmente, o transplante cardiaco (TC) é reconhecido como o melhor
tratamento para pacientes com insuficiéncia cardiaca refrataria. Quando uma
criteriosa selecdo é utilizada para a escolha do doador e receptor, ha um
aumento significativo na sobrevida, capacidade de exercicio, retorno ao
trabalho e qualidade de vida dos pacientes’.

Uma das complicacdes que interfere no sucesso do TC, a despeito
dos avangos na terapia imunossupressora, € a rejeicdo cardiaca. Esta
aumenta a morbidade e a mortalidade, diminuindo a sobrevida do paciente
transplantado se nao for tratada adequadamente. Isso se da, sobretudo, no
primeiro ano apds o TC. Sua ocorréncia apresenta taxas que variam entre
36% e 50%, dependendo do protocolo de indugdo de tolerancia?.

A rejeicdo cardiaca pode ser mediada por células ou anticorpos e
define-se por manifestagdes clinicas e/ou histopatolégicas que se
desenvolvem em surtos denominados episodios de rejeicdo. Com base no
tempo apés o TC e no mecanismo envolvido em sua ocorréncia, pode ser
classificada em varios tipos®. A rejeicdo aguda pode ser do tipo celular,
humoral (mediada por anticorpos) ou mista. E descrita, ainda, a rejeicéo

hiperaguda, que ocorre imediatamente ou nas primeiras horas apés o TC.
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1.1 Rejeigao Cardiaca

A rejeicdo hiperaguda €& mediada por anticorpos pré-formados,
geralmente dirigidos contra o sistema ABO ou sistema antigeno leucocitario
humano. E precoce, ocorrendo imediatamente ou poucas horas apés o TC.
O quadro histopatoldgico € semelhante ao da rejeicdo aguda humoral grave,
com trombos fibrinosos na microcirculagdo, degeneracdo ou necrose da
parede vascular, infiltrado inflamatério neutrofilico perivascular, acentuado
edema e hemorragia intersticial®.

A rejeigdo aguda humoral (mediada por anticorpos), recentemente
reconhecida como entidade clinica, tende a ocorrer em pacientes
previamente alossensibilizados e esta associada a pior evolugao clinica e ao
desenvolvimento da doenca vascular do enxerto®. Entretanto, muitas duvidas
permanecem quanto aos critérios diagndsticos, a avaliagdo evolutiva e ao
tratamento desse tipo de rejeigao.

Atualmente, o principal marcador para o diagnostico imunopatologico
da rejeicdo humoral é a fragdo do complemento CD4 no capilar®. Devem ser
consideradas positivas para rejeicdo humoral as alteragdes difusas ou
multifocais, de intensidade fraca ou forte, quer seja por imunofluorescéncia
ou imuno-histoquimica’. Com base neste racional, a nomenclatura mais
recente para o diagnostico de rejeicdo humoral, conforme a Sociedade
Internacional de Transplante Cardiaco e Pulmonar’8, leva em consideragédo
os achados anatomopatolégicos, incluindo informagdes histolégicas e
imunopatoldgicas. A rejeicao humoral é dividida em quatro graus:

- Grau 0: negativa para rejeicdo humoral (estudos histologicos e

imunopatologicos negativos).
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- Grau 1 (H+): rejeicdo humoral apenas histolégica (auséncia de
achados imunopatoldgicos e presencga de achados histolégicos).

- Grau 1 (lI+): rejeicdo humoral apenas pela imunopatologia
(auséncia de achados histologicos e presenga de achados pela
imunopatologia - CD4/CD3 e/ou CDG68 positivos).

- Grau 2: definida pela presenga de achados histologicos e
imunopatolégicos para rejeigdo humoral.

- Grau 3: rejeicdo humoral grave caracterizada pela presenca de
hemorragia, fragmentagao capilar, inflamagéo polimorfica, edema
intersticial e marcadores de imunopatologia.

Ainda existem limitacdes técnicas e duvidas pertinentes em relagao a

melhor estratégia para o diagnéstico de rejeicdo humoral.

A rejeicdo celular aguda é a forma mais comum de rejeigdo. Pode
ocorrer em qualquer tempo apés o TC, mas € mais comum no primeiro ano. Este
tipo de rejeigéo caracteriza-se, histologicamente, por varios niveis de infiltragdo
linfocitaria e agresséo as fibras cardiacas®*. Por varios anos, foi classificada em
seis graus distintos, e, atualmente, é classificada em apenas trés graus®.

- Grau 1R (rejeicao leve, baixo grau), correspondente aos antigos
graus 1A, 1B e 2: é caracterizado por infiltrado inflamatorio linfo-
histiocitario perivascular ou intersticial, pouco exuberante, sem
agressao dos cardiomiocitos ou com apenas um foco de agressao.

- Grau 2R (rejeigdo moderada, grau intermediario), correspondente
ao antigo grau 3A: é caracterizado pela presenca de dois ou mais
focos de agressédo dos cardiomidcitos pelo infiltrado inflamatorio,

que é tipicamente multifocal, podendo conter alguns eosindfilos.
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- Grau 3R (rejeicao intensa, alto grau), equivalente aos antigos graus
3B e 4: é caracterizado pelo acometimento inflamatério dos varios
fragmentos da bidpsia, com padrdo difuso em, ao menos, um
deles, associado a multiplas areas de agressao celular.

Em adultos, na presenca de grau maior ou igual a 2R, deve-se ajustar

o esquema de imunossupressao empregado®. Com frequéncia, os pacientes

sao assintomaticos, mas, eventualmente, podem apresentar sintomas leves.

1.1.1 Diagnéstico de rejeicao cardiaca

A monitoragdo da rejeicao cardiaca deve ser continua, em razéo do
risco de sua ocorréncia em qualqguer momento apés o TC'. A bidpsia
endomiocardica de ventriculo direito (BEVD) é considerada padrao-ouro
para seu diagnostico. Deve ser fixada em solugdo de formol tamponada a
10%, em temperatura ambiente e manuseada com cuidado. A BEVD deve
conter, ao menos, trés fragmentos distintos (preferencialmente, quatro ou
mais), cada um deles constituido, ao menos, em 50% por miocardio. Cortes
histolégicos sequenciais (a0 menos, trés niveis) devem ser corados pela
hematoxilina-eosina, sendo aconselhavel que niveis intermediarios sejam
guardados para eventuais coloragdes especificas ou imunohistoquimica. A
coleta de fragmentos congelados para imunofluorescéncia, utilizando
material a fresco, é facultativa a depender da experiéncia do servigo®''.

O grande problema desse procedimento é ser invasivo e associado a
complicacbes que variam entre 0,2% e 5,5%, incluindo perfuracédo

miocardica, tamponamento cardiaco, lesdo da valva tricuspide causando
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regurgitagédo significativa e complicagdes relacionadas ao acesso venoso'?
9. QOutra limitagdo da BEVD é que a analise patoldgica é subjetiva e existe
uma significativa variabilidade interobservador, o que compromete sua
confiabilidade e reprodutibilidade??-22. Além disso, € um procedimento caro,
que esta propenso a erros de amostragem, pela natureza irregular da
rejeicado e, mais importante, que gera desconforto a muitos pacientes.

Na maioria dos servigos, ha um protocolo para realizacdo das BEVDs
em intervalos regulares nos primeiros meses apos o TC, independente dos
sintomas. A BEVD também é feita na presenca de sinais ou sintomas
sugestivos de rejeicdo, quando ha alguma suspeita por outros exames nao
invasivos e para avaliar a resposta a seu tratamento.

Com o declinio observado ultimamente nas taxas e na menor
gravidade dos episodios de rejeicdo, um grande numero de BEVDs nao
apresenta rejeicdo clinicamente significativa, e sua realizagdo sistematica
vem sendo questionada?®. Entretanto, observa-se que outros marcadores
nao invasivos de rejeicdo cardiaca ainda apresentam menor sensibilidade.
Desse modo, até os dias atuais, nenhum método nao invasivo conseguiu
substituir com seguranga a necessidade de realizagdo de BEVD?*. Nesse
contexto, permanece a necessidade de busca por um método mais simples

e eficiente para detecgao de rejeicdo em pacientes submetidos a TC.
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1.1.2 Papel da ecocardiografia na avaliagao de rejei¢do cardiaca

O ecocardiograma € um exame fundamental no manuseio do paciente
transplantado cardiaco. Trata-se de exame de baixo custo, grande
disponibilidade, que pode ser realizado a beira leito e sem riscos ao
paciente. Por meio desse método, monitoram-se a fungao cardiaca global e
regional, dados hemodinadmicos, fungéo diastélica de ambos os ventriculos,
além de fornecer informagdes em relagdo ao grau de hipertensao arterial
pulmonar e diagndstico de alteragcbes valvares e pericardicas com grande
acuracia.

As alteragdes histologicas decorrentes da rejeicdo cardiaca
modificam, sobretudo, as propriedades de relaxamento e complacéncia do
miocardio, levando a dificuldade de enchimento ventricular. As alteracées da
funcdo sistolica com comprometimento da funcido contratii do ventriculo
esquerdo (VE) sao fenbmenos mais tardios e, hoje, pouco identificados por
meio dos métodos convencionais disponiveis?®-25,

O primeiro sinal ecocardiografico descrito relacionado com a presenca
de rejeicao foi o aumento da espessura de parede resultante do edema
intersticial. Entretanto, a variagcdo da espessura de parede pode ser sutil na
maioria dos casos, com baixa sensibilidade e especificidade?’.

A presenca de derrame pericardico € comum no poés-operatorio de
TC. Porém, a piora do derrame, assim como o aparecimento de um novo
derrame, podem estar relacionados com a ocorréncia e gravidade da
rejeicao?®. A presenga de alteragbes na fungdo valvar, precocemente

detectadas ao Doppler, também pode estar relacionada com rejeigao
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cardiaca®®. Quando se detecta rejeigdo leve ou em fase inicial, as alteragdes
ao ecocardiograma bidimensional sdo sutis e ndo sao especificas ou
reprodutiveis o suficiente para permitir o ajuste dos medicamentos
imunossupressores. As abordagens propostas para o diagnoéstico precoce
de rejeicdo vém enfatizando medidas de disfungdo diastdlica, mais
especificamente as medidas do relaxamento diastélico inicial. Muitos
estudos utilizaram indices de funcao diastdlica derivados da avaliagdo com o
Doppler pulsado do fluxo transmitral para seu diagndstico precoce, com
andlise do pico de velocidade de enchimento precoce (onda E), pico de
velocidade de contragao atrial (onda A), relagcao E/A, tempo de relaxamento
isovolumétrico e tempo de desaceleragcdo da onda E (TDE). Entretanto,
estes parametros possuem limitagdes, sobretudo por sua dependéncia da
frequéncia cardiaca (geralmente elevada em pacientes transplantados, com
fusdo das ondas E e A) e das condi¢des de carga. Estudo com parametros
derivados do fluxo de veias pulmonares e velocidade de propagacgéao do fluxo
intraventricular também apresentou resultados conflitantes3. Por outro lado,
demonstrou-se que parametros derivados do Doppler tecidual possuem um
desempenho melhor, principalmente pela menor dependéncia da frequéncia
cardiaca e das condigdes de carga. No entanto, esses parametros sao

sensiveis, mas nao sao especificos para detecgao de rejei¢ao.
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1.2 Ecocardiografia com Speckle Tracking

Mais recentemente, uma nova metodologia foi desenvolvida para
andlise da deformagcdo miocardica por seguimento automatico da
movimentagdo de padrdes pontilhados (speckles) inerentes a interface
ultrassom-miocardio. Speckles sao pontilhados caracteristicos do miocardio,
advindos da interface construtiva e destrutiva da onda de ultrassom, pela
interacdo desta com pequenas particulas inferiores ao comprimento de
onda. Estes padrdes pontilhados, unicos como uma impressao digital no
miocardio, sao identificados e seguidos ao longo do ciclo cardiaco. Pela
técnica de ecocardiografia com speckle tracking, sdao gerados vetores
representativos de movimentagao multidirecional, com respectivos valores, e
suas curvas sao plotadas em funcdo do tempo para multiplos parametros:
deslocamento, velocidade de deslocamento, strain e strain rate, além da
rotacdo dos niveis transversos ventriculares. Todas estas analises
integradas compdem a chamada dindmica de contragdo ventricular, uma
forma muito mais completa e sensivel para caracterizar a fungao
sistdlica’!-32,

Strain corresponde a medida de deformacdo da parede ventricular,
expressa como uma fragdo ou percentagem da mudanga de sua dimensao
original®3. Pode ser descrita matematicamente por €= L — Lo / Lo, onde €
corresponde ao strain, L comprimento final e Lo ao comprimento inicial®*. Por
outro lado, strain rate refere-se a velocidade com a qual essa deformacao
ocorre33; representada pela equagdo €(t)=L(t) — L(to) / L(to), sendo L(t) o

comprimento do objeto no instante “t” e L(to) semelhante a Lo (comprimento
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inicial). Por sua vez, esta deformagao, pode ocorrer no sentido longitudinal
(estreitamento-alongamento), radial (espessamento-encurtamento) e
circunferencial (rotagdo horaria e anti-horaria)®*. O termo rotagao, avaliado
no plano longitudinal, eixo curto, traduz a movimentagdo, em graus, dos
pontos no sentido circunferencial. O termo torcdo deve ser usado para
definir, da base ao apice, o gradiente no angulo de rotagdo do VE no eixo
longitudinal, sendo expressa em graus/cm. A diferenga absoluta entre as
rotagbes da base e do apice do VE equivale ao twist®3.

Algumas vantagens desta nova ferramenta ecocardiografica sao
claramente identificadas em relagao ao Doppler tecidual. A principal delas é
a de nao depender do angulo de incidéncia do feixe de ultrassom. Além
disso, as anadlises advindas do speckle tracking nao estdo sujeitas a
interferéncia de tracionamento segmentar ou do movimento translacional do
coragao. A avaliagdo da regido apical do VE, muito problematica com o
Doppler tecidual, € mais facilmente realizada com essa nova técnica®.
Ainda, por motivo de incidéncia paralela do feixe de ultrassom, a avaliacao
da deformacgao radial das paredes inferior e anterior, nao factivel por Doppler
tecidual, torna-se possivel por speckle tracking. O mesmo problema também
€ contornado para avaliagao de deslocamento e deformagao na orientagao
circunferencial das paredes septal e inferolateral, quando, aqui, a incidéncia
do feixe deveria ser paralela, e pelo Doppler tecidual tende a ser
perpendicular. Como o speckle tracking avalia a movimentagcédo dos padrdes
pontilhados existentes no miocardio, independentemente de angulo de

incidéncia de feixe, ndo tem esta limitagédo?2.
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1.3 Aplicagoes Clinicas da Técnica de Speckle Tracking

A concepcado da arquitetura muscular miocardica mais aceita pela
comunidade cientifica foi proposta por Torrent-Guasp et al.3®, que descreve
0 miocardico como uma faixa muscular dobrada em dupla hélice, com fibras
musculares endocardicas longitudinais, circunferenciais no terco médio e
obliquas no epicardio. Em termos de gasto energético, essa arquitetura leva
a uma forma mais eficiente de contragdo, comparando-se com a simples
contragao no sentido radial. Hoje, sabe-se que a base do VE contrai em
rotacdo no sentido horario, em oposicdo a rotacdo anti-horaria apical. Esta
oposicdo de rotagdbes € chamada de twist, quando normalizada pelo
comprimento do VE, de torgdo, nomenclatura mais atual. A fisiologia de
contragao torcional, antes sé avaliada por ressonancia magnética cardiaca e
sonomicrometria (em modelos experimentais), atualmente, também pode ser
avaliada de forma néo invasiva por speckle tracking®36. O uso da técnica de
speckle tracking para estas avaliagdes foi testado e validado por estes
métodos padrdo-ouro, mostrando excelente correlagéo®”-38.

Considerando-se o potencial desta nova técnica, é fundamental
conhecer sua real capacidade de diagnosticar a rejeicdo de forma nao
invasiva, para que sejam considerados a redu¢cdo do numero de BEVDs e o
ajuste precoce dos medicamentos imunossupressores.

Até o momento, a maioria das publicagées com o uso de ecocardiografia
com speckle tracking é voltada para sua validagdo em diversas areas de
interesse (fungao sistdlica e diastdlica, avaliagdo de dissincronia, detecg¢ao de
isquemia e areas infartadas, entre outras)*®4*. Sua aplicagdo em uma

populacdo de pacientes transplantados ainda € controversa, mas vem
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recebendo atencdo nos ultimos anos. Em um primeiro estudo, realizado com
ratos submetidos ao TC, os valores do strain radial mostraram-se bastante
diferentes no grupo com rejeigdo comparado ao grupo sem rejeigéo cardiaca®.

Mais  recentemente, = Ambardekar et al*®  estudaram,
retrospectivamente, um grupo com 30 pacientes transplantados que
apresentaram alguma BEVD com rejeigdo e um grupo-controle composto por
14 pacientes transplantados que nao apresentavam nenhuma BEVD com
rejeicdo. Nao foram encontradas diferengas significativas nas variaveis strain
longitudinal global do VE e strain circunferencial entre ecocardiogramas
basais, os ecocardiogramas realizados no periodo da rejeicdo e o exame
feito apds sua resolugdo nos pacientes que cursaram com rejeicdo. Nao
houve diferencas entre os grupos com e sem rejeicdo quanto as variaveis
estudadas.

Em outro estudo com 34 pacientes, Mingo-Santos et al.*” concluiram
que a combinagado do strain longitudinal global do VE e o strain longitudinal
da parede livre do VD (SLPL-VD) podem ajudar a identificar um grupo de
transplantados que, provavelmente, ndo apresentara rejeigcao.

Na literatura, ha, ainda, controvérsias sobre os indices de deformacéao
em coragbes transplantados em comparagdo aos coragdes nao
transplantados, assim como sobre o comportamento desses indices com o
passar do tempo. Baixos indices podem estar associados com incidéncias
maiores de morte e eventos cardiacos adversos*®49,

Todos os relatos concluem que mais estudos sdo necessarios para
uma definigho mais segura do papel do ecocardiograma com speckle

tracking no paciente transplantado.
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1.4 Peptideos Natriuréticos e Rejeigcao Cardiaca

O peptideo natriurético cerebral (brain natriuretic peptide [BNP]) € o
hormdnio homdlogo ao peptideo natriurético atrial (Atrial natriuretic peptide
[ANP]), sendo a porgéo fisiologicamente ativa constituida de 32 aminoacidos®.

Inicialmente, o BNP foi identificado no cérebro e, posteriormente, no
coracdo, sobretudo em midcitos do ventriculo. Apresenta baixas
concentragbes plasmaticas em condigbes fisioldgicas, com aumento
significativo em situagées patoldgicas, como hipertrofia ventricular e
insuficiéncia cardiaca®.

O BNP tem sua secrecgao regulada pela tensao na parede miocardica.
Apresenta niveis plasmaticos elevados na insuficiéncia cardiaca sistdlica
e/ou diastdlica, assim como em casos com sobrecarga de volume, revelando
ser preditor no desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e de mortalidade
cardiovascular®!-53,

O BNP também vem sendo estudado como método no diagnéstico de
rejeicdo em pacientes adultos submetidos a TC. Seu nivel sanguineo vem se
mostrando elevado durante episodios de rejeicdo apos o TC, independente
das alteragdes hemodindmicas ou da fungdao ventricular. Em estudos
experimentais, este aumento tem sido relacionado a interacdo do BNP com
o sistema imunoldgico®*°%. Estudos com imunohistoquimica mostram que o
BNP é produzido, além dos cardiomidcitos, por células T, macrofagos e
células endoteliais, com sua liberacdo estimulada por citocinas como
interleucinas e fator de necrose tumoral, presentes na fase aguda do

processo inflamatdrio®.
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Na populagao adulta, estudos mostram que os niveis sanguineos de
BNP mantém-se elevados nos primeiros 2 meses apdés o transplante,
impossibilitando o diagnéstico de rejeicdo. Seus niveis sdo reduzidos de
forma progressiva em um periodo de 6 meses, quando, entdo, se pode
observar correlagdo com os achados histolégicos da rejeigao%-.

Em 2008, Martinez-Doltz et al.%® avaliaram o BNP em um periodo
entre 9 e 12 meses apds TC. Os autores observaram maior numero de
eventos como morte, rejeigao tardia (apds o primeiro ano) ou disfungéo do
enxerto, nos pacientes com aumento maior que 20% dos niveis de BNP.
Rossano et al.%%, comparando os niveis sanguineos de BNP e os achados
histolégicos da BEVD, mostraram correlagao entre a elevagéao dos niveis de
BNP acima de 100 pg/mL e a presenca de rejeigao cardiaca.

No entanto, na literatura ha controvérsias a respeito de valores
absolutos ou percentuais dos niveis séricos de BNP que definem a rejeigao

cardiaca.

1.5 Troponina e Rejei¢ao Cardiaca

As troponinas sao proteinas contidas nas células musculares, no
aparelho miofibrilar que constituem o sarcémero. Sdo compostas de
multiplas subunidades: troponina | (subunidade inibidora da actina),
troponina C (subunidade ligada ao calcio e reguladora da contragao) e
troponina T (subunidade ligada a miosina-tropomiosina). A troponina C é
idéntica tanto no musculo esquelético como cardiaco, mas o0s genes

codificadores das troponinas | e T, cardiaca e esquelética, sao diferentes, o
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que permitiu que anticorpos monoclonais de reatividade cruzada
extremamente baixa pudessem ser desenvolvidos, facilitando o diagnéstico
de injuria miocardica®. Estudos realizados com troponina | ndo conseguiram
encontra-la fora do coragdo, em qualquer estagio de desenvolvimento
neonatal. Em contraste, a troponina T é expressa, em menor grau, no
musculo esquelético®'62,

Dados recentes indicam que alguns pacientes com doenga do
musculo esquelético podem ter proteinas detectadas pelos anticorpos, na
pesquisa laboratorial de troponina T. Isto implica que o musculo esquelético
pode, em alguns pacientes, ser a fonte para elevagdes de troponina T
detectadas no sangue®. No entanto, na maioria dos cenarios clinicos, sua
especificidade devera ser comparavel a da troponina |. Apesar de troponina |
e troponina T serem marcadores especificos da lesdo miocardica, ha
variagdes na sensibilidade e especificidade dos varios ensaios®°. Isto esta
relacionado com a falta de normatizacdo, a presengca de modificagao
troponina | e troponina T no soro, e as variagdes nas reagoes cruzadas de
anticorpos com as diversas formas detectaveis de troponina resultante de
sua degradag&o®:96,

A deteccao de troponina sérica € uma ferramenta padrao na detecgao
precoce da lesédo isquémica em sindromes coronarianas agudas. A rejeicao
cardiaca esta também associada com necrose de cardiomidcitos, podendo
ocorrer, portanto, liberacdo de troponina cardiaca®”-%8. Nos ultimos anos,
vém surgindo estudos na tentativa de correlacionar niveis séricos de

troponina T e alguns poucos de troponina | com episoddios de rejeicao
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cardiaca. Os primeiros estudos mostraram que a troponina T e | ndo sao
indicadores Uteis de rejeigdo cardiaca®®’%. Qutros, mais recentes, mostram
que a troponina T parece ser uma adicdo potencialmente util para os
resultados das biopsias endomiocardicas’®72.

A baixa sensibilidade dos métodos convencionais para determinar os
niveis séricos de troponinas cardiacas limita sua aplicabilidade clinica nesse
grupo de pacientes em que a liberagdo inicial € de muito baixa magnitude’2.
Nos ultimos anos, foram desenvolvidos métodos de dosagem com
sensibilidade elevada, que podem reduzir significativamente os limites de
deteccao e podem permitir sua utilizacdo como uma ferramenta clinica para
a monitorizacdo da rejeigdo do enxerto agudo. Um estudo piloto de
publicacdo recente avaliou a associagdo de niveis de troponina T e
fragmento N-terminal do peptideo natriurético tipo B (NT-proBNP) com
rejeicdo cardiaca em pacientes pediatricos submetidos ao TC. Nesse
estudo, foi encontrada elevacdo marcada de troponina T € NT-proBNP entre
as criangas transplantadas com rejeigdo cardiaca. Utilizou-se um método
novo, altamente sensivel para a troponina T, que detecta niveis entre 10 e

100 vezes menores do que os ensaios padrdes’s.
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1.6 Hipoteses

As hipéteses do presente estudo foram:

- O coracdo transplantado pode ter uma dindmica de contracao
ventricular proépria.

- Os pacientes transplantados com diagndstico de rejeicao celular
aguda = 2R e funcao sistdlica biventricular preservada podem ter
alteracdo na dindmica da contragao ventricular.

- Os pacientes transplantados com diagndstico de rejeicao celular
aguda = 2R e funcao sistdlica biventricular preservada podem ter

alteracao nos niveis séricos de BNP e troponina .



2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Primarios

Avaliar a dindmica de contragao ventricular do coracao transplantado
quanto aos parametros obtidos pela ecocardiografia com speckle tracking e
estudar o valor dessa técnica para detecgao precoce de rejeicao celular

aguda = 2R em pacientes submetidos a transplante cardiaco.

2.2 Objetivo Secundario
Avaliar a associacdo de niveis séricos de BNP e troponina | com

rejei¢cao celular aguda = 2R em pacientes submetidos a transplante cardiaco.



3 METODOS
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3.1 Populagao de Estudo

Entre maio de 2014 e novembro de 2017, foram estudados, de forma
prospectiva, pacientes transplantados cardiacos, acompanhados no Servigo
de Transplante do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade Sao Paulo que foram submetidos a
BEVD entre os 6° e 10° segundo meses apdés o TC. As bidpsias foram
realizadas seguindo o protocolo de acompanhamento de pacientes
transplantados cardiacos da instituicdo, ou quando havia qualquer suspeita
clinica de rejeigao cardiaca.

Paralelamente, formou-se um grupo controle de individuos sem
histéria clinica de doengas que sabidamente interferem na fisiologia de
deformagao, rotagdo e torcado miocardicas. Os individuos desse grupo nao
tinham arritmia  significativa, fibrilagdo atrial na  monitorizagao
eletrocardiografica no momento do exame, ou uso de marcapasso. O grupo
controle foi pareado com o grupo transplantado cardiaco, de acordo com a

idade e sexo.
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3.2 Critérios de Inclusao
Foram estudados pacientes que atendiam aos seguintes critérios de
inclusao:
- |dade = 18 anos com, no minimo, 6 meses e, no maximo, 12 meses
apos TC ortotopico, submetidos a BEVD, de acordo com o
protocolo do servico.
- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(Anexo A).

3.3 Critérios de Excluséo

Foram excluidos os pacientes que tinham um dos seguintes critérios:

- Janela ecocardiografica limitada para andlise de ecocardiografia
com a técnica de speckle tracking.

- Fibrilagdo atrial ou outro ritmo cardiaco irregular no momento do
exame ecocardiografico.

- Rejeicao humoral.

- BEVD com evidéncia de reativagao de doenga de Chagas.

- BEVD com material insuficiente ou diagndéstico inconclusivo.

- Doenca vascular do enxerto.

- Alteracao de motilidade segmentar de VE.

- Disfuncéo sistdlica de VE (fragao de ejecéo < 55 %).

- Disfungéo sistolica de VD (variagao fracional de area < 34%).

- Insuficiéncia renal crbénica.
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3.4 Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto
do Coracdo (SDC 3963/13/088) e pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CAPPesq) do Hospital das Clinicas - Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Todos os participantes incluidos foram
informados sobre os procedimentos a serem realizados, concordaram em
participar do estudo e assinaram ao Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido que consta no Anexo B.

3.5 Protocolo de Estudo

Os pacientes foram submetidos a interrogatério clinico e exame fisico
completo e as informacdes referentes a idade, sexo, peso, altura, motivo e
tempo do TC, e terapia medicamentosa vigente foram armazenadas em
banco de dados.

Todos os pacientes transplantados incluidos no estudo foram
submetidos, horas antes a realizagdo da BEVD, ao ecocardiograma
convencional com analise completa das fungdes sistdlica e diastdlica, assim
como aquisigao especifica de imagens para analise pela técnica de speckle
tracking. Os pacientes que tinham fungao sistélica biventricular normal foram
submetidos a coleta de amostra sanguinea para dosagem de BNP e
troponina |, no momento da preparacao para BEVD. Cada paciente poderia
realizar mais de um procedimento de BEVD. Os resultados das BEVDs
foram divididos de acordo com o resultado anatomopatolégico em bidpsias

sem rejeicao celular aguda significativa (RCA) (rejeicao grau 0 ou grau 1R) e
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biépsias com RCA (rejeicao grau 2R ou 3R), ou seja, que necessitavam de
tratamento com pulsoterapia.

Os individuos do grupo controle também foram submetidos ao
ecocardiograma convencional com analise completa das fungdes sistélica e
diastdlica, assim como aquisigdo especifica de imagens para analise pela
técnica de speckle tracking.

Todos os parametros obtidos pelo estudo ecocardiografico foram
comparados entre os grupos dos transplantados cardiacos com e sem RCA
e grupo controle. Os resultados das dosagens de BNP e troponina | foram
comparados entre os grupos dos transplantados cardiacos com e sem RCA.

A Figura 1 representa o fluxograma do estudo.

Pacientes transplantados Individuos sem doencas que
cardiacosno periododeBa 12 afetema funcgéo cardiaca
meses péstransplante pareados por idade e sexo com
grupo transplantado
| Ecaocardiograma convencional | | Ecocardiogramacenvencional |
[
v ] 2
| FEVE ou FAC de VD reduzidos | |FEVEeFACdeVDnmmms| | FEVE e FAC de VD normais ” FEVE ou FAC de VD reduzidos
| Exclusio do protecelo | | Aquisicéo de imagens EST | | Aquisicdo de imagens EST | | Exclusdo do protocolo |

| Coleta de biomarcadores |

| BEVD |
W M
Grupo sem RCA Grupo com RCA G ol
(graus 0 ou 1R) (graus 2R or 3R) [ zie (Eenifrei=

+ Parédmetros de fungao sistélica e diastélica de VE

+ Parédmetros de fungéo sistdlicade VD
+ BNP

+ Troponina |

+ Strainlongitudinal global do VE

+ Strainradial global

« Straincircunferencial global

« Strainlongitudinal de parede livre de VD

FEVE: fracdo de ejecdo ventriculo esquerdo; FAC: variacdo fracional da area; VD: ventriculo
direito; VE: ventriculo esquerdo; EST: ecocardiografia com speckle tracking; BEVD: bidpsia
endomiocardica do ventriculo direito; RCA: rejeigdo celular aguda significativa.

Figura 1 - Fluxograma do estudo
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3.5.1 Ecocardiograma convencional

Os exames de ecocardiografia foram realizados no Centro de
Pesquisa em Ecocardiografia e Cardiologia do Instituto do Coragdo do
Hospital das Clinicas - Faculdade de Medicina da Universidade S&o Paulo,
com equipamento ultrassénico digital (Vivid 9, GE Healthcare, Milwaukee,
EUA). Inicialmente, todos pacientes foram submetidos a exame
ecocardiografico transtoracico bidimensional, em posicdo supina, em
decubito lateral esquerdo, sob rotina padronizada. Analise detalhada das
fungdes sistdlica global e segmentar biventricular e da fungao diastélica do
VE foi realizada.

Os didmetros do VE foram medidos pelo modo bidimensional obtido
pela incidéncia paraesternal eixo longo. Os volumes ventriculares e a fragéao
de ejegdo foram calculados pelo método de Simpson, conforme
recomendagdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia e Diretriz
Brasileira de Ecocardiografia’®. A andlise da fungdo segmentar foi realizada,
avaliando a motilidade dos 17 segmentos do VE’>. O indice de massa
ventriculo esquerdo foi determinado conforme recomendacgdes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia e Diretriz Brasileira de Ecocardiografia e
indexado pela area de superficie corporea, utilizando medidas lineares da
cavidade e da espessura da parede miocardica do VE'S.

Para determinacdo da funcdo diastélica do VE, foram avaliados o
fluxo da valva mitral pelo Doppler convencional, Doppler tecidual no anel
mitral e velocidade de propagacao do fluxo mitral. O fluxo mitral foi avaliado

com o volume amostra do Doppler pulsado de 1 mm a 3 mm, posicionado
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adjacente as extremidades das cuspides da valva mitral. Os seguintes
parametros foram obtidos: velocidade maxima do enchimento rapido (onda
E, em cm/s), velocidade maxima do enchimento tardio (onda A, em cm/s),
relacdo E/A e TDE (em ms). As velocidades parietais foram determinadas
pelo Doppler tecidual, com volume amostra de 5 mm a 10 mm do Doppler
pulsado posicionado no septo e parede lateral do VE a, pelo menos, 1 cm do
ponto de insercdo das cuspides da valva mitral. Foram avaliadas as
velocidades de relaxamento miocardico precoce (onda €’, em cm/s) e de
relaxamento tardio (onda a’, em cm/s) e a velocidade sistélica (onda S, em
cm/s).

O atrio esquerdo foi dimensionado, utilizando medidas lineares e o
diametro anteroposterior obtido pela incidéncia paraesternal no eixo
longitudinal.

Todos os parametros do VD foram analisados no corte apical de
quatro camaras focado nessa camara cardiaca. A fungao sistélica do VD foi
avaliada pelos parametros convencionais, conforme recomendacdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia e Diretriz Brasileira de
Ecocardiografia’. Foram determinadas a excursdo sistélica do plano anular
tricuspide (TAPSE), a velocidade de excursao sistdlica e a variagéo fracional
de area pelos modo M, Doppler tecidual pulsado e ecocardiografia

bidimensional, respectivamente.
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3.5.2 Ecocardiograma com técnica de speckle tracking

Para aquisigdo das imagens bidimensionais para analise por speckle
tracking, o aparelho ecocardiégrafo foi ajustado para gravar trés ciclos
cardiacos com periodo de gravagdo 100 ms antes e apds o ciclo. Foi
utilizada a imagem em segunda harménica, em escala de cinza, com taxa de
enquadramento (frame rate) ajustada entre 50 quadros/s e 80 quadros/s,
conforme preconizado pelo fabricante e seguindo a maioria das publicagbes
na literatura. Esta taxa de enquadramento foi obtida, tanto por ajustes
indiretos como por meio da profundidade de imagem, abertura do feixe de
ultrassom e resolugdo (ajustes gerais para a qualidade de imagem), e
também por ajustes diretos permitidos pelos aparelhos ecocardiégrafos
utilizados.

Ao inicio do exame, o tempo de evento sistdlico foi determinado por
meio da marcacdo dos momentos de abertura e fechamento da valva
aortica. Subsequentemente, foram obtidas imagens na janela apical do VE
nas incidéncias longitudinal ou trés camaras, quatro camaras e duas
camaras, além da incidéncia apical quatro camaras com foco no VD.

Na sequéncia, foi realizada aquisicdo das imagens na janela
paraesternal, eixo curto transversal do VE em seus trés principais planos:
basal, médio e apical. O nivel basal do VE teve como referéncia anatémica a
valva mitral, e o médio, os musculos papilares. J&4 o nivel apical, sem
marcador anatomico proéprio, foi adquirido como um ponto o mais préximo
possivel do segmento 17 do VE, no qual ainda se mantinha adequada

visibilizacdo miocardica, como também se observava, pelo menos, uma
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tendéncia a rotagdo em algum sentido, horario ou anti-horario. Para o eixo
transversal, todo esforgo foi realizado para se obter uma imagem o mais
circunferencial possivel, no intuito de se obter dados mais acurados de
rotacdo e twist do VE, além dos outros parametros previstos.

Por se tratar de uma técnica extremamente dependente da qualidade
da imagem adquirida, uma especial atencédo e esforgo foram enderegados
neste sentido. Multiplas imagens foram capturadas no decorrer do exame,
visando a obtencdo daquelas com melhor resolucdo espacial. Terminada a

aquisi¢cao, os exames foram gravados em midias digital para analise off-line.

3.5.3 Quantificagao da dindmica ventricular pelo speckle tracking

O programa utilizado para analise quantitativa pelo speckle tracking
foi o EchoPAC em sua versdo BT10 (GE Healthcare, Milwaukee, EUA).

Ap6s a marcacdo de pontos na face interna do VE e do VD, ha
delimitacdo semiautomatica da borda endocardica e o limite epicardico, as
chamadas regides de interesse. Dentro destas regides, padrdes pontilhados
miocardicos (speckles) foram detectados e acompanhados automaticamente
quadro a quadro ao longo do ciclo cardiaco. Uma avaliagdo automatica da
acuracia do seguimento do padrao pontilhado foi fornecida pelo programa,
podendo ser aceita ou ndo. Quando nado aprovada, ajustes na regido de
interesse foram possiveis, para propiciar um seguimento mais acurado. Todo
este processo foi realizado nas janelas apical e transversal sendo obtidos os
diversos parametros que compdem a analise da mecanica de contragcao do

VE e do VD, mencionados abaixo. Esta andlise foi realizada segmento a
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segmento e as curvas geradas foram codificadas por cores. O programa
mapeia e divide o VE em 18 segmentos, sendo esta segmentagao baseada,
porém nao idéntica, a preconizada pela Sociedade Americana de
Ecocardiografia. O VD é dividido em seis segmentos, sendo trés segmentos
referentes ao septo interventricular e os outros trés referentes a parede livre
desse ventriculo. O Quadro 1 enumera os segmentos analisados. Por fim,
estes dados foram exportados para um programa destinado a produgéo de

tabelas, o Excel (Excel 2007, Microsoft Corp, Seattle, Washington, EUA).

Quadro 1 - Segmentacdo dos ventriculos esquerdo e direito realizada
pelo programa EchoPAC para quantificagao pelo método
de speckle tracking

Eixo longitudinal Eixo transverso
Plano 3 camaras Plano basal

Parede inferolateral (segmentos
basal, médio e apical) e septo anterior
(segmentos basal, médio e apical)

Anterior, anterolateral, inferolateral,
inferior, septo inferior e septo anterior

Plano 4 camaras Plano médio

Parede anterolateral (segmentos
basal, médio e apical) e septo inferior
(segmentos basal, médio e apical)

Anterior, anterolateral, inferolateral,
inferior, septo inferior e septo anterior

Plano 4 camaras modificado Plano apical
Parede livre do ventriculo direito Anterior, anterolateral, inferolateral,
(segmentos basal, médio e apical) inferior, septo inferior e septo anterior

Plano 2 camaras

Parede anterior (segmentos basal,
médio e apical) e inferior (segmentos
basal, médio e apical)
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Os parametros fornecidos pelo programa para compor a descrigdo da
mecanica de contragdo do VE e do VD no eixo longitudinal e do VE no eixo

transversal, estao dispostos no Quadro 2.

Quadro 2 - Analises realizadas nos eixos longitudinal e transversal do
ventriculo esquerdo e no eixo longitudinal do ventriculo

direito
Eixo longitudinal Eixo transverso
Plano 3, 4 e 2 camaras Plano basal, médio e apical
Strain  longitudinal do ventriculo
esquerdo Strain circunferencial
Strain rate longitudinal do ventriculo Strain radial
esquerdo Strain rate circunferencial
Plano 4 camaras modificado Strain rate radial
Rotacao
Strain longitudinal da parede livre do ,
Twist

ventriculo direito

Os valores de rotagao foram uma média das rotagcées dos segmentos
avaliados no eixo curto do VE, planos basal e apical. Rotacdo basal, por
convengao, rotulada com valor negativo (sentido horario) e rotagédo apical,
com valor positivo (sentido anti-horario).

A partir destes dados de oposi¢ao de rotacao, foi calculado o twist do
VE, diferenga absoluta entre estas rotagdes maximas (VEwi = VErt apical -
VErt basal), exemplificado na Figura 2. A Figura 3 demonstra exemplos de

analise de strain longitudinal do VD e de strain radial do VE.
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Curva azul - rotagdo apical; curva rosa - rotagdo basal; curva branca - twist.

Figura 2 - Calculo do twist do ventriculo esquerdo: diferenga absoluta entre os
valores de rotagao apical e basal
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Figura 3 - Exemplo de analise de strain longitudinal de ventriculo direito (acima) e
radial do venticulo esquerdo (abaixo)
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3.5.4 Analise do peptideo natriurético cerebral

O BNP foi coletado no momento da preparacdo para BEVD dos
pacientes transplantados. O método de dosagem de BNP utilizado foi o teste
Triage R (Biosite Diagnostics), teste de imunofluorescéncia para determinagao
quantitativa do BNP em sangue ou plasma conservados com EDTA como
anticoagulante. Depois de colocada a amostra de sangue no dispositivo, 0
sangue é separado do plasma por um filtro. Uma quantidade predeterminada
de plasma é colocada sob reacdo com anticorpos fluorescentes. Apds um
periodo de incubagao, a amostra segue para uma analise onde se detectam os
complexos formados com os anticorpos fluorescentes.

O material utilizado para dosagem podia ser tanto sangue total em um
periodo de 4 horas apds a coleta, ou plasma, separado e estocado em
temperatura de -20°C, homogeneizado e trazido a temperatura ambiente,

antes da realizacao do teste.

3.5.5 Dosagem da troponina - método troponina ultrassensivel

A coleta da troponina também foi realizada no momento da preparacao
para BEVD. A determinacdo quantitativa de troponina | foi obtida por meio de
um imunoensaio de troponina ultrassensivel, tipo sanduiche, efetuado em trés
etapas que utilizou tecnologia quimioluminescente direta e quantidades
constantes de dois anticorpos monoclonais. Um reagente auxiliar foi incluido
para reduzir a ligacdo nao especifica. Para isso, foi utilizado o produto
comercial ADVIA Centaur® Tnl-Ultra (Siemens Healthcare Diagnostics,

Tarrytown, New York, EUA) em equipamento automatizado da mesma marca.
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3.6 Analise Estatistica

A analise de tamanho amostral revelou que, para deteccido de uma
reducéo de 15% na medida do strain longitudinal global, com erro do tipo |
de 5% e poder de 80%, seriam necessarios 17 pacientes com RCA,
considerando o valor normal de 20% e desvio padrao de 4%.

As variaveis categdricas foram apresentadas em tabelas,
descrevendo suas frequéncias absoluta (n) e relativa (%). Teste de Qui-
quadrado, razdo de verossimilhancga ou teste exato de Fisher foram usados
para avaliar sua associacao.

As variaveis continuas foram apresentadas em tabelas, descrevendo
suas médias e desvio padrao ou medianas e intervalo interquartilico (1° e 3°
quartis). O teste de Kolmogorov-Smirnov avaliou se a distribuicdo era
normal. As variaveis que apresentaram distribuicdo normal foram testadas
com analise de variancia e teste de Tukey, e as demais foram testadas com
Kruskal-Wallis e Dunn.

A sensibilidade, especificidade, acuracia e os valores preditivos
positivos e negativos para deteccdo de RCA pelos diferentes parametros
ecocardiograficos foram calculados.

As variaveis que apresentaram associagao com RCA (p<0,10) foram
avaliadas no ajuste de um modelo de regresséo logistica multipla.

As analises de variabilidade interobservador e intraobservador foram
realizadas em 30 ecocardiogramas selecionados aleatoriamente. A analise
interobservador foi feita entre dois ecocardiografistas experientes no método

e a intraobservador, realizadas em quantificagdes repetidas com, pelo
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menos, 120 dias entre elas. Utilizou-se o coeficiente de correlagao
intraclasse para avaliar os parametros ecocardiograficos quanto a
reprodutibilidade interobservador (aleatério de uma via) e intraobservador
(misto de duas vias).

Foi considerado estatisticamente significante um valor de p < 0,05.



4 RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas Clinicas

Entre maio de 2014 e novembro de 2017, 78 pacientes transplantados
cardiacos foram submetidos a estudo ecocardiografico e, inicialmente,
incluidos no estudo. Destes, 29 foram excluidos, sendo cinco por disfungao
sistélica do VE, quatro por disfungao sistdlica do VD, 10 em razéo da janela
acustica ecocardiografica limitada para analise do speckle tracking, dois por
arritmia, quatro por resultados inconclusivos da BEVD, dois por rejeicao
humoral e dois por reativagdo da doenca de Chagas. Um total de 49
pacientes transplantados cardiacos que realizaram BEVD e ecocardiografia
com speckle tracking permaneceram no estudo (Figura 4).

O grupo controle constituiu-se de 49 individuos, pareados por idade e
sexo, sem historia clinica de qualquer doenca conhecida por interferir na
fisiologia da deformacéao, rotacdo e torgao miocardicas. Os individuos do
grupo controle nao tinham marcapasso, nem apresentavam arritmia durante
o0 monitoramento eletrocardiografico.

Assim, a populacao final do estudo compés-se de 98 pacientes, sendo
49 individuos n&o transplantados, pertencentes ao grupo controle, e 49
pacientes transplantados.

Dentre os 49 pacientes transplantados, 35 realizaram uma BEVD, 11

pacientes realizaram duas BEVD e trés pacientes realizaram trés BEVD.
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Portanto, estudou-se um total de 66 bidpsias, ecocardiogramas com speckle
tracking e dosagens de biomarcadores (troponina | e BNP) nos pacientes
transplantados. Dentre estas 66 bidpsias, 49 (74%) nao apresentavam RCA

(graus 0 ou 1R); e 17 (26%) apresentavam RCA (graus 2R e 3R).

78 pacientes transplantados incluidos

H H « Ecocardiografia completa
i 29 pacientes excluidos Fsssuas * Speckle tracking
: : « Bidpsia endomiocérdica

................................

A 4

49 individuos sem doencgas que afetam

49 pacientes transplantados estudados s oA . L
dindmica miocardica

+ BNP l l l -
© Treenttm | 35 pacientes 11 pacientes 3 pacientes * Ecocardiografia completa
com 1 BEVD com 2 BEVD com 3 BEVD * Speckle tracking

66 biopsias estudadas

N \,

Gru!Jo. com Grupo sem Grupo
rejeicdo rejeicio controle
celular aguda =49
(n=17) celular aguda (n=49)
(n=49)

BEVD: biépsia endomiocardica de ventriculo direito; BNP = peptideo natriurético cerebral.

Figura 4 - Representagido esquematica da populagdo de estudo

As caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados estao
descritas nos dados da Tabela 1, enquanto a Tabela 2 mostra as
caracteristicas dos transplantados divididos em grupos com e sem RCA e
grupo controle. A média de idade do grupo controle foi 44 + 9 anos, do grupo
transplantado sem RCA foi 44 + 11 anos e o do grupo transplantado com
RCA foi 48 + 13 anos. Os grupos eram compostos predominantemente por

homens. Os pacientes do grupo controle eram significantemente mais altos
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do que os dos grupos dos transplantados (p < 0,001). Com relagdo as

comorbidades, houve diferenga estatisticamente significante entre os grupos

dos transplantados com e sem RCA, sendo a prevaléncia de hipertensao e

diabetes maior no grupo de transplantados com RCA.

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas dos pacientes transplantados

Caracteristicas

Pacientes transplantados cardiacos (n=49)

Sexo masculino

Idade (anos)

Peso (kg)

Altura (cm)

Area superficie corpérea (m?2)

Doencga primaria
Cardiopatia chagasica
Cardiomiopatia dilatada idiopatica
Cardiomiopatia isquémica
Cardiomiopatia hipertensiva
Cardiomiopatia valvular
Cardiomiopatia ndo compactada
DCRTC

Hipertenséao arterial sistémica

Diabete melitus

Tabagismo

Creatinina sérica (mg/dL)

Tempo de transplante (meses)

28 (57,1%)

452+ 11,5
63,3+ 13,4
160,5 + 10,3

1,7+0,2

19 (38,8%)
18 (36,7%)
5 (10,2%)

4 (8,2%)

2 (4,1%)

1(2,0%)

1(2,0%)
10 (20,4%)
10 (20,4%)
13 (26,5%)

1,1 (0,93 - 1,3)

8(6-12)

Variaveis apresentadas como média (desvio padrao), numeros (porcentagem) ou mediana (intervalo

interquartilico).

DCRTC - disfunc¢éo cardiaca relacionada a terapia do cancer.
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Tabela 2 - Caracteristicas demograficas, antropométricas e clinicas

dos grupos
Variavel Cc:rnl:foole trancs;pr)rapnc:ado tranggrapntiado p
sem RCA com RCA

Idade (anos) 439 44 + 11 48 + 13 0,20 0°
Sexo (masculino) 28 (57,1%) 26 (59%) 9 (64%) 0,941b
Peso (kg) 72 (63-80) 70 (58-81) 71 (61-87) 0,684
Altura (cm) 1,69 £ 0,09 1,62 £+ 0,09% 1,59 £ 0,13# <0,001¢
IMC (kg/m?) 24,7 (22,9-27,1) 26,0 (22,7-31,6) 26,1 (24,0-34,7)  0,152°
HAS 0 (0%) 8 (17,0%) 5(31,3%) <0,001°
DM 0 (0%) 8 (17,0%) 7 (41,2%) <0,001P
Tabagismo 0 (0%) 14 (29,8%) 4 (23,5%) <0,001°
Creatinina sérica (mg/dL) - 1,19 (0,9-1,34) 1,1 (0,95-1,4) 0,930d
SC (m?) 1,60 (1,55-1,68) 1,78 (1,58-1,93)* 1,75 (1,60- 2,03 <0,0012

Variaveis apresentadas como média (desvio padrdo), numeros (porcentagem) ou mediana (intervalo
interquartil).

aKruskal-Wallis; PQui-quadrado de Pearson; SANOVA; 9Mann-Whitney; #p<0,05 (vs. grupo controle)
RCA - rejeicao celular aguda significativa; IMC - indice de massa corpoérea; HAS - hipertensao
arterial sistémica; DM - diabete melitus; SC - superficie corporea.

4.2 Ecocardiograma Convencional

As variaveis ecocardiograficas obtidas pelo exame convencional estao
na Tabela 3. Na avaliacdo de medidas lineares, foram identificadas
diferencas no didametro do atrio esquerdo, indice de massa miocardica e
espessura relativa, com valores superiores nos grupos dos transplantados
comparados aos do grupo controle (p <0,001). Entre o grupo dos
transplantados com e sem RCA, ndo houve diferenga quanto a esses
parametros. Nao foi observada diferencga significativa no valor da fragéo de

ejecao do VE entre os grupos (p = 0,730).
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Com relagdo as variaveis do VD, foram observados valores
significativamente menores na excursdo sistolica do plano anular da
tricuspide (TAPSE), na variacao fracional de area e no pico de velocidade do
plano anular tricuspide pelo Doppler tecidual (S’) nos grupos dos
transplantados em comparagao ao grupo controle, embora nao tenha havido
diferencga significativa dessas variaveis entre o grupo de transplantados com
e sem RCA.

Na avaliagdo dos parametros relacionados com a diastole, houve
diferenga da maioria deles entre os grupos dos transplantados e o grupo
controle. Nota-se que a velocidade da onda E e da onda €’ sdo menores nos
grupos dos transplantados e a relagdo E/e’ € maior nesses mesmos grupos
em relagdo ao grupo controle. No entanto, nenhum desses parametros foi

marcador de RCA.
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Tabela 3 - Variaveis ecocardiograficas convencionais

Grupo Grupo
Variavel Grupo Controle transplantado transplantado
sem RCA com RCA
AE (mm) 34 (31-36) 43 (35-49)* 41 (38-46)* <0,0012
Septo (mm) 8 (8-9) 11 (10-13)# 12 (10-13)# <0,0012
Parede (mm) 8 (8-9) 11 (10-11)# 11 (9-13)# <0,0012
Espessura relativa 0,38 (0,35-0,41) 0,49 (0,44-0,53)# 0,47 (0,40-0,55)# <0,0012
IMVE (g/m2) 71 (65-83) 102 (86-124)# 109 (80-141)#  <0,0012
FEVE (%) 65 (62-68) 64 (62-67) 65 (63-67) 0,739
Vel E (m/s) 0,84 (0,69-0,93) 0,65 (0,60-0,76) 0,66 (0,54-0,84) <0,0012
TDE (ms) 189 (168-208) 187 (144-214) 190 (153-207) 0,787
Vel A (m/s) 0,50 (0,42-0,58) 0,41 (0,32-0,50) 0,42 (0,38-0,68) 0,0012
E/A 1,60 (1,38-1,93) 1,64 (1,29-2,00) 1,46 (1,29-1,75) 0,543
Vel s’ septal (m/s) 0,08 (0,07-0,09) 0,07 (0,06-0,08)# 0,07 (0,05-0,08) 0,010?
Vel e’ septal (m/s) 0,11 (0,09-0,12) 0,06 (0,05-0,08)# 0,07 (0,05-0,07)# <0,0012
Vel a’ septal (m/s) 0,08 (0,07-0,10) 0,06 (0,05-0,08)# 0,08 (0,06-0,09)# <0,0012
Ele’ 7,92 (6,63-8,78) 10,14 (7,99-12,96)# 10 (7,93-14,21)# <0,0012
Vel s’ lateral (m/s) 0,09 (0,07-0,10) 0,09 (0,07-0,11)  0,773P
Vel e’ lateral (m/s) 0,11+ 0,04 0,1+0,04 0,235¢
Vel a’ lateral (m/s) 0,06 (0,05-0,08) 0,06 (0,05-0,07) 0,498°
FAC (%) 43 (40-48) 39 (36-45) 39 (37-42) 0,001
TAPSE (mm) 24 (20-26) 17 (15-18)# 16 (15-17)# <0,0012
s’ do VD(cm/s) 13 (12-15) 12 (11-14) 11 (11-12)# <0,0012

Variaveis apresentadas como média (desvio padrdo) ou mediana (intervalo interquartilico). 2Kruskal-
Wallis; °PMann-Whitney; teste t-Student. #p<0,05 (vs. Grupo controle).

RCA - rejeigao celular aguda significativa; AE - atrio esquerdo; IMVE - indice de massa do ventriculo
esquerdo; FEVE - fragédo de ejecéo do ventriculo esquerdo; TDE - tempo de desaceleragdo da onda
E; FAC - variagao fracional da area; TAPSE - excurséo sistélica do anel tricuspide; Vel - velocidade;
VD - ventriculo direito.
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4.3 Analise da Mecanica de Contragao - Eixo Longitudinal
4.3.1 Strain e strain rate longitudinal

Os valores de strain longitudinal global do VE foram os seguintes:
grupo controle -21 £ 2,27%; grupo dos transplantados sem RCA -13,5 £
3,24% e grupo dos transplantados com RCA -124 + 3,60%, sendo
observado que o valor absoluto do strain longitudinal global foi
significativamente maior no grupo controle quando comparado aos grupos
de pacientes transplantados (p <0,001). Na&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos de transplantados com e sem
RCA quanto a essa variavel. Estas observagcbes também ocorreram nas
analises de strain rate longitudinal global (SRLG) (Tabela 4).

Na analise do strain longitudinal da parede livre do VD (SLPL-VD),
nota-se que os grupos dos transplantados também apresentam valores
absolutos de strain mais baixos do que o grupo controle (p <0,05), como
demonstrado na Tabela 4. Houve diferenga estatisticamente significante do
valor dessa variavel (SLPL-VD) entre o grupo dos pacientes transplantados
sem RCA (-22,111£2,90%) e o grupo dos transplantados com RCA (-17,57+
4,94%), com valor absoluto menor nesse ultimo grupo (p < 0,001) (Gréfico
1). O valor absoluto de SLPL-VD menor que 17,57% apresentou
sensibilidade de 71% (intervalo de confianca de 95% = 49-92%) e
especificidade de 90% (intervalo de confianga de 95% = 86-95%) para
detectar RCA nos pacientes transplantados, com acuracia de 84%, valor

preditivo positivo de 75% e valor preditivo negativo de 88%.
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Tabela 4 - Parametros da mecanica dos ventriculos esquerdo e direito
obtidos no eixo longitudinal pela ecocardiografia com
speckle tracking

Grupo Grupo
Variavel Grupo Controle transplantado transplantado
sem RCA com RCA
-21,08 -13,81 -12,54
_ 0, y y y a
SLG-VE (%) (22,77 a-19,91) (16,093 -12,51)* (-1549a-9.82) ~0.001
SRLG-VE (1/s) -1,20£ 0,17 -1,12 £ 0,19# -1,10+£0,18 0,023°
SLPL-VD (%) -24,88 + 3,10 -22,11 + 2,90% -17,57 £ 4,94#*  <0,001°

Variaveis apresentadas como média (desvio padrdo) ou mediana (intervalo interquartil).
aKruskal-Wallis teste; PANOVA.

#Comparagdo significante (p<0,05) em relagdo ao grupo controle; *Comparagéo significante
(p<0,05) em relagéo ao grupo transplantado sem rejeigéo.

RCA - rejeigdo celular aguda significativa; VE - ventriculo esquerdo; VD - ventriculo direito; SLG -
strain longitudinal global; SRLG - strain rate longitudinal global; SLPL-VD - strain longitudinal da
parede livre.

Grafico 1 - Valores de strain longitudinal de parede livre de ventriculo
direito no grupo controle e nos grupos dos transplantados
cardiacos com e sem rejeicao celular aguda significativa
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4.3.2 Analise de reprodutibilidade

A reprodutibilidade das medidas de strain foi analisada em 30
pacientes selecionados randomicamente. A correlagdo intraclasse do strain
longitudinal global do VE foi 0,92 (intervalo de confiangca de 95% = 0,85-
0,96) para variabilidade interobservador. Em relagdo a variabilidade
intraobservador, a correlagao intraclasse do strain longitudinal global do VE
foi 0,93 (intervalo de confianca de 95% = 0,86-0,97). As correlagdes
intraclasses do SLPL-VD foram 0,90 (intervalo de confianca de 95% = 0,80-
0,95) e 0,92 (intervalo de confianga de 95% = 0,84-0,96) para variabilidade

inter e intraobservador, respectivamente.

4.4 Anadlise da Mecanica Global de Contragao - Eixo Transverso
4.4.1 Strain e strain rate circunferencial e radial

Os resultados da analise dos parametros de contracdo do VE obtidos
pelo eixo transversal, com medidas do strain e strain rate circunferencial e
radial, nos grupos controle, transplantados com RCA e transplantados sem

RCA, encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5 - Strain e strain rate circunferencial e radial do ventriculo
esquerdo obtidos no eixo transverso pela ecocardiografia
com speckle tracking

Grupo Grupo

VETEVL Grupo Controle transplantado transplantado
sem RCA com RCA

SCG (%) -21,23 £2,98 -16,00 + 4,14# -15,41 + 3,56# <0,001°

SRCG (1/s) -1,58 (-1,77 a-1,44) -1,69 (-1,97 a-1,42) -1,69 (-2,03a-1,31) 0,6212
SRG (%) 41,67 12,53 28,37 + 10,49* 28,27 + 9,34# <0,001®

SRRG (1/s) -7,55+ 1,89 -4,90 + 3,08% -5,71 £ 1,80% <0,001°

Variaveis apresentadas como média (desvio padrao) ou mediana (intervalo interquartil).

aKruskal-Wallis; PANOVA. #Comparagao significante (p<0,05) em relagéo ao grupo controle; RCA -
rejeicdo celular aguda significativa; SCG - strain circunferencial global; SRCG - strain rate
circunferencial global; SRG - strain radial global; SRRG - strain rate radial global.

Uma diferenga estatisticamente significante das variaveis strain
circunferencial global e radial global foi evidenciada entre os grupos controle
e o dos pacientes transplantados (p<0,001), com valores absolutos menores
neste ultimo grupo. Ja estas mesmas variaveis nao apresentaram diferenga
entre os grupos de transplantados com e sem RCA. Quanto a variavel strain
rate global circunferencial, ndo houve diferenga significativa entre os grupos.
Em relagdo a variavel strain rate radial, houve valores absolutos

significativamente menores no grupo dos transplantados (p<0,001).

4.4.2 Twist do ventriculo esquerdo

Os resultados da analise de twist do VE demonstraram diferenca
significativa entre os grupos dos transplantados sem RCA (16,14°+ 6,39°),
transplantados com RCA (13,91° £ 7,70°) e o grupo controle (18,96° £ 4,71°);
p = 0,006. Nado houve diferenga significativa entre os grupos dos

transplantados com e sem RCA.
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4.4.3 Troponinal e BNP

Os niveis séricos de troponina | foram significativamente maiores no
grupo com RCA [0,19 (intervalo interquartilico 0,09-1,31 ng/mL)] que no
grupo sem RCA [0,05 (intervalo interquartilico 0,01-0,18 ng/mL)], p = 0,007.
Nao houve diferenca estatisticamente significante dos niveis de BNP entre
os grupos com RCA [264,5 (intervalo interquartilico 160 a 976 pg/mL)] e sem

RCA [248 (intervalo interquartilico 90 a 528 pg/mL)], p = 0,435.

4.5 Preditores de Rejeicao Celular Aguda Significativa

Um modelo de regressdo logistica multipla foi construido para
determinar os fatores preditivos de RCA nos pacientes transplantados. Na
analise univariada, os preditores de rejei¢ao, incluindo variaveis clinicas e
ecocardiograficas, foram: altura, hipertensao arterial sistémica, diabetes
melito, nivel sérico de troponina | e SLPL-VD obtido pela ecocardiografia
com speckle tracking.

Pela analise multivariada, o unico preditor independente de RCA foi o
SLPL-VD com razao de chance de 1,70 (intervalo de confianga de 95% =

1,17-2,48); p = 0,006, como demonstrado na Tabela 6.
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Tabela 6 - Preditores de rejeicao celular aguda significativa nos
pacientes transplantados cardiacos obtidos pela analise

multivariada

Variaveis Razao de chances
Altura (cm) 0,06
Hipertensao 0,38
Diabete melitus 14,36
Troponina | 4,22
SLPL-VD 1,70

95% intervalo de confianga

0,00 938,74
0,01 11,82
0,49 418,36
0,87 20,55
1,17 2,48

p
0,570

0,581
0,121
0,075

0,006

SLPL-VD = strain longidutinal da parede livre do ventriculo direito.

O Gréafico 2 demonstra a probabilidade de RCA com base nos valores

de SLPL-VD. O Grafico 3 mostra a curva ROC (receiver operating

characteristic) do SLPL-VD.

Grafico 2 - Curva de probabilidade de rejeicao celular aguda de acordo
com os valores de strain longitudinal da parede livre do
ventriculo direito. O valor de corte foi estabelecido em

17,57%
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Grafico 3 - Valor do strain longitudinal da parede livre do ventriculo
direito para o diagnéstico de rejeicdao celular aguda
significativa em pacientes transplantados cardiacos
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AUC - area embaixo da curva; IC - intervalo de confiancga.

A Figura 5 ilustra exemplo de SLPL-VD obtido pela ecocardiografia
com speckle tracking e a respectiva imagem anatomopatoldgica obtida pela
BEVD em paciente transplantado cardiaco com RCA (imagens superiores) e

sem RCA (imagens inferiores).
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Figura 5 - Strain longitudinal de parede livre do ventriculo direito (SLPL-VD) e biépsia
endomiocardica do ventriculo direito em pacientes transplantados
cardiacos. A) SLPL-VD em um paciente transplantado demonstrando valor
absoluto baixo (- 13,7%) e B) biopsia endomiocardica correspondente
demonstrando rejeicdo celular aguda significativa; C) SLPL-VD em um
paciente transplantado demonstrando valor absoluto alto (- 23,3%) e D)
biopsia endomiocardica correspondente demonstrando auséncia de
rejei¢cao celular aguda
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O principal achado do presente estudo foi que o SLPL-VD, obtido pela
EST, € um preditor independente de RCA em pacientes transplantados
cardiacos. Um SLPL-VD < 17,57% (valor absoluto) apresentou sensibilidade
de 71% e especificidade de 90% para detecgdo de RCA. Nesta populagéao, o
alto valor preditivo negativo do SLPL-VD pode ajudar a descartar RCA. Além
disso, observa-se que, embora os niveis séricos de troponina | tenham sido
significativamente maiores no grupo com RCA, ndao foram um preditor
independente.

Nota-se que os pacientes transplantados cardiacos apresentaram
maiores valores de espessura de septo e de parede posterior, maior
diametro de atrio esquerdo, de indice de massa ventricular esquerda em
comparagao aos controles pareados por sexo e idade, o que vai de acordo
com os achados prévios na literatura’’. Pacientes transplantados cardiacos
também apresentaram valores menores dos parametros de analise da
fungao sistolica do VD, como a variagao fracional da area (FAC), velocidade
sistdlica do anel tricuspideo e TAPSE. Além disso, em relacdo a funcéo
diastdlica do VE, os pacientes transplantados cardiacos apresentaram
menores valores de velocidade de Doppler tecidual e maiores valores da
relacdo E/e’, sugerindo relaxamento diminuido e aumento das pressdes de

enchimento ventricular esquerdo nesses pacientes.
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Rejeicdo € uma complicacdo importante e frequente do transplante
cardiaco. No primeiro ano, € a causa mais comum de mortalidade.
Atualmente, a BEVD é o padrédo-ouro para seu diagndstico, sendo, na
verdade, a unica ferramenta para o diagnédstico e classificagado da rejeicao
de aloenxerto’®. Esforcos vém sendo feitos para melhorar a consisténcia,
confiabilidade e reprodutibilidade da avaliagao histopatolégica da BEVD. De
fato, varias questdes tornam sua avaliagdo nao tao facil e reprodutivel. Os
pontos criticos incluem a interpretagcao patolégica subjetiva e desafiadora da
BEVD e os riscos associados ao procedimento’%:0,

Considerando estas limitagdes, foram avaliadas técnicas néo
invasivas para detectar rejeicao cardiaca em pacientes transplantados, como
biomarcadores (troponina | e BNP) e varias modalidades de imagem como a
ecocardiografia, a tomografia computadorizada, a ressonancia magnética, a
tomografia por emissdo de poésitrons e também o perfil de expressao
génica®’.

Estudos anteriores mostraram que as medidas de deformacao
miocardica, especificamente, o strain, tém maior sensibilidade do que a
ecocardiografia convencional e, portanto, pode ser uma ferramenta
importante para detectar a disfungdo cardiaca subclinica precoce®?. Um
estudo experimental foi o primeiro a mostrar que o strain derivado da EST
pode correlacionar-se com rejeigédo cardiaca®.

No presente estudo, pbde-se demonstrar que pacientes
transplantados cardiacos apresentam uma dindmica ventricular proépria,

caracterizada por menor valor absoluto de strain longitudinal, circunferencial
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e radial de VE e SLPL-VD, em comparacido com individuos controle. Foram
confirmados os dados recentemente publicados por Ingvarsson et al.”’, que
mostraram, em uma analise de 124 pacientes transplantados cardiacos,
diferentes medidas ecocardiograficas, quando comparados aos valores de
referéncia. Neste trabalho, foi incluido um grupo controle, pareado por idade
e sexo, para confirmar estes resultados. Multiplos mecanismos podem
explicar os diferentes achados ecocardiograficos em pacientes
transplantados cardiacos. A fisiopatologia envolve as consequéncias do
trauma cirurgico, como lesdo isquémica e liberagdo de mediadores
inflamatdrios, além de hipertensdo pulmonar prévia, comprometendo a
dindmica ventricular direita e os riscos associados de rejei¢cdes, bidpsias
cardiacas e medicamentos imunossupressores.

Sera et alf3, em um estudo retrospectivo envolvendo 59 pacientes e
160 bidpsias endomiocardicas, demonstraram que strain longitudinal do VE
com valor absoluto inferior a 14,8% apresentou sensibilidade e
especificidade de 64% e 63%, respectivamente, para detecgédo de rejeigao.
Outro estudo retrospectivo, com 30 pacientes transplantados cardiacos, néo
conseguiu demonstrar que as anormalidades nos parametros da EST, como
strain longitudinal e circunferencial do VE, strain rate sistélico e diastdlico
poderiam predizer rejeigdo aguda nesses pacientes*.

Mingo-Santos et al.*’ demonstraram um papel preditivo da EST no
diagnodstico de rejeicdo (SLPL-VD e strain longitudinal do VE com valores
absolutos inferiores a 17% e 15,5%, respectivamente). Entretanto, uma

importante limitacdo deste estudo foi o baixo numero de casos de biopsias
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positivas para rejeicao (12 bidpsias endomiocardicas = 2R em um total de
235 amostras), o que poderia levar a uma superestimacao da sensibilidade e
do valor preditivo negativo dos parametros ecocardiograficos. Além disso,
este estudo dividiu as bidpsias em trés grupos (0, 1R e = 2R), mas nao foi
capaz de detectar qualquer diferenca entre as medidas dos grupos 1R e =
2R. Por outro lado, o presente estudo dividiu as bidpsias, de acordo com o
grau de rejeicao em apenas dois grupos: bidépsias sem RCA (0 e 1R) e
biépsias com RCA (= 2R). Tal divisao foi baseada no significado clinico do
grau de rejeicao, uma vez que o0s casos com rejeicdo de 0 ou 1R nao
requerem intervengdo  imediata com  ajuste de  medicagdes
imunossupressoras, mas este ajuste €& necessario em pacientes com
rejeicdo 2R e 3R. De acordo com o estudo de Mingo-Santos et al.%,
confirmou-se o valor preditivo da SLPL-VD para o diagnéstico de RCA,
destacando sua alta especificidade. Um valor absoluto de SLPL-VD
<17,57% exclui a RCA com uma especificidade de 90%. O valor de corte do
presente estudo foi um pouco maior, 0 que pode ser justificado pelo uso
equipamentos de ecocardiografia diferentes em cada estudo.

Até onde se sabe, este € o primeiro estudo que analisou a
deformacdo ventricular direita usando EST em pacientes com fungao
sistélica normal do VD (variacédo de area fracional acima de 0,34), para
diagnosticar rejeicao celular clinicamente significativa. Um cuidado extra foi
dado no presente estudo para restringir a selecdo de pacientes para um
periodo fixo de tempo (6 meses até 1 ano apés o TC), a fim de minimizar

uma possivel influéncia do tempo de transplante nos valores de deformacao
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miocardica. Além disso, este periodo fixo de selegdo minimizou um possivel
viés de lesao isquémica poés-transplante, que pode ocorrer até o sexto més
apo6s a cirurgia. Este é um periodo de adaptagado, quando muitos pacientes
ainda podem apresentar algum grau de disfuncéo sistélica do VD. O unico
estudo que analisou a deformacao ventricular direita utilizando EST para
diagnosticar rejeigdo, publicado por Mingo-Santos et al.%’, ndo excluiu
pacientes com variacdo de area fracional abaixo do limite inferior da
normalidade, incluindo individuos com 10 dias apds o transplante cardiaco e
nao classificou os episddios de rejeicdo de acordo com seu significado
clinico.

O presente estudo nao confirmou os dados anteriores sobre a
capacidade de strain longitudinal global do VE para prever rejeicéo.
Postulou-se que isso poderia ter acontecido porque os valores absolutos de
strain longitudinal global do VE do grupo transplantado, tanto com como sem
RCA eram mais baixos. Portanto, a EST nao foi sensivel o suficiente para
detectar a contribuigdo adicional da rejei¢ao a disfungao subclinica basal do
VE, que ja é inerente aos coragdes transplantados. Outra possivel
explicacao para a diferenca encontrada nas medidas do VD, mas nao nas do
VE, é que o miocardio do VD é composto sobretudo por fibras implantadas
longitudinalmente. Assim, a analise da deformagao miocardica longitudinal
pode ser particularmente relevante quando se tenta quantificar a funcao
ventricular direita em comparacdo com a funcao ventricular esquerda.

O presente trabalho ndo encontrou qualquer associagcao entre

marcadores diastdlicos e rejeicdo. Os resultados encontrados na literatura
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sao altamente conflitantes e ndo podem ser replicados. Isso pode ser
explicado pela limitagdo dos parametros da disfuncdo diastélica em
decorréncia de sua dependéncia da frequéncia cardiaca (que, geralmente, é
elevada em pacientes transplantados, com fusdo das ondas E e A), das
condigcbes de carga e idade do doadord+-8,

Como a rejeigao cardiaca esta ligada a necrose dos cardiomiocitos e
resulta em comprometimento da mecanica cardiaca, a liberacdo de
troponina e BNP vem sendo avaliada como uma ferramenta potencial em
seu diagndstico®”-68,. Ha estudos controversos sobre esses biomarcadores no
campo de TC80 Este estudo utilizou um teste altamente sensivel a
deteccao de troponina I, detectando niveis entre 10 e 100 vezes menores do
que os ensaios-padrdo. Os niveis de troponina | foram significativamente
maiores nos pacientes com RCA. Entretanto, na analise multivariada, esta
variavel ndo foi um preditor independente. Niveis séricos de BNP nao foram
diferentes entre os grupos. Isso pode ser explicado pelo fato de que o BNP
ainda permanece alterado na maioria dos pacientes de 6 meses até um ano
apos o TC, como sugerido por alguns estudos®®’. Os resultados deste
estudo estdo de acordo com os de Bader et al.%', que observaram que os
niveis de BNP nao prediziam rejeicdo em qualquer momento apds o TC, e
sugerem que o BNP n&o é clinicamente util para detec¢do de rejeigao ou

disfuncéo de aloenxertos.
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5.1 Limitagoes do Estudo

O estudo apresentou algumas limitagdes. Primeiro, foi um estudo
unicéntrico com um pequeno numero de pacientes e um numero limitado de
rejei¢cdes classificadas como iguais ou acima de 2R (17 em 66 amostras). No
entanto, os pacientes foram divididos de acordo com o significado clinico da
rejeicdo celular e foi realizada uma analise multivariada, o que traz mais
relevancia aos achados.

Outro ponto é que, apesar do método de ecocardiografia com speckle
tracking ter sido extensivamente validado, € uma técnica em evolugao e
ainda sao necessarias melhorias, como na precisao do rastreamento dos
pontos. Além disso, esta precisdo também é altamente dependente da
qualidade da imagem. Variaveis longitudinais sdo as mais acuradas. O strain
circunferencial tem pior acuracia, seguindo-se dos parametros radiais. Isso
pode ter tido algum impacto no poder da técnica em demonstrar diferengas
entre os grupos. A resolugdo abaixo do ideal pode produzir um impacto
negativo nos resultados finais. No entanto, apesar destas limitagdes,
conseguiu-se realizar com sucesso a analise do speckle tracking em 92%
dos pacientes para strain do VE e da parede livre do VD. A reprodutibilidade
dos parametros utilizados foi boa, semelhante a relatada em outros estudos,
mas esta abordagem poderia ser melhorada com os desenvolvimentos mais
recentes da tecnologia.

Os transplantados com rejeigao significativa eram mais hipertensos e
diabéticos, do que o grupo de transplantados sem rejeigdo. Assim sendo, a

andlise de regressao logistica multipla foi realizada, ndo demonstrando
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essas variaveis como fatores preditores para o desfecho encontrado de
reducao do SLPL-VD no grupo com rejeigao significativa.

De qualquer forma, estes resultados devem ser validados de forma
independente em uma coorte externa prospectiva, preferencialmente, em

estudos multicéntricos, antes que possam ser utilizados na pratica clinica.
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Pelos dados analisados, poOde-se concluir que o coracao
transplantado tem dindmica de contracdo ventricular propria, com valores
absolutos de deformagao e seus derivados (strain, strain rate e twist) mais
baixos do que o coragao nao transplantado. A EST é uma técnica valiosa
para detecg¢ao ndo invasiva de RCA em pacientes transplantados.

Strain longitudinal de parede livre de VD < 17,57% (valor absoluto) é
um preditor independente de RCA significativa, com boa acuracia e alto valor
preditivo negativo.

Embora a troponina | tenha sido menor em pacientes transplantados

com RCA, nao se mostrou preditor independente de rejeigao.
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Anexo A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TCLE Grupo Transplante
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2 RESPONSAVEL LEGAL
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ......

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... SEXO: MmO rFrO
DATA NASCIMENTO.:
ENDERECO: .
BAIRRO:
CEP! .o

. TELEFONE: DDD (............ L

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: AVALIAGAO DE REJEIGAO AGUDA EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS CARDIACOS PELA TECNICA DE SPCKLE TRACKING
2. PESQUISADOR: JEANE MIKE TSUTSUI

CARGO/FUNCAO: MEDICO INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 75682
UNIDADE DO HCFMUSP: SERVIGO DE ECOCARDIOGRAFIA DO INSTITUTO DO CORAGAO (InCor)

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO O RISCO MEDIO O

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR

4.DURACAO DA PESQUISA : 36 MESES
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1 — Pessoas submetidas a transplante cardiaco podem ter problema de rejeicéo do
“coragdo novo”, o que pode comprometer a contragéo cardiaca e que se néo tratada
adequadamente e a tempo pode comprometer a “for¢a” desse coragéo transplantado. O
objetivo desta pesquisa é avaliar a contragéo do coragédo, no repouso, por meio de um
novo exame mais avangado de ecocardiograma chamado speckle tracking. Isso é
importante para detectarmos alteragdes precoces que ndo foram vistas nos outros
exames e permitir o ajuste de medicagdes que impedem a evolugéo dessa disfungéo.
Além disso, os resultados serdo comparados com aqueles de um grupo de adultos

saudaveis (grupo controle).

2 — Apés a indicagéo da bidpsia do coragéo, pela equipe do transplante, o Senhor/ a
Senhora farda um exame de ecocardiograma 48 horas antes ou depois desse
procedimento. No momento da biépsia, serdo colhidas amostras de sangue por pungéo
periférica da veia do antebrago para andlise de alguns exames (BNP e Troponina |) que
também podem se alterar nos casos de rejeigao e ajudariam no diagnéstico. Esses

exames nao necessitam de preparo especial do paciente.

3- Ao término dos exames, os resultados ficardo disponiveis para o seu médico nos

computadores do InCor.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

4 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, o Senhor/ a Senhora tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
A principal investigadora é a Dra Jeane Mike Tsutsui, que pode ser encontrada no Centro
de Pesquisa em Cardiologia e Ecocardiografia (CEPEC) do Instituto do Coragio do
Hospital das Clinicas, cujo enderego é na Av. Enéias de Carvalho Aguiar 44,
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Cerqueira César em S&o Paulo. Telefone para contato: (11) 2661-5646. Se tiver
alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26, email:
cappesg@hcnet.usp.br.

5 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo.

6 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto
com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

7 — O Senhor / a Senhora podera ser mantido(a) atualizado(a) sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

8 — Despesas e compensagdes: para os pacientes ambulatoriais poderdo ser pagos vale
transporte e vale lanche. Nao ha compensagéo financeira relacionada a sua participagao.

Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

9 — Existe o compromisso do pesquisador de usar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

10 — Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “AVALIAGAO DE REJEIGAO AGUDA EM
PACIENTES TRANSPLANTADOS CARDIACOS PELA TECNCIA DE SPECKLE TRACKING”.
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Eu discuti com a Prof. Dra. Jeane Mike Tsutsui a minha decisdo em participar desse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os procedimentos,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagéo é gratuita e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter recebido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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TCLE Grupo Controle

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

A NOME e oo

DOCUMENTO: DE IPENTIDADE N i mmemmmmnrmnmn o s s s sesess sexo: MmO rFO
DATA NASCIMENTO:
ENDERECO
BAIRRO: ...
CEP:.........

DATA NASCIMENTO.: ...... fodo
ENDERECO:
BAIRRO:
CEP! s

TELEFONE: DDD (............ )

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: AVALIAGAO DE REJEIGAO AGUDA EM PACIENTES
TRANSPLANTADOS CARDIACOS PELA TECNICA DE SPCKLE TRACKING
2. PESQUISADOR: JEANE MIKE TSUTSUI

CARGO/FUNCAO: MEDICO INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 75682
UNIDADE DO HCFMUSP: SERVIGO DE ECOCARDIOGRAFIA DO INSTITUTO DO CORAGAO (InCor)

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO O RISCO MEDIO O

RISCO BAIXO X RISCO MAIOR

4.DURACAO DA PESQUISA : 36 MESES
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1 — Pessoas submetidas a transplante cardiaco podem ter problema de rejeicéo do
“coragdo novo”, o que pode comprometer a contragéo cardiaca e que se néo tratada
adequadamente e a tempo pode comprometer a “for¢a” desse coragéo transplantado. O
objetivo desta pesquisa é avaliar a contragéo do coragédo, no repouso, por meio de um
novo exame mais avangado de ecocardiograma chamado speckle tracking. Isso é
importante para detectarmos alteragdes precoces que ndo foram vistas nos outros
exames e permitir o ajuste de medicagdes que impedem a evolugéo dessa disfungéo.
Além disso, os resultados serdo comparados com aqueles de um grupo de adultos

saudaveis (grupo controle).

2 — Os adultos do grupo controle serdo submetidos a um exame de ecocardiograma.
Esse exame ndo necessita de preparo especial do paciente e nédo oferece nenhum risco
ao mesmo. Os pacientes desse grupo nos ajudaréo a entender o quanto os pacientes
transplantados sao diferentes dos normais esperado para a idade.

3- Ao término dos exames, os resultados ficardo disponiveis para o seu médico nos
computadores do InCor.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

4 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, o Senhor/ a Senhora tera acesso
aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas.
A principal investigadora é a Dra Jeane Mike Tsutsui, que pode ser encontrada no Centro
de Pesquisa em Cardiologia e Ecocardiografia (CEPEC) do Instituto do Coragéo do
Hospital das Clinicas, cujo endere¢o é na Av. Enéias de Carvalho Aguiar 44,
Cerqueira César em S&o Paulo. Telefone para contato: (11) 2661-5646. Se tiver
alguma consideragédo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel:
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2661-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26, email:
cappesg@hcnet.usp.br.

5 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de

participar do estudo, sem qualquer prejuizo.

6 — Direito de confidencialidade — As informagdes obtidas serédo analisadas em conjunto

com outros pacientes, ndo sendo divulgada a identificagdo de nenhum paciente.

7 — O Senhor / a Senhora podera ser mantido(a) atualizado(a) sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores.

8 — Despesas e compensagdes: para os pacientes ambulatoriais poderéo ser pagos vale
transporte e vale lanche. Nao ha compensagéo financeira relacionada a sua participagéo.

Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

9 — Existe o compromisso do pesquisador de usar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

10 - Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo: “AVALIAGAO DE REJEICGAO AGUDA EM

PACIENTES TRANSPLANTADOS CARDIACOS PELA TECNCIA DE SPECKLE TRACKING”.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
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Eu discuti com a Prof. Dra. Jeane Mike Tsutsui a minha decisdo em participar desse
estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os procedimentos,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagéo é gratuita e que tenho garantia
do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes
ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter recebido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagédo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo B - Aprovacgao do comité de ética

4 g HOSPITAL DAS CLINICAS DA
X FACULDADE DE MEDICINA DA W““'
= USP - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DE REJEICAO AGUDA EM PACIENTES TRANSPLANTADOS
CARDIACOS PELA TECNICA DE SPECKLE TRACKING
Pesquisador: Jeane Mike Tsutsui
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 33362014.6.0000.0068
Instituicdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P

Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAOQ PAULO
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADA U S P

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 835.758
Data da Relatoria: 01/10/2014

Apresentacédo do Projeto:

Trata-se de estudo prospectivo em que a técnica de ecocardiografia com "speckle tracking" sera testada em
correlacionada aos dados de biopsia endomiocardica do ventriculo direito em pacientes transplantados
cardiacos. Adicionalmente serdo analisados os valores de BNP e Troponina | frente aos resultados da
biopsia. Tem finalidade académica para Doutorado de Cecilia Beatriz B Viana Cruz, sob orientagéo de
Jeane Miki Tsutsui

Objetivo da Pesquisa:

Verificar se a ecogardiografia com "speckle tracking" pode ser utilizada como um método diagnéstico ndo
invasivo de rejeigdo aguda celular em pacientes transplantados cardiacos e a utilidade de marcadores
sanguineos BNP e troponina | para esse diagnostico.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos adicionais ao cuidado dos pacientes é minimo. Ha potencial beneficio para o individuo pois se o
método for indicativo de rejeigdo ele pode ajudar a otimizar o esquema de medicagéo imunossupressora.
Para a coletividade o beneficio pode ser grande se o método mostrar-se Util,

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagéo do Parecer: 835.758

pois trata-se de método n&o invasivo para o diagnéstico da rejeigdo.

Comentarios e Considera¢ées sobre a Pesquisa:
Projeto bem delineado, de grande interesse pratico. O estudo é factivel na instituigdo, com previsdo
or¢amentaria adequada.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatéria:
Houve adequacéo do TCLE e redagdo de TCLE para controles

Recomendacgdes:
Aprovado

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Aprovado

Situac3o do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

SAQ PAULOQ, 17 de Outubro de 2014

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
{Coordenador)

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010

UF: SP Municipio: SAQ PAULO

Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mall: cappesq.adm@nc.fm.usp.br
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