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Resumo

A cardiomiopatia hipertréfica familiar € uma doenca de hereditariedade autossémica
dominante, com expressao varidvel, caracterizada por hipertrofia ventricular esquerda, com
envolvimento predominante do septo interventricular, de etiopatogenia inexplicada. E a
doenca cardiovascular genética mais frequente com uma prevaléncia na populacédo de 1:500.
Em cerca de 55% dos casos ha historia familiar evidente, apresentando, no entanto, grande
variedade inter e intra-familiar, variando entre formas benignas e malignas de elevado risco

de insuficiéncia cardiaca e morte subita.

O diagnostico desta doenca faz-se geralmente na infancia e em adultos jovens. Os individuos
afectados podem ser assintomaticos e o diagnostico faz-se por achados num
electrocardiograma e/ou num ecocardiograma de rotina. Quando existentes, os sintomas sao

muito variaveis e inespecificos.

Apesar de até ao momento ndo haver cura para a cardiomiopatia hipertrofica familiar, existe a
possibilidade de tratamento farmacologico e cirdrgico. Os farmacos sdo geralmente a
abordagem de primeira linha. Pretende-se que haja melhoria dos sintomas e a reducdo das

complicagdes.

Uma vez que se trata da doenca cardiovascular genética mais frequente e que a mutacdo
detectada pode influenciar o prognostico, possibilitar uma melhor prevencdo e,
consequentemente, um melhor tratamento, € importante uma caracterizagdo molecular

pormenorizada.
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Actualmente, conhecem-se 32 genes cujas mutacdes Sa0 responsaveis por esta patologia.
Neste trabalho, através da recolha dos resultados dos estudos genéticos de pacientes com
cardiomiopatia hipertrofica referenciadas da consulta de Genética Médica do Hospital

Pediatrico de Coimbra, foi calculada a incidéncia das mutacfes associadas a esta patologia.

Em semelhanca a estudos ja publicados, concluiu-se que os genes com maior frequéncia de

deteccdo de mutacbes séo 0 MYBPC3, MYH7 e TNNT2.

Palavras-chave

Cardiomiopatia Hipertrofica Familiar; MYBPC3; MYH7; TNNT2; mutages; polimorfismo;
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Abstract

The hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a disease of autosomal dominant inheritance,
with inconsistent expression, characterised by left ventricular hypertrophy, with the
predominant involvement of the interventricular septum, and of unexplained etiopathogeny. It
is also the most common genetic cardiovascular disease with a prevalence of about 1:500 in
the population. In 55% of cases there is a known family history, showing however inter and
intra-family significant differences ranging from benign and malignant forms with high risk

of heart failure and sudden death.

The diagnosis of this disease is usually done in children and young adults. Affected
individuals may be asymptomatic and the diagnosis is made by either electrocardiogram and /
or by routine echocardiogram findings. When present, the symptoms are very changeable and

nonspecific.

Although to date there is no cure for familial hypertrophic cardiomyopathy, there is the
possibility of pharmacological treatment and surgery. The drugs are usually the first-line

approach. The aim of this work is to improve the symptoms and reduce the complications.

Since this is the most common genetic cardiovascular disease and taking into consideration
that detected mutation may influence the prognosis, to allow better prevention and therefore a

better treatment, it is important to obtain a detailed molecular characterization.

Nowadays it is known that there are at least 32 genes whose mutations are responsible for this

pathology.
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In the present study, the incidence of mutations associated with hypertrophic cardiomyopathy
was calculated from the data of the genetic studies developed in the patients referenced by the

Genetic consultation of the Paediatric Hospital of Coimbra.

The results of this study had shown that the most frequent mutated genes were the MYBPC3,

MYH?7 and TNNT2, in accordance with published studies.

Keywords

Familial Hypertrophic Cardiomyopathy; MYBPC3; MYH7; TNNT2; mutations;

polymorphism
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Introducéo

O termo cardiomiopatia foi usado pela primeira vez em 1957 e, desde ent&o, o conhecimento
acerca deste grupo de doencas cardiacas complexas tem aumentado significativamente.
Actualmente, a American Heart Association usa a definicdo proposta em 2006:
“cardiomiopatias fazem parte de um grupo heterogéneo de doencas do miocardio em que se
verifica disfuncdo mecénica e/ou eléctrica que usualmente (mas nao invariavelmente) se
manifestam por hipertrofia ou dilatagdo ventricular e que é, frequentemente, devida a causas

genéticas (Alves et al, 2010).

Nos Ultimos vinte anos, varios estudos sobre fisiopatologia, genética, historia natural, causas e
factores de risco de morte da Cardiomiopatia Hipertréfica (CMH) levaram a uma melhor
compreensdo da doenca pela comunidade médica o que se tem traduzido por um numero

crescente de pacientes diagnosticados com CMH (Hagege, Desnos, 2009).

A CMH, caracterizada por hipertrofia ventricular esquerda, ¢ uma doenca autossémica
dominante e de etiopatogenia desconhecida. E a doenca genética cardiovascular mais
frequente (Ho, Seidman, 2006) com uma prevaléncia de cerca de 1:500 (Charron et al, 2004).
Para além dos factores genéticos, também os ambientais, entre outros, parecem ter um papel
determinante na expressdo, gravidade e curso da doenca. Esta patologia tem uma grande
variabilidade inter e intra-familiar, podendo variar entre formas de apresentacdo benigna e

maligna (Maron, 2002; Gongalves, 2003).
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Histopatologia

O ventriculo é, em cerca de 75%, formado por células musculares estriadas, os midcitos. Cada
midcito tem um comprimento que pode variar entre 60 a 140 pum e um didmetro de 17 a 25

pum (Fauci et al, 2009).

A CMH caracteriza-se histopatologicamente por hipertrofia, desorganizacdo dos midcitos e

fibrose intersticial (fig. 1) (Monteiro et al, 2007, Ho, 2009).

Fig. 1 — Achados macro e microscépicos de miocardio de doentes com CMH (A) em compara¢do com pessoas
normais (B). Amostras, com ampliacdo de 100x, coradas com H&E: demonstram desordem dos midcitos e

fibrose (A), em contraste com o miocardio normal, ordenado e sem éreas de fibrose (B) (adaptado de Ho, 2009).

Em pacientes com CMH sdo encontradas diferentes morfologias ventriculares, podendo a
hipertrofia ventricular ser focal ou difusa, assimétrica ou concéntrica, obstrutiva ou nao

obstrutiva (Xu et al, 2010).
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Fisiopatologia
A CMH foi definida como uma doenga do sarcomero (Chiu et al, 2010).

O sarcomero ¢ a unidade estrutural e funcional da contracgdo, encontra-se entre duas linhas
escuras adjacentes, linhas Z. A distancia entre as linhas Z varia com o grau de contracgéo,
variando entre 1,6 a 2,2 um. Dentro dos limites do sarcomero encontram-se alternadas as
bandas claras e escuras, o que da as fibras do miocardio o aspecto estriado. No centro do
sarcomero ha uma banda escura, de comprimento constante de 1,5 um, a banda A. De cada
lado desta banda, ha uma banda clara, banda I, cujo comprimento é variavel. O sarcémero €é
formado por dois conjuntos de miofilamentos entrelagados. Os filamentos mais grossos,
compostos principalmente pela proteina miosina, atravessam a banda A. Estes filamentos tém
cerca de 10 nm de didmetro e as suas extremidades sdo afuniladas. Os filamentos mais finos,
compostos compostos principalmente por actina, partem da linha Z atravessando a banda |
para a banda A. Tém aproximadamente 5nm de didmetro e 1 um de comprimento. Assim, 0S
filamentos finos e grossos sobrepdem-se apenas dentro da banda A, ao contrério da banda |
que contém apenas filamentos finos. Com microscopia electrénica, podem ser observadas
pontes estendendo-se entre filamentos grossos e finos dentro da banda A. Estas pontes

compreendem cabecas de miosina ligadas a filamentos de actina (Fauci et al, 2009).

O disco-Z do sarcomero é uma regido critica, visto que representa a interface entre o aparelho
contréctil e o citoesqueleto (Frank et al, 2006). A alfa-actina-2 (ACTN2) é a componente
principal do disco-Z e tem uma importancia biolégica fundamental na organizacdo e
interacgdo entre o citoesqueleto do sarcomero e da membrana muscular (fig. 2) (Sjoblom et

al, 2008, Rodriguez et al, 2009).
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Sarcéomero

I Banda A I

Linhaz

Complexo Proteina C que liga a
Actina Troponina miosina Cadeia pesada
(MyBP-C) L
Tropomiosina de B-miosina

(BMHC)

Fig. 2 — Esquema representativo das proteinas do sarcomero do miocardio. As proteinas mais comummente
mutadas na CMH sdo MyBP-C, B-MHC, e troponina T (adaptado de Rodriguez et al, 2009).

O sarcOmero apresenta uma estrutura complexa, com multiplos locais de interac¢do com as
proteinas constituintes. Tém sido avancados inimeros mecanismos, nomeadamente ao nivel
do processo da contrac¢do muscular. Depois da despolarizacdo o célcio intracelular liga-se ao
complexo da troponina permitindo que a cabeca da miosina se ligue a actina e, apés hidrélise
do ATP, seja deslocada ao longo do filamento fino. Os filamentos finos e espessos deslizam
entre si, conduzindo ao encurtamento do sarcomero e consequentemente contrac¢do muscular

(Monteiro et al, 2007).

O papel da proteina C que liga a miosina permanece pouco claro, mas presume-se que pode
participar na constituicdo do filamento espesso pela ligacdo a cadeia pesada de miosina e

tinina, podendo apresentar ainda alguma funcao reguladora (Flashman et al, 2004).
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Existem estudos em modelos animais que evidenciaram que o aumento da contractilidade dos
miocitos se deve a elevacao da actividade da ATPase na miosina e a0 aumento da interaccao
actina-miosina. A consequéncia deste ganho de funcéo traduz-se em aumento do trabalho e do
consumo de energia, que pode favorecer a deplecdo de energia, morte de midcitos e

substituicdo por fibrose (Monteiro et al, 2007).

Por outro lado, existem também estudos em modelos animais que verificaram que a
hipocontractilidade advém de uma reducéo da sensibilidade ao calcio, que, consequentemente,
conduz a uma menor interac¢do actina-miosina (Crilley et al, 2003). A hipocontractilidade
leva a producdo de cinases sinalizadoras de stress e de factores troficos, que estimulam a
hipertrofia dos midcitos. Esta cronologia € suportada pelo facto do compromisso funcional

(anomalia diastolica) preceder o desenvolvimento de hipertrofia (Nagueh et al, 2004).

Em 2005, num estudo realizado com o género Drosophila, foi descrito que a superexpressao
do mutante humano cMyBP-C na Drosophila esta associada a sub-regulacdo de varios genes
codificadores de proteinas do sarcomero e a alteracdo na expressdo dos genes envolvidos em
multiplas vias metabdlicas, compativeis com a hipdtese da deplecdo de energia (Vu Manh et

al, 2005).

O mecanismo pelo qual uma mutacdo leva a um fenotipo especifico, as vias de sinalizacao
activadas, o papel da genética e dos factores ambientais que influenciam o fenotipo
permanecem por esclarecer. Nas Ultimas duas décadas, varios estudos tém demonstrado que a
CMH e a cardiomiopatia dilatada (CMD) resultam sobretudo de alteracBes genéticas nos

genes que codificam proteinas do sarcomero e do disco-Z, mas também de alteracdes que
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envolvem proteinas do citoesqueleto, do reticulo sarcoplasmatico, da membrana nuclear e de

processos metabolicos e de transcri¢do alterados (Alves et al, 2010) (tabela ).

Tabela I — Proteinas afectadas na CMH e gene correspondente (adaptado de Bos et al, 2009)

CMH Proteina Gene
Proteina C que liga a miosina MYBPC3
Cadeia pesada de miosina — isoforma f3 MYH7
Cadeia pesada de miosina — isoforma a MYH6
Troponina Cardiaca T TNNT2
Troponina Cardiaca | TNNI3
Miofilamentos Tropomiosina a TPM1

Cadeia leve reguladora da miosina ventricular | MYL2

Cadeia leva essencial da miosina ventricular MYL3

Troponina C TNNC1
a- actina ACTC
Tinina TTN
Proteina LIM que liga dominio 3 LBD3
Proteina LIM muscular CSRP3
Teletonina TCAP
Disco 2 Vinculina/ Metacinculina VCL
a- actina 2 ACTN2
Miozenina 2 MYOZ2
Junctophilin 2 JPH2
Concentragéo Ca’* Phospholamban PLN
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Particularmente no gene MYBPC3, as mutagdes nulas (frame-shift e nonsense), tem sugerido
um mecanismo de haplo insuficiéncia, pela producdo de uma copia instavel e/ou de uma

proteina alterada incapaz de incorporar o sarcomero (Richard et al, 2006).

No gene MYH7, a maioria das mutacdes heterozigdticas € missense, verificando-se a
subtituicdo de um aminoacido por outro, 0 que origina uma proteina mutada. Esta proteina
alterada interfere com a funcdo normal, tendo efeito dominante negativo (Christiaans et al,
2010), e, quando incorporada no sarcomero, pode interferir com a proteina nativa, actuando
como um polipeptideo toxico (Olsson et al, 2004). Esta incorporacdo conduz a um prejuizo de
funcdo e/ou montagem anormal do sarcomero levando a uma desorganizacao miofibrilhar

(Monteiro et al, 2007).

Apesar das teorias propostas e das alteracdes observadas nos modelos animais a fisiopatologia

da MCH ainda néo esta totalmente esclarecida.

Apresentacdo Clinica

A CMH é provavelmente a doenca cardiaca mais heterogénea no que respeita ao fendtipo,
sintomas e consequéncias (Efthimiadis et al, 2010).

Clinicamente pode variar desde formas totalmente assintoméaticas até manifestacoes
cardiovasculares graves, tais como insuficiéncia cardiaca, sincope e morte stbita (Ramaraj,

2008).
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Aproximadamente 50% dos individuos diagnosticados com CMH sdo assintomaticos. Dos
individuos assintomaticos, 25% sdo diagnosticados incidentalmente e outros 25% sdo
diagnosticados na sequéncia da realizacdo de testes familiares onde um parente ja tinha sido

diagnosticado com CMH (Wordsworth et al, 2010).

Nos pacientes sintomaticos, a queixa mais frequente (90%) é a dispneia de esforco (Wigle et
al, 1995). Cerca de 25 a 30% referem pré-cordialgia (Elliott et al, 1996), 15 a 25% sofreram
pelo menos um episodio de sincope e 20% referem quadro de pré-sincope (Cotiga et al,
2006). Podem ocorrer arritmias e culminar com morte subita (Medeiro et al, 2006). O risco de
morte sUbita é, anualmente, de cerca de 1%, mas aumenta para cerca de 5% se existirem
factores de risco (Christiaans et al, 2010). O estilo de vida, farmacos anti-arritmicos e o
cardiodesfibrilhador implantavel (CDI) sdo op¢6es para a reducdo deste risco (Wordsworth et

al, 2010).

Estudos tém mostrado que as trés principais causas de morte em pacientes com CMH séo:
morte suUbita cardiaca devido a arritmias ventriculares, insuficiéncia cardiaca, muitas vezes

precedida de fibrilhacdo auricular, e AVC (Hageége, Desnos, 2009).

Estratificacdo do risco e prevencéo de morte subita

A morte subita é a complicacdo mais temida da CMH podendo ser a Unica manifestagdo da
doenca em individuos assintomaticos (Monteiro et al, 2007). Em 75% dos casos ocorre em

individuos assintomaticos ou em individuos classificados segundo a New Yourk Heart
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Associaton (NYHA) em classe NYHA | ou Il, em 15% durante a pratica de exercicio fisico e,

as vezes, até mesmo durante o repouso (Hagege, Desnos, 2009).

O progresso da CMH esté acelerado durante a puberdade e o risco de morte subita atinge o
maximo entre os 9 e os 16 anos (Ostman-Smith et al, 2008). Contudo é importante salientar
que apenas uma pequena percentagem dos doentes com CMH tém um risco elevado de morte

stbita (Monteiro et al, 2007).

Assim, é crucial a identificacdo dos individuos com um elevado risco de morte stbita, uma
vez que basta modificacGes no estilo de vida (Bratt et al, 2010) e medicacdo com farmacos
antiarritmicos (Wordsworth et al, 2010) para diminuuir este risco e a implantacdo do CDI

para prevenir a sua ocorréncia (Monteiro et al, 2007).

Na definicdo do perfil de risco sdo considerados factores major e factores de avalicdo

individual (tabela II).

O valor preditivo positivo atribuido individualmente a cada um dos factores de risco é baixo,
mas na presenca de dois ou mais factores o risco de morte subita esta calculado entre 3 a 5%
(Elliott et al, 2000). Neste sentido, apesar da implantacdo do CDI ser a terapéutica mais eficaz
e segura para a prevencdo da morte slbita, a seleccdo de doentes com apenas um factor de

risco é ainda controversa (Monteiro et al, 2007).
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Tabela Il — Factores de risco de morte stbita em doentes com CMH (adaptado de Monteiro et al, 2007)

Critério Major

Critérios de Avaliacdo Individual

Paragem cardiaca (fibrilhacéo ventricular)
Taquicardia Ventricular mantida
espontanea

Hipertrofia ventricular esquerda >30mm
relacionada com CMH

Sincope de etiologia desconhecida
Historia Familiar de morte sdbita
prematura

Resposta anormal da tensdo arterial
durante o esfor¢o

Taquicardia ventricular ndo mantida
(Holter — pelo menos 3 batimentos, com

frequéncia > 120bpm)

Fibrilhacdo auricular

Isquémia miocérdica

Obstrucdo da camara de saida do
ventriculo esquerdo
Mutacéo de alto risco

Exercicio fisico intenso (competicao)

Diagnostico

O diagnostico baseia-se na presenca de hipertrofia ventricular esquerda, na auséncia dilatacéo

ventricular e de outra causa cardiaca e/ou sistémica (Christiaans et al, 2010). Uma espessura

>12mm na parede septal anterior ou ventricular posterior € >15mm na regido posterior do

septo ou na parede ventricular livre é critério de diagnéstico (Maron et al, 2003).

Micaela Ferreira Oliveira
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O diagnostico pode também ser feito através do estudo histologico de tecido cardiaco em que
estejam presentes as alteracdes histoldgicas patognomonicas desta patologia (Cirino, Ho,

2009).

Numa familia com CMH, com mutacdo(des) conhecida(s) é possivel realizar bidpsia das
vilosidades corionicas a partir das 12 semanas de gestacdo e a amniocentese realizada entre as

15 as 18 semanas permitem o diagnostico pré-natal de CMH (Cirino, Ho, 2009).

O desenvolvimento da biologia molecular e os estudos genéticos actualmente efectuados

permitem um diagnéstico cada vez mais precoce.

Tratamento
No que concerne ao tratamento desta patologia, € consensual que o tratamento de primeira

linha é farmacoldgico.

O tratamento médico ¢ sintomatico ¢ assenta em B-bloqueadores, bloqueadores dos canais de
calcio e de sodio (Alves et al, 2010), farmacos anti-arritmicos e diuréticos (Cirino, Ho,

2009).

Altas doses de B—bloqueadores tém evidenciado uma reducdo da mortalidade de criangas com
CMH (Bratt et al, 2010). Se fibrilhagdo auricular, o risco trombotico aumenta e a
anticoagulagéo torna-se fundamental, sendo também importante a prevencdo de morte com

CDI (Cirino, Ho, 2009).
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Quando os sintomas sdo refractarios a terapéutica médica adequadamente instituida, pode
optar-se por Ablacdo Alcodlica do Septo e miectomia. Em alguns casos € mesmo necessario

recorrer a transplante cardiaco (Cirino, Ho, 2009).

E de ter especial atencdo e, consequentemente, implementar um tratamento rigoroso e
cuidado, nas mulheres gravidas com CMH, dadas as alteracfes hemodinamicas associadas a

este estado e ao préprio momento do parto.

Pacientes em que a componente obstrutiva estd presente o risco de endocardite infecciosa
aumenta, sendo, por isso, necessario considerar individualmente o recurso a profilaxia

antibidtica (Wilson et al, 2007).

Estudos em animais transgénicos mostraram que a utilizacdo de antagonistas dos receptores
da angiotensina (Yamazaki et al, 2007) e de estatinas (Senthil et al, 2005) era eficaz na

prevencao da hipertrofia ventricular esquerda.

No futuro, podera a terapia génica ser a cura paraa CMH.

Abordagem prética do doente e testes genéticos

Depois de um individuo ser diagnosticado com CMH ¢é importante que este seja seguido e
avaliado regularmente, aconselhando-se que seja seguido por um cardiologista e que realize

regularmente electrocardiograma e ecocardiograma (Maron et al, 2003).
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E de notar que este acompanhamento ndo pode ser estatico, visto que esta avaliacio apenas
permite avaliar o estado clinico actual. Assim, salienta-se a importancia de um
acompanhamento iniciado na infancia e continuo até durante a vida adulta. Este
acompanhamento, apesar de se estimar que realmente sO seja necessario para 50% dos
individuos, acarreta um importante impacto financeiro e emocional para o individuo e a sua
familia. Para contornar esta questdo, os testes genéticos sdo, actualmente, o Unico meio
disponivel para determinar exactamente os individuos afectados e que, portanto, necessitam

acompanhamento e vigilancia médica (Fitzgerald-Butt et al, 2010).

Por outro lado, como a CMH também pode ser causada por erros inatos do metabolismo, por
sindromes de malformacdo e doencas neuromusculares, uma crianca e os seus familiares
beneficiam dos testes genéticos, visto que se exclui um risco multiplo de doenca e se explica a

CMH do paciente (Fitzgerald-Butt et al, 2010).

A Sociedade Europeia de Cardiologia e a American Heart Association recomendam a triagem
familiar em familias identificadas com CMH (Corrado et al, 2005). Numa familia com
diagnéstico clinico ou imagiolégico de CMH é importante proceder ao estudo molecular do
individuo, aconselhamento genético e avaliagdo dos familiares em primeiro grau
(progenitores, irmdos e descendentes). Existem varios protocolos de avaliagdo dos individuos

em risco (tabela I11) (Venancio, informacao pessoal).

Se do estudo molecular resultar informacao aplicavel ao estudo familiar, dever-se-a continuar
com a avalia¢do clinica seriada. Se o estudo for negativo sdo desnecessarias avaliacOes

clinicas subsequentes (van Langen et al, 2004).
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Tabela 111 - Protocolos de avaliagdo dos individuos em risco

Familiares em 1° grau

(descendentes, progenitores e irmé&os)

Rastreio

- Exame fisico, ecocardiografia e

eletrocardiograma

<12 anos

- Achados clinicas evidentes de doenca

- Rastreio pode ser opcional, excepto se
historia familiar grave ou quando o individuo
pratica desporto de competicdo ou tem
hipertrofia ventricular esquerda de inicio
precoce

Ponderar rastreio a cada 5 anos

Entre 12 a 22 anos

Rastreio a 12 a 24 meses

> 23 anos de idade

Repetir a cada 5 anos ou até quando o estudo

molecular confirmar o diagnostico.

A utilizacdo dos teste genéticos permite identificar os membros da familia com mutacdo(des)

e que, consequentemente, virdo a desenvolver doenca, apesar de poderem ainda nao

apresentar sinais e/ou sintomas. Define-se, assim, um conjunto de individuos num estado

“pré-clinico” (fig. 3).
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+ = Com mutagio
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. = Clinica de CMH

[[]= Sem Hipertrofia
Ventricular Esquerda

Fig. 3 — Estado “pré-clinico”. Os testes genéticos, no contexto da doenga familiar, permitem a identificagdo de
individuos com CMH ainda no estado pré-clinico. Estes individuos sdo parentes que séo portadores da mutagao
responsavel por causar HCM na familia, mas ainda ndo desenvolveu as caracteristicas clinicas de diagndstico da
CMH (adaptado de Ho, 2009).

O estudo deste grupo de pessoas pode permitir entender melhor a fisiopatologia da CMH,
caracterizar melhor a componente bioquimica desta patologia, bem como caracterizar os
fendtipos intermediarios que antecedem manifestacdes clinicas e identificar parametros de
resposta ao tratamento para futuros ensaios, com vista a atenuar e, idealmente, evitar o

desenvolvimento da CMH (Ho, 2009).

Os testes genéticos constituem um dilema ético. O teste genético € uma questdo familiar. Ndo
sO os testes genéticos para um individuo, muitas vezes, inevitavelmente revelam os riscos
para os membros da familia, como também os membros da familia, por vezes, tém de

contribuir para o diagndstico genético de um individuo (Geelen et al, 2010).

No contexto médico, assume-se que ndo sO 0s pacientes tém o direito de saber, mas que

também os seus familiares tém o direito de conhecer o risco familiar. Essas informacdes
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podem permitir antecipar futuros problemas de saude e preveni-las. Alguns pacientes, no

entanto, alegam que estas informacGes tém de ser privadas (Geelen et al, 2010).

Com o objectivo de descobrir como lidar com a genética no contexto da familia, a Sociedade
Americana de Genética Humana, por exemplo, explorou "o potencial de conflitos no
relacionamento profisional-paciente se 0 paciente se recusa a avisar 0s parentes em situacdo
de risco"(Declaracdo ASHG, 1998, p. 474). De acordo com esta declaracdo, os profissionais
sO sdo autorizados a contactar directamente com os familiares e prestar-lhes informacdes do
paciente em casos excepcionais, particularmente se ha disponiveis medidas terapéuticas e/ou
preventivas perante a mutacdo identificada. Este dilema ético tem sido um tema de discussao

na Ultima década (Geelen et al, 2010).

Uma boa comunicacdo médico-doente e a tonica constante na perspectiva bio-psico-social do
doente é uma boa solucdo para dilemas éticos, no que respeita, em particular, a informacéo

genética e a sua importancia.

Aspectos genéticos

A CMH é uma doenca com grande heterogeneidade genética, conhecendo-se actualmente 32

genes envolvidos nesta patologia (Santos et al, 2011).

Estudos genéticos tém mostrado que esta patologia é causada por mais de 600 mutacGes,

especialmente em genes que codificam proteinas sarcoméricas (Santos et al, 2011).
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E de salientar que estes dados estdo em constante actualizacdo na base de dados genética:

Familial Hypertrophic Cardiomyopathy Mutation Database.

A densidade anormalmente elevada de mutacdes encontradas no genes associados ao
desenvolvimento de CMH sugere que 0os mecanismos de promocdo de mutabilidade podem
ter um papel importante na prevaléncia desta doenca. Um dos mecanismos mais conhecidos é
a desaminacdo da citosina metilada num dinucleotideo CpG e a posterior transicdo para uma

timina, resultando a alteracdo em C> T ou G> A (Krawczak et al, 1998).

Cerca de 49% das mutacOes associadas a CMH s&@o consistentes com um mecanismo de

desaminacdo (Meurs, Kuan, 2010).

Embora este mecanismo seja bem conhecido, ele ndo pode ocorrer com muita frequéncia,
visto que a presenca de CpGs em toda a regido codificadora de um gene é geralmente baixa
(Cooper, Krawczak, 1999). No entanto, a informacdo acerca da variabilidade dos niveis de

metilacdo dentro das regibes codificantes de genes especificos é ainda escassa (Issa, 2002).

As mutacbes sdao mais frequentemente encontradas nos genes MYBPC3, MYH7 e 0 TNNT2

(Maron, 2002) (tabela IV).

A penetrancia incompleta do gene MYBPC3 leva a uma subvalorizacdo da sua associagdo
com a CMH, sendo, ainda assim, o gene mais frequentemente responsavel por esta patologia

(Ho, Seidman, 2006).

A maior parte das mutactes descritas foram identificadas nos seguintes genes: dois genes
codificadores de proteinas assembly: proteina C que liga a miosina (MYBPC3) e titina (TTN);

quatro genes codificadores das proteinas do filamento grosso - isoformas beta e alfa da cadeia
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pesada da miosina (MYH7-8 e MYH®6-a), cadeias leves (reguladora e essencial) da miosina
ventricular (MYL2 e MYL3); cinco genes codificadores da estrutura de filamentos finos:
troponina T cardiaca (TNNT2), troponina I cardiaca (TNNI3), a-actina (ACTC), o-
tropomiosina (TPM1), troponina C (TNNC1); dois genes codificadores das proteinas da
banda Z: teletonina (TCAP) e proteina LIM muscular (CRP3). Foram também encontradas
mutacdes raras, em genes que codificam proteinas associadas como a vinculina e a

metavinculina (Monteiro et al, 2007).

Tabela IV - Genes associados a CMH (adaptado de Wheeler et al, 2009)

Gene Prevaléncia
MYBPC3 15 - 45%
MYH7 15 -45%
TNNT?2 5-7%
TNNI3 5%
TPM1 2,5-5%
MYL2 2%
MYL3 1%
ACTC 1%
TCAP < 1%
CSRP3 «1%
LBD3 < 1%

Relacéo genotipo/fendtipo

Apesar do amplo espectro de manifestagdes clinicas e das varias mutacdes associadas a CMH,

é possivel estabelecer alguma relacéo entre certas mutagdes e a clinica.
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As mutacOes podem ser classificadas em benignas/leves e malignas/moderadas. As primeiras
estdo associadas a pacientes com ou sem historia familiar, sintomas leves (classificacdo | de
New York Heart Association — NYHA 1), e sem ocorréncia de morte subita ou outros
acontecimentos cardiacos graves. As mutacGes malignas estdo associadas a um diagnostico
em idade mais precoce, em pacientes com sintomas moderados a graves (NYHA 11l — 1V) e
que podem sofrer um episodio de morte stbita. Em alguns casos, as mutagcdes ndo podem ser

classificados num Unico grupo e foram classificadas como indeterminadas (Xu et al, 2010).

A maioria dos pacientes com HCM tém uma mutacdo heterozigdtica, mas em 3 a 5% dos
casos, 0S pacientes tém duas mutacbes no mesmo gene: em ambas as copias do gene
(homozigoto) ou em genes diferentes (digénica). Estas ultimas alteracdes estdo, geralmente,
associadas a um fendtipo mais grave, com uma idade de inicio mais precoce (muitas vezes

antes dos 10 anos) e a morte subita (Christiaans et al, 2010).

Apesar de mutacdes no gene MYBPC3 estarem geralmente associadas a casos mais ligeiros,
podem também ocorrer fendtipos mais graves (Niimura et al, 2002; Ho, Seidman, 2006).
Pacientes com mutacdes neste gene, podem apresentar exame fisico normal, mas alteragdes
no ECG (alteracbes na repolarizacdo), no ecocardiograma (hipertrofia do septo, com uma
espessura maxima de 24 mm, sem obstrucdo sub-aortica, fraccdo de ejeccdo do ventriculo
esquerdo de cerca de 50%, sem dilatacdo ventricular e com disfuncédo diast6lica grave) e no

Holter (periodos de taquicardia ventricular ndo mantida) (Ortiz et al, 2009)

Estudos revelam que o gene MYH7 estd geralmente associado a fen6tipos mais exuberantes
(hipertrofia ventricular esquerda e severidade marcadas, penetrancia completa e diagndstico

feito em idades mais jovens) (Ho, Seidman, 2006); o gene TNNT2 associado a uma menor
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hipertrofia, maior desorganizacdo miocitaria (Varnara et al, 2001) e um maior risco de morte

stbita (Gandjbakhch et al, 2010).

Geralmente, pacientes com mutacdo genética conhecida associada a CMH tém uma
hipertrofia ventricular mais grave e sintomas em idade mais jovem quando comparados com

pacientes sem causa genética identificada (Van Driest et al, 2005).

Estudos revelaram que familias com mais de uma mutagdo apresentam um inicio precoce de
sintomas, disfungdo cardiaca mais marcada e uma maior incidéncia de eventos de morte

subita (Xu et al, 2010).

Estudos sobre a relacdo genoétipo-fenotipo revelaram que, numa familia com uma mutacéo
conhecida, nem todos os portadores da mutacdo tém o mesmo fenotipo. Isto sugere a
existéncia de genes modificadores (genes que afectam a expressdo de outro gene), que
modulam a expressao fenotipica da doenca e com penetrancia incompleta (Christiaans et al,

2010).

Mutacgdes de novo e mosaicismo de linhagem germinativa sdo raras na CMH (Christiaans et

al, 2010).
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Material e Métodos

No presente estudo foram incluidos os individuos referenciados da consulta de genética
médica do Hospital Pediatrico de Coimbra e que foram estudados no Laboratorio de Genética

Molecular de Cardiopatias do Centro de Neurociéncias (CNC) de Coimbra.

Foram estudados 50 individuos, 22 dos quais com estudos familiares associados.

A classificacdo clinica utilizada determinou a ordem dos genes estudados, em gue 0S casos
foram divididos em trés grupos (tabela V). Os individuos com quadro de apresentacdo grave
em idade adulta ou infantil foram incluidos no grupo I, iniciando-se o estudo pelo gene
MYH7. Individuos com apresentacdo da doenca em idades mais avancadas foram incluidos
no grupo Il sendo o seu estudo iniciado pelo gene MYBPC3. No grupo Il foram incluidos
individuos com historia familiar de morte subita associada a CMH e o gene estudado em

primeiro lugar € 0o TNNT2.

Assim, a pesquisa de mutacdes nos casos index comeca pelos genes mais frequentes, de
acordo com o grupo em que se incluem (tabela V). Sequencia-se inicialmente os exdes onde
estdo descritas as mutacdes mais comuns no gene MYH7 (grupo 1) ou MYBPC3 (grupo 1), e,
caso ndo seja encontrada alteracdo, sequenciam-se entdo os exdes do gene MYBPC3 ou

MYH7, respectivamente, e, posteriormente do gene TNNT2, TNNI3 e o MYL2.
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Tabela V - Classificagdo clinica dos individuos estudados.

Primeiro Gene
Grupo | Caracteristicas do grupo
estudado
Adultos e criangas com
I MYH7
quadro de CMH grave
Adultos com quadro de
I MYBPC3
CMH
i Morte Subita em familiares TNNT2

O estudo molecular de cada individuo é feito a partir de DNA extraido de sangue periférico,
colhido em EDTA. Laboratorialmente foram aplicadas técnicas de biologia molecular,
nomeadamente: extraccdo de DNA, reaccdo de PCR, eletroforese em gel de agarose,

sequenciacdo e purificacdo.

Apdbs a recepcdo das amostras de sangue, efectua-se a extraccdo de DNA (Kit JetQuick

MidiPrep da Genomed), conforme as instrugdes do fabricante.

Apbs a extraccdo de DNA quantificam-se os acidos nucleicos da amostra no NanoDrop® de
espectro completo (220-750nm). Os acidos nucleicos absorvem radiacdo ultravioleta entre os
220nm e os 320 nm, em que o pico de absor¢cdo méaximo se encontra aos 260nm. A absor¢do
de radiacdo ultravioleta pelos acidos nucleicos é essencialmente devida as duplas ligacGes

conjugadas dos anéis heterociclicos das bases azotadas.
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As amostras de DNA séo posteriormente submetidas a reac¢do de PCR. Faz-se um mix com
agua, tampao, dNTPs, cloreto de magnésio, primer F e R para os exdes em estudo e taq
polimerase. A este mix adiciona-se 0 DNA de cada amostra. Faz-se um controlo negativo com

substituicdo de DNA por agua.

Para verificacdo dos produtos amplificados, faz-se uma electroforese em gel de agarose que
separa fragmentos de DNA de acordo com o ser tamanho. O controlo negativo quando
analisado em gel de agarose ndo deve apresentar qualquer banda, caso contrario as reac¢oes

de PCR correspondentes a esse procedimento ficam invalidadas.

A reaccdo de sequenciagdo é com o GenomeLab™

Dye Terminator Cycle Sequencing with
Quick Start kit, é baseada na incorporacéo de analogos de nucleétidos terminadores de cadeia
(ddNTPs) pela polimerase de DNA, cada um deles marcado com um fluorocromo diferente.
Durante a reaccdo de sequenciacdo, os ddNTPs marcados séo incorporados sequencialmente
na extremidade 3"de uma cadeia de DNA nascente, em que a elongacdo desta é terminada
selectivamente em A, T, C ou G, porque os ddNTPs ndo tém extremidade 3"-OH. Cada
reaccdo de sequenciacdo € feita num sé tubo, para cada primer e produz uma série de
moléculas de DNA de tamanho varidvel, cada uma terminando numa base diferente com

fluorescéncia diferente. Cada amostra é colocada no termociclador e sujeita a 30 ciclos de 20

segundos a 96°C, 20 segundos a 50°C e 40 minutos a 60°C.

Os produtos resultantes da reacgédo de sequenciagdo devem ser armazenados a -20°C ou entdo

imediatamente purificados.

A purificacdo das reaccOes de sequenciacdo faz-se por precipitacdo das reac¢bes com etanol

com a remogéo dos sais residuais, dNTPs marcados com fluorocromos em excesso que ndo
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foram incorporados e que ainda possam existir. Esta remocéo dos sais e dos dNTPs marcados
é fundamental pois podem interferir com os resultados das sequéncias principalmente numa

fase inicial da leitura.

O resultado final da sequenciacdo apresenta-se de forma gréafica — cromatograma. Cada

registo gréafico tem de ser cuidadosamente analisado e interpretado (fig. 4).

40 50 1 90 100
CCTTCACTGGCAGC TACCGCTGTG r CTTCAC TGGCA G6C TACCGC TG T

1800 1900 2000 2100
Data Points

Fig. 4 — Cromatogramas (A) — registo de uma sequenciacdo sem alteragdes genéticas; (B) — registo de uma
sequenciacdo, do exdo 6, que resulta na substituicdo de serina por glicina na posicdo 236 da sequéncia do

aminoacido da proteina.
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Resultados

Dos 50 casos index estudados, 40 (80%) apresentam alteracGes genéticas, havendo alguns
com mais que uma alteracdo. Todos os casos sdo seguidos em consulta de genética e nos
positivos foi feita a histéria familiar de modo a identificar os familiares de risco. Neste estudo

ja foram avaliadas 22 familias.

Tabela VI - Total de alteragdes encontradas nos 50 casos index.

Gene Alteracéo I';/I u_ta(;ao{ Casos | % gene % total~
olimorfismo alteracdes
E258K Mutacéo 15 30,61% 19,23%
L487L Polimorfismo 4 8,16% 5,13%
W890stop Mutacao 3 6,12% 3,85%
E1096E Polimorfismo 14 28,57% 17,95%
MYBPC3 S236G Mutagéo 7 14,29% 8,97%
R495Q Mutagéo 4 8,16% 5,13%
dela Mutacdo 1 2,04% 1,28%
Alase2Thy | Alteragdonao | 2,04% 1,28%

descrita

F244F Polimorfismo 4 19,05% 5,13%
T63T Polimorfismo 12 57,14% 15,38%
MYH7 K375F Mutacgéo 2 9,52% 2,56%
Al1701A Polimorfismo 2 9,52% 2,56%
G354G Polimorfismo 1 4,76% 1,28%
TNNT2 11061 Pollmorf|~smo 5 83,33% 6,41%
E173K Mutagao 1 16,67% 1,28%
TNNI3 K253R l\_/Iutagéo 1 50% 1,28%
R68R Polimorfismo 1 50% 1,28%

Neste estudo foram encontradas mutagdes ja descritas na literatura como patoldgicas da CMH
(~46,2%), polimorfismos, alteracbes que ndo levam a alteracdo dos aminoacidos (~52,6%) e

uma alteracdo genética ainda ndo descrita na literatura (~1,2%).
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No geral dos 50 casos, conclui-se que os trés genes mais frequentemente afectados sédo

MYBPC3, MYH7 e TNNT2, com uma incidéncia de mutacdes de 66%, 26% e 12%,

respectivamente, havendo casos com muta¢do em mais que um gene (grafico 1).

Incidéncia das mutacoes
B MYBPC3 mMYH7 m TNNT2 mTNNI3

11% 2%

Grafico 1 — Representa¢do gréafica da incidéncia de mutagbes por genes no estudo realizado.

Para cada um destes genes foi ainda calculada e registada graficamente (gréficos 2, 3 e 4) a

incidéncia de cada mutacdo encontrada nestes individuos.

Alteragoes genéticas no gene MYBPC3

R495Q delA Ala562Thr
8% 2% 2%

W890stop
6%

Grafico 2 — Percentagem das alterag@es genéticas encontradas no gene MYBPC3
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Alteragoes genéticas no gene MYH7

G354G
A1701A 5%

10%

K375F
9%

Grafico 3 — Percentagem das alteragdes genéticas encontradas no gene MYH7

Alteragoes genéticas no gene TNNT2

Grafico 4 — Percentagem das alterag@es genéticas encontradas no gene TNNT2

No grafico 5 esté representada a incidéncia de cada uma das alteracdes genéticas no total das

alteracdes encontradas.
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AlteragOes genéticas
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Grafico 5 — Percentagem das alteragdes genéticas encontradas nos casos index em todos 0s genes estudados.

O método de sequenciacdo € laborioso, demorado e dispendioso, dado que € necessario

estudar separadamente cada exao de cada gene. Nos casos familiares apenas se estudam as

mutacBes encontradas e confirmadas no caso index. No que diz respeito a relacdo

gendtipo/fendtipo verifica-se a heterogeneidade caracteristica desta patologia, variando desde

individuos assintomaticos até casos graves de disfuncéo cardiaca.

A titulo exemplificativo da estratégia clinico-laboratorial seguida apresenta-se a seguinte

situacdo (fig. 5).
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1 O—L
l

3]

/ . Caso index com CMH

M |:| Portador assmtomatico

das alteragdes

N Normal

Figura 5 - Arvore geneal6gica de uma familia com CMH e com mutagdes genéticas no gene MYBPC3.

O estudo genético do caso index (Il — 2) revelou a existéncia de 2 alteragdes no gene
MYBPC3. Uma das alteracdes (exdo 30 (20412) E1096E, heterozigdtico) ndo resulta na
substituicdo de aminoacidos da proteina e ainda ndo foi referida anteriormente na literatura,
pelo que ndo se pode inferir sobre a sua patogenicidade. A outra mutacdo (exdo 6 (5190)
S236G, heterozigdtico) é uma mutacdo ja descrita na literatura e identificada como patoldgica
na CMH que resulta na substituicdo de serina por glicina na posi¢do 236 da sequéncia do

aminoéacido da proteina.

Apobs a identificacdo destas alteracdes foram efectuados estudos aos progenitores (I1 -1 e Il —
2) de modo a aferir se a mutacdo era herdada ou de novo. Foi possivel concluir a heranga

paterna que foi tambem transmitida ao filho mais velho do casal.

Ap0s estes resultados foram estudados os tios paternos do caso index (II — 3 e Il — 4) em que
se identificou a mesma mutacdo no gene MYBPC3 num deles, concluindo-se portanto que

esta mutacdo ocorreu em pelo menos trés geracoes.
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Apesar dos adultos portadores (pai e tio) serem ambos assintomaticos e sem sinais
imagioldgicos caracteristicos de CMH, foram encaminhados, apds aconselhamento genético,

para consultas de cardiologia.

O irmdo do caso index (Il — 1), actualmente com 8 anos e assintomatico, € seguido em

consultas de cardiologia, e tem avaliagdo por ecocardiograma normal.

O elemento referenciado como caso index, sintomatico, apresenta clinicamente um bom
estado geral. Ao exame fisico tem uma auscultacdo cardiaca arritmica e um sopro sistélico
grau I1/VI audivel no bordo esternal esquerdo. A auscultacdo pulmonar e o restante exame
objectivo eram normais. Na Ultima avaliacdo cardiaca realizada por ecocardiograma
apresentava hipertrofia ventricular esquerda concéntrica, insuficiéncia mitral ligeira e ndo
havia presenca de trombos. No Holter apresentava alteracdes significativas compativeis com
CMH. Trata-se de uma paciente polimedicada com diurético, anti-hipertensor (inibidor da

enzima de conversdo da angiotensina - IECA), antiagregante plaquetar e digitalico.

E de salientar a importancia do acompanhamento dos individuos cujo estudo genético revelou
mutacdes patogénicas para CMH, do aconselhamento genético para futuras gestacGes deste

casal, bem como o estudo molecular dos familiares.

Uma vez que se conhecem as mutacdes é possivel oferecer-se Diagnostico Pré-Natal. No caso
de se confirmar a presenca de mutacdo no feto os pais podem, caso seja essa a sua 0pgao € a

gestacdo ndo tenha ultrapassado as 24 semanas, requerer a interrupgdo médica da gravidez.
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Discussao / Conclusao

A CMH, doenca priméria do sarcomero, é uma doenca frequente, associada a uma grande
heterogeneidade genética, fenotipica e clinica e cujo prognéstico pode ser estabelecido de

acordo com o gene afectado e/ou mutagéo(des) encontrada(s).

Assim, é de extrema importancia a identificacdo de mutacdes patogénicas, sendo o estudo
molecular um pilar fundamental a préatica clinica, proporcionando terapéuticas mais
individualizadas, melhores estratégias para prevencdo de complicacdes e uma vigilancia mais

adequada.

Neste estudo concluiu-se, tal como ja descrito anteriormente, que 0s genes mais

frequentemente afectados séo MYBPC3, MYH7 e TNNT2,

A frequéncia das mutacGes causais da CMH varia de estudo para estudo, variando de 30 a
61% em pacientes com a doenca clinicamente definida. Esta variabilidade prende-se com as
diferencas das populacBes estudadas, as idades dos pacientes analisados e a natureza dos

pacientes referidos, entre outras (Rodriguez et al, 2009).

Foram encontradas mutacGes ja descritas na literatura como patolégicas, mas também

alteracdes genéticas que ndo levam a alteracdo do aminoacido.

Foi encontrada num dos casos index uma alteracdo ainda né&o descrita na literatura, no gene

MYBPC3, no exédo 18 (Ala562Thr) que ¢ de origem familiar.

ImpBem-se futuramente um estudo destas alteracfes na populacdo normal para que se possa

concluir se sdo mutagdes ou polimorfismos.
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Caso se trate de uma mutacdo patoldgica é importante o seu registo na base de dados (Human
Gene Mutation Database e Familial Hypertrophic Cardiomyopathy mutation database) e o
acompanhamento clinico cuidado destes individuos, para que se possa, eventualmente,

estabelecer uma relagdo genotipo/fenotipo.

Devido ao elevado nimero de genes e mutacdes envolvidas nesta doenca, estes estudos estdo
limitados pelos consideraveis custos das estratégias de diagnostico genético, actualmente

assentes na sequenciagao automatica.

A sequenciacdo automatica é considerada actualmente em Portugal o teste genético
diagnéstico de CMH gold standard. Tem um custo elevado, uma baixa sensibilidade para
detectar variaces no nimero de cdpias ou insercdes/deleccdes e ndo inclui genes que

codificam as proteinas relacionadas com a contrac¢do do miocardio (Santos et al, 2011).

Um estudo recente demonstrou que o recurso a técnica iIPLEX Genotipagem por
Espectrometria de Massa (GEM) e Desnaturacdo de Alta Resolucdo (DAR) para diagndstico
genético de CMH € vantajoso. A GEM, quando comparada com outras tecnologias de
microarray, tem a vantagem de detectar inser¢Ges e deleccdes a um custo comportavel. A
aplicacdo conjunta de GEM e DAR tem mostrado ser uma estratégia promissora,

possibilitando a baixo custo o diagndstico preciso e rapido de CMH (Santos et al, 2011).

Numa perspectiva futura, é de extrema importancia o desenvolvimento e a aplica¢do de novas
tecnologias mais sensiveis, rapidas e acessiveis para 0 srceening de mutacOes, a criacdo de
uma base de dados nacional de CMH, de onde faga parte informagdo molecular, clinica e
imagiologica e a realizagdo de estudos internacionais com critérios comuns e uniformes de

diagnostico e follow-up.
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Dado tratar-se de uma doenca complexa, salienta-se a importancia dos pacientes serem
seguidos por uma equipa multidisciplinar, nomeadamente, no que respeita aos servicos de

genética e cardiologia.
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