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RESUMO
Rissato JH.Andlise do microbioma intestinal de pacientes com amiloidose transtirretina

[tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2024.

INTRODUCAO: A amiloidose transtirretina é uma doenca sistémica caracterizada pelo
acumulo da proteina amiloide em diversos 6rgaos e tecidos, incluindo o trato digestivo e
0 coracdo. Disautonomia e depdsitos amiloides no parénquima digestivo podem
provocar dishiose. De outro modo, hipoperfusdo e edema determinados pela
insuficiéncia cardiaca também podem contribuir para alteracbes do microbioma
intestinal. OBJETIVO: Identificar a composi¢do do microbioma intestinal em pacientes
com amiloidose transtirretina com e sem acometimento cardiaco e em voluntarios sem
amiloidose. Correlacionar os grupos taxondémicos encontrados com escore de sintomas
gastrointestinais, genotipo, ecocardiograma e marcadores laboratoriais. METODOS:
Foram incluidos 60 participantes, 20 com amiloidose transtirretina com acometimento
cardiaco (G1) e outros 19 sem cardiopatia (G2), e 21 controles que coabitam com 0s
doentes (G3). Todos os 60 participantes tiveram o perfil do microbioma obtido por
sequenciamento do gene 16S rRNA (lllumina® Miseq) e responderam ao questionario
clinico de sintomas gastrintestinais. Para os 39 doentes também foram avaliados dados
de ecocardiograma, teste de caminhada de seis minutos, dosagens de troponina e BNP, e
genotipo. RESULTADOS: Gl e G2 apresentaram 0s grupos Streptococcus,
Lachnospiraceae UCG-003 e Sellimonas diferencialmente abundantes quando
comparados ao G3, enquanto nos controles destacou-se a maior abundancia relativa de
Methanosphaera. Streptococcus esteve associado a maiores niveis de troponina.
Lachnospiraceae UCG-003 associou-se a menores niveis de BNP e menores volumes
do &trio esquerdo. Ja Sellimonas esteve associada a maior escore de sintomas intestinais,
enguanto Methanosphaera a sintomas intestinais menos intensos. Maiores niveis de
troponina, gendtipo alterado e pior desempenho no teste de caminhada estiveram
associados a Intestinimonas. CONCLUSAOQ: Pacientes com amiloidose transtirretina
apresentaram perfil do microbioma intestinal distinto dos controles e houve correlagédo
com parametros ecocardiograficos, biomarcadores de necrose e IC, genétipo sintomas

gastrintestinais e teste de caminhada de 6 minutos.

Palavras-chave: Amiloidose, Microbioma gastrointestinal, Insuficiéncia cardiaca,

Cardiomiopatias, Trato gastrointestinal.



ABSTRACT

Rissato JH. Analysis of the intestinal microbiome of patients with transthyretin
amyloidosis [thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
2024.

INTRODUCTION: Transthyretin amyloidosis is a systemic disease characterized by the
accumulation of amyloid protein in various organs and tissues, including the digestive
tract and the heart. Dysautonomia and amyloid deposits in the digestive parenchyma can
cause dysbiosis. Otherwise, hypoperfusion and edema caused by heart failure can also
contribute to changes in the intestinal microbiome. OBJECTIVE: To identify the
intestinal microbiome composition in patients with transthyretin amyloidosis with and
without cardiac involvement and in volunteers without amyloidosis. Correlate the
taxonomic groups found with gastrointestinal symptom scores, genotype,
echocardiogram, and laboratory markers. METHODS: Sixty participants were included,
20 with transthyretin amyloidosis with cardiac involvement (G1) and another 19
without heart disease (G2), in addition to 21 controls who cohabit with the patients
(G3). All 60 participants had their microbiome profile obtained by sequencing the 16S
rRNA gene (lllumina® Miseq) and completed a clinical questionnaire on
gastrointestinal symptoms. For the 39 patients, echocardiogram data, six-minute walk
test, troponin, BNP measurements, and genotype were also evaluated. RESULTS: G1
and G2 presented the Streptococcus, Lachnospiraceae UCG-003, and Sellimonas
groups as differentially abundant compared to G3, while the controls showed a greater
relative abundance of Methanosphaera. Streptococcus was associated with higher
troponin levels. Lachnospiraceae UCG-003 was associated with lower BNP levels and
smaller left atrium volumes. Sellimonas was associated with a higher score of intestinal
symptoms, while Methanosphaera had less intense intestinal symptoms. Higher
troponin levels, altered genotype, and worse performance on the walking test were
associated with Intestinimonas. CONCLUSION: Patients with transthyretin amyloidosis
presented an intestinal microbiome profile distinct from controls, and there was a
correlation with echocardiographic parameters, biomarkers of necrosis and heart failure,

genotype, gastrointestinal symptoms, and a 6-minute walk test.



Keywords:  Amyloidosis,  Gastrointestinal ~ Microbiome, Heart  Failure,

Cardiomyopathies, Gastrointestinal Tract.
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1. INTRODUCAO

1.1 Amiloidose

A amiloidose € uma doenca sistémica caracterizada pelo acimulo da proteina
amiloide em diversos orgdos e tecidos, incluindo o coracdo, nervos periféricos e
intestinos. O acometimento cardiaco tem grande impacto no progndstico e pode ocorrer
nas suas duas principais formas: 1 - adquirida de cadeia leve monoclonal (AL) e 2 -
transtirretina (ATTR), nas formas hereditaria (ATTRh) ou selvagem (ATTRw) (1). A
fisiopatogenia decorre basicamente da deposicdo de uma proteina anormal (amilGide)
com propriedades toxicas ao midcito. Mesmo com 0s avancos das técnicas diagnosticas
e terapéuticas, o progndstico permanece reservado (2). Frequentemente o diagnostico
pode ser ignorado ou realizado tardiamente, de maneira que as opcdes de tratamento se
tornam mais limitadas e a sobrevida reduzida. Deste modo, o reconhecimento precoce
desta patologia se torna indispenséavel para cessar 0 mecanismo da doenca antes que as
alteracOes irreversiveis ocorram. O escopo deste estudo foi a amiloidose do tipo
transtirretina (ATTR).

A proteina transtirretina (TTR) é sintetizada e secretada na circulacdo sanguinea
principalmente pelo figado. O plexo coroide produz e libera a TTR no liquor enquanto
as células do epitélio retiniano pigmentado também séo capazes de produzi-la e libera-la
no corpo vitreo. Antigamente chamada de pré-albumina, a TTR é composta por quatro
mondmeros que circulam na forma tetramérica. Esta proteina apresenta a funcdo de
carrear retinol e tiroxina (3).

O evento preponderante da fisiopatologia é a degeneracéo do tetrdmero proteico
e sua deposicdo nos diferentes fluidos em que estd presente (4,5). Dada a natureza
sistémica da fisiopatogenia, clinicamente a ATTR pode determinar sinais e sintomas
oftalmoldgicos, como opacidade vitrea e glaucoma, insuficiéncia renal e proteindria,
disfuncéo erétil e sindrome do tunel do carpo. Também pode se manifestar isoladamente
como uma polineuropatia ou como cardiomiopatia. Eventualmente, o fenétipo pode
envolver ambas as manifestacdes (6). No coragdo, este processo causa espessamento,
rigidez e variados graus de disfungéo diastolica e sistdlica secundarios a toxicidade

intrinseca dessas fibrilas e a propria infiltracdo tecidual. Alteracbes do sistema de
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conducdo cardiaco e arritmias podem preceder a insuficiéncia cardiaca em alguns anos
(7).

Do mesmo modo, os sintomas digestivos decorrentes da ATTR constituem um
dos aspectos mais relevantes e precoces da clinica da polineuropatia amiloidotica, sendo
resultado tanto da disautonomia neurovegetativa quanto da infiltragdo do parénquima
intestinal. Dentro do espectro de alteracdes, podem advir diferentes graus de disturbios
do transito intestinal, manifestos como diarreia, constipacdo e nauseas (8-10).

O emagrecimento é consequéncia caracteristica progressiva e importante,
habitualmente precoce e constante. Pode estar ligado as manifestacbes gastrointestinais,
maé-absorcdo ou perdas proteicas renais e digestivas. Constitui uma das manifestacdes

de pior progndstico da doenca (11).

1.2 Interface entre coracéo e intestino

Tal qual o eixo cérebro-intestino, atualmente ja estd bem estabelecida a relagédo
entre o coracdo e o intestino (12). Em cenario clinico de insuficiéncia cardiaca (IC) de
qualquer etiologia, inclusive por ATTR, observa-se hipoperfusdo tecidual sistémica
devido ao baixo débito cardiaco e a vasoconstricio decorrente da ativacao
neuroendocrina. A hipoxia resultante da hipoperfusdo das vilosidades intestinais
desencadeia acidose intracelular. Em condi¢fes normais, a absorcdo de sédio ingerido
com os alimentos ocorre através de uma bomba trocadora de ions sodio (Na) e
hidrogénio (H"). Para correcdo da acidose intracelular essa bomba é hiper ativada,
provocando exteriorizagdo para o limen intestinal de fons H*, enquanto mais ions Na
sdo absorvidos. Assim, fecha-se uma al¢ca de um circulo vicioso de piora da IC com
maior retengdo de liquidos, acompanhando a internalizagdo de Na. De outra maneira, a
mudanca do pH intestinal, agora tendendo a acidificacdo, privilegia o desenvolvimento
de certos grupos de microrganismos em detrimento de outras populacGes bacterianas
outrora predominantes. Ominosamente, enquanto ha crescimento do numero de
microrganismos intestinais produtores de metabdlitos prejudiciais ao sistema
circulatério como a trimetilaminaoxidade (TMAO), ocorre decréscimo de bactérias
produtoras de acidos graxos de cadeia curta como o butirato, um substrato tréfico para o

enterdécito.
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Na outra frente deste circulo vicioso, face ao aumento da pré-carga também
secundaria a IC, a vilosidade intestinal tende a edema e 0s enterdcitos estdo sujeitos a
menor oferta de fatores troficos, de modo a fragilizar barreira intestinal e facilitar a
translocacdo bacteriana. Pacientes com IC avancada apresentam maiores niveis
circulantes de imunoglobulina A (IgA) anti-lipopolissacarideo (LPS), um constituinte
das paredes de bactérias gram negativas.

Deste modo, infere-se que as alteragdes do microbioma intestinal possivelmente
presentes em pacientes com ATTR resultem ndo apenas de desordens relacionadas trato
digestivo (disautonomia e depdsito no proprio parénquima intestinal), mas também da
hipoperfusdo e edema intestinal secundaria a IC conforme a evolucéo da doencga (Figura
1).

1 da reabsorc¢io
de Na e fluidos

I Isquemia da vilosidade |

- " ) N

Hipoperfusio intestinal e N 1 atividade da bomba
congestio venosa Acidificacdodo | _> | trocadorade Na-H
Citoplasma dos
ul ™ enterocitos
Insuficiéncia cardiaca: Edema da parede l
Queda da fragio de ejecdo intestinal
e vasoconstricio simpatica
l Extrusiio de ions H
com acidificaciodo limen
\ intestinal
1 permeabilidade intestinal
Inflamacio “— 1 translocaciio bacteriana i
vasodilatacio

Supercrescimentobacteriano:
T produciio de fatores

Inflamatériose | da
producio de fatores troficos

Figura 1 — Interface entre insuficiéncia cardiaca e microbioma intestinal

1.3 Microbioma intestinal humano

O microbioma intestinal humano é muito variado, sendo estimado em cerca de
cem trilhdes de microrganismos, incluindo bactérias, fungos e virus (13). E Gnico em

cada individuo e determinado tanto por fatores genéticos quanto pela idade, tipo de
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parto, uso de antibidticos e dieta (14-16). H& evidéncias que tais microrganismos
assumem papel fundamental na digestdo de alimentos, sintese de vitaminas, producgéo
de &cidos graxos de cadeia curta, modulacdo do sistema imune e protecdo contra
infecgdes. Em individuos saudaveis, costumam predominar bactérias dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes, seguidos por Verrucomicrobia e Actinobacteria (17). No
entanto, as proporcOes relativas e as espécies presentes podem variar bastante entre
individuos e oscilar ao longo do tempo, particularmente durante as fases iniciais da vida
e durante a evolucdo de certas doencas. Destaca-se que, ao se referir o termo
microbiota, abrange-se o grupo de microrganismos que vivem em um bioma ou habitat
em particular. Esse habitat pode ser um nicho anatbmico, como o intestino, ou
ambiental, como o solo. Ao se abordar o microbioma, trata-se o conjunto do material
genético desses mesmos microrganismos.

O microbioma intestinal desempenha papel crucial na satide e no bem-estar do
organismo, influenciando desde a digestdo até a regulacdo do sistema imunoldgico.
Diversas pesquisas indicam que a resiliéncia do microbioma intestinal tem papel no
processo de desenvolvimento de doengas como obesidade, infarto do miocardio e
hipertensao arterial sistémica (18,19).

Um dos aspectos fundamentais para compreender plenamente a complexidade
desse ecossistema, € o estudo da diversidade microbiana. Neste trabalho analisamos a
diversidade alfa e beta do microbioma intestinal. A diversidade alfa refere-se a riqueza e
a uniformidade das espécies presentes em uma Unica amostra de microbioma intestinal,
descrevendo entdo a variedade de microrganismos dentro de um Unico individuo. Medir
a diversidade alfa envolve a contagem de diferentes espécies bacterianas e a avaliacdo
de sua distribuicdo relativa. Uma maior diversidade alfa indica um microbioma mais
saudavel e resiliente, associado a uma série de beneficios para a salde, como a
resisténcia a infeccles, a regulacdo do metabolismo e a reducgdo do risco de doencas
cronicas. Por outro lado, a diversidade beta analisa a variabilidade entre diferentes
amostras de microbioma. Essa medida avalia a similaridade ou dissimilaridade das
composi¢gdes microbianas entre as amostras. Mudancgas significativas na diversidade
beta podem estar associadas a condigdes patoldgicas, como doencas inflamatdrias

intestinais, obesidade e distdrbios metabdlicos (20).
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2. OBJETIVOS
2.1 Primaério

- ldentificar a composi¢cdo do microbioma intestinal em trés grupos de
pacientes: grupo 1 (G1) - ATTR com acometimento cardiaco; grupo 2
(G2) - ATTR sem acometimento cardiaco; grupo 3 (G3) - grupo controle
sadio que convive e compartilha habitos alimentares semelhantes aos dos

doentes.

2.2 Secundério

- Correlacionar os grupos taxonémicos identificados com escore de
sintomas clinicos gastrintestinais, genotipo, dados de ecocardiograma,
marcadores laboratoriais: peptideo natriurético tipo B (BNP) e troponina |,

e teste de caminhada de seis minutos (TC6M).
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3. JUSTIFICATIVA

A interacdo entre os sistemas cardiovascular e intestinal se da por diferentes
vias. Uma dessas vias envolve alteragdes do microbioma intestinal. Até 0 momento nao
se tem noticia de estudos relacionando o microbioma intestinal a ATTR cardiaca
especificamente.
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4. HIPOTESE

Devem existir padrdes taxondmicos no microbioma intestinal que diferenciam os

doentes do grupo controle.
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5. CASUISTICA E METODOS
5.1 Populacéo do estudo

Trata-se de um estudo prospectivo transversal. Foram selecionados 61 pacientes
de ambos o0s sexos, com idades entre 18 e 90 anos, em seguimento no ambulatério da
Unidade Clinica de Miocardiopatias do Instituto do Cora¢do-HC-FMUSP. Do total de
participantes, foram recrutados 20 pacientes com amiloidose ATTR com acometimento
cardiaco (G1), 19 pacientes com amiloidose ATTR sem acometimento cardiaco (G2) e
21 pacientes (grupo controle) que coabitam e compartilham hébitos alimentares
semelhantes aos dos doentes (G3). No grupo 2 houve uma excluséo de recrutamento por
perda do dispositivo coletor de fezes pelo paciente.

A inclusdo dos pacientes se deu ao longo de 12 meses (de janeiro de 2022 a
janeiro de 2023).

5.2 Critérios de incluséo
e ldade e Sexo
a) ldade acima de 18 até 90 anos; ambos 0s sexos.

e Caracteristicas do paciente e da doenga

a) Diagnostico de amiloidose transtirretina forma wild type (ATTRw) e pacientes
com a forma hereditaria (ATTRh) documentada por mutacdo patogénica da
transtirretina;

b) Para a definicdo de acometimento cardiaco por ATTR devem-se apresentar
todos os critérios abaixo:

o Evidéncia de envolvimento cardiaco pela ecocardiografia ou ressonancia
nuclear magnética com a medida do septo interventricular no final da
diastole (SIVvd) > 12mm;

o Cintilografia miocardica com tecnécio pirofosfato com graus 2 ou 3 de

captacdo, na auséncia de imunoglobulinas circulantes;
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o Na presenca de hipergamaglobulinemia de significado incerto (MGUS),
foi necessaria a confirmacdo da proteina TTR no tecido através da

imuno-histoquimica (IHQ) ou espectrometria de massa.

5.3 Critérios de exclusao

e Historia de doenca intestinal inflamatoria;

e Diarreia persistente por mais de duas semanas nos dois meses que antecederam a
coleta de fezes;

e Uso de antibidticos e/ou suplementos prebidticos e probidticos nos dois meses

que antecederam a coleta.

5.4 Consentimento informado

Apos terem sido orientados de forma completa sobre o protocolo da pesquisa,
todos os pacientes incluidos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo).

Este projeto foi submetido a analise da comissdo de ética em pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP)
inserido no &mbito do estudo ELAST2D, tendo sido aprovado conforme parecer nUmero
5712868. O estudo AMIAT foi apoiado financeiramente por patrocinio concedido pela
empresa Pfizer (application — ID 55925015).

5.5 Procedimentos de coleta de fezes para microbioma

Os participantes foram orientados a lavar as maos e, em seguida, a defecarem em
um coletor apropriado, evitando eventual contaminacdo com elementos do vaso
sanitario. Na figura 2 foi ilustrado o método utilizado para a coleta das amostras de

fezes.



26

Figura 2 - Dispositivo utilizado para a coleta das amostras fecais

As amostras foram colhidas na casa dos participantes. Dentro de um recipiente
apropriado, as fezes ficavam conservadas em solugdo com guanidina em geladeira (6 a
7°C), até serem entregues em no maximo trés dias a unidade de pesquisa clinica do
Instituto do Coragdo do Hospital das Clinicas (HC-FMUSP), onde foram armazenadas

em -20°C até a analise.

5.6 Questionario

A gravidade dos sintomas gastrointestinais foi avaliada através de questionario
clinico especifico (gastrointestinal symptom rating scale — GSRS) validado em lingua
portuguesa (21) (Figura 3). O escore de cada paciente se constitui através de 15
perguntas as quais sdo atribuidos valores de acordo com a intensidade e frequéncia de
sintomas como diarreia, constipacdo intestinal, incontinéncia fecal, nauseas, vomitos e

plenitude gastrica.
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Questionario GSRS

Nome: Data:

Por favor, para cada questdo dé uma nota de 1 a 7, conforme a escala abaixo:

Escala de resposta (em intensidade ou frequéncia):
Nenhum desconforto / nenhuma vez

Desconforto minimo / raras vezes

Desconforto leve / pouquissimas vezes

Desconforto moderado / poucas vezes

Desconforto moderadamente severo / algumas vezes
Desconforto forte / muitas vezes

Desconforto muito forte / muitlssimas vezes

Nonp N+

1. Vocé teve dores abdominais durante a semana passada? (Dor se refere a todos os tipos
de dores no estémago ou de intestino/barriga).
Resposta: Observagéo:
2. Vocé sentiu azia durante a semana passada? (Por azia queremos dizer uma dor em
queimagéo ou desconforto em seu peito).
Resposta: Observagao:
3. Vocé sentiu refluxo dcido durante a semana passada? (Por refluxo &cido queremos dizer:
regurgitacZo ou fluxo de fluido azedo ou amargo na boca).

Resposta: Observagao:
4.Vocé sentiu dor de fome no estdmago durante a semana passada? (Esta sensagéo de
estdmago vazio esta associada com a necessidade de comer entre as refeigdes).
Resposta: Observagao:
5. Vocé sentiu nauseas durante a semana passada? (Por nauseas queremos dizer uma
sensagao de mal estar iminente — parece que vai vomitar).

Resposta: Observagao:
6. Seu estdmago ou barriga roncou durante a semana passada? (Ronco refere-se a barulhos
ou ruldos no estémago).

Resposta: Observagao:

7. Vocé sentiu o seu estdmago cheio de ar durante a semana passada? (Sentir o estdmago
cheio de ar se refere ao inchago no estbmago ou barriga).

Resposta; Observagéo:
8. Vocé arrotou durante a semana passada? (Arrotar refere-se a trazer ar ou gas através
da boca).

Resposta: Observagao:
9. Vocé eliminou gases ou teve flatuléncia durante a semana passada? (Eliminar gases ou
flatuléncia refere-se & liberag@o de ar ou gés a partir do intestino).

Resposta; Observagao:
10.Vocé teve constipagéo/prisdo de ventre durante a semana passada? (Constipagéo refere-se
a uma capacidade reduzida de defecar).

Resposta: Observagao:
11. Vocé teve diarreia durante a semana passada? (Diarreia refere-se a fezes moles ou
lfquidas frequentes).

Resposta: Observagéo:
12. Vocé teve/apresentou fezes moles durante a semana passada? (Se as fezes foram
alternadamente duras e moles, essa questdo refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu
incomodado pelas fezes moles).

Resposta: Observagdo:
13. Vocé teve/apresentou fezes duras durante a semana passada? (Se as fezes foram
alternadamente duras e moles, essa questdo refere-se apenas ao quanto vocé se sentiu
incomodado pelas fezes duras).

Resposta: Observagéo:
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14. Vocé sentiu uma necessidade urgente de evacuar durante a semana passada? (Por
necessidade urgente entenda-se necessidade de correr aoc banheiro para defecar).
Resposta:__ Observagéo:
15. Ao Ir ao banheiro durante a semana passada, vocé teve a sensagdo de ndo esvaziar
completamente o intestino? (A sensagéo de que depois de terminar uma defecagao, ainda
h& mais fezes que precisam ser eliminadas).
Resposta: Observagéo:

Figura 3 — Versdo validada em lingua portuguesa do gastronintestinal symptom rating scale -
GSRS

5.7 Sequenciamento automatico e analise de bioinformatica

O sequenciamento automatico das amostras e analise de bioinformatica foram
realizados pelo laboratério Varsomics, unidade do Hospital Israelita Albert Einstein. A
caracterizacdo do microbioma foi realizada pela amplificacdo dos dominios V3 e V4 do
segmento 16S ribossomico bacteriano. O preparo de bibliotecas foi seguido pelo
sequenciamento de alto desempenho através da plataforma MiSeq Sequencing System
(IMlumina Inc., USA). As analises de beta e alfa diversidade para os indices de Chao e
Shannon foram realizadas utilizando o plugin g2-diversity. A qualidade das sequéncias
obtidas foi avaliada pelo software FastQC (22) e posteriormente analisadas no software
Quantitative Insights into Microbial Ecology 2 (QIIME2 v.2022.2) (23). A ferramenta
Dada 2 (24) foi utilizada através do g2-dada2 para obter as variantes de sequéncias
observadas (ASVs). A classificacdo taxondmica foi realizada utilizando o g2-feature-
classifier com banco de dados Silva v138 (25). As figuras de composigdo taxondmica e
diversidade foram geradas através do software R v4.1.0 utilizando o RStudio e os
pacotes vegan v2.5, phyloseq v1.36.0 e ggplo2 v3.3.5.

5.8 Ecocardiograma transtoracico

O ecocardiograma de repouco foi realizado em equipamento Vivid E9 (GE
Healthcare) com imagem em segunda harmoénica, equipado de transdutores
multifrequenciais. Todas as medidas foram obtidas conforme as recomendagdes da
Sociedade Americana de Ecocardiografia (ASE), por mais de um examinador,
admitindo-se variabilidade de até 10%. Todas as imagens foram armazenadas em

formato digital (DICOM) para posterior analise. Os pacientes foram posicionados em
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decubito dorsal semi-lateral esquerdo. Em seguida foram adquiridas imagens dos planos
paraesternal eixo curto e longo, apical quatro e duas camaras, além do subcostal. Foram
feitas as seguintes medidas: diametro da aorta e do atrio esquerdo, didmetros diastolico
e sistolico do ventriculo esquerdo (VE), espessura diastdlica do septo interventricular e
da parede posterior do VE para célculo da massa e indice de massa do VE. Através dos
planos apicais quatro e duas camaras foram obtidos os volumes sistolico e diastolico do
ventriculo esquerdo para célculo da fracdo de ejecédo (FE), além das medidas do volume
méaximo do atrio esquerdo (VAE) (no final da diastole ventricular, imediatamente antes
da abertura da valva mitral), ambas pelo método de Simpson.

A janela apical a interrogacdo Doppler foi posicionada na borda do folheto
mitral para avaliar as ondas E e A, o tempo de desaceleracdo e a varia¢do da onda E. Ja
com o Doppler tecidual se avaliou a excursdo do anel mitral e as velocidades de
relaxamento diastolico (¢’) medial e lateral. Outro dado obtido pela utilizacdo dessas
medidas foi a relagao E/e’. A partir desses dados, a funcdo diastdlica foi classificada
como normal, disfuncdo diastolica tipo | (padrdo de alteracdo do relaxamento), tipo Il

(padréo pseudonormal) e tipo Il (padréo restritivo).

5.9 Exames laboratoriais complementares

As concentracfes plasmaticas do BNP e da troponina | foram dosadas por
imunoensaio tipo sanduiche com quimioluminescéncia direta. Para a obtencdo do BNP
foi utilizado o kit comercial ADVIA Centaur® (Siemens Medical Solutions Diagnostic,
Los Angeles, CA, USA) e para troponina | o kit comercial ADVIA Centaur® Tnl- Ultra
(Siemens Healthcare Diagnostics, Tarrytown, NY, USA). As amostras foram avaliadas
em equipamento automatizado de mesma marca. Os resultados foram expressos em
pg/mL para o BNP (valor de referéncia inferior a 100 pg/mL) e em ng/dL para a
Troponina I (valor de referéncia de 0,04 ng/dL, percentil 99%).

5.10 Teste de caminhada de 6 minutos
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O teste foi realizado em um corredor com distancia demarcada de 30 metros. Foi
avaliada a distancia percorrida e o grau de dispneia inicial do paciente e ao final do

exame.

5.11 Andlise estatistica

As analises estatisticas para comparacdo de alfa diversidade foram realizadas
utilizando o teste Kruskal-Wallis e para beta diversidade foi utilizado o teste de
Permanova. O método de analise de abundancia diferencial escolhido foi o DESeq2,
originalmente desenvolvido para andlises de expressao diferencial em RNA-Seq e que
foi validado para analises de metagenémica. Para identificacdo de taxons
diferencialmente abundantes, utilizou-se o critério de P-valor ajustado < 0.05, com a
correcdo de testes maltiplos padrdo do DESeq2 (FDR). Para aumentar a robustez dos
resultados, foram incluidos na analise apenas tdxons detectados em pelo menos cinco

amostras.

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizagao dos pacientes
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A média de idade dos pacientes incluidos no estudo foi de 58,01 anos. Pouco
mais da metade (51,66%) eram de individuos do sexo masculino. Dentre o0s 39 pacientes
dos grupos G1 e G2, 15% eram portadores da forma selvagem da ATTR, enquanto a
maioria (85%) apresentava a forma hereditaria da doenca. Entre os portadores da
ATTRh, a mutacdo mais frequentemente encontrada foi a Val142lle (52,9%) seguida
pela Val50Met (17,6%). O conjunto dos demais genotipos alterados representou 26,4%

dos pacientes (Figura 4).

ATTRw: 15%
ATTRh: 85%
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Figura 4 - Distribuicdo dos pacientes segundo genétipo

As caracteristicas clinicas, dados laboratoriais e caracteristicas ecocardiogréaficas

dos pacientes podem ser observadas nas tabelas 1, 2 e 3, respectivamente.



Tabela 1 — Caracteristicas clinicas dos pacientes
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Grupo 1 (n=20) Grupo 2 (n=19) Grupo 3 (n=21) Valorp

Idade (anos)

Sexo (M/F)
Pressdo arterial sistélica
(mmHg)

Pressdo arterial diastolica
(mmHg)

Pressao arterial média
(mmHg)
Frequéncia cardiaca (bpm)
Oximetria (%)
PESO (kg)

Altura (cm)
indice de massa corporea
(kg/m2)

Escore questionario clinico
Distancia teste caminhada
6 min (M)

HAS
DM
DLP

73.8£9.1
17/3

119.33+18.14

74.52+12.67

89.14+13.63
72.67+11.93
96.19+1.99

67.14+10.18
165.76+5.44

24.4+3.1
26.48+8.66

355.52+77.28
8 (40%)
8 (40%)
7 (35%)

42.58+10.87
12/7

128.26+17.95

84.32+11.23

98.58+12.14
70.42+9.86
97.47+1.07
73.84+15.38
168.42+7.77

25.67+4.91
24.74+9.60

422.23+115.65
2 (10.53%)
0
1 (5.26%)

55.26+20.68
3/18

124.71+10.62

77.19+6.8

92.71+6.81
74.05+10.46
97.38+0.92
70.33+£10.05
163.29+6.73

26.37+3.14
25.62+7.3

3 (14.89%)
4 (19.05%)
4 (19.05%)

<0.05
<0.05

0,210

0,010

0,030
0,570
0,008
0,220
0,060

0,240
0,810

0,589
0,097
0,008
0,067

NOTA: Os valores estdo expressos como valor absoluto (porcentagem), média +/-

desvio padréao

Tabela 2 - Dados laboratoriais dos pacientes

Grupo 1 (n=20) Grupo 2 (n=19) Valor p
BNP (pg/mL) 484.26+309.42 21.37+£20.76 0,033
Troponina (ng/L) 46.93+45.39 7.42+10.95 0,228

NOTA: Os valores foram expressos como média.
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Grupo 1 (n=20) Grupo?2(n=19) Valorp
FEVE (%)1 45.05+12.26 59.16+3.06 0,166
Indice de massa do VE (g/m?) 172.16+40.06 73.84+15.85 0,002
SLGVE (%)? 8.97+2.94 17.71+1.90 0,002
Volume do AE® (mL/m?) 58.15+13.34 28.63+3.92 0,003
Volume do AD* (mL/m?) 41.7£17.55 19.74+4.95 0,077
Diametro basal do VD® (mm) 37.4+6.13 34.37+5.25 0,405
PSAP (mmHg)® 44.88+11.94 24.40+2.53 0,017
Area do VD em diastole 17.98+9.48 19.20+5.83 0,913
FAC (%)7 34.7+£9.46 46.56+10.85 0,184
Velocidade onda S do VD (m/s) 6.69+2.87 11.17+2.23 0,056
TAPSE® 12.88+4.97 20.89+3.36 0,067

NOTA: Os valores estdo expressos como média +/- desvio padrao.
L FEVE, frac4o de ejecdo do ventriculo esquerdo.

2 LGVE, strain longitudinal global do ventriculo esquerdo.

3 AE, atrio esquerdo.

*AD, étrio direito.

>VD, ventriculo direito.

®PSAP, pressdo sistélica de artéria pulmonar.

" FAC, fracional area change.

8 TAPSE, tricuspid anular plane systolic excursion.

6.2 Diversidade alfa

Os indices de Chao e Shannon foram superiores no grupo controle, entretanto,

ndo foi demonstrada diferenca significativa entre os trés grupos quando aplicado o teste

de Kruskal-Wallis (Figura 5).
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Figura 5 - Comparagéo dos grupos segundo diversidade alfa

6.3 Diversidade beta

A disposicdo dos resultados em gréafico de Escalonamento Multidimensional
Ndo Meétrico (NMDS) demonstra auséncia de agrupamento (clusterizacdo), com
evidente sobreposicdo das elipses representativas dos trés grupos. O teste estatistico
corroborou a ndo distingdo dos grupos também através deste pardmetro de diversidade
(Figura 6).
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Figura 6 - Comparacéo dos grupos segundo diversidade beta, utilizando o indice de Bray-Curtis

6.4 Abundancia relativa e composicdo taxonémica

A composicdo bacteriana, quando comparada entre os trés grupos, nao variou a
nivel de filo, classe, ordem e familia. Destacamos que o filo com maior abundéncia
relativa na maioria das amostras dos trés grupos foi Firmicutes. Em um participante
houve grande abundéancia relativa do filo Verrucomicrobiota e em outros dois
participantes se observou grande abundancia relativa do filo Actinobacteriota, ambas
pertencentes ao Grupo 1 (Figuras 7, 8, 9 e 10). A alta composicdo de desses filos nas
amostras destacadas aconteceram pela presenca dos grupos Akkermansiaceae e

Bifidobacteriaceae, respectivamente (Figura 10).
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Figura 7 - Abundancia relativa dos filos bacterianos nos trés grupos de participantes
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Figura 8 - Abundancia relativa das classes bacterianas nos trés grupos de participantes
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Figura 9 - Abundéancia relativa das ordens bacterianas nos trés grupos de participantes
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Figura 10 - Abundancia relativa das familias bacterianas nos trés grupos de participantes

Os grupos 1 e 2 apresentaram 0s géneros bacterianos Streptococcus,
Lachnospiraceae UCG-003 e Sellimonas diferencialmente abundantes quando
comparados ao grupo controle (G3). Enquanto G3 apresentou maior abundancia
relativa de Methanosphaera (Figura 11).
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Figura 11 - Abundancia relativa em nivel de género bacteriano nos trés grupos de pacientes
estudados (heat map)
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Finalmente, ndo foi observado um microbioma central (core microbioma) tanto
para o grupo saudavel, quanto para o grupo de doentes. Porém, observamos que de
todas as amostras (G1+G2+G3), 65% delas apresentam a mesma ASV (Amplicon

sequence variant) pertencente ao género Dorea.

6.5 Correlagdo com exames complementares

6.5.1 Questionario clinico (GSRS)

Os escores obtidos através das respostas deste questionario permitiram
categorizar os participantes dos trés grupos segundo intensidade e frequéncia dos
sintomas gastrointestinais. Composto de 15 perguntas, as oito primeiras questdes
abrangem sintomas relacionados ao trato digestivo alto, enquanto nas perguntas de 9 a
15 s&o abordados sintomas relacionados ao trato digestivo baixo.

Nas figuras seguintes (Figuras 12 e 13) sdo apresentadas as correlagdes entre o
escore global, referente as respostas das 15 questdes, e os dados encontrados no

microbioma. Entre 0s pacientes mais sintomaticos foi encontrada maior abundancia



39

relativa dos géneros Einsenbergiella e Hungatella. J& entre os pacientes menos

sintomaticos destaca-se Methanosphaera (Figura 12).

g__ Eisenbergiella - I - |
g__Hungatella - I - I
qg__Lachnoclostridium - I—'_l
g___Coprococcus -
g__Subdoligranulum - | - {
g__ Closfridium_sensu_stricto_1 - I—n—|
g__Romboutsia- |—o—-
g__ Christensenellaceae_R-7_group -

i

I

g__Methancbrevibacter -
g__uncultured - |—o—1
g UCG-009- —
g__Senegalimassilia - ]—.—'
g__Terrisporobacter - '—o—'
g__Cloacibacillus - e
g__Methanosphaera - I - H
f__Christensenellaceas - I—-—'
o Victivallaceae - |
T__Hungateiclostridiaceae - I |

-0 5

0
log-{Fold-change)

Association direction -+ Negative —e— Positive

Figura 12 - Correlagéo entre sintomas gastrointestinais gerais e abundancia relativa dos tdxons
bacterianos

Quando houve enfoque em sintomas como alternancia de frequéncia evacuatoria
e constipacdo intestinal (questdes de 9 a 15) foi identificado maior abundéncia do
género Hungatella, agora acompanhada pelo género Sellimonas. Assim como 0 escore
global, no escore direcionado para o trato digestivo baixo também foi encontrada maior

abundancia do taxon Methanosphaera naqueles menos sintomaticos (Figura 13).
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Figura 13 - Correlagdo entre sintomas intestinais baixos e abundéancia relativa dos téxons
bacterianos

A partir deste ponto os resultados se referem sempre aos pacientes pertencentes

aos grupos G1 e G2.

6.5.2 Marcadores laboratoriais: BNP e troponina

Na Figura 14 é possivel observar a correlacdo entre abundancia de géneros e
niveis de troponina. Nota-se maior abundancia dos géneros Intestinimonas,
Butyricicoccaceae e Streptococcus entre 0s pacientes com maiores niveis de troponina |.
Ja para participantes com maiores niveis circulantes de BNP houve associa¢do ao
género Hungatella, enquanto Lachnospiraceae UCG- 003 esteve associado a pacientes

com menores niveis de BNP (Figura 15).
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Figura 14 - Correlacéo entre niveis de troponina | e abundancia relativa dos taxons bacterianos
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Figura 15 - Correlacéo entre niveis de BNP e abundancia relativa dos tdxons bacterianos

6.5.3 Parametros ecocardiograficos

Para correlacdo com volume do éatrio esquerdo (VAE) destaca-se maior
abundancia relativa de Lachnospiraceae UCG-003 entre pacientes com volumes atriais
menores e Lachnospiraceae NK4B4 naqueles com maiores atrios (Figura 16).
Em pacientes com maior indice de massa cardiaca foi possivel identificar maior

abundancia relativa de Butyricicoccaceae (Figura 17).
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Figura 16 - Correlacéo entre VAE e abundancia relativa dos tdxons bacterianos
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Figura 17 - Correlacdo entre indice de massa cardiaca e abundancia relativa dos taxons
bacterianos

6.5.4 Genotipo

Entre os pacientes com o teste genético alterado (portadores da forma ATTRh)
Instestinimonas aparece como género mais abundante (Figura 18). Ja Lachnospiraceae
NK4B4, mais abundantemente presente naqueles pacientes com maiores volumes

atriais, aparece aqui mais frequente naqueles pacientes com a forma ATTRw.
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Figura 18 - Correlacdo entre genétipo dos pacientes e abundancia relativa dos géneros
bacterianos

6.5.5 TC6M

O género Instestinimonas também aparece como o0 mais abundante em pacientes
que percorreram menores distancias no teste de caminhada de 6 minutos. Desta forma, o

clado foi relacionado aqueles com pior desempenho fisico (Figura 19).
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Figura 19 - Correlacdo entre TC6M e abundancia relativa dos géneros bacterianos
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A figura 20 sumariza os principais achados. Em vermelho estéo representadas as

associacOes negativas, enquanto em verde estdo representadas as associacfes positivas
das variaveis analisadas.

Steptococess |Selimonas Metrnosplina |Lachnospiracene VCGO03 Lachnaspiracene NK4BA\Fusobactrium | Hungatelln| ntstnimonas Buricachincone

Sintomas GI
Tioponina
BNP

VAE
Massa VE
Gendtipo +
TCOM

Figura 20 - Sumério das associagOes entre as variaveis analisadas
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7. DISCUSSAO

Neste estudo encontramos grupos bacterianos diferencialmente abundantes nos
grupos 1 e 2 de portadores da ATTR. De outro modo, em que pese o teste estatistico
negativo, destacamos que, qualitativamente, os indices de diversidade alfa também

foram menores entre os doentes.

Diversidade e composicdo do microbioma intestinal nos pacientes estudados

Caracterizar as diversidades alfa e beta do microbioma intestinal é fundamentar
para se determinar a complexidade e a variabilidade de um ecossistema microbiano.
Esses resultados fornecem informacgdes sobre a salde gastrointestinal do individuo e
podem orientar tratamentos especificos como a modulagdo microbiana por meio de
probidticos, prebidticos e transplante fecal (20).

Nossas analises indicaram que os indices de alfa diversidade Chao (26) e
Shannon (27) foram superiores no grupo controle. Apesar do teste estatistico apresentar
valores de p>0,05, qualitativamente foi observado que individuos saudaveis apresentam
maior diversidade bacteriana, corroborando os dados disponiveis na literatura (28).

Em relacdo a composicdo taxondmica, 0s grupos ndo apresentaram uma clara
separacdo entre as amostras de individuos saudaveis e doentes, quando comparados em
ambitos de filo, classe, ordem e familia. Nos trés grupos de participantes o filo mais
abundante foi Firmicutes, corroborando parcialmente estudos que mostraram que a
composicdo do microbioma fecal de mamiferos € composto majoritariamente de
Bacteroidetes e Firmicutes (29).

Um participante apresentou grande quantidade de Akkermansiaceae e outros
dois uma grande quantidade Bifidobacteriaceae (todos pertencentes ao Grupo 1). Estes
géneros sdo relatados na literatura como probidticos e sua presenca pode estar
relacionada ao habito alimentar particular de cada individuo.

Dado que os pacientes do grupo controle compartilhavam hébitos alimentares
similares aos pacientes doentes, € possivel construir a hipotese de que dos niveis de filo
a familia, o padrdo dietético prevalece sobre a influéncia de morbidades como
amiloidose na determinagdo do microbioma intestinal, concordando com os resultados

de estudos anteriores (30).
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A busca por um core microbiome ou “microbioma central” tem sido amplamente
aplicada a comunidades microbianas taxonomicamente definidas, identificando grupos
de bactérias que sdo particularmente prevalentes nas populacdes hospedeiras (31,32).
De modo geral, o0 microbioma central refere-se a qualquer grupo de taxons bacterianos
que sdo caracteristicos do hospedeiro. Apesar da popularizacdo do termo e crescente
uso, ha pouco consenso sobre como realmente quantificar o core microbiome (33).

Neste estudo, consideramos 0 microbioma central em nivel de ASVs, em duas
situacBes: a) presente em todos os individuos do grupo, e b) presente em 65% dos
individuos do grupo. Observamos auséncia do microbioma central para G1, G2, G1+G2
e G3, porém encontramos um core microbioma de 65% da ASV pertencente ao género
Dorea.

Com o aumento da resolucéo do escrutinio das amostras foi possivel identificar
padrdes de géneros bacterianos diferencialmente abundantes entre os grupos de doentes
e o0 grupo controle. Os grupos 1 e 2 apresentaram 0s géneros bacterianos Streptococcus,
Lachnospiraceae_ UCG-003 e Sellimonas diferencialmente abundantes quando
comparados ao grupo controle (G3). Enquanto G3 apresentou abundéncia relativa
maior de Methanosphaera.

Destaca-se que a presenca de diarreia persistente por mais de duas semanas foi
fator de exclusdo do estudo e que os trés grupos de pacientes analisados néo
apresentaram sintomatologia intestinal ou indice de massa corpérea discrepantes no
periodo da coleta das amostras (p>0,05). Portanto, as diferencas encontradas neste
estudo muito possivelmente j& ocorrem em estagios iniciais, o que pode abrir uma
janela de oportunidade para investigacdes futuras na procura de novas ferramentas
diagnosticas para a identificacdo precoce do acometimento intestinal pela amiloidose,

uma vez que o cendrio ainda é desafiador com os exames disponiveis atualmente (34).

Correlacdo entre os taxons mais abundantes e avaliacdes complementares

- Streptococcus

A associacgdo entre Streptococcus e doencas cardiacas € fartamente pesquisada,
particularmente no cenario da febre reumatica e da endocardite infecciosa (35). S.
viridans, por exemplo, € um dos principais patdgenos associados a essa condicao,

especialmente em pacientes com doencas cardiacas preexistentes ou proteses valvares
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(36) . J& S. bovis é reconhecido por se associar a cancer de colon e endocardite (37).
Neste estudo, 0 género Streptococcus esteve associado ao grupo de pacientes doentes

com e sem cardiopatia (G1 e G2) e altos niveis de troponina.

- Sellimonas

Sellimonas é um género de bactérias do filo Firmicutes, que tem atraido atencao
crescente nas pesquisas sobre microbioma devido ao seu potencial impacto na saude
humana, incluindo possiveis correlagdes com doencas cardiovasculares. A associagdo
do género Sellimonas com doencas cardiovasculares tem sido explorada em trabalhos
recentes, particularmente no contexto de endocardite. Em estudo de randomizacao
mendeliana bidirecional para investigar a relacdo causal entre microbiota intestinal e
endocardite, concluiu-se que o género Sellimonas, entre outros microrganismos,
desempenha um papel protetor contra a endocardite (38). No presente estudo, o género
esteve mais abundante em pacientes do grupo 2 e sintomas gastrointestinais baixos mais

intensos (alternancia da frequéncia evacuatoria e constipacao).

- Methanosphaera

O género Methanosphaera € um grupo de archaeas metanogénicas presentes no
intestino humano e animal. Estudos recentes tém explorado a relacdo entre esses
microrganismos e varias condicdes de saude, incluindo doencas cardiovasculares. No
entanto, a associacdo exata entre Methanosphaera e as doencas cardiovasculares ainda
ndo € totalmente compreendida. Algumas pesquisas sugerem que espécies
metanogénicas de archaea, como M. stadtmanae, possam estar envolvidas no
desenvolvimento de doencas sistémicas como a obesidade e cancer intestinal (39). Neste
estudo o género Methanosphaera foi diferencialmente mais abundante nos participantes
controles (G3) e de modo coerente, esteve associada a menor escore de sintomas

gastrointestinais.

O género Intestinimonas apresentou maior abundancia relativa naqueles
pacientes com maiores niveis de troponina, gendétipo alterado e pior desempenho no
teste de caminhada. Como na populagdo estudada a apresentagdo genotipica mais
prevalente naqueles pacientes com a forma ATTRh (85%) foi Vall42lle (52,9%), mais

comumente causadora de cardiopatia (26), nota-se a coeréncia interna deste resultado.
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Hungatella esteve mais abundantemente presente naqueles pacientes com
maiores niveis de BNP e sintomas intestinais mais intensos, sendo esta associacao
bastante plausivel a luz do reconhecimento dos graus variados de edema e hiperperfusao
a que os intestinos ficam expostos em cenario de I1C (12).

Também de modo coerente, Butyricocchaceae esteve mais associada a pacientes
com maiores niveis de troponina e indice de massa cardiaca.

Curiosamente Lachnospiraceae UCGO003, associada a pacientes com
acometimento cardiaco (G1), esteve paradoxalmente mais relacionada a menores niveis

de BNP e menores volumes do atrio esquerdo.

Possiveis limitacoes

Para aperfeicoar futuras investigacGes, possiveis limitacbes devem ser
consideras. Houve diferenca significativa na distribuicdo entre sexo masculino e
feminino entre doentes e grupo controle. Como se buscou participantes controles com
mesmo padrdo dietético dos doentes, aleatoriamente foram recrutadas mais as esposas,
dado que 15% dos pacientes possuiam a forma ATTRh (wild type) e neste estrato de
pacientes predomina o sexo masculino (40).

E possivel que muitos pacientes do grupo 2 ainda venham a apresentar
acometimento cardiaco na evolucdo da doenca, 0 que torna instigante a analise do
microbioma intestinal em uma coorte longitudinal destes pacientes a procura de
alteracbes dindmicas que fornecam informagdes adicionais do processo de
desenvolvimento da cardiopatia. Por ultimo, as conclusdes deste estudo sdo oriundas de
dados que permitem estabelecer associacdes. Metodologias complementares mais
abrangentes como a metagendémica shotgun poderdo contribuir para o eventual

estabelecimento de nexos causais entre ATTR e microbioma intestinal.
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8. CONCLUSAO

Observamos que pacientes com amiloidose transtirretina tanto com a forma
cardiaca, bem como o0s pacientes sem evidéncia de comprometimento cardiaco
apresentaram um perfil de microbioma intestinal distinto quando comparado ao grupo
controle. Houve correlagBes com gendtipo, intensidade dos sintomas gastrointestinais,
biomarcardores de insuficiéncia cardiaca, parametros ecocardiograficos e teste de

caminhada de seis minutos.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa — “Analise do microbioma intestinal de pacientes com amiloidose
transtirretina — AMIAT ”

Pesquisador principal — Prof. Dr. F&bio Fernandes

Departamento/Instituto — Unidade Clinica de Miocardiopatias

O(A) senhor(a) ou seu familiar esta sendo convidado(a) a participar do estudo
“Analise do microbioma intestinal de pacientes com amiloidose transtirretina”.

Gostariamos de fornecer mais informacdes antes que o(a) senhor(a) decida
participar. Um dos médicos ird explicar os objetivos do estudo detalhadamente e
esclarecer o motivo pelo qual o(a) senhor(a) ou seu familiar estd sendo convidado. A
participacdo neste estudo é absolutamente voluntéria e, caso aceite participar, o(a)
senhor(a) receberd uma via assinada deste documento, que contém todas as explicagdes.

Por favor, leia as informacBes com atencdo e fique a vontade para fazer
perguntas. O(A) senhor(a) podera discutir com familiares, com amigos ou com 0 seu
meédico, antes de fornecer o seu consentimento.

O(A) senhor(a) tem pleno direito de se recusar a participar do estudo. Se optar
por retirar 0 seu consentimento do estudo apds ter aceitado participar, tem o direito de
fazer isso a qualquer momento. Caso decida sair do estudo, o(a) senhor(a) devera avisar
0 médico ou a equipe do estudo. Eles garantirdo que os procedimentos apropriados
sejam seguidos e que seja realizada uma visita final para sua seguranca.
Independentemente de sua decisdo, a relagdo com o seu médico ou seu tratamento nesta
instituicdo néo seréo afetados.

O médico podera retira-lo do estudo se:
a) Sua permanéncia no estudo for prejudicial a sua saude;
b) O(a) senhor(a) precisar de outro tratamento que nao é permitido neste estudo;

c) Of(a) senhor(a) ndo seguir as instrucdes deste estudo;
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d) Caso o médico responsavel decida interromper/cancelar o estudo, isto somente
acontecera ap6s a avaliagho e aprovacdo dos motivos  dessa

interrupcao/cancelamento pelo Comité de Etica em Pesquisa que 0 aprovou.

Qual é o numero de participantes no estudo e qual é a duracdo de minha
participacdo?

Esperamos recrutar 60 participantes neste estudo. A duracdo prevista de sua
participacao € de 6 meses.

Quais so as intervencgdes e procedimentos do estudo?

Se o(a) senhor(a) ou o seu familiar decidir participar desta pesquisa, vocé tera
que comparecer ao hospital para realizar alguns exames para avaliar a sua saude. Os
exames sao 0s seguintes:

e Exames de laboratério: durante este exame, 0 seu sangue serd coletado
utilizando uma seringa com agulha. Depois disso, as amostras de sangue seréo
analisadas no laboratério e poderdo trazer mais informacdes sobre a sua saude;

e Exame de fezes: para este exame, apos lavar as maos, o(a) senhor(a) devera
coletar as fezes em sua residéncia, utilizando um recipiente especifico, evitando
contato com as superficies e o liquido do vaso sanitario. Apos a coleta, o
recipiente com a amostra de fezes devera ser armazenado na geladeira até sua
préxima consulta;

e [Exame genético: para este exame, serd utilizada a amostra de fezes que o(a)
senhor(a) coletou em sua residéncia. As informacdes genéticas das bactérias que
habitam o seu intestino serdo analisadas;

e Questionario: o(a) senhor(a) respondera a um questionario especifico sobre
perda de peso, habito intestinal (frequéncia de defecacdes), presenca de
incontinéncia fecal (incapacidade de controlar a eliminacéo das fezes), nauseas,
vOmitos e plenitude gastrica (sensacdo de satisfacdo alimentar);

e Elastografia cardiaca: o(a) senhor(a) precisara se deitar e 0 médico, utilizando
um aparelho de ultrassom e um gel que facilita a visualizacdo das estruturas do
coracdo, ird avaliar o nivel de rigidez do seu coragéo;

e Cintilografia cardiaca: para este exame, serd injetada uma medicacdo por uma
veia para facilitar a visualizagdo das estruturas do seu corpo. O exame sera

realizado de uma a trés horas apos a medicacao ter sido injetada e dura cerca de
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30 minutos. Depois disso, o(a) senhor(a) se deitard em uma cama para que 0
equipamento consiga captar as imagens do seu corpo;

e PET-RM: o preparo para este exame é parecido com a cintilografia, onde sera
injetada uma medicacao para facilitar a visualizacdo das estruturas do seu corpo.
O exame serd realizado uma hora ap6s a medicacdo ter sido injetada, e dura
cerca de 30 a 60 minutos. Entdo, o(a) senhor(a) se deitard em uma cama para
que 0 equipamento consiga captar as imagens do seu corpo. Nesse momento,
o(a) senhor(a) deve permanecer deitado e sem se mover. Essa avaliacdo serve
para obter informacGes detalhadas do seu coragéo;

e Eletrocardiograma: durante este procedimento, o medico pedira para o(a)
senhor(a) se deitar e serdo colocados sensores no seu peito para registrar a
atividade elétrica do seu coracdo na superficie do seu torax;

e Ecocardiograma: para este exame, o(a) senhor(a) precisara se deitar e 0 médico,
utilizando um aparelho de ultrassom e um gel que facilita a visualizacdo das
partes do coracdo, podera avaliar o tamanho e a fungéo das diferentes regiGes do
seu coracao;

e Teste de caminhada de 6 minutos: este procedimento serd realizado em um
corredor, no qual o(a) senhor(a) ira andar por 6 minutos, enquanto 0 médico ou
um membro da equipe contard a distancia percorrida. Este exame serve para
avaliar o quanto o(a) senhor(a) consegue andar e quéo cansado(a) o(a) senhor(a)

se sente durante e ap0s 0 exercicio.

Quais sdo as minhas responsabilidades?

Se o(a) senhor(a) concordar em participar desta pesquisa, o(a) senhor(a) vira ao
hospital para realizar o exame de laboratorio e entregar a amostra de fezes coletada em
sua residéncia, e passara em consulta médica.

Quais sdo os possiveis riscos de participar neste estudo?

Durante a coleta de sangue pode haver uma pequena dor ou desconforto no local
da puncdo da agulha e ocasionalmente uma mancha roxa no local que desaparecera em
alguns dias.

O eletrocardiograma pode causar discreta irritacdo na pele pelo contato do
sensor preso com adesivo, caso tenha alergia ou pele sensivel.

Em relacdo ao ecocardiograma e a elastografia cardiaca, que sdo exames de

ultrassom feito para avaliagdo do coragdo, ndo ha exposicdo a radiacdo, ndo ha dor



53

significativa, ndo h& necessidade de medicagdo, sendo exame habitualmente répido.
Porém, pode haver um leve desconforto pela colocacdo de gel de conducdo e pela
pressdo do aparelho de ultrassom no peito.

O teste de caminhada de 6 minutos é um exame ndo invasivo. Porém, o(a)
senhor(a) poderd sentir cansaco no momento da caminhada devido ao esforco fisico.
Durante a realizacdo do exame de fezes, pode haver desconforto para coletar as
mesmas.

Quais sdo os possiveis beneficios de participar neste estudo?

Ao participar da pesquisa, o(a) senhor(a) tera como beneficio um

acompanhamento médico mais rigoroso, ja que terd uma equipe dedicada a avaliacao da

sua saude.

Serei compensado por danos relacionados ao estudo?

Espera-se que a sua participacdo no estudo nao cause qualquer problema de
salde. No entanto, caso venha, eventualmente, a ocorrer algum problema ou caso o(a)
senhor(a) venha a sofrer qualquer lesdo que possa ser caracterizada como resultante da
sua participacdo neste estudo, o(a) senhor(a) ird receber o devido tratamento médico,
sem arcar com quaisquer custos referentes a estas possiveis doencas ou lesdes.

O(a) senhor(a) ndo estard abrindo méo de quaisquer direitos na forma da lei ao

assinar o presente termo de consentimento.

O(a) senhor(a) devera informar quaisquer lesées que ocorram durante o periodo
do estudo a equipe do estudo. Além disso, o(a) senhor(a) também pode entrar em
contato com a Comissdo de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq).

Serei pago ou reembolsado para participar deste estudo?

Sua participacdo sera isenta de despesas pessoais em qualquer etapa do estudo,
incluindo exames e consultas. Também ndo existira compensacao financeira relacionada
a sua participacdo. Qualquer despesa adicional, como transporte ou alimentacdo, para

realizacdo das visitas do estudo serd absorvida pelo orcamento da pesquisa.

Quem tera acesso aos meus registros médicos? Minhas informacgdes sdo
confidenciais?
Este estudo sé pode ser realizado atraves da coleta e uso das suas informagdes

clinicas. Os registros da sua participagdo neste estudo serdo mantidos sob sigilo e
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confidencialidade. Serdo acessados de forma restrita, apenas por pessoas ligadas ao
estudo (pesquisadores), que irdo transferir suas informacdes clinicas para formularios
eletrbnicos (que ndo possuem informac6es que possam identifica-lo) e verificar se o
estudo esta sendo realizado apropriadamente. A confidencialidade e privacidade de
todas as informagdes serdo asseguradas. Seu nome ndo serd identificado em nenhum
relatorio ou publicacao do estudo.

Caso esteja de acordo, o seu médico particular serd informado de sua
participacdo no estudo. Os resultados do estudo serdo divulgados, para fins académicos
e cientificos, sem a identificacdo de nenhum dado que revele a identidade dos

participantes.

Contato em caso de duvidas ou emergéncia:

Caso aceite participar deste estudo, serd necessario que o(a) senhor(a) e o
pesquisador assinem duas vias deste documento, em todas as paginas. Nas primeiras

paginas, a assinatura pode ser abreviada (rubrica).

O Investigador Principal deste estudo, médico do estudo, é Prof. Dr. Fabio
Fernandes, que pode ser encontrado no seguinte endereco: Instituto do Coracdo do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo — InCor
— HCFMUSP — Avenida Doutor Enéas de Carvalho Aguiar, 44 — Bloco 1 — 1° Andar —
CEP: 05403-000, telefone: 2661-5057, e-mail: fabio.fernandes@incor.usp.br.

Em qualquer fase do estudo, o(a) senhor(a) tera acesso ao investigador e sua
equipe para comunicar qualquer desconforto, esclarecer dividas ou pedir informacgdes

adicionais.

Os Comités de FEtica em Pesquisa sdo colegiados interdisciplinares e
independentes, de relevancia puablica, de carater consultivo, deliberativo e educativo,
criados para garantir a protecdo dos participantes da pesquisa em sua integridade e

dignidade e para contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

Se houver alguma davida ou necessitar algum esclarecimento adicional sobre
seus direitos como participante de pesquisa ou sobre 0s aspectos éticos do estudo, entre
em contato com a Comisséo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq)
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP). Enderego:
Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar, Fone: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548,
(11) 2661-1549; e-mail: cappesg.adm@hc.fm.usp.br.


mailto:fabio.fernandes@incor.usp.br
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Eu,

fui informado(a) dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada.

Recebi informagdes sobre o questionario na qual responderei. Também foi garantido
pelo pesquisador sigilo que assegure a minha privacidade dos dados obtidos na
pesquisa. Li e compreendi os objetivos do estudo, todos os procedimentos que serdo
realizados e em caso de qualquer duvida, poderei entrar em contato com a equipe do

estudo. Estou ciente que ficarei com uma via deste documento.

Nome do participante

Data:
/ /
Assinatura do participante (ou do representante legal)
Nome da testemunha (se necessario)
Data:
/ /
Assinatura da testemunha (se necessario)
Nome do pesquisador
Data:

/ /

Assinatura do pesquisador
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