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RESUMO

CONTEXTO A autofagia é um processo celular que degrada os componentes citoplasmaticos da prépria célula para
o fornecimento de energia e para manter um ambiente intracelular adequado. O remodelamento reverso do ventriculo
esquerdo (RRVE) promete melhorar o progndstico de pacientes com cardiomiopatia dilatada (CMD).

OBJETIVOS Os autores testaram a hipétese de que a autofagia estd envolvida no RRVE e tem valor progndstico no coracao
humano com insuficiéncia.

METODOS Utilizando amostra de bidpsia endomiocardica do ventriculo esquerdo de 42 pacientes com CMD (21 com

RRVE e 21 sem RRVE) e sete pacientes com fungao cardiaca normal (controle), os autores realizaram marcagao por imuno-
histoquimica e por imunofluorescéncia de cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microttbulos e de catepsina D e observacao
por microscopia eletronica, além de morfometria geral através de microscopia dptica.

RESULTADOS As caracteristicas clinicas dos pacientes com RRVE foram semelhantes aquelas dos pacientes sem RRVE,
exceto para pressao arterial pulmonar e dimensao do atrio esquerdo. Nao foi observada diferenca na morfometria por
microscopia 6ptica entre as amostras de pacientes com CMD, independentemente da presenca ou ndo de RRVE. A microscopia
eletronica revelou que os vactolos autofagicos (autofagossomos e autolisossomos) e os lisossomos eram abundantes no
interior dos cardiomidcitos de pacientes com CMD. Além disso, os cardiomidcitos de pacientes com RRVE continham um
ndmero significativamente maior de vacuolos autofagicos, com maior taxa de autolisossomos e de niveis de expressdo de
catepsina D, quando comparados aos pacientes sem RRVE. A analise de regressao logistica ajustada para idade demonstrou
que o aumento do nimero de vactiolos autofagicos e da expressao de catepsina D foram preditores de RRVE. Os pacientes
com CMD que alcangaram o RRVE apresentaram menos eventos cardiovasculares durante o periodo de seguimento.

CONCLUSOES Os autores demonstram que a autofagia é um marcador preditivo (itil de RRVE em pacientes com CMD. Isso
fornece novas informagdes patoldgicas, transformando-as em uma estratégia para o tratamento da insuficiéncia cardiaca por
CMD. (J Am Coll Cardiol 2022;79:789-801) © 2022 pela American College of Cardiology Foundation.

cardiomiopatia dilatada (CMD) é um disturbio biventricular e pela reducdo do desempenho miocar-
heterogéneo do miocardio caracterizado pela dico na auséncia de hipertensido ou cardiopatia val-
dilatagdo do ventriculo esquerdo (VE) ou vular, congénita ou isquémica'. A CMD é progressiva
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Significancia prognéstica da autofagia na CMD

ABREVIATURAS
E ACRONIMOS

AVC =acidente vascular cerebral
BEM = biépsia endomiocardica

BNP = peptideo natriurético
tipoB

BRA =bloqueador do receptor
tipo 1da angiotensinall

CMD = cardiomiopatia dilatada

ECA = enzima conversora de
angiotensina

FEVE = fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo

LC3 = cadeia leve 3 da proteina1
associada a microtdbulos

RRVE =remodelamento reverso
do ventriculo esquerdo

VE = ventriculo esquerdo

e, muitas vezes, causa insuficiéncia cardiaca
e aumento do risco de arritmia ventricular
potencialmente letal e também de bloqueio
atrioventricular, sincope e morte subita®. O
progndstico da CMD melhorou consideravel-
mente nas ultimas décadas®*. Essa melhoria
ocorre em paralelo a um maior indice de
remodelamento reverso do VE (RRVE) com
terapias farmacoldgicas e ndo farmacolégicas
otimizadas*®. Aproximadamente 40% dos
pacientes apresentam RRVE significativo
quando sdo
apropriados, sejam farmacolégicos e/ou ba-

administrados tratamentos
seados em dispositivos®. Visto que pacientes
com RRVE apresentam, em sua maioria, bom
prognéstico®”?, acredita-se que o RRVE seja
um determinante essencial do prognéstico

na CMD e deve ser considerado uma meta importante

para casos diagnosticados recentemente. Foram rea-

lizados muitos estudos envolvendo biépsia endomio-

cardica (BEM) em um esforgo para identificar um fator

prognoéstico em pacientes com CMD®'?. BEMs sdo uteis

para detectar danos miocardicos e descartar mio-

cardite e cardiomiopatias infiltrativas'*. Entretanto,

tentativas de utilizar apenas microscopia dptica para

o diagndstico foram muitas vezes malsucedidas devido

a alteragdes miocardicas sutis e inespecificas. De fato,

avaliagdes morfométricas convencionais da fibrose

miocardica utilizando microscopia 6ptica ndo conse-

guiram prever o RRVE®%1%,

Por outro lado, a microscopia eletrénica possibilita

a detecgdo de alteragdes miocardicas intracelulares

causadas por autofagia'®. A autofagia é um mecanismo

conservado que contribui para a manutengio da home-

ostase intracelular através da degradacgdo de proteinas

de vida longa e organelas danificadas'*'*. Além disso,

atualmente acredita-se que seja um alvo terapéutico

util em varias cardiopatias’®. Vacuolos autofagicos sdo

observados com maior frequéncia nos cardiomiécitos de

pacientes com cardiomiopatia'’'®. Nosso grupo relatou

anteriormente que a autofagia desempenha um papel

protetor na insuficiéncia cardiaca causada por infarto

do miocardio, cardiomiopatia induzida por doxorrubi-

cina, cardiomiopatia diabética e cardiomiopatia indu-

zida por deficiéncia de delta sarcoglicano'”?®. Nesses

estudos, o aumento da autofagia promoveu RRVE e

melhorou a disfun¢do cardiaca'®*. Entretanto, todos

esses estudos foram realizados utilizando modelos

animais. Pouco se sabe sobre a autofagia associada ao

RRVE na insuficiéncia cardiaca humana. Neste estudo,

relatamos a significancia da autofagia miocardica em

pacientes com CMD e elucidamos os indicadores uteis

preditores da resposta a terapia para insuficiéncia

cardiaca.
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METODOS

Os protocolos utilizados no presente estudo foram
aprovados pelo Comité de Etica da Gifu University Gra-
duate School of Medicine (aprovagdo n.° 30-059). Este
estudo foi realizado em conformidade com os principios
descritos na Declaragdo de Helsinque.

POPULAGCAO E DELINEAMENTO DO ESTUDO. Apds
o estudo ter sido aprovado por nossos comités de ética
locais, os pacientes com CMD foram selecionados re-
trospectivamente entre aqueles submetidos a BEM do
VE no Gifu University Hospital de 2005 a 2017. RRVE foi
definido como um aumento absoluto nafragdo de ejegao
do VE (FEVE) de 210% para >35%, acompanhado de
uma reduc¢io no didmetro diastoélico final do VE 210%,
avaliados por ecocardiografia realizada 48 meses
(intervalo interquartil [IIQ]: 28-63 meses) apos a
BEM®7?. Com base nesses critérios, os pacientes foram
alocados para os grupos com RRVE e sem RRVE. Todos
os pacientes foram avaliados clinicamente utilizando
tanto métodos invasivos quanto ndo invasivos. O diag-
nodstico de CMD foi realizado de acordo com a definigdo
e classificagdo propostas pela Organizagdo Mundial da
Saude/International Society and Federation of Cardio-
logy Task Force*** . Todos os pacientes incluidos no es-
tudo apresentavam disfuncéo sistélica (FEVE <50%).
Foram excluidos deste estudo pacientes com estenose
coronariana (>75% estreitamento luminal) ou cardio-
patia congénita, metabodlica secundaria, induzida por
medicamentos ou valvular grave e também aqueles
com histdrico de hipertensao aparente ou cardiomio-
patia inflamatéria. Dados demograficos que, segundo
relatos anteriores, estiveram associados a RRVE em
pacientes com CMD foram coletados de prontuarios
médicos. Tais dados incluiram idade, sexo, indice de
massa corporal, pressdo sanguinea, histérico familiar,
duracgdo dos sintomas e andlises sanguineas. A duragao
dos sintomas foi definida como o periodo desde o inicio
dos sintomas ou a detecgdo de anomalias cardiacas
utilizadas para o diagndstico da CMD até o momento
da BEM, e a CMD foi dividida entre aquela de inicio
recente (duracdo dos sintomas <90 dias) e cronica
(290 dias)®*. A CMD foi definida como familiar quando
havia pelo menos mais um familiar com CMD. Além
disso, foi incluido neste estudo um grupo controle,
que apresentava fungdo cardiaca normal. Esse grupo
incluiu sete pacientes que tinham suspeita clinica de
cardiopatia, incluindo cardiomiopatia hipertréfica
apical leve ou sarcoidose cardiaca, devido a descon-
forto no peito, alteragdo eletrocardiografica sutil
ou arritmia, mas cujo diagnéstico ndo foi confirmado
nem por exames invasivos de angiografia coronariana
nem por resultados de bidpsia.
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TABELA 1 Caracteristicas demogrificas e clinicas dos pacientes acompanhados
Total (n =42) Com RRVE (n=21) Sem RRVE (n =21) Valor de P*
Idade, anos 55,5 (45,2-67,0) 54,0 (46,0-66,6) 56,0 (44,0-67,0) 0,980
Sexo masculino 27 (64,3) 13(61,9) 14 (66,7) >0,999
IMC, kg/m? 23,1 (21,3-27,5) 22,8 (19,2-27,6) 23,5 (21,5-27,1) 0,325
Histérico familiar 2(4.8) 1(4,8) 1(4.8) >0,999
Hipertensdo 8(19,0) 5(23,8) 3(14,3) 0,697
Diabetes melito 14 (33,3) 4(19,0) 10 (47,6) 0,100
Dislipidemia 12 (28,6) 5(23,8) 7(33.3) 0,734
Duragdo da IC >90 dias 12 (28,6) 5(23,8) 7(33.3) 0,734
Classe funcional da NYHA 1/11/111/IV 10/16/16/0 4/7/10/0 6/9/6/0 0,570
PAS, mmHg 125,5 (101,0-146,2) 128,0 (118,0-149,0) 120,0 (90,0-140,0) 0,227
PAD, mmHg 69,5 (60,8-77,8) 69,0 (64,0-80,0) 70,0 (60,0-75,0) 0,357
FC, batimentos/min 76,0 (67,2-87,8) 78,0 (70,0-92,0) 75,0 (67,0-83,0) 0,159
Quimica clinica
Hb, g/dL 13,7 (12,0-14,9) 13,5 (11,7-14,9) 13,7 (12,2-14,2) 0,940
HbA ., % 6,2 (5,7-7,0) 5,8 (5,6-6,5) 6,3 (6,0-7,2) 0,104
BNP, pg/mL 355,0 (108,6-697,2) 365,5 (79,3-653,0) 352,3(178,0-923,7) 0,382
TGFe, mL/min/1,73 m? 64,4 (52,8-78,3) 61,8 (50,7-70,5) 72,3 (55,5-87,8) 0,166
Dados eletromiograficos e ecocardiograficos
Fibrilagdo atrial 7(16,7) 3(14,3) 4(19,0) >0,999
BCRE 2(4,8) 0(0,0) 2(9,5) 0,448
Duragdo do QRS, ms 100,0 (95,0-109,5) 99,0 (95,0-110,0) 100,0 (95,0-108,0) 0,762
DAE, mm 45,5 (41,0-49,8) 44,0 (39,0-47,0) 47,0 (42,0-55,0) 0,038
ESVI, mm 9,0 (8,0-10,0) 9,0 (8,0-11,0) 9,0 (7,0-11,0) 0,295
EPPVE, mm 9,0 (8,0-11,0) 10,0 (8,0-11,0) 9,0 (8,0-11,0) 0,295
DDFVE, mm 60,5 (56,0-66,0) 60,0 (54,0-64,0) 61,0 (56,0-72,0) 0,377
FEVE, % 32,5(25,0-40,5) 37,0 (25,0-41,0) 30,0 (24,0-39,0) 0,268
Gravidade da RM 0,410
0 (sem RM), I, Il 35(83,3) 19 (90,5) 16 (76,2)
1, v 7(16,7) 2(9,5) 5(23,8)
Dados do cateterismo
iVDFVE, mL/m? 132,0 (123,0-164,0) 131,5 (122,2; 148,2) 144,0 (125,0-183,0) 0,272
iVSFVE, mL/m? 89,0 (71,9-112,0) 85,9 (75,7-102,3) 103,0 (71,9-135,5) 0,270
PPCP, mmHg 12,5 (8,0-22,8) 9,0 (6,0-15,0) 18,0 (12,0-27,0) 0,026
indice cardiaco, L/min/m? 2,7 (2,2-3,4) 31(24-4.3) 2,5(2,1-3,0) 0,058
Medicamentos na BEM
Inibidor de ECA ou BRA 36 (85,7) 20 (95,2) 16 (76,2) 0,184
Betabloqueador 26 (61,9) 9 (42,9) 17 (81,0) 0,025
Antagonistas do receptor de aldosterona 26 (61,9) 12 (57,1) 14 (66,7) 0,751
Medicamentos durante o seguimento
Inibidor de ECA ou BRA 38(90,5) 19 (90,5) 19 (90,5) >0,999
Betabloqueador 38(90,5) 18 (85,7) 20(95,2) 0,606
Carvedilol, mg 10,0 (5,0-17,5) 5,0 (5,0-15,0) 12,5 (8,8-16,2) 0,515
Bisoprolol, mg 2,5(1,9-5,0) 2,5(2,5-5,0) 2,5(1,2-5,0) 0,298
Antagonista do receptor da aldosterona 30 (71,4) 14 (66,7) 16 (76,2) 0,73430
Diurético 33(78,6) 16 (76,2) 17 (81,0) >0,999
Agente anticoagulante 14 (33,3) 4(19,0) 10 (47,6) 0,100
Reabilitagdo cardiaca 21(50,0) 10,0 (47,6) 11 (52,4) >0,999
Os valores sdo mediana (11Q), n (%) ou n. *As diferencas entre pacientes com e sem RRVE foram avaliadas por meio do teste U de Mann-Whitney para varidveis continuas e
do teste exato de Fisher para varidveis categoricas.
BCRE = bloqueio completo do ramo esquerdo; BEM = bidpsia endomiocardica; BNP = peptideo natriurético tipo B (do inglés B-type natriuretic peptide); BRA = bloqueador
do receptor da angiotensina Il; DAE = desvio do eixo para esquerda; DDFVE = didmetro diastdlico final do ventriculo esquerdo; ECA = enzima conversora da
angiotensina; EPPVE = espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo; ESVI = espessura do septo intraventricular; FC = frequéncia cardiaca; FEVE = fragdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo; Hb = hemoglobina; HbA, = hemoglobina A1; IC = insuficiéncia cardiaca; IMC = indice de massa corporal; NYHA = classe funcional da
New York Heart Association; PAD = pressdo arterial diastélica; PAS = presséo arterial sistélica; PPCP = pressao propulsora capilar pulmonar; RM = regurgitacdo mitral;
RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo; TGFe = taxa de filtragdo glomerular estimada; iVDFVE = - indice de volume diastdlico final do ventriculo
esquerdo; iVSFVE = - indice de volume sistélico final do ventriculo esquerdo.
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TABELA 2 Morfometria histopatolégica

Total (n=42) ComRRVE (n=21) SemRRVE (n=21) Valorde P*

Tamanho dos cardiomidcitos, pm

% de fibrose 22,4(18,6-34,2) 22,8(19,3-26,9) 22,0 (16,3-36,5) 0,921
Células inflamatdrias por CAP 0,8 (0,7-1,0) 0,8 (0,6-0,9) 1,0(0,8-0,9) 0,075
Degeneragdo dos cardiomidcitos, grau 0,566
0 124) 1(4,8) 0(0,0)
1 24 (57,1) 13 (61,9) 1 (52,4)
2 10 (23,8) 5(23,8) 5(23,8)
3 7(16,7) 2(9,5) 5(23,8)
Atipia nuclear, grau 0,788
(0] 0(0,0) 0(0,0) 0(0,0)
1 8(19,0) 3(14.3) 5(23,8)
2 18 (42,9) 10 (47,6) 8(38,1)
3 16 (38,1) 8(381) 8(38,1)

22,4(21,0-254)  22,2(21,0-23,5)  23,3(21,0-26,0) 0,22

Os valores sdo descritos por mediana (11Q) ou n (%). *As diferencas entre os grupos com e sem RRVE foram
avaliadas por meio do teste U de Mann-Whitney para varidveis continuas e do teste exato de Fisher para
varidveis categoricas.

CAP = campo de alta poténcia; RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo.

MANEJO E SEGUIMENTO DOS PACIENTES. Os pa-
cientes foram observados desde o momento daadmissao
para a realizacdo da BEM até 6bito por qualquer causa;
hospitalizacdo devido a piora da insuficiéncia cardiaca
ou arritmia letal, incluindo taquicardia ventricular
sustentada ou fibrilacao ventricular; ou evento vascular
letal, tal como acidente vascular cerebral (AVC), até ou-
tubro de 2020. A mediana do periodo de observacao foi
de 80 meses (11Q: 47,5-121,3 meses). Todos os pacientes
receberam medicamentos otimizados, incluindo varias
combinagcdes de betabloqueador, inibidor da enzima
conversora da angiotensina (ECA), bloqueador do
receptor tipo 1 da angiotensina II (BRA), bloqueador
do receptor mineralocorticoide, diurético, glicosideo
digitalico, bloqueador do canal de calcio do tipo L e
anticoagulante. Os dados de seguimento foram obtidos
a partir dos prontudarios médicos das consultas clinicas
ambulatoriais de rotina.

ANALISE SANGUINEA E AVALIACOES ECOCARDIO-
GRAFICA, HEMODINAMICA E ANGIOGRAFICA. Ana-
lises sanguineas de rotina foram realizadas para todos
os pacientes no momento da admissdo. Os niveis séricos
do peptideo natriurético do tipo B (BNP, do inglés B-type
natriuretic peptide) foram mensurados utilizando um kit
de imunoensaio disponivel comercialmente (Fujirebio).
No momento da admissao, foi realizada ecocardiografia
transtoracica. Realizou-se Doppler colorido modo M
bidimensional utilizando o método padrao da American
Society of Echocardiography?’. Cateterismo cardiaco
direito e esquerdo, ventriculografia esquerda biplano e
angiografia coronariana seletiva foram realizados utili-
zando técnicas padrdo. Foram registradas a frequéncia
e a pressdo cardiacas, e estimou-se o indice cardiaco
através de métodos de termodiluicdo. Os indices de
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volume diastélico e sistélico final do VE foram calcu-
lados a partir de cineangiografias do VE obtidas em
projecdo obliqua anterior direita.

PROCEDIMENTO DE BEM E AVALIACAO HIs-
TOLOGICA. Realizou-se BEM em pacientes com
insuficiéncia cardiaca inexplicavel para diagndstico
patolégico apenas quando a insuficiéncia cardiaca
estava estavel e controlada por medicamentos. As
BEMs foram realizadas sob orientacdo fluoroscépica
com monitoramento eletrocardiogréafico continuo.
Em cada paciente, 1-4 amostras foram coletadas da
parede posterolateral do VE utilizando um biétomo
5,5 F (Biopsy Forceps, Cordis Co). Uma ou duas
amostras foram imediatamente fixadas em formalina
neutra tamponada a 10%, desidratadas, incluidas em
parafina, seccionadas em cortes com 4 um de espes-
sura e coradas com hematoxilina e eosina, tricromico
de Masson ou Sirius red F3BA (solugao 0,1% em acido
picrico aquoso saturado, Sigma-Aldrich). Foram ava-
liados os seguintes parametros: hipertrofia dos car-
diomiécitos, degeneragdo dos cardiomiécitos, atipia
nuclear, fibrose e infiltragdo de células inflamatdrias.
Essas avaliagdes quantitativas e semiquantitativas e
analises morfométricas foram realizadas em campos
de visao aleatdrios por corte através de um micros-
copio 6ptico (BX53, Olympus Corp) e de um proces-
sador de imagem colorido multiiso (Win ROOF, Mitani
Co).Otamanho dos cardiomiécitos foiexpressocomo o
diametro transversal dos cardiomiécitos seccionados
no nivel do ntcleo. A area de fibrose foi determinada
histologicamente em preparag¢des coradas com Sirius
red F3BA e expressa como o percentual da area de
fibrose na amostra da bidpsia. O grau de degeneragdo
dos cardiomidcitos foi avaliado com base na vacuoli-
zagdo (de 0 a 3), e a atipia nuclear foi avaliada com
base em evidéncias de hipertrofia e morfologia (de 0
a 3). Além disso, calculou-se a média do nimero de
células inflamatoérias (total de leucécitos polimorfo-
nucleares, linfécitos e células plasmaticas) por campo
(x400). Essa avaliagdo histoldgica, que foi modificada
com relacdo a estudos anteriores'*?%, foi realizada de
forma cegada por patologistas cardiovasculares com
vasta experiéncia em analise morfométrica.

MICROSCOPIA ELETRONICA. As amostras de BEM que
ndo foram utilizadas para a microscopia 6ptica foram
imediatamente fixadas por imersao durante 4 horas em
glutaraldeido a 2,5% em 0,1 mol/L de tampdo fosfato
(pH 7,4). As amostras foram entdo pds-fixadas por 1
horaem tetréxido de 6smio a 1%, desidratadas em séries
de etanol graduado e de 6xido de propileno e imersas
em Epon. Subsequentemente, as amostras foram seccio-
nadas em cortes ultrafinos (70 nm) utilizando um ultra-
micrétomo, montadas em grades de niquel liso, coradas
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duplamente com acetato de uranilo e citrato de chumbo
e examinadas com microscépio eletrénico (HT7700,
Hitachi). Foram realizadas analises morfométricas com
um microscdpio eletronico conforme descrito anterior-
mente, com uma modificacdo?’. Em resumo, 10 campos
aleatérios de cada bloco foram microfotografados
em x3.000, e as microfotografias foram entao impressas
em uma magnifica¢do final de x6.000. Os autofagos-
somos tém uma membrana dupla que é visivel como
duas bicamadas membranosas paralelas separadas por
uma fenda eletrolticida. Os autolisossomos tém apenas
uma membrana circundante e contém componentes
citoplasmaticos em varios estdgios de degradagdo'.
Calculou-se o niimero de autofagossomos, autolisos-
somos e lisossomos por campo impresso (102 um?) no
interior dos cardiomi6citos.

IMUNO-HISTOQUIMICA E IMUNOFLUORESCENCIA
DUPLA. Apds desparafinizagdo, cortes seriais com
4 pm de espessura foram encharcados em tampao
citrato (Target Retrieval Solution, S1699, Dako Co) e
aquecidos duas vezes por 10 minutos em um forno de
micro-ondas para a recuperagdo antigénica. Os cortes
foram entdo incubados com anticorpo primario contra
cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos
(LC3, do inglés microtubule-associated protein 1 light
chain 3) (LC3, PM036, dilui¢do 1/100, MBL Co) e catep-
sina D (C-20, dilui¢do 1/100, Santa Cruz Biotechnology).
Um sistema Vectastain Elite ABC (Vector Laboratories)
foi entdo utilizado para imunocorar os cortes; diamino-
benzidina serviu como cromdgeno, e os nucleos foram
contracorados com hematoxilina. Para quantificar a
presenca de vacuolos autofagicos, contou-se o nimero
de pontos imunopositivos para LC3 no interior dos car-
diomidcitos em cinco campos de alta poténcia escolhidos
aleatoriamente (x400). Para quantificar a expressdo
de catepsina D, a intensidade da imagem foi avaliada
utilizando o software Win ROOF, um processador de
imagem colorido multiiiso. Em resumo, as imagens que
incluiam a maior parte da area da amostra de bi6psia
em um campo visual foram obtidas aleatoriamente por
microscopia éptica (x200, BX-53). Os dados brutos de
imagem foram entdo analisados utilizando o Win ROOF
para quantificar a imunopositividade para catepsina D
no interior dos cardiomiécitos.

Para avaliar a atividade autofdgica no interior dos
cardiomiécitos por meio de imunofluorescéncia, os
cortes imunocorados com anti-LC3 seguido por Alexa
Fluor 488 (verde; Molecular Probes, ThermoFisher
Scientific) também foram marcados com anticorpo anti-
-catepsina D seguido por Alexa 568 (vermelho, Mole-
cular Probes). Esses cortes foram entdo contracorados
com Hoechst 3342 (Setareh Biotec) e observados sob
um microscépio confocal a laser (C2, Nikon Corp).
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ANALISE ESTATISTICA. As caracteristicas demogra-
ficas e clinicas dos pacientes com RRVE e sem RRVE
foram descritas como mediana e 1IQ para variaveis
continuas e contagem e proporg¢ao para variaveis
categoéricas. As diferengas nas variaveis clinicas entre
os dois grupos foram avaliadas por meio do teste U de
Mann-Whitney ou do teste exato de Fisher. Foi utilizado
um modelo de regressao logistica ajustado para idade a
fim de estimar a probabilidade de RRVE para cada valor
dos pontos positivos para LC3 e de catepsina D. Para
avaliar o efeito da positividade do RRVE nos eventos
cardiovasculares (insuficiéncia cardiaca, arritmia
letal ou AVC) e na mortalidade, as taxas de incidéncia
e as razodes das taxas de incidéncia dos grupos foram
estimadas utilizando modelos de regressao de Poisson
nao ajustados e ajustados por idade com o logaritmo de
pessoas-ano em risco como variavel offset. O impacto
da autofagia nos desfechos clinicos acima também foi
confirmado por modelos de regressao de Poisson nao
ajustados e ajustados por idade. Visto que o nimero
de pacientes sem dados sobre a quantidade de pontos
positivos para LC3 e catepsina D era pequeno (n = 1),
os valores ausentes ndo foram imputados, sendo
utilizados apenas os valores observados. Um valor de
P bilateral <0,05 foi considerado significativo. Todas
as andalises estatisticas foram realizadas utilizando os
programas GraphPad Prizm 8.0 (GraphPad Software) e
R 4.0.3 (The R Project for Statistical Computing).

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DA POPULACAO DO ESTUDO.
Foram analisados 42 pacientes com CMD (21 com RRVE
e 21 sem RRVE). As caracteristicas clinicas basais e os
achados laboratoriais, ecocardiograficos, hemodina-
micos e angiograficos estdo apresentados na Tabela 1.
A mediana de idade dos pacientes foi de 56 anos (1IQ:
45-67 anos). Mais da metade dos participantes (61,9%)
pertencia a classe funcional [ ou Il da New York Heart
Association (NYHA), com insuficiéncia cardiaca relati-
vamente estavel e bem controlada. Nao houve pacientes
com classe funcional IV da NYHA ou com regurgitagdo
mitral grave coexistente em nenhum dos grupos.
Diabetes melito foi ligeiramente mais prevalente entre
pacientes sem RRVE do que naqueles com RRVE (48%
vs. 19%; P = 0,100). A doenga estava bem controlada em
ambos os grupos, a julgar por seus niveis de hemoglo-
bina glicada (total 6,2%) (Tabela 1), embora os pacientes
com RRVE estivessem com a doenga ligeiramente mais
bem controlada do que aqueles sem RRVE (5,8% vs.
6,3%, respectivamente; P = 0,104). Nenhum paciente
estava sendo tratado com terapia de ressincronizagdo
cardiaca, cardioversor-desfibrilador implantavel ou
dispositivo auxiliar ventricular. O coragdo de todos
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FIGURA 1 Micrografias eletronicas de vactiolos autofagicos em cardiomiécitos
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(A, B) Pacientes sem RRVE; (C, D) pacientes com RRVE; (A’, B', C', D) imagens aumentadas das areas delimitadas por um quadrado em A, B, C e D. Sdo mostrados
vactiolos autofagicos de tamanhos variados e com varios contetidos. Autofagossomos (setas pretas) sio mostrados em A, B e D; eles apresentam membranas duplas,
como pode ser observado na imagem ampliada em A’. Uma membrana dupla circunda uma mitocéndria degenerada em B'. Autolisossomos (setas brancas) sao mostrados
em C; eles apresentam uma Unica membrana, como pode ser observado na imagem ampliada em C'. Um autofagossomo esta se fundindo com um lisossomo para formar
um autolisossomo em D'. Pontas de seta brancas indicam lisossomos (corpos esféricos eletrodensos). Barras da escala = T um. Mf = miofibrila; Mt = mitocondria;

L = lipofuscina; Ndcl = nicleo. (E) Nos gréficos, os eixos y indicam o nimero de vactiolos autofagicos, autofagossomos, autolisossomos ou lisossomos, a proporgao entre
autolisossomos e autofagossomos e o tamanho dos vactiolos autofagicos no interior dos cardiomidcitos. RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo.
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os pacientes com CMD apresentava dilatagdo do VE,
caracterizada por aumento do VE (diametro diastélico
final do VE 60,5 mm [IIQ: 56,0-66,0 mm], e indice de
volume diastélico final do VE 132,0 mL/m? [11Q: 123,0-
164,0 mL/m?]) acompanhado por fungdo sistdlica do
VE reduzida (FEVE 32,5% [IIQ: 25,0%-40,5%]) em
comparacgdo aos controles com fung¢ao cardiaca normal
(Tabela 1, Tabelas Suplementares 1 e 2). Pacientes sem
RRVE apresentaram pressdo propulsora capilar pul-
monar mais elevada e atrio esquerdo com dimenséo au-
mentada. Ndo foi observada diferenca estatistica entre
os dois grupos em relagdo a outros parametros clinicos,
incluindo pressdo arterial sistélica, BNP plasmatico,
bloqueio completo do ramo esquerdo, duragdo de QRS
ou gravidade da regurgitacdo mitral funcional, todos
com relatos anteriores de correlagdo com gravidade
da insuficiéncia cardiaca®*>*%?°. No momento da BEM,
86% dos pacientes estavam utilizando inibidor de ECA/
BRA, e 62% estavam utilizando um betabloqueador.
Betabloqueadores foram prescritos para pacientes sem
RRVE com maior frequéncia do que para pacientes com
RRVE. Durante os periodos de seguimento, entretanto,
ndo foi observada diferenca estatistica entre os dois
grupos quanto a preferéncia do inibidor de ECA/BRA ou
dos betabloqueadores.

ACHADOS MORFOLOGICOS POR MICROSCOPIA
OPTICA. As amostras de BEM de todos os pacientes com
CMD apresentaram presenca notavelmente maior de
hipertrofia dos cardiomiécitos, degeneracdo, atipia nu-
clear e fibrose miocardica quando comparadas as amos-
tras controle (Tabela 2, Tabela Suplementar 3). Entre os
pacientes com CMD, nédo foram observadas diferengas
entre os grupos com e sem RRVE em relagdo a diametro
dos cardiomiécitos, degeneragdo dos cardiomidcitos,
atipia nuclear, infiltracdo de células inflamatérias ou
percentual de fibrose.

ACHADOS ULTRAESTRUTURAIS EM CARDIOMIO-
CITOS DE PACIENTES COM CMD. No interior dos car-
diomidcitos de pacientes com CMD, numerosos vactolos
autofagicos de varios tamanhos (1-10 pm) foram facil-
mente observados através de um microscépio eletrénico
de transmissdo (Figuras 1A a 1D). Esses vactolos auto-
fagicos continham granulos de glicogénio, ribossomos,
mitocondrias danificadas, corpos mielinicos e organelas
degeneradas. A autofagia tem inicio com a formagdo de
vesiculas com membranas duplas (autofagossomos),
que sequestram os componentes celulares mencionados
acima. Autofagossomos maduros se fundem com li-
sossomos para formar autolisossomos, no interior dos
quais os conteudos sequestrados e a membrana interna
sdo degradados por hidrolases lisossdmicas. Portanto,
os autofagossomos apresentam membranas externas
duplas, ao passo que os autolisossomos sdo circundados
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por uma Unica membrana. Tanto os autofagossomos
quanto os autolisossomos sdo referidos como vacuolos
autofagicos. Devido as suas diferentes estruturas,
pode-se distinguir facilmente os autofagossomos dos
autolisossomos através da microscopia eletrénica’®. Os
cardiomi6citos de pacientes com CMD continham mais
vacuolos autofagicos e lisossomos quando comparados
aos do grupo controle. Entre os pacientes com CMD, o ni-
mero de vactolos autofagicos e lisossomos, assim como
a proporgdo entre autolisossomos e autofagossomos, foi
significativamente mais elevado nos cardiomiécitos do
grupo com RRVE do que naquele sem RRVE. Além disso,
o tamanho dos vactolos autofagicos foi maior no grupo
sem RRVE do que naquele com RRVE (Figura 1E, Tabela
Suplementar 3).

MARCAGCAO IMUNO-HISTOQUIMICA E POR IMU-
NOFLUORESCENCIA DUPLA DAS AMOSTRAS DE
BEM. Para avaliar a atividade autofagica sem utilizar
microscopia eletrénica, empregamos imuno-histoqui-
mica para detectar LC3, um componente dos vacuolos
autofagicos. Também buscamos detectar catepsina
D, uma proteina lisossomica, para avaliar a atividade
lisossomica. O nimero de particulas positivas para LC3,
indicando vacuolos autofagicos, foi significativamente
mais elevado no interior dos cardiomidcitos de coragdes
com CMD comparados aos coragdes controle (Tabela
Suplementar 3). Em amostras de pacientes com CMD, o
numero de vacuolos autofagicos foi significativamente
mais elevado no grupo com RRVE do que naquele sem
RRVE (P =0,009) (Figura 2A). Além disso, as particulas
positivas para LC3 apresentaram maior tamanho no
interior dos cardiomidcitos do grupo sem RRVE do
que naquele com RRVE. A expressdo de catepsina D
nos cardiomidcitos dos coragdes com CMD nao diferiu
significativamente do observado nos coragdes controle
(P = 0,621) (Tabela Suplementar 3). Entretanto, em
amostras de pacientes com CMD, o nivel de expressao
de catepsina D foi significativamente mais elevado no
grupo com RRVE do que naquele sem RRVE (P = 0,001)
(Figura 2B).

Em seguida, utilizamos marcagdo por imunofluo-
rescéncia para fazer a distingdo entre autolisossomos
e autofagossomos no interior dos cardiomiécitos
(Figura 2C). No interior dos cardiomidcitos de coragdes
com RRVE, houve um aumento do niimero de pontos
positivos para LC3 e da expressdo de catepsina D.
Vale destacar que foram detectados diversos pontos
duplamente positivos, indicando autolisossomos. Em
contrapartida, dentro dos cardiomidcitos de coragdes
sem RRVE, a proporg¢do de pontos duplamente positivos
erareduzida.

VALOR PREDITIVO DA AUTOFAGIA PARA RRVE.
Em seguida, enfocamos o valor preditivo dos achados
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FIGURA 2 Imunocoloracio relacionada a autofagia em amostras de pacientes com CMD
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FIGURA 3 Associacao do nimero de pontos de LC3 e da expressao de catepsina D com a taxade RRVE
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inglés odds ratio); RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo.

Anélise logistica multivariada da associagdo entre parametros autofagicos e RRVE. (A) Numero de pontos de LC3. (B) Nivel de expressdo de catepsina D. CAP = campo de alta poténcia;
1C95% = intervalo de confianca de 95%; LC3 = cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtuibulos (do inglés microtubule-associated protein 1 light chain 3); OR = razdo de chances (do

patolégicos para a probabilidade de RRVE na CMD. A
morfometria geral por microscopia 6ptica revelou dege-
neragdo miocardica e fibrose no interior das amostras
com CMD, e todos os parametros, aparentemente, foram
afetados de forma semelhante, independentemente
de RRVE. Por outro lado, com base na distribuicao dos
autolisossomos e lisossomos, a observagao por micros-
copio eletronico revelou maior autofagia no interior
dos cardiomiécitos dos coragdes com CMD que apre-
sentavam RRVE. Para as andlises imuno-histoquimicas,
a analise de regressdo logistica multivariada revelou
que o nimero de pontos positivos para LC3 e o nivel de
expressao de catepsina D foram fatores preditores para
a ocorréncia ou ndo de RRVE em um paciente especifico
(OR:1,02;1€C95%: 1,00-1,04; [P=0,013]; OR: 2,1; IC95%:
1,23-3,57 [P = 0,006]; respectivamente) (Figura 3).

DESFECHOS CLINICOS. Apés a BEM, acompanhamos
os pacientes com CMD até outubro de 2020 e analisamos
a incidéncia de eventos cardiovasculares. A duragao
cumulativa do periodo de observacdo foi de 2.082

meses no grupo com RRVE (96,0 meses por pessoa [11Q:
65,0-137 meses por pessoa]) e 1.474 meses no grupo
sem RRVE (54,0 meses por pessoa [11Q: 35,5-93,0 meses
por pessoa]). No grupo com RRVE, um paciente faleceu
devido a insuficiéncia cardiaca, e dois pacientes foram
hospitalizados apés AVC. No grupo sem RRVE, sete
pacientes faleceram devido a insuficiéncia cardiaca,
e 18 pacientes foram hospitalizados com insuficiéncia
cardiaca (n = 14), arritmia potencialmente letal (n = 3)
ou AVC (n = 1). A taxa de incidéncia dos eventos
cardiovasculares totais, incluindo mortalidade, foi
significativamente mais elevada no grupo sem RRVE
do que naquele com RRVE (1,70% vs. 0,144%; razao
da taxa de incidéncia: 11,77; 1C95%: 4,13-49,44; P <
0,001) (Tabela 3). O nimero de pontos de LC3 e a ex-
pressdo de catepsina D também estiveram associados
a incidéncia de eventos cardiovasculares totais (Tabela

Suplementar 4).
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FIGURA 2 Continuacao

(A) Marcagao imuno-histoquimica representativa de LC3 (pontos marrons) no interior dos cardiomiécitos. Barras da escala = 20 pm. O grafico apresenta o niimero de pontos de LC3 por

CAP (x400). (B) Micrografias representativas que demonstram a marcagdo imuno-histoquimica da catepsina D (marrom) no interior dos cardiomidcitos. Barras da escala = 20 um. O grafico
apresenta os niveis de expressao de catepsina D. (C) Colocalizagdo de LC3 (verde) e catepsina D (vermelho) avaliada por marcagao por imunofluorescéncia dupla no interior dos cardiomidcitos.
A cor amarela resulta da colocalizagdo dos verdes e vermelhos, o que indica autolisossomos. Os gréficos apresentam o niimero de pontos de LC3 e autolisossomos por CAP (x600) e a expressao
de catepsina D. Barras da escala = 10 um. CAP = campo de alta poténcia; LC3 = cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microttibulos (do inglés microtubule-associated protein 1 light chain 3);
RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo.
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TABELA 3 Desfechos clinicos

Taxa deincidéncia Taxa de incidéncia Nao ajustado Ajustado para idade
Com RRVE Sem RRVE no grupo com no grupo sem
(n=21) (n=21) RRVE, % RRVE, % RTI 1C95% Valor de P RTI 1C95% Valor de P

Eventos totais 3 25 0,1441 1,6961 1,77 4,13-49,45 <0,001 1,77 4,13-49,44 <0,001
Eventos totais sem 6bitos 2 18 0,0961 1,2212 12,71 3,67-79,98 0,001 12,66 3,67-79,68 0,001
Obito 1 7 0,048 0,4749 9,89 1,76-184,82 0,032 9,88 1,76-184,68 0,32
Insuficiéncia cardiaca 0 14 0 0,9498 - - - - - -
Arritmia letal 0 3 0 0,2035 - - - - - -
Acidente vascular cerebral 2 1 0,0961 0,0678 0,71 0,03-7,37 0,776 0,71 0,03-7,37 0,776

covariavel.

As taxas de incidéncia e as RTIs foram obtidas por um modelo de regressdo de Poisson com o logaritmo de pessoas-ano em risco como varidvel offset. A RTI ajustada
representa a razdo da taxa do grupo sem RRVE em relagdo a taxa do grupo com RRVE, obtida através de um modelo de regressao de Poisson utilizando a idade como

1C95% = intervalo de confianga de 95%; RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo; RTI = razdo da taxa de incidéncia.

DISCUSSAO

A autofagia, a atividade de autoalimentag¢do envol-
vida na manuten¢do da homeostase celular, é atual-
mente um alvo terapéutico em varias doengas, inclusive
a insuficiéncia cardiaca'®. O presente estudo revelou
que a autofagia responde de forma adaptativa a insufi-
ciéncia cardiaca e é um fator preditivo para RRVE em
pacientes com CMD. Nossos principais achados foram
os seguintes: 1) vactolos autofagicos sao abundantes no
interior dos cardiomiécitos de pacientes com CMD; 2) a
autofagia é mais ativada em pacientes que alcangaram o
RRVE durante seu curso clinico posterior; 3) o nimero
dos vacuolos autofagicos e os niveis de expressdo de ca-
tepsina D sdo preditores independentes de RRVE; e 4) o
risco de eventos cardiovasculares é significativamente
maior em pacientes com RRVE (Ilustracao Central).

AUTOFAGIA NOS CORAGCOES DE PACIENTES COM
CMD. Relatos anteriores descreveram a presenga
abundante de vacudolos autofdgicos nos coragdes de
pacientes com insuficiéncia cardiaca por CMD'5, e
confirmamos essa observacdo no presente estudo. A
autofagia consiste em dois processos: formagdo de ve-
siculas com membrana dupla que engolem componentes
intracelulares e posterior degradagdo enzimdatica
dessas vesiculas apds sua fusdo com lisossomos. Por-
tanto, o aumento do nimero de vesiculas autofagicas
por si s6 ndo informa se esse aumento é uma resposta
adaptativa a insuficiéncia cardiaca ou uma resposta mal
adaptativa na qual se inibem uma ou mais etapas diges-
tivas. A aceleragdo autofagica, que gera um aumento do
numero de vactiolos autofagicos, pode ser uma resposta
para manter a fun¢do cardiaca em face do suprimento
energético insuficiente na insuficiéncia cardiaca. Por
outro lado, disfun¢do nas etapas digestivas posteriores
na autofagia também pode levar ao acimulo de vactiolos
autofagicos ndo digestivos. Ou, ainda, a autofagia pode
ser um tipo de morte celular caracterizada pela obser-
vagdo em microscépio eletronico especifico do acimulo
intracelular de vactiolos autofagicos®’.

No presente estudo, nossa cuidadosa observacao
por microscopia eletronica de cada cardiomié6cito
revelou o acumulo de autofagossomos, autolisossomos
e lisossomos no interior de todos os coragées com CMD
(Figura 1). Vale destacar que observamos que houve
maior abundancia de vacuolos autofagicos e lisossomos
nos cardiomidcitos de pacientes com RRVE quando
comparados aos sem RRVE; além disso, a proporg¢do
entre autolisossomos e autofagossomos foi maior
nos pacientes com RRVE. Isso sugere que as etapas
posteriores de digestdo autofagica estavam sendo pro-
movidas. Entretanto, é dificil quantificar o nimero de
vacuolos autofagicos e de lisossomos com base apenas
em achados de microscopia eletronica devido a area
limitada das imagens. Portanto, também utilizamos
imuno-histoquimica para contar o nimero de vacuolos
autofagicos e analisar a expressdo de catepsina D (Fi-
guras 2A e 2B). Além disso, utilizamos marcag¢do por
imunofluorescéncia dupla para confirmar a presenga
de autolisossomos (Figura 2C). Essa analise revelou
que o numero de vacutolos autofagicos e a expressao
de autolisossomos e de catepsina D apresentaram um
aumento nas amostras de BEM obtidas de pacientes
com RRVE. Esses achados foram consistentes com os
achados com microscopia eletronica. Além disso, a
andlise logistica multivariada demonstrou que tanto
o numero de vacuolos autofagicos quanto o nivel da
expressao de catepsina D sdo preditores independentes
de RRVE. Ademais, os eventos cardiovasculares ocor-
reram com uma frequéncia muito menor em pacientes
com CMD que apresentavam RRVE do que naqueles que
nao apresentavam RRVE (Tabela 3). Coragdes com in-
suficiéncia devido a infarto do miocardio e/ou CMD sao
como motores famintos de energia que nado funcionam
adequadamente®’. Em cora¢des com CMD, a autofagia
é uma resposta adaptativa para a insuficiéncia de
energia. Portanto, concluimos que coragdes com ati-
vidade autofagica elevada fornecem energia de forma
mais eficaz e, por isso, sdo capazes de alcangar o RRVE e
substancialmente evitar eventos cardiovasculares.
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ILUSTRACAO CENTRAL Probabilidade de remodelamento reverso do ventriculo esquerdo de acordo com achados autofagicos

Cardiomiopatia dilatada Autofagia: fornecimento de energia
e manutencao da homeostase celular
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Kanamori, H. et al. J Am Coll Cardiol. 2022;79(8):789-801.

Achados autofégicos (niimero de vactiolos autofagicos e expressdo de catepsina D) das BEMs esquerdas de 42 pacientes com cardiomiopatia dilatada predizem remodelamento reverso
do ventriculo esquerdo na cardiomiopatia dilatada. O aumento da autofagia promoveria bom progndstico. IC95% = intervalo de confianga de 95%; LC3 = cadeia leve 3 da proteina 1

associada a microttibulos (do inglés microtubule-associated protein 1 light chain 3); RRVE = remodelamento reverso do ventriculo esquerdo.
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PERSPECTIVA CLIiNICA. Estudos recentes revelaram
que quase 40% dos pacientes com CMD apresentam
RRVE significativo quando tratados de forma ade-
quada®®. No presente estudo, entretanto, o tratamento
durante o seguimento apds BEM foi semelhante entre os
pacientes com e sem RRVE. Portanto, supomos que deve
haver causas preditoras de RRVE. Com base em nossos
estudos ultraestruturais anteriores'’??, nosso foco se
concentrou na autofagia. Observamos que a imunocolo-
ragao relacionada a autofagia das amostras de BEM foi
preditiva da probabilidade de RRVE. Com os pacientes
que apresentavam pouca probabilidade de alcangar o
RRVE, ainda podemos tomar decisdoes benéficas com
seguranca. Isto é, esses pacientes podem ser preferen-
cialmente encaminhados para terapia de ressincroni-
zagdo cardiaca, cardioversor-desfibrilador implantavel
ou dispositivo auxiliar ventricular e/ou transplante
cardiaco em um estagio anterior. Se esses tratamentos
ideais sdo iniciados de forma precoce, os pacientes com
CMD tém maior probabilidade de apresentar melhores
desfechos.

O presente estudo demonstra que a super-regulacao
da autofagia estd associada a melhor prognostico,
0 que sugere que potencializar a autofagia pode ser
terapéutico por si s6. De fato, fomos capazes de induzir
RRVE em antigos modelos de infarto do miocardio e
de CMD genética em ratos através de intervengdes far-
macolégicas’”?*. Esses resultados sugerem que poten-
cializar a autofagia utilizando resveratrol'’, restri¢do
caldrica? ou metformina®® pode ser uma estratégia
promissora para alcangar RRVE em pacientes com
insuficiéncia cardiaca.

LIMITACOES DO ESTUDO. Nio avaliamos as altera-
¢des nos achados autofagicos ao longo do tempo em
pacientes individuais. A super-regulagdo autofagica
em coragdes com insuficiéncia por CMD poderia ser
afetada pelo grau de sobrecarga miocardica. Conse-
quentemente, a super-regulagdo autofagica é reversivel
por dispositivo auxiliar para o VE, o que pode reduzir
os marcadores de autofagia através da descarga me-
canica do coracdo com insuficiéncia®’. Para verificar
a utilidade clinica desse método, é necessdria uma
coorte com mais pacientes e periodos de seguimento
mais longos. A imunocoloragdo é um método relativo
e com o qual é dificil avaliar a patogénese de forma
direta. De fato, no presente estudo, o nimero de LC3
e a expressdo de catepsina D sdo consideravelmente
diferentes, embora os dois marcadores sejam signi-
ficativos. Novas investigacdes devem ser realizadas
para aplicar esse método em um cendrio clinico. Além
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disso, ndo houve individuos controle completamente
saudaveis. Como resultado, ndo pudemos comparar
os niveis de atividade autofagica entre pacientes com
CMD e individuos saudaveis.

CONCLUSOES

O presente estudo revelou a significincia da
autofagia no coragdo de pacientes com insuficiéncia
cardiaca por CMD. O nimero de vactolos autofagicos
e o nivel da expressdo de catepsina D poderiam servir
como preditores independentes de RRVE em pacientes
com CMD. Esses achados sugerem que a autofagia deve
ser um alvo terapéutico no tratamento da insuficiéncia
cardiaca em pacientes com CMD.
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PERSPECTIVAS

COMPETENCIA EM CONHECIMENTO MEDICO: A
autofagia responde de forma adaptativa a insufi-
ciéncia cardiaca e estd associada ao progndstico
em pacientes com CMD. O aumento do niimero de
vacuolos autofdgicos e da expressdo de catepsina
D nas amostras de BEM prediz RRVE e desfechos
favoraveis.

PANORAMA TRANSLACIONAL: Sdo necessarios
estudos clinicos para avaliar a seguranga e a efi-
cacia de potencializar a autofagia especificamente
nos cardiomioécitos em pacientes com CMD.
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