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CONTEXTO A disfungdo microvascular desempenha uma funcdo importante na patogénese da insuficiéncia cardiaca com
fracdo de ejecdo preservada (ICFEP). No entanto, ainda ndo foi investigado nenhum elo mecanicista entre microvasculatura
sistémica e congestdo, uma caracteristica central da sindrome.

OBJETIVOS Este estudo teve como objetivo investigar a troca de fluido capilar-intersticio em ICFEP, incluindo a drenagem
linfatica e as forcas osméticas potenciais exercidas por qualquer excesso de Na* no tecido hiperténico.

METODOS Pacientes com ICFEP e individuos controle saudaveis com distribuicao semelhante de idade e sexo (n = 16 por
grupo) foram submetidos a: 1) uma bidpsia cutanea para imuno-histoquimica vascular, expressao génica e analises quimicas
(agua, Na* e K*); e 2) pletismografia de oclusdo venosa para avaliar o coeficiente de filtragdo microvascular periférica
(medindo o extravasamento de fluido capilar) e a pressao isovolumétrica (acima da qual a drenagem linfatica ndo consegue
compensar o extravasamento de fluido).

RESULTADOS Bidpsias cutaneas em pacientes com ICFEP apresentaram rarefacdo de pequenos vasos sanguineos e
linfaticos (p = 0,003 e p = 0,012, respectivamente); linfaticos cutaneos residuais apresentaram diametro maior (p = 0,007)
e menor expressao de diferenciacdo linfatica e marcadores de funcdo [LYVE-1 (receptor de hialuronano endotelial de vasos
linfaticos 1): p < 0,05; PROX-1 (proteina prospero homeobox 1): p < 0,001] em comparagao aos individuos controle. Em
pacientes com ICFEP, o coeficiente de filtragdo microvascular foi menor [panturrilha: 3,30 (intervalo interquartil - IQR):
2,332a3,88] L x 100 mL de tecido” x min™ x mmHg™' vs. 4,66 (IQR: 3,70 a 6,15) uL x 100 mL de tecido™ x min™ x mmHg™;

p < 0,01; antebraco: 5,16 (IQR: 3,86 a 5,43) L x 100 mL de tecido™ x min™ x mmHg™ vs. 5,66 (IQR: 4,69 a 8,38) pL x 100 mL
de tecido™ x min”' x mmHg™; p > 0,05), em consonancia com a rarefacdo vascular sanguinea e a falta de qualquer excesso de
Na*em pele hipertdnica observado, mas a drenagem linfética foi prejudicada (pressao isovolumétrica em pacientes com ICFEP
vs. individuos controle: panturrilha 16 + 4 mmHg vs. 22 + 4 mmHg; p < 0,005; antebraco 17 + 4 mmHg vs. 25 + 5 mmHg;

p < 0,001).

CONCLUSOES 0s vasos linfaticos periféricos em pacientes com ICFEP exibem alteracoes estruturais e moleculares e nio
conseguem compensar efetivamente o extravasamento de fluido e o acimulo intersticial por drenagem proporcional. A
reserva linfatica reduzida pode representar um novo alvo terapéutico. (J Am Coll Cardiol 2020;76:2817-29)
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insuficiéncia cardiaca (IC) é uma das principais

causas de morbidade e mortalidade (1). As ten-

déncias atuais de aumento de hospitalizagdes por
IC sdo impulsionadas principalmente por IC com fragdo
de ejegdo preservada (ICFEP), implicando um prognés-
ticode 1 ano quase tdo ruim quanto em pacientes com IC
com fragdo de ejecdo reduzida (2-4).

A ICFEP é uma sindrome clinica intimamente
associada a varias comorbidades cardiovasculares
e fatores de risco, como hipertensdo, obesidade, do-
enca arterial coronariana, diabetes melito, fibrilagdo
atrial e doenga renal crénica (5). A nog¢do de que
essas comorbidades estdo ndo apenas associadas a
ICFEP, como também podem estar diretamente en-
volvidas em sua patogénese por meio de inflamagdo
associada a comorbidade e disfun¢do microvascular
coronariana (6) foi corroborada por um grande corpo
de evidéncias post-mortem, ndo invasivas e invasivas
(7-9). Além do leito vascular coronariano, os vasos
periféricos também parecem disfuncionais (8). Em
especial, foram relatadas como determinantes da
intolerancia ao exercicio em pacientes com ICFEP:
a reserva vasodilatadora sistémica prejudicada e a
baixa densidade capilar do musculo esquelético; e a
baixa extragdo de O, periférico paralela a rarefagdo
microvascular (4,10-12). Esses achados contestaram
o paradigma de um disturbio puramente cardiaco
em favor de um fendmeno mais sistémico (13). No
entanto, ainda ndo foram investigados se e como uma
microcirculagdo disfuncional poderia impactar dire-
tamente a congestdo, “o cerne da sindrome de IC” (5).

Nos tultimos anos, a compreensdo da homeostase
dos fluidos corporais evoluiu devido a reavaliagdo do
acumulo de sédio (Na*) no tecido. Foi sugerido que esse
fendmeno era independente de agua (14) e que induzia
uma expansdo da rede linfatica impulsionada por hi-
pertonia para facilitar a drenagem local de Na* (15). O
excesso de Na* no tecido foi encontrado na maioria das
condigdes e dos fatores de risco associados a sindrome
clinica de ICFEP (como idade avangada, hipertensdo, dia-
betes e doenga renal cronica) (16-18), mas sua natureza
hipertonica e sua relevancia funcional para homeostase
de fluidos em ICFEP carece de demonstracdo.

Assim, o estudo HAPPIFY (Heart fAilure with Pre-
served ejection fraction: Plethysmography for Interstitial
Function and skin biopsY/Insuficiéncia cardiaca com
fragio de ejecdo preservada: pletismografia para
fungdo intersticial e bidpsia cutanea) foi concebido para
investigar a troca de fluido capilar-intersticial e testar a
hipétese de que um efeito osmético secundario a niveis
altos de Na* intersticial poderia impactar os microvasos
e levar ao extravasamento de fluido excessivo e edema
em pacientes com ICFEP.
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METODOS

PROTOCOLO EPARTICIPANTES DOESTUDO.

em clinicas ambulatoriais de IC em Glasgow,
no Reino Unido (n = 16), e voluntarios de
distribuicdo de idade e sexo semelhantes, sem
histérico de doenga cardiovascular ou renal,
hipertensdo ou diabetes [individuos controle
saudavel (CS); n = 16], foram recrutados entre
agosto de 2017 e dezembro de 2018. O diagnoés-
tico de ICFEP foi dado de acordo com a definigdo
de diretriz da European Society of Cardiology de
2016: 1) sinais ou sintomas de IC; 2) peptideo
natriurético tipo B (BNP) elevado >35 pg/mL;
3) fracdo de ejecdo 250%; e 4) evidéncia de
doenga cardiaca estrutural (crescimento atrial

esquerdo ou hipertrofia ventricular esquerda)

ou disfungdo diastélica (19). Os critérios de exclusdo
foram historico de evento cerebrovascular recente
(<3 meses), infarto do miocardio ou revascularizagdo
coronariana; doenga valvar significativa; doenga arte-
rial coronariana instavel; cardiomiopatia hipertrofica
ou infiltrativa ou pericardite constritiva; estagio de
doenga renal cronica >3; edema idiopatico ou sindrome
de vazamento capilar, mixedema ou obstrugdo linfatica;
inflamagdo sistémica no momento da visita do estudo;
malignidade ativa; qualquer estado hipercoagulavel
grave ou histdrico de trombose venosa ou embolia sem
anticoagulagdo continua; e incapacidade.

A elegibilidade e as visitas principais foram
conduzidas no periodo da manhd, em uma sala com
temperatura controlada. Os participantes ndo consu-
miram cafeina, alcool nem alimentos; ndo fumaram;
e evitaram o uso de medicamentos vasoativos ou
diuréticos por >4 horas antes das avaliagdes. Entre os
procedimentos do estudo, estavam histdrico e exame
fisico; hemograma completo, BNP, hemoglobina Alc e
funcdo renal, hepatica e tireoidiana; razao albumina/
creatinina urinaria (amostra matinal); medicao
simultanea da pressao arterial (PA) braquial e da pan-
turrilha; velocidade da onda pulsada; ecocardiografia;
dilatacdo mediada por fluxo; pletismografia via exten-
sometro de oclusdo venosa; e bidpsia cutanea glitea
por pungdo. Os participantes que ndo estavam usando
anticoagulantes e que nao tinham histérico de doenga
arterial iliaca obstrutiva grave foram chamados para
participar de um subestudo opcional, o qual envolvia
uma excisdo cirurgica de grande porte de pele e tecido
adiposo subcutdaneo em torno do local da bi6épsia por
puncdo para a dissec¢do de artérias de resisténcia e
biologia molecular. Este estudo esta em conformidade
com a Declaragdo de Helsinque, e o protocolo foi apro-
vado pelo West of Scotland Research Ethics Committee

ABREVIATURAS
E ACRONIMOS

BNP = peptideo natriurético
Individuos com ICFEP estavel, identificados dotipoB

CS = controle saudavel
DP = derme profunda

EDS = epiderme e derme
superficial

IC =insuficiéncia cardiaca

ICFEP = insuficiéncia cardiaca
com fracdo de ejecdo preservada

K, = coeficiente de filtracdo
microvascular

PA = pressao arterial

P, = pressdo isovolumétrica
P, =pressdo venosa

PVC = pressdo venosa central

VEGF = fator de crescimento
endotelial vascular
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3 (ref. 17/WS/0091) e Greater Glasgow and Clyde NHS
Research and Development (ref. GN17CA152).

AMOSTRAS DE TECIDO. Todos os participantes (ex-
ceto um paciente, devido a anestesia ineficaz) foram
submetidos a uma bidpsia cutanea de pung¢do de 4 mm
em um quadrante superior externo do gliteo depois de
receberem anestesia topica com creme de lidocaina sem
Na* (LMX4, Ferndale Pharma Group, Ferndale, Michigan,
EUA), conforme descrito (20). Metade da amostra de
pele foi fixada em paraformaldeido 2% para histologia,
e a outra metade foi imediatamente congelada e arma-
zenada a -80 °C até a analise quimica.

Uma parte da pele das maiores bidpsias obtidas de
participantes elegiveis e que também consentiram com
o subestudo foi imediatamente congelada para biologia
molecular (7 pacientes com ICFEP e 10 individuos CS);
o tecido restante foi usado para dissecar pequenas
artérias de resisténcia para o teste funcional ex vivo de
relaxamento dependente e independente do endotélio
por eletromiografia.

ANALISE HISTOQUIMICA DA PELE. Conforme relatado
(20), as amostras de pele congeladas foram cortadas em
uma camada superficial [incluindo a epiderme e derme
superficial (EDS)] e uma camada de derme profunda (DP)
dentro de uma camara fria, para evitar a evaporagdo. O
conteudo de agua nos tecidos foi estimado como peso
umido (Pu) - peso seco (Ps), determinado apds a desse-
cagdo a 65 °C por >40 h até o peso estavel. A medigdo de
Na* e K* do tecido foi feita nas amostras secas digeridas
com HNO, por fotometria de chama (410C, Sherwood
Scientific, Cambridge, Reino Unido) e expressa como con-
teudo absoluto (mmol/gPs) ou concentragdo (mmol/L,
apos normalizagdo pela dgua do tecido).

IMAGEM MICROVASCULAR DA PELE. Segdes de pele
embebidas em parafina (5 pm de espessura), incluindo
tanto a epiderme quanto a derme, foram coradas com
anticorpo LYVE-1 (receptor de hialuronano endote-
lial de vaso linfatico 1) anti-humano (R&D Systems,
Minneapolis, Minnesota, EUA; 3 pg/mL, noturno, 4 °C;
isotipo correspondente de imunoglobulina G de cabra
como controle negativo) apds a recuperagdo noturna
do antigeno de baixa temperatura (Unitrieve; Innovex
Biosciences, Richmond, Califérnia, EUA) e o bloqueio de
sinalinespecifico. Foram usados o anticorpo secundario
conjugado Alexa Fluor 488 (2 pg/mL; Invitrogen, Carl-
sbad, Califérnia, EUA) e a lectina de aglutinina I de Ulex
europaeus (10 pg/mL; Vector Laboratories, Burlingame,
Califérnia, EUA) para corar, respectivamente, vasos
linfaticos LYVE-1* e células endoteliais sanguineas.
Foram adquiridas imagens lado a lado de toda a linha
epidérmica e da derme subpapilar com aumento de 20
vezes. A andlise cegada e automatizada de imagem para
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quantificagdo de microvasos na area dérmica de 600 um
a partir da jung¢io epiderme-derme e que abrangia
toda a extensdo da bidpsia foi realizada com o Image],
versdo 1.52q (National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, EUA), a partir de critérios predefinidos de
limiar homogéneo e da fung¢do “analisar particulas”
(Figura Suplementar 1).

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DA PELE. O RNA foi
extraido de biopsias cirdrgicas gluteas. Apds a pré-am-
plificagdo (tecnologia TagMan PreAmp, Applied Biosys-
tems, Foster City, Califérnia, EUA) do DNA complementar
alvo, foi usado um Custom TagMan Array Card (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) para
realizar a expressdo génica quantitativa de marcadores
ou fatores de crescimento e transcricao especificos para
vasos sanguineos ou linfaticos. Os niveis de expressdo
génica foram comparados e apresentados como valores
ACt, com f3-actina como gene de referéncia.

PLETISMOGRAFIA E DINAMICA DE FLUIDOS MI-
CROVASCULARES. A pletismografia de extensémetro
(EC6, Hokanson, Carmel, Indiana, EUA), que media as
alteracdes do volume do membro como mL/100 mL de
tecido, foi usada para avaliar os seguintes aspectos do
antebraco e da panturrilha: fluxo sanguineo arterial,
pressdo venosa periférica (P,) [como substituta da
pressao venosa central (PVC)] e extravasamento
liquido de fluido em direcdo ao intersticio no aumento
das pressdes de oclusdo venosa, conforme descrito
anteriormente (21-25).

Em suma, os extensémetros foram posicionados no
antebraco ndo dominante e na panturrilha ipsilateral
e mantidos na altura do atrio direito. Foram colocados
manguitos inflaveis para oclusdo venosa proximos
aos extensometros. A P, foi determinada por meio do
aumento gradual da pressdo de oclusdo, mantida até
que fosse detectada qualquer alteragdo de volume do
membro. O fluxo sanguineo arterial foi determinado
a partir da taxa de mudanga no volume do membro
apds ciclos consecutivos de oclusdo venosa subita
para 45 mmHg (E20 Rapid Cuff Inflator, D.E. Hokanson
Inc., Bellevue, Washington, EUA), conforme descrito
anteriormente (22). A resisténcia arterial ao fluxo foi
calculada como: (PA média - P )/fluxo sanguineo (24).

Para avaliar os parametros de filtragdo microvas-
cular, usamos etapas de pressao de oclusdo de 8 mmHg
cumulativas, cada uma com duragdo de 3,5 min e
comegando no primeiro multiplo que excedeu a P, até
um maximo de 56 mmHg ou menos se a PA diastélica
fosse menor. A pressdo aplicada ao manguito e transmi-
tida as veias induz sua distensdo e seu preenchimento,
com uma fase inicial curvilinea e um platé posterior
(Figura Suplementar 2A). No entanto, acima de uma
certa pressdo de equilibrio até a qual qualquer filtro
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de fluido através da interface microvascular estd sendo
removido a uma taxa equivalente pela drenagem linfa-
tica, ocorre o acumulo de fluido intersticial, que resulta
em um aumento linear no volume do membro (Figura
Suplementar 2B). Esse limite de pressdo é chamado
de pressdo isovolumétrica (P). O curso de tempo (ou
seja, inclinagdo) desse acimulo de fluido intersticial foi
calculado como a primeira derivada média do tragado
pletismografico de cada etapa de pressdo hidrostatica
capilar (= pressdo aplicada ao manguito), em porg¢des
desprovidas de artefatos de movimento e excluindo-se a
fase de enchimento venoso (LabChart, ADInstruments,
Sydney, Australia); essas inclinagdes sio proporcionais
a pressdo hidrostatica por um coeficiente chamado
coeficiente de filtragdo microvascular (K ) (uL x 100 mL
de tecido™ x min™ x mmHg™) (Figura Suplementar 2C)
(21). O coeficiente de filtragdo, bem como a pressdo
quando o extravasamento e a drenagem linfatica se
equilibram e o aumento liquido no volume do tecido é
nulo (ou seja, a interceptagdo da associagdo linear com
o eixo x; P ), foram determinados para cada membro e
cada participante, com alocagdo cegada de grupo, por
regressdo de minimos quadrados (Prism, versdo 8;
GraphPad Software, San Diego, Califérnia, EUA). Foram
excluidos da andlise membros com <3 pontos livres
de artefatos de movimento para ajuste de regressdo
(21,26) ou com critérios de exclusdo especificos para
membros predefinidos.

ANALISE ESTATISTICA. O recrutamento foi interrom-
pido apds 16 dos 20 individuos inicialmente previstos
por grupo, quando a analise interina demonstrou futili-
dade em relagdo a hipotese primdria de um K, mais alto
em pacientes com ICFEP em comparacdo a individuos
CS. Todas as andlises estatisticas foram realizadas
usando Prism e SPSS versdo 25 (IBM Corporation,
Armonk, Nova lorque, EUA). As variaveis categoricas
foram comparadas usando o teste do qui-quadrado.
As variaveis continuas foram testadas quanto a nor-
malidade de distribui¢do usando plotagem grafica e
teste de Kolmogorov-Smirnov. Foram usados testes
paramétricos ou ndo paramétricos nao pareados e nao
ajustados para a comparacido de desfechos primarios
(microvasculares) e secunddrios entre os grupos. Foi
usado o ajuste de minimos quadrados para as regres-
soes linear e ndo linear. O nivel a foi estabelecido em
0,05, e todos os testes estatisticos foram bicaudais.

Ha uma descrigdo detalhada dos métodos de estudo
disponivel no Apéndice Suplementar.

RESULTADOS

CARACTERISTICAS DOS PARTICIPANTES E FUNCAO
VASCULAR. As caracteristicas clinicas dos dois grupos
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TABELA 1 Caracteristicas do individuo
Pacientes com ICFEP
Individuos CS (n = 16) (n=16) Valor de p

Feminino 11 (69) 10 (63) 0,710
Idade, anos 685 72+6 0,060
IMC, kg/m? 251+29 339+4,4 <0,001
Sobrepeso/obeso 8 (50)/1(6) 4 (25)/12 (75) <0,001
ASC, m? 1,78 +0,21 2,00+0,28 0,021
PAS, mmHg 13014 146 + 21 0,017
PAD, mmHg 738 7114 0,659
FC, batidas/min 60+7 65 +16 0,256
indice do volume atrial esquerdo, mL/m? 233+6,1 46,8+12,8 <0,001
indice da massa ventricular esquerda, g/m? 84,3179 127,8 + 26,6 <0,001
Fragao de ejecdo do ventriculo esquerdo, % 63,2+3,5 60,8+6,7 0,222
E/e' 8016 10,8 +£2,9 0,001
Comorbidade

Hipertensao - 15 (94) <0,001

Doenga arterial coronariana - 3(20) 0,060

Fibrilacdo atrial — 11 (69) <0,001

Diabetes melito - 7 (44) 0,003

Doenga renal cronica — 7 (44) 0,003
Tabagismo (atual/prévio) 0(0)/2(13) 3(19)/7 (44) 0,01
Medicamento

Inibidores da ECA/BRA = 14 (88) <0,001

BB = 14 (88) <0,001

BCC = 3(19) 0,069

Diurético (alca/tiazida) - 15 (94)/1 (6) <0,001

ARM = 1(6) 0,310

Nitratos de longa acao - 2(13) 0,144

Estatina - 8 (50) 0,001

Digoxina - 5@31) 0,015

Aspirina = 4 (25) 0,033

Anticoagulagdo - 7 (44) 0,003
Na* 140 (139-142) 140 (136-142) 0,361
K* 4,5 (4,2-4,7) 4,2 (4,0-4,7) 0,224
Ureia, mmol/L 5,5 (4,7-6,0) 6,4 (5,9-9,8) 0,007
Creatinina, pmol/L 71(59-84) 79 (67-90) 0,138
TGFe (CKD-EPI), mL/min/1,73 m? 81,7 £11,0 70,9 17,0 0,042
RAC urinario, mg/gCr 4,8 (3,2-6,1) 33,9 (10,7-87,4) 0,001
Hemoglobina, g/L 145+ 8,8 13317 0,022
Hematdcrito, % 441 +25 40,5+4,7 0,013
Albumina, g/L 39331 378+27 0,155
PNC, pg/mL 24 (16-32) 170 (93-320) <0,001

Os valores sdo expressos como n (%), média + desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartil). A
doenga renal crénica foi definida como TGFe <60 mL/min/1,73 m2.

ARM = antagonista do receptor de mineralocorticoide; ASC = drea de superficie corporal (Mosteller);
BB = betabloqueador; BCC = bloqueadores de canal de célcio; BNP = peptideo natriurético tipo B;
BRA = bloqueador dos receptores de angiotensina; CKD-EPI = Chronic Kidney Disease Epidemiology
Collaboration (Colaboragdo de Epidemiologia de Doenga Renal Crénica); CS = controle saudavel;
ECA = enzima conversora de angiotensina; E/e' = média da razdo de velocidade septal e lateral;
FC = frequéncia cardiaca; ICFEP = insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo preservada; IMC = indice de
massa corporal; PAD = pressdo arterial diastdlica; PAS = pressao arterial sistolica; RAC = razdo albumina/
creatinina; TGFe = taxa de filtracdo glomerular estimada.

de estudo sdo apresentadas na Tabela 1. Pacientes com
ICFEP e individuos CS apresentaram dados semelhantes
quanto a distribuicdo por idade e sexo. Pacientes com
ICFEP apresentaram caracteristicas tipicas, com alta
prevaléncia de hipertensdo, obesidade, fibrilagdo atrial
paroxistica ou permanente, hipertrofia ventricular
esquerda e sinais de remodelagdo atrial ou disfungdo
diastélica (Tabela Suplementar 1), diabetes e doenga
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FIGURA 1 Anadlise quimicada pele
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FIGURA 2 Anatomiamicrovascular da pele e expressao génica
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Anatomia microvascular da pele avaliada como densidade (niimero de vasos/mm? de tecido), area transversal média dos vasos (tamanho médio; pm?) e area total de cora* (expressa como
porcentagem da area dérmica) dos vasos identificados na secdo. (A) Os vasos sanguineos (VSs) apresentaram uma reducdo em nimero e drea total*; (B) os vasos linfaticos (VLs) foram reduzidos
em niimero, mas, em média, apresentaram tamanho maior em pacientes com ICFEP em comparagdo a individuos com CS. (C) SecGes representativas, mostrando vasos sanguineos [lectina*
(vermelho)] e vasos linfaticos [LYVE-1 (receptor de hialuronano endotelial de vaso linfatico 1) (verde)]; as pontas de seta indicaram pequenos vasos linfaticos terminais, reduzidos em ICFEP em
comparacdo a individuos CS, e os vasos maiores pareciam nao afetados. Barra de escala na parte inferior direita = 200 um. (D) Expressdes génicas, apresentadas como ACt (quanto maior o valor,
menor a expressdo génica; B-actina como gene de referéncia); as barras coloridas no topo indicam sangue (vermelho), linfatico (verde) ou especificidade vascular mista; x = exclusdo detectada
automaticamente (ROUT = 1%) (GraphPad Prism). Todos os dados sdo apresentados como média + desvio padrao; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001. PROX-1 = proteina prospero homeobox 1;
VEGF = fator de crescimento endotelial vascular; VEGFR = receptor do fator de crescimento endotelial vascular; outras abreviaturas conforme a Figura 1.
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TABELA 2 Dinamicamicrovascular

Individuos CS (n = 16) Pacientes com ICFEP (n =16) Valor de p
Antebrago
Pressdo arterial média, mmHg 92+7 94 +12 0,529
Fluxo sanguineo, mL x 100 mL de tecido™ x min™ 1,9+0,8 19+0,9 0,992
Resisténcia periférica arterial, mmHg/mL x 100 mL de tecido™ x min” 50,1+14,5 56,3 +29,5 0,459
Pressdo venosa, mmHg 5(4-6) 8 (7-10) <0,001
Coeficiente de filtragdo (K,), uL x 100 mL de tecido™ x min” x mmHg" 5,66 (4,69-8,38) 5,16 (3,86-5,43) 0,234
Pressdo isovolumétrica, mmHg 255 174 <0,001
Panturrilha
Pressdo arterial média, mmHg 94+8 96 +14 0,555
Fluxo sanguineo, mL x 100 mL de tecido™ x min" 33+16 3614 0,573
Resisténcia periférica arterial, mmHg/mL x 100 mL de tecido™ x min” 331+154 29,3+11,8 0,459
Pressdo venosa, mmHg 5 (4-5) 7 (7-9) <0,001
Coeficiente de filtragdo (K,) uL x 100 mL de tecido” x min" x mmHg" 4,66 (3,70-6,15) 3,30(2,33-3,88) 0,008
Pressdo isovolumétrica, mmHg 22+4 16+4 0,003

Abreviaturas conforme a Tabela 1.

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo ou mediana (intervalo interquartil).

renal cronica. Em comparagdo aos individuos CS, eles
apresentaram BNP, albuminuria e ureia plasmatica mais
altos e taxa de filtracdo glomerular estimada (TGFe)
e hematécrito mais baixos, mas albumina plasmatica
semelhante.

A avaliagdo classica da fun¢do vascular periférica
também revelou maior velocidade da onda pulsada
carotideo-femoral, como uma medida da rigidez das
grandes artérias, e menor dilatacdo mediada pelo fluxo
braquial, que foi acompanhada por menor hiperemia
reativa pds-isquémica (Tabela Suplementar 2, Figura
Suplementar 3). De modo consistente, a vasodilatagdo
ex vivo das artérias de resisténcia subcutaneas foi
reduzida em pacientes com ICFEP em comparagio a
individuos CS (Figura Suplementar 4).

SAL DA PELE. A analise quimica das bi6psias da pele
glitearevelouqueocontetidode agua[% pesotumido (mg/
mg peso seco) (ndo demonstrado)], a concentragdo de Na*
(mmol/L de 4gua) e o contetido total de Na* (mmol/gPu)
na EDS foram semelhantes entre pacientes com ICFEP e
individuos CS (Figura 1A). Na DP, o contetido de agua e
Na* foi menor em pacientes com ICFEP do que individuos
CS (Figura 1B), de acordo com a distribui¢do do indice
de massa corporal e gordura dérmica (Figura 1C, Figura
Suplementar 5), o que limita o volume de distribuicdo de
agua e de eletrdlitos no tecido, deixando sua represen-
tacdo relativa geral inalterada. As concentragdes de Na* e
(Na*+K*) da DP (ou seja, apés anormalizagdo do contetido
para dgua) foram semelhantes entre os grupos, como na
EDS. A concentragdo de Na* + K* caiu consistentemente
dentro de uma faixa fisiolégica (140 a 155 mmol/L) (20)
em ambas as camadas. De modo semelhante, a inclinagdo
dalinha de regressdo para agua da pele e contetido de Na*
ndo diferiu por grupo (p = 0,810) (Figura 1D) ou camada
de tecido (EDS vs. DP, p = 0,922) (ndo demonstrado). Em

suma, ndo detectamos nenhum actimulo de Na* hiperto-
nico e independente de dgua na pele de pacientes com
ICFEP.

RAREFAGAO DO SANGUE DA PELE E DOS Mi-
CROVASOS LINFATICOS E EXPRESSAO GENICA
DIFERENCIAL. Microvasos sanguineos. Pacientes com
ICFEP apresentaram rarefacdo dérmica de microvasos
sanguineos em comparagdo a individuos CS (p = 0,003)
(Figuras 2A e 2C), independentemente da idade (cor-
relagdo de Spearman com nimero de vasos: r = -0,141,
p = 0,449). Nenhuma diferenca significativa foi obser-
vada no tamanho dos vasos da pele ou na expressdo
génica do fator de crescimento endotelial vascular A
(VEGF-A) e VEGF-B e seus receptores especificos para
vasos sanguineos [receptor 1 de VEGF (VEGFR1) e
VEGFR2]; e a expressdo da caderina endotelial vascular,
presente tanto nos vasos sanguineos quanto nos vasos
linfaticos, também ndo foi diferente (Figura 2D).

Microvasos linfaticos. Os vasos linfaticos foram redu-
zidos em numero de modo semelhante (p = 0,012), mas
foram maiores (p = 0,007) em pacientes com ICFEP em
comparacgdo a individuos CS (Figuras 2B e 2C). Nem o
niimero nem o tamanho vascular médio apresentaram
associagOes significativas com a idade (r = -0,009,
p=0963;er=0,307 p = 0,099, respectivamente). Em
pacientes com ICFEP, a PROX-1 cutanea [protefna 1
prospero homeobox, um fator de transcri¢do especifico
de células endoteliais linfaticas (LEC) que impulsiona
o desenvolvimento e manutenc¢ido dindmica de vasos
e valvulas linfaticos] (27,28) e LYVE-1 (um marcador
de células endoteliais linfaticas expressas a partir da
maioria dos vasos iniciais), mas ndo a podoplanina
(uma glicoproteina geralmente expressa no endotélio
dos vasos linfaticos acima de um certo didmetro) (29),
foram reduzidos em comparag¢do a individuos CS. O
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FIGURA 3 Dinamica de fluido microvascular
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Actimulo liquido de fluido intersticial sob diferentes pressdes hidraulicas, em que os manguitos foram inflados para contraposicdo a drenagem venosa no antebrago
(esquerdo) e na panturrilha (direita). Cada linha de regressao corresponde a um participante. A inclinacdo das linhas é o coeficiente microvascular de filtragdo
(consultar Tabela 2). As linhas vermelhas (ICFEP) cruzam o eixo x sob pressdes mais baixas em comparagdo as linhas azuis (individuos CS; ampliagdo da escala abaixo):
a intersecdo indica o limite acima do qual o actimulo de fluido intersticial comega a se desenvolver [pressdo isovolumétrica (P)]. Dados apresentados como média +

= pressao aplicada ao manguito; outras abreviaturas conforme a Figura 1.

VEGF-C apresentou tendéncia semelhante (p = 0,06),
mas a expressdo de seu receptor linfatico especifico
VEGFR3 (receptor 3 do VEGFR) nédo diferiu entre os
grupos (Figura 2D). Em geral, foram detectadas altera-
¢oOes linfaticas cutaneas estruturais e moleculares em
pacientes com ICFEP.

DINAMICA DO FLUIDO MICROVASCULAR: MICRO-
FILTRACAO E DEPURAGCAO LINFATICA. Pacientes
com ICFEP apresentaram PA média do antebraco e
panturrilha, fluxo sanguineo do membro em repouso
(normalizado para mililitros de tecido) e resisténcia
arterial semelhante a individuos CS; na variancia, a
P, de repouso dos pacientes foi maior, embora ndo
com valores sugestivos de descompensacdo evidente
(Tabela 2).

Por causa dos artefatos de movimento, trés tragados
de antebraco (um paciente com ICFEP, dois individuos
CS) e quatro tracados de panturrilha (trés pacientes
com ICFEP, um individuo CS) foram excluidos da anéalise
de microfiltracdo; um tracado de panturrilha adicional
de um paciente com ICFEP foi excluido de acordo com
os critérios de exclusdo especificos do procedimento
(insuficiéncia venosa bilateral evidente). O extravasa-
mento de fluido capilar liquido em dire¢ado ao intersticio
(mL x 100 mL de tecido™ x min™), induzido com P,
progressivamente mais alta por inflagdes escalonadas

de manguitos proximais, ndo foi maior em pacientes
com ICFEP em comparagdo a individuos CS como foi
inicialmente previsto. Na verdade, a inclinagdo da linha
de regressdo entre o acimulo de fluido intersticial e
a pressdo do manguito foi menor em pacientes com
ICFEP em comparagdo a individuos CS na panturrilha
[K;: 3,30 (IQR: 2,33 a 3,88)] pL x 100 mL de tecido™ x
min? x mmHg™! vs. 4,66 (IQR: 3,70 a 6,15] pL x 100 mL
de tecido™ x min™ x mmHg™; p = 0,010]; uma tendéncia
ndo significativa semelhante foi observada no ante-
brago [5,16 (IQR: 3,86 a 5,43)] pL x 100 mL de tecido™ x
min® x mmHg™ vs. 5,66 (IQR: 4,69 a 8,38) puL x 100 mL
de tecido™? x min™ x mmHg™?] (Tabela 2, Figura 3). No
entanto, os pacientes com ICFEP também apresentaram
uma reducdo da P, (panturrilha: 16 + 4 mmHg vs. 22 +
4 mmHg; p = 0,003; antebrago: 17 + 4 mmHg vs. 25 *
5 mmHg; p < 0,001): em nosso cendrio experimental in
vivo, o que reflete a pressdo criticaaté a qual adrenagem
linfatica pode compensar totalmente o extravasamento
continuo do fluido mesmo em P, baixa, e ndo ocorre
nenhum acimulo liquido de fluido intersticial (ou seja, a
interceptacgdo das linhas com o eixo x) (Figura 3).

Em suma, a depuragdo do fluido intersticial falha
precocemente em atender as demandas impostas pelo
extravasamento capilar induzido pela pressdo hidrau-
lica (venosa) em ICFEP.
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DISCUSSAO

Pela primeiravez na compreensdo da ICFEP, nosso es-
tudo HAPPIFY estendeu o conceito de disfun¢do micro-
vascular ao sistema linfatico. Apesar da auséncia de ex-
cesso de Na* hipertonico tecidual para facilitar o edema,
mostramos que os vasos linfaticos de pacientes com
ICFEP apresentam alteragdes estruturais e moleculares
na pele e ndo conseguem fazer a compensacdo eficaz do
extravasamento de fluido e o acimulo intersticial por
drenagem comensurada. Juntamente com a evidéncia
direta ex vivo de artérias de resisténcia subcutaneas pe-
quenas disfuncionais primarias e a rarefagdo dos vasos
sanguineos da pele, como ja descrito no miocardio (9) e
no musculo esquelético (11,13), esse comprometimento
vascular funcional e estrutural corrobora ainda mais a
natureza sistémica da sindrome de ICFEP (13).

RAREFACAO DE MICROVASOS. O comprometimento
da vasodilatagcdo é uma caracteristica estabelecida de
pacientes com ICFEP e contribui para a incapacidade de
fazer exercicios (4). Em nosso estudo, isso foi confirmado
ndo apenas por abordagens indiretas classicas, como
dilatagdo mediada por fluxo braquial e hiperemia reativa
pos-isquémica, como também pela primeira analise ex
vivo do relaxamento dependente do endotélio vascular
(via acetilcolina) e independente do endotélio (via s6dio
nitroprussiato) das artérias de resisténcia sistémicas (Fi-
guras Suplementares 3 e 4). Na analise in vivo, no entanto,
qualquer resposta de fluxo hiperémico é criticamente
afetada também pelo nimero de efetores finais (ou seja,
vasos), como demonstrado pela ruptura experimental da
microvasculaturacoronariaem porcos (30). Em pacientes
com ICFEP, a densidade microvascular coronariana redu-
zida encontradanas amostras de autépsia (9) pode causar
heterogeneidade patoldgica e incompatibilidade no
suprimento e na demanda sanguinea (31), prejudicando,
assim, a extragdo e o desempenho de 0, do miocérdio. Da
mesma forma, a capacidade de exercicio com ICFEP fica
ainda mais reduzida pela baixa extracdo periférica de O,
e pela densidade capilar do musculo esquelético (10-12).
Nesse ponto, por um lado, mostramos que a rarefagao dos
microvasos sanguineos na ICFEP ocorre também na pele,
que é, de longe, o maior 6rgdo humano e fundamental na
regulacdo da hemodinamica corporal. Por outro lado,
e em discordancia com os paradigmas amplamente
“arteriocéntricos” mencionados anteriormente, nossos
achadoslevam a umareconsideragdo da fungdo da micro-
vasculatura como um todo, para incluir outras fungoes
além da homeostase da resisténcia vascular e outras
estruturas além das artérias na patogénese da ICFEP.

INTERSTICIO, MICROVASCULATURA E CONGESTAO
EM ICFEP. A congestdo (ou seja, edema) é central para a
sindrome de IC (5), mas, até onde sabemos, este estudo

JACC Vol. 76, No. 24, 2020
15 de dezembro de 2020: 2817-29

é o primeiro ainvestigar ahomeostase do fluido capilar-
intersticio fino em ICFEP.

Na ultima década, o excesso de Na* foi relatado
na pele e no musculo esquelético de pacientes idosos
hipertensos (16), pacientes diabéticos (17) e pacientes
com doenga renal cronica (18). Esse fenomeno foi ori-
ginalmente descrito em roedores como independente
de agua (14) e capaz de estimular uma via de sinali-
zagdo linfangiogénica para aumentar a drenagem do
préoprio Na* de tecido (15). Embora estivesse faltando
uma demonstracdo direta em ICFEP, todas essas sdo
comorbidades tipicas de pacientes que apresentam a
sindrome, e levantamos a hipé6tese de que o acimulo de
Na* hipertdnico poderia arrastar o excesso de liquido
para fora dos vasos, favorecendo o edema. Embora a
concentracdo de Na* na pele de pacientes com ICFEP
fosse alta quando comparada a uma coorte relatada
anteriormente de individuos jovens e saudaveis (20)
(dados nas Tabelas Suplementares 3 e 4 parareferéncia),
ela também foi acompanhada por maior teor de dgua e
ndo foi diferente de individuos controle com distri-
buicdo de idade semelhante, provavelmente refletindo
a falta de descompensacgdo evidente de IC e edema em
um local ndo dependente em nossa coorte de pacientes
com ICFEP estavel. O excesso de Na* e de conteddo de
agua na pele de nossos participantes em comparagdo a
jovens saudaveis é uma reminiscéncia da retengdo iso-
tonica de Na* dependente da idade, observada também
em pacientes hipertensos sem complicagdes, refletindo
a expansdo do volume extracelular do tecido (20); como
nessa coorte, a concentragdo idéntica (Na* + K*) entre
os grupos de estudo exclui qualquer excesso de Na* hi-
pertdnico. Consequentemente, e ao contrario de nossas
expectativas iniciais, a taxa de actimulo de fluido nos
tecidos induzida pelo aumento das pressdes hidraulicas
(ou seja, K) ndo foi maior em pacientes com ICFEP em
comparacdo a individuos CS. Em consonancia com a de-
pendéncia de K, da superficie vascular disponivel para a
troca de fluidos e com a rarefagdo dos vasos sanguineos
observada na ICFEP, essa taxa foi, na verdade, menor.
E possivel que o fluxo sanguineo em ICFEP, que foi
semelhante aos individuos CS quando normalizado pelo
volume do membro, tenha sido parcialmente desviado
datrocade capilares paraaderivacgdo funcional (31); em
outras condi¢des caracterizadas por aumento no fluxo
sanguineo local (por exemplo, sindrome de taquicardia
postural), o K, estava elevado (24).

Diferentemente das preparagdes ex vivo, nossa
abordagem pletismografica in vivo foi responsavel ndo
apenas pelo extravasamento de fluido capilar regulado
pelo equilibrio de Starling-Landis, como também pela
drenagem de fluido simultanea para fora do tecido. Na
verdade, medi¢des diretas contemporaneas das forgas
intersticiais hidraulicas e oncdticas revelaram que, sob
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ILUSTRACAO CENTRAL Dinamica de fluido microvascular e reserva linfatica reduzida em ICFEP
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Em individuos saudaveis, a filtragao de fluido para fora do leito capilar da vasculatura sanguinea (VS) é equilibrada uniformemente pela drenagem de fluido proporcional pela vasculatura linfatica
(VL); como resultado, a quantidade fisioldgica de fluido intersticial é preservada homeostaticamente. Na insuficiéncia cardiaca com fragdo de ejegdo preservada (ICFEP), o extravasamento

liquido de fluido tende a ser menor por causa da superficie vascular reduzida disponivel para a troca de fluido (ou seja, rarefacdo capilar) e o possivel desvio do fluxo sanguineo para derivagdes
arteriovenosas; entretanto, a drenagem pelo sistema linfatico comprometido ndo é capaz de atender as demandas e facilita o aciimulo de fluido intersticial em pressdes venosas mais baixas. Os
defeitos anatdmicos e funcionais (verde claro) poderiam explicar a reducdo da reserva linfatica.

a maioria das condi¢des, ndo ha reabsor¢io sustentada parecem ter reduzido a “reserva linfatica” (Ilustragdo
de fluido intersticial na extremidade venosa dos leitos  Central).

capilares; que o fluxo transvascular é geralmente uni- " o . .
. . ; . i . O SISTEMA LINFATICO. Os vasos linfaticos sdo organi-
direcional (do limen capilar ao intersticio); e que essa L. . . .
, L, . e zadosemumasérie de unidades funcionais coordenadas,

drenagem, até 8 L/dia, é fornecida pelos linfaticos (32). ] ) A
. 5 L cada uma chamada linfangion, separadas por valvulas
Partindo do pressuposto de que a pressdo osmoéticada | o . ) . O
X . intraluminais unilaterais e capazes derealizar atividade
albumina (oIl) foi semelhante entre os grupos de estudo . o )
N . de bombeamento espontaneo. Sua fisiologia apresenta
baseados em concentragdes plasmaticas semelhantes, N i
B o, . i semelhang¢as marcantes com a fungdo cardiaca (como
a pressao hidraulica de equilibrio acima da qual o ex- . 7 » .
L . um ciclo sistole-diastole e uma contratilidade modulada

travasamento liquido de fluidos comeca a transbordar | i . |

. .. . , . . por pré- e pds-carga), proporcionando uma notavel plas-
o intersticio (ou seja, gerar edema) é determinada prin- o .
. . ticidade em resposta ao aumento das necessidades (33).
cipalmente pela drenagem linfatica. Nossos resultados . . . .
- . X A complexidade da maquinaria contratil, fun¢do valvar
mostraram que essa pressao (P ) foi menor em pacientes N .
- o . e coordenacgdo eletromecéanica sugere que o comprome-
com ICFEP em comparagao a individuos CS em relagao . . N N .
. . . timento funcional, e ndo somente a separagdo anatdmica
a bracos e pernas. Uma P, mais baixa e uma PVC mais . . . o o
, } : tradicionalmente implicada na maioria dos distirbios
alta (como ¢é possivel estimar pelos valores da P, na =~ o | o
. . X linfaticos secundarios, também pode contribuir para
Tabela 2) deixam os pacientes com ICFEP com uma faixa o
~ . . . a doen¢a sempre que um desequilibrio se desenvolver
de pressdes muito mais baixa que pode ser compensada . - . .
o entre a filtragdo microvascular e a drenagem linfatica.
por seus vasos linfaticos. Em outras palavras, elas . . B o
Na verdade, foi sugerido que todo “edema cronico
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poderia ser considerado sinénimo de linfedema” (34),
previsto como uma insuficiéncia linfatica relativa ou
uma reserva inadequada. Nossos resultados funcionais
corroboram essa conteng¢do em ICFEP.

As alteragdes morfolégicas observadas nos linfaticos
da pele, com rarefacdo de capilares terminais e vasos
residuais maiores, bem como a redugdo da expressdo
génica de fatores importantes para a linfangiogénese
e a manutencdo da integridade valvar e vascular
(27,28), oferecem apenas pistas preliminares sobre o
que sustenta o defeito funcional observado em ICFEP.
Em particular, ndo conseguimos identificar de maneira
conclusiva a causa e o efeito. Com base em nossos
resultados, podemos apenas especular se um defeito
constitutivo ou uma reserva funcional limitada do
sistema linfatico é um fator predisponente primario de
uma sindrome clinica evidente quando ocorrem insultos
adicionais (ou seja, inflamagdo cronica impulsionada
por comorbidade ou PVC elevada) ou, vice-versa, um
resultado de seus efeitos prejudiciais potencialmente
aditivos de longo prazo (35,36). Este ultimo (ou seja,
uma consequéncia de comorbidades e de lesdo de
6rgdo-alvo com disfungdo diastolica) estaria de acordo
com as alteracdes morfologicas e a capacidade maxima
de bombeamento linfatico prejudicada relatada em pa-
cientes com circulacdo de Fontan, nos quais o aumento
cronico da PVC induziria a compensacgdo inicial do pds-
carga, mas falha em longo prazo (26). Por outro lado, um
defeito predisposto subjacente lembraria os casos com
linfedema secundario, nos quais alteragdes sistémicas
na drenagem linfatica precedem o inicio clinico do
linfedema e afetam também os membros contralaterais
(37,38). A detecgdo do comprometimento linfatico nos
membros superiores, em que nem mesmo tragos de
edema foram detectados nos grupos em comparacgado
as panturrilhas ou aos tornozelos de alguns de nossos
pacientes com ICFEP, sugere uma natureza sistémica
do fen6meno, embora o envolvimento de outros leitos
microvasculares especificos a 6rgdos ainda precise ser
investigado.

Independentemente de consideragdes sobre “o que
vem primeiro”, a capacidade reduzida do sistema linfa-
tico para prevenir ou minimizar o desenvolvimento de
edema pode marcar a distingdo clinica e prognéstica
entre pacientes com comorbidade sem complicagdes e
aqueles que se apresentam como ICFEP (3). Além disso,
ao direcionar o edema e suas implica¢des disfuncionais
e inflamatdrias, com a melhoria da funcgao linfatica, é
possivel: melhorar a qualidade de vida, o desempenho
muscular e a tolerancia ao exercicio; interromper ciclos
inflamatoérios viciosos; e reduzir a necessidade ou a dose
de tratamento diurético para manter a descongestao
sustentada. E importante observar que, embora roti-
neiramente impraticavel em sua abordagem cirurgica,
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a drenagem do ducto toracico externo com sucesso na
IC avancada ja se mostrou uma promessa terapéutica
como prova de conceito (39).

LIMITACOES DO ESTUDO. Além da ja mencionada falta
de demonstracdo de causalidade, o que justifica estudos
adicionais dedicados, outras limitagdes merecem ser
mencionadas. Individuos saudaveis foram escolhidos
como individuos controle, e ndo houve a comparacao
de ICFEP com pacientes com comorbidade compativel;
de modo semelhante, uma comparagio entre pacientes
com ICFEP com e sem obesidade (35) definiria melhor a
especificidade de nossos achados. E importante observar
que nenhuma das classes de medicamentos em uso no
estudo, incluindo bloqueadores dos canais de calcio (40),
foi relatada como tendo afetado adversamente a funcao
linfatica in vivo. Para nossas conclusdes, assumimos
pressdes osmaticas semelhantes de albumina (coll), que
sdo criticas para a pressao isovolumétrica ex vivo (32),
entre os grupos; como a medi¢do precisa do vazamento de
vasos sanguineos para albumina (ou seja, o) é incomoda
e inviavel em ambientes clinicos, a suposicao foi baseada
em concentragdes plasmaticas de albumina semelhantes.
Notavelmente, mesmo que o excesso de permeabilidade
dos vasos sanguineos em ICFEP fosse demonstrado, a
compensacdo relativa fornecida pelos linfaticos conti-
nuaria sendo inadequada. Por fim, avaliamos varios pa-
rametros fisiolégicos e ndo podemos excluir a presenca
de erro do tipo I; da mesma forma, nosso tamanho de
amostra evitou a subfenotipagem da coorte de ICFEP.

CONCLUSOES

Este estudo fornece a primeira descri¢do das altera-
¢oes morfoldgicas e funcionais na vasculatura linfatica
em ICFEP, resultando naredugdo da depuragdo do fluido
extravasado. Juntamente com a demonstragdo de uma
densidade microvascular do sangue reduzida na pele,
esses achados chamam ateng¢do para uma microcircu-
lacdo global e sistemicamente defeituosa. Essa defini¢do
se estende além da disfuncdo arterial tradicional e exige
uma melhor compreensdo do papel de artérias, veias,
vasos linfaticos e sua relagdo mitua com a homeostase
do fluido do tecido (e provavelmente inflamatéria) na
patogénese dessa doenca sindromica multifacetada.
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PERSPECTIVAS

COMPETENCIA EM CONHECIMENTO MEDICO:Em
pacientes com ICFEP, a disfun¢do microvascular
sistémica, incluindo a rarefagdo vascular, envolve
os vasos capilares e linfaticos, reduzindo a reserva
linfatica e desregulando a homeostase do fluido
intersticial vascular.

PANORAMA TRANSLACIONAL: Uma compreensao
melhor dos mecanismos estruturais e moleculares
responsaveis pela redugdo da reserva linféatica
pode facilitar o desenvolvimento de intervengdes
farmacolégicas que melhorem a drenagem do
fluido intersticial em pacientes com drenagem do
fluido de ICFEP.
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