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Resumo

As alternativas terapéuticas, atualmente oferecidas para o tratamento da
cardiopatia isquémica, concentram-se na abordagem das propriedades da
vasculatura coronariana e seus elementos circulatorios. Dentre essas, incluem-se
drogas que inibem o desenvolvimento da aterosclerose, estabilizam as lesdes pré-
existentes, drogas que reduzem a trombose intracoronaria, diminuem o consumo
de oxigénio pelo miocardio e intervengbes que restabelecem o fluxo coronariano.
No entanto, esse arsenal terapéutico se torna deficiente, em relagdo aos agentes
cardioprotetores diretos, que tém como alvo o metabolismo das células
miocardicas. Novas terapias tém sido propostas, para diminuir a repercussao
celular da isquemia, protegendo as células miocardica das consequéncias
prejudiciais do fendmeno da reperfusdo, ou lesdo de reperfusdo, desencadeada
principalmente pela ativagcao da glicoproteina trocadora de Na+/H+ (NHE). Essa
glicoproteina tem como principal fungdo manter a estabilidade do pH das células
miocardicas durante a isquemia, podendo de forma paradoxal precipitar necrose
celular durante a reperfusdo, através do acumulo de calcio intracelular. Dos
agentes cardioprotetores com capacidade de inibir a NHE, a amilorida foi a
primeira droga que mostrou essa propriedade. Recentemente, outras mais
potentes surgiram, como cariporide, eniporide e zoniporide, atualmente sendo
avaliadas através de ensaios clinicos.

Nesta revisdo, analisaremos 0s mecanismos envolvidos na lesdo de

reperfusdo a nivel celular e a participacdo da inibicio NHE na protegao



miocardica. Também, revisaremos o0s principais estudos clinicos envolvendo os

inibidores da NHE-1 e sua aplicabilidade potencial.

Unitermos Inibicdo Na+H+ e Isquemia, Lesdo de Reperfusdo, Protecao

Miocardica na Reperfusao.



Introducéao

A isquemia miocardica € decorrente da privagdo de oxigénio a nivel celular,
acompanhada por uma remocado inadequada dos metabdlitos conseqliente a
reducédo da perfusdo. Durante a isquemia ocorre um desequilibrio entre oferta e
demanda de oxigénio, sendo variadas as suas manifestacées clinicas.’

As repercussdes que ocorrem a nivel celular permitem caracterizar
variados e complexos mecanismos de respostas, originando fendmenos
conhecidos como atordoamento (stunning), hibernagédo e precondicionamento
isquémico.

Miocardio atordoado foi primeiramente descrito por Hendricks em 1975,
para caracterizar uma forma prolongada de disfungdo mecéanica do miocardio, que
ocorre apos o alivio de um episddio de isquemia. Essa disfuncao persiste apesar
da auséncia de dano celular irreversivel e do retorno da perfusao tissular normal
ou proxima do normal.?

O termo miocardio hibernado, foi descrito por Rahimtoola em 1982, uma
forma prolongada de disfun¢do contratil do miocardio, associada ao baixo fluxo
coronariano. Embora controvérsia ainda exista, se o fluxo € primariamente lento
Ou se as reservas coronarianas estdo reduzidas como resultado de repetitivos
periodos de “atordoamento”. Com o restabelecimento do fluxo coronariano, ocorre
uma melhora rapida da fung¢ao contratil ventricular, tendo-se a hipétese de que o
miocardio se adapta a reduzida perfusdo e a isquemia crbnica, diminuindo a
contratilidade, economizando sua demanda energética e preservando a viabilidade

celular.®*
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O pré-condicionamento isquémico, descrito por Murry em 1986, vincula a
um mecanismo cardioprotetor, onde o coragdo, quando exposto a curtos e
controlados episddios de isquemia-reperfusdo subletal, de alguma forma se
protege atenuando dano celular causado por prolongados e repetitivos episddios
de isquemia.>®

Em 1985, Landunski descreveu a hipotese da participacdo NHE nos
mecanismos que contribuem para o dano miocardico e sua disfungdo durante
condigdes de isquemia e reperfusdo despertando a seguir grande interesse
cientifico.”

Em 1988, Karmazyn descreveu a primeira evidéncia farmacoldgica do papel
da inibicdo da NHE na protegdo miocardica.® Desde entao, grande esforgo se
concentra, na tentativa de entender os mecanismos responsaveis por esses
fendbmenos adaptativos. Melhor dominio desse campo contribuira para o
desenvolvimento de novos avancos terapéuticos, quando usados em combinagao
com a reperfusao, determinando maior salvamento e recuperacao funcional do
miocardico isquémico. Inicialmente, o interesse foi focado no papel das trocas
metabdlicas, respostas inflamatérias, estresse oxidativo e perturbacgées idnicas.’
Recentemente atengdo voltou-se a poderosa resposta adaptativa do miocardio
quando ocasionada por isquemia e pré-condicionamento farmacologico. Apesar de
todo esforco das investigagcbes, até o momento nenhuma terapia tem sido
proposta clinicamente como fator de cardioprotecdo do fendémeno

isquemia/reperfusdo miocardica.
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Fisiologia da NHE

Os componentes conhecidos como NHE, séo glicoproteinas localizadas nas
membranas celulares e nas mitocondrias, funcionam através de um sistema
eletro-neutro de co-transporte, cuja propriedade € manter a regulagdo do pH
intracelular. A NHE exerce um papel principal na regulagdo do pH intracelular,
removendo protons intracelulares, no processo de isquemia e também durante
condi¢cdes basais.'® Até o momento foram identificados sete diferentes subtipos,
produtos de genes distintos. NHE-1 a NHE-5 correspondem as proteinas
localizadas nas membranas plasmaticas das células dos mamiferos, distribuidas
em varios orgaos. NHE-6 e NH-7 estao expressas nas membranas intracelulares.
NHE-6 tem o papel de regular o pH intramitocondrial, sendo o mais importante
modulador do calcio nas mitocéndrias, principalmente em condigdes patolégicas. ™
Isoforma NHE-1 € a mais abundante, encontrada em todas as células dos
mamiferos, principalmente no musculo cardiaco. Localizada no sarcolema e no
sistema tubular transversal dos cardiomidcitos, tanto atrial quanto ventricular, é a
responsavel direta da regulacao do pH intracelular e do volume celular através da
troca do ion hidrogénio intracelular por sédio do extracelular na proporgéao de 1:1.
Sua acgao € mediada por um mecanismo de transporte passivo mediante gradiente
ibnico sem consumo energético metabdlico. As isoformas NHE-2 a NHE-5

apresentam pouca express3o."

Fisiopatologia da les&o de reperfuséo
A necrose celular envolve muitos mecanismos, incluindo trocas

metabdlicas, desvios idnicos, ativacdo do complemento com formagao de
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substancias citotoxicas, inflamagdo, edema tecidual, apoptose e degeneracao

matricial."’

Alguns desses fendmenos s&o representados a seguir.

Sem isquemia: Em condi¢bes basais, o pH intracelular estabiliza em torno de 7,2.
A bomba Na*/K* ATPase utiliza ATP para retirar o sédio intracelular na troca de 3
ions Na* para 2 K*, contra-gradiente consumindo energia. A trocadora de Na*/Ca*"
(NCX) funciona de forma bidirecional, favorecendo a saida do calcio intracelular e
a entrada do sddio provindo do intersticio na propor¢gao de um calcio para trés ions

s6dio sem consumo energético.'* "

(Figura 1)

Nessa situacdo, a NHE permanece relativamente inativa, o ph intracelular
mantém-se estavel devido a homeostase idnica, equilibrando o gradiente
transmembrana favorecendo o potencial de acdo e o mecanismo de contragao
muscular.

Durante isquemia: Em situagdes isquémicas, ha uma diminuicdo do aporte de
oxigénio ao nivel celular. As células passam apresentar metabolismo anaerdbico,
ocorre um acumulo intracelular de protons (H), gerados pela produgédo de lactato
e pela degradacdo do ATP,™ levando a acidose intracelular, o pH baixa para
aproximadamente 6,4. A acidose isquémica induzida representa o maior estimulo
para ativagao da NHE-1. Outras vias metabdlicas também ativam a NHE-1, como
endotelina-1, angitensina |l, agonista adrenérgicos alfa 1, trombina e fatores de

15,16,17

crescimento. Metabolitos oriundos da cardiotoxicidade isquémica

intracelular, como o peréxido de hidrogénio e a lisofosfatidilcolina, via proteina
kinase C igualmente estimulam a NHE-1."®"

Uma vez ativada, NHE passa a trocar os ions H” intracelulares por ions Na*

do extra na relagcédo de 1:1 através de processo eletroneutro. Como consequéncia,
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um excessivo aumento da concentracdo de sodio intracelular ocorre,
comprometendo a atividade da bomba Na*/K* ATPase, invertendo a NCX e assim
proporcionando um influxo excessivo de calcio, trocado pelo sédio. Como
mecanismo de protegcdo contra o acumulo progressivo de calcio intracelular, a
manutenc¢ao da condicao isquémica, tende a baixar o pH extracelular, desativando
a NHE. (Figura 2)

Quando restabelecemos o equilibrio entre oferta e demanda de oxigénio na
area isquémica de forma abrupta, o pH extracelular aumenta rapidamente em
virtude da lavagem (wash-out) do extracelular, removendo os ion H*. Dessa forma,
a NHE néo se desativa, permitindo um influxo continuo de sédio e como resultado
calcio (sobrecarga de calcio), alterando a homeostase idnica. A sobrecarga de
calcio, através de uma acao direta, ativa varias proteases, causando contratura
celular, ruptura de membrana celular e das mitocondrias levando a apoptose
celular e arritmias graves, acelerando a morte celular. Esse fenbmeno é chamado
de “paradoxo do pH ou paradoxo de calcio” por estabelecer a lesdao de
reperfusdo.?’

Inibidores da NHE durante isquemia: A inibicdo da NHE oferece um efeito
cardioprotetor celular inicial durante a isquemia e reperfusdo, ndo permitindo um
excessivo acumulo de ions sédio e calcio intracelular, a despeito do acumulo de

prétons. (Figura 3)
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Implicagdes Clinicas

Ap6s a descricdo inicial de Karmazyn de que o amiloride inibe a NHE-1,2
outras drogas foram desenvolvidas, incluindo algumas altamente especificas como
o cariporide, eniporide e zoniporide.?"?#% O interesse clinico nessa nova classe
de agentes baseia-se na protecdo miocardica, na menor suscetibilidade as
arritmias, na diminuicdo da disfuncdo contratil ventricular e na limitagdo da
necrose tecidual, durante a isquemia miocardica e na reperfusdo.?! Outros efeitos
foram recentemente atribuidos aos inibidores da NHE, assim como diminui¢cdo da
ativacao plaquetaria, menor deposi¢ao de neutrofilos, atenuagcdo do processo de
remodelacdo ventricular e da insuficiéncia cardiaca pds-infarto, independente do
tamanho da area de necrose.?* O sucesso do uso dos inibidores da NHE em
modelos experimentais levou ao surgimento de ensaios clinicos, em pacientes de
alto risco com doenga arterial coronariana, bem como na vigéncia do infarto agudo

do miocardio.?*

Estudos clinicos com inibidores da NHE-1

Quatro grandes estudos clinicos delineados para testar a eficacia dos
inibidores NHE-1 foram concluidos, sendo que, outros estdo em andamento.
Foram testados os efeitos do cariporide em trés estudos e do eniporide em outro."”

Rupprecht et al em estudo desenvolvido na Alemanha, avaliou o efeito do
cariporide em pacientes com infarto do miocardio em parede anterior, com
indicagdo de terapia de reperfusdo, por angioplastia primaria, dentro de 6h do
inicio dos sintomas. Foram randomizados 100 pacientes para receberem placebo

ou 40mg de cariporide endovenoso 10 minutos antes da reperfusdo, todos
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pacientes tinham mais de 4h do inicio dos sintomas. Enzimas cardiacas foram
dosadas antes e em diversos momentos apos a reperfusdo. Foi avaliada a fungao
ventricular esquerda global e regional por ventriculografia contrastada antes e
apos trés semanas de seguimento em 46 pacientes, (placebo n=21 e cariporide
n=25). O principal achado deste estudo foi e elevagao significativa da fragao de
ejecao no grupo do cariporide apds a reperfusdo, enquanto que no grupo placebo
ndao houve alteracdo. A contratilidade regional do ventriculo esquerdo melhorou
nos dois grupos, porém no grupo cariporide a resposta foi superior. A liberagao
cumulativa das enzimas cardiacas foi reduzida no grupo do cariporide. Esses
achados sugerem que a inibicdo da NHE-1 pelo cariporide atenuou a lesao de
reperfusdo com melhora significativa da disfungéo ventricular esquerda pés-infarto
do miocardio.®

Zeymer et al publicaram os resultados do ESCAMI (Evaluation of the Safety
and Cardioprotective effects of eniporide in Acute Myocardial Infarction), estudo
multicéntrico, randomizado, duplo-cego, placebo controlado. Esse estudo europeu,
incluiu pacientes com infarto do miocardio em parede anterior e ou inferior, com
indicacdo de terapia de reperfusdo por angioplastia ou trombdlise, conforme
decisdo do médico assistente, dentro das 6h iniciais. Amostras de sangue foram
coletadas antes e apds o inicio da reperfusao, com objetivo de avaliar marcadores
de necrose (CPK, CK-MB e LDH). Nesse estudo nao foi avaliada, fragao de ejegao
e alteracdes de contratilidade segmentar do ventriculo esquerdo. Na fase |, foram
randomizados 430 pacientes para receberem placebo (n=88) ou 50mg (n=86),
100mg (n=91), 150mg (n=74) ou 200mg (n=91) de eniporide, infundido 10 minutos

antes do inicio da angioplastia ou dentro de 15 minutos apds o inicio da
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trombdlise. Os dados dessa fase indicaram redugdo cumulativa, da liberagao
enzimatica com a dose de 100mg e 150mg de eniporide. Com base nesses
achados o estudo foi estendido até a fase Il, com mais pacientes randomizados
(n=959), para receberem placebo (n=322), 100mg (n=321), 150mg (n=316) de
eniporide, administrados da mesma maneira que na fase |. No entanto, os
resultados dessa fase quando considerados isoladamente, ou em combinagao
com os da fase |, ndo revelaram efeito significativo do eniporide, em relagéo ao
acumulo de enzimas liberadas. Os resultados desse estudo se opdéem a hipdtese
de que os inibidores da NHE, quando usados como terapia adjunta a reperfusao,
possa reduzir a extensdo do infarto, por atenuar a les&o de reperfusdo.?

Théroux et al publicaram os resultados do GUARDIAN, (GUARd During
Ischemia Against Necrosis). Estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego
placebo controlado. Envolveu 382 centros em 23 paises, onde foram arrolados
11.590 pacientes considerados de alto risco para infarto do miocardio durante a
hospitalizagdo. Os pacientes foram divididos em subgrupos: pacientes com angina
instavel ou infarto sem supradesnivel do segmento ST (n=5233), pacientes que
seriam submetidos a intervengdo coronariana percutanea de alto risco (n=3439)
ou pacientes que se submeteriam a cirurgia de revascularizagcdo miocardica
(n=2918). O estudo foi delineado com objetivos de avaliar mortalidade geral e
infarto do miocardio nao fatal até 36 dias apds a randomizacao, determinar
eficacia clinica e dose efetiva de cariporide. Os pacientes foram randomizados
para receber placebo (n=2910), ou 20mg (n=2909), 80mg (n=1888), ou 120mg
(n=2883) de cariporide, cada 8h EV de 2 a 7 dias ap6s a randomizagdo. Os

resultados ndo indicaram efeito significativo do tratamento ativo em relagédo ao
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desfecho composto de mortalidade ou infarto do miocardio ao final de 36 dias.
Doses de 20mg e 80mg ndo mostraram efeito; enquanto doses de 120mg de
cariporide foram associadas com uma reducgdo significativa da mortalidade no
subgrupo que se submeteu a cirurgia de revascularizagdo miocardica. Nesse
subgrupo a mortalidade foi de 16,2% no grupo placebo e 12,1% nos que
receberam tratamento ativo, sendo que o beneficio se manteve por seis meses.
Também o uso 120mg de cariporide, determinou uma tendéncia de redugéo da
incidéncia de infarto com onda Q nos outros subgrupos. Ja a incidéncia de infarto
sem supradesnivel do segmento ST reduziu somente no subgrupo que se
submeteu a cirurgia (7,1% versus 3,8%). Em concluséo, o estudo apesar de nao
demonstrar um beneficio significativo do cariporide na prevencado da progressao
da isquemia para necrose através de um grande espectro de situagdes clinicas,
documentou seguranca da droga e sugere que um alto grau de inibicdo da NHE
pode prevenir necrose celular na presenca de isquemia e reperfusao,
principalmente, nos pacientes que se submeterem a cirurgia de revascularizagéao
miocardica.'?’

Mais recentemente, Mentzer apresentou na sessao cientifica da American
Heart Association em novembro de 2003, os resultados do EXPEDITION (Na+/H+
EXchange inhibition to Prevent coronary Events in acute cardiac conDITIONS).
Estudo multicéntrico, duplo-cego, randomizado, placebo controlado delineado para
comparar cariporide versus placebo em pacientes de alto risco, candidatos a
cirurgia de revascularizagdo miocardica. Foram incluidos pacientes com indicagao
de cirurgia de urgéncia ou emergéncia, cirurgias repetidas, pacientes com doenca

de 2 ou 3 vasos com angina instavel e também com um dos seguintes critérios:
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idade acima de 65 anos, diabetes, sexo feminino ou fragdo de ejecdo menor de
35%. Pacientes foram randomizados para receber 180mg de cariporide EV em 1h,
seguido por infusdes de 40mg/h ou 20mg/h, por 24h versus placebo. Inicialmente
0s pesquisadores planejaram incluir 7.000 pacientes porém o estudo foi
interrompido pelo comité de seguranga com 5.761 pacientes. O desfecho primario
do estudo foi diminuicdo da incidéncia combinada de mortalidade por todas as
causas e infarto ndo fatal no quinto dia. Outros desfechos compunham
mortalidade geral e infarto n&o fatal no trigésimo dia e no sexto més, redugao na
incidéncia da sindrome de baixo débito pds-operatdria e outros eventos relatados
a disfuncéao ventricular esquerda. Os resultados mostraram, quando analisados os
desfechos combinados, uma significativa reducédo de mortalidade e infarto ndo
fatal no grupo cariporide nos dias 5, 30 e seis meses. Esse beneficio foi
inteiramente dirigido pela redugédo de infartos n&o fatais. Quando os desfechos
foram analisados em separados, a mortalidade aumentou no quinto dia com maior
tendéncia no trigésimo dia, secundaria ao aumento significativo da incidéncia de

acidentes vasculares cerebrais no grupo cariporide.?®

Concluséao

A protecao direta do miocardio através da inibicdo da NHE-1 € uma nova
estratégia promissora ainda em fase inicial de avaliagdo clinica no manejo da
cardiopatia isquémica, especialmente das sindromes coronarianas agudas e em
pacientes candidatos a revascularizacdo miocardica. Até o momento os estudos
realizados n&o demonstram beneficio definido. Os achados conflitantes nos

estudos clinicos, principalmente de Rupprecht e da fase | em relagao a fase Il do
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ESCAMI, possivelmente sejam devidos ao pequeno tamanho da amostra utilizada.
O fato da fase Il do ESCAMI ndo mostrar diminuigdo na incidéncia de infartos com
o uso do eniporide, pode ser decorréncia da administragdo da droga
imediatamente antes da reperfusdo e ndao mais precocemente, no inicio da
isquemia. Ja os achados do estudo GUARDIAN, que mostrou seguranga e boa
tolerabilidade do cariporide, demonstrando diminuicdo da mortalidade e dos
infartos sem supra de ST nos pacientes que se submeteram a cirurgia de
revascularizagdo miocardica, foram comprovados no estudo EXPEDITION, porém
associado a indesejavel complicagdo do acidente vascular cerebral. Talvez a
solugao potencial do problema seja redugao da dose do cariporide endovenoso,
ou administragao de baixas doses diretamente no coragdo ou em combinagao com
outras farmacoterapias.

Outros estudos em andamento nos responderdao se o uso dos inibidores
NHE, em situagdes especificas, como pacientes em alto risco de eventos
cardiacos poderiam obter beneficio dessa cardioprotegcédo, durantes cirurgias nao
cardiacas.

Além disso, seria oportuno avaliar se a inibicdo da NHE por um periodo
mais prolongado apresentaria uma contribuicdo com beneficio funcional ou
sintomatico em pacientes com angina estavel, através de protecdo miocardica

direta.
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Sem isqguemia

NCX NHE Na/K*ATpase

JL:%N{ “ 2K* EXTRACELULAR

INTRACELULAR

3Na

pH;=7,2

Figura 1. Sem isquemia o pH intracelular em 7,2 a bomba sédio/potassio
com consumo de ATP troca 2 ions K" por 3 Na". A NCX troca 3 Na* por 1
Ca"". A NHE permanece desativada.
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Isguemia

NCX NHE Na/K*ATpase
ca’ A EXTRACELULAR
3Na’ Na* H* INTRACELULAR
Ca™Ca™ Na"Na"Na"Na"H"H'H"H"H"H"
Ca™ Ca™ Na"Na"Na"Na"H H H"H" H"
Ca™ Ca™ Na"Na"'Na"Na" H'H"H"H"H"
Cq " ca” ca” Na"Na"Na" H"H " H"H H"
Ca™ Ca” Ca™ Ca"Na"Na"Na" H"H"H"
catca™tcat catcat pHEZG,A

Figura 2. Durante isquemia o pH intracelular baixa para 6,4 a bomba
soédio/potassio para de funcionar. A NHE é estimulada e passa
eliminar 1H" em troca por 1Na* sem consumo energético. A NCX

elimina 3 Na' por 1 Ca™ promovendo “sobrecarga de calcio”
intracelular.
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Isguemia + Inibidor da NHE

NHE ;
NCX Na/K"ATpase
N 3Na" N\ EXTRACELULAR
att INTRACELULAR
H+
H+ H+ H+ H+

H+ H+ H+ H+ H+

pH=6,4

Figura 3. Durante isquemia em vigéncia de inibidor da NHE o pH
intracelular fica em torno de 6,4 a bomba sdédio/potassio para de funcionar.
A NHE fica inibida e NCX ndo permite a entrada de Ca" protegendo a
célula.
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Resumo

Introducéo: Estudos iniciais indicaram que diuréticos poderiam apresentar
propriedades antianginosas através dos seus efeitos no volume intravascular.
Amilorida, um inibidor da glicoproteina trocadora de sddio/hidrogénio, mostrou ser
cardioprotetor em situacbes de isquemia, particularmente em modelos de
reperfusdo. O efeito dos diuréticos na isquemia miocardica nao tem sido
completamente investigado. O presente estudo foi delineado para determinar se
diuréticos possuem algum efeito antianginoso, aumentando a capacidade de
exercicio nos pacientes com angina estavel.

Métodos: Quarenta pacientes com angina estavel e fungéo ventricular esquerda
normal, em uso de terapia antianginosa foram incluidos em um ensaio clinico
randomizado, duplo-cego e placebo controlado. Pacientes receberam diuréticos
(hidroclorotiazida mais amilorida) ou placebo durante 21 dias. Todos os pacientes
realizaram teste ergométrico em esteira com protocolo de Bruce standard antes da
randomizagéo e no 21° dia. O desfecho primario foi a variagdo do tempo de
esforgco em segundos, até o aparecimento de angina moderada.

Resultados: Terapia com diurético foi associada a um aumento no tempo de
caminhada na esteira até o aparecimento de angina moderada de 63%74
segundos versus 19+42 segundos no grupo placebo (P=0.026). O tratamento ativo
aumentou em 25% o tempo de caminhada em 8 pacientes (40%) no grupo
diurético contra 1 paciente (5%) no placebo (P=0.02) e reduziu a depressao do

segmento ST em 0.56+0.7mm versus 0.04+0.8mm no placebo (P=0.03). Durante
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o periodo do estudo, nenhuma diferenga significativa foi observada em relagéo a
frequéncia cardiaca, pressao arterial sistolica ou diastolica e efeitos adversos.

Conclusao: Os resultados demonstram que a terapia com hidroclorotiazida e
amilorida apresenta potente efeito aditivo antianginoso em pacientes com angina
estavel e fungdo ventricular esquerda normal, em vigéncia de medicagao

antianginosa convencional.

Palavras chaves: Diurético. Angina.Teste ergométrico. Isquemia
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Introducéao

Angina estavel é uma condicdo freqlente, estando associada com
significativa morbidade e mortalidade. Para maioria dos pacientes portadores de
angina estavel o tratamento clinico é inicialmente oferecido. Porém, mesmo com a
utilizacado de terapias adequadas, um numero expressivo de pacientes permanece
sintomatico e menos da metade apresentam qualidade de vida normal.” Apesar da
disponibilidade de terapias farmacologicas, bem como da revascularizagédo
percutdnea ou cirurgica, muitos pacientes continuam apresentando sintomas
anginosos. Portanto, continua sendo essencial o desenvolvimento de novos
avancos para o tratamento da angina.?

Estudos iniciais mostraram que flebotomia e terapia com diuréticos
apresentaram efeitos favoraveis no desenvolvimento de isquemia miocardica.>*
Em estudo delineado para determinar se terapia diurética poderia prevenir
tolerancia ao nitrato, foi documentado que a combinacdo de hidroclorotiazida e
amilorida mostrou  significativo efeito antianginoso.’ Nesse estudo foi aventado de
que o efeito antianginoso observado poderia ser resultado de efeitos continuos do
diurético no volume intravascular, e ou efeito unico direto da amilorida. Amilorida,
composto protétipo da familia dos inibidores da proteina trocadora
sodio/hidrogénio (NHE), mostrou ter um efeito protetor miocardio em situagdes
de isquemia aguda.6 Naquele estudo, a prevencao da tolerancia ao nitrato foi o
foco da investigacdo e terapia com antagonista dos canais de calcio e

betabloqueadores ndo foi permitida. Assim sendo, a capacidade da terapia
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diurética em aumentar o esforgco nos pacientes em uso concomitante de

medicagao antianginosa permanece desconhecida.

Métodos

Pacientes

Total de 40 pacientes (23 homens e 17 mulheres) com angina estavel em
uso de medicagao antianginosa convencional ndo modificada ha 3 meses, foram
randomizados para receberem 25mg de hidroclorotiazida mais 5mg de amilorida
ou placebo. Os pacientes elegiveis ao estudo apresentavam sintomas tipicos de
angina desencadeados aos esforgos por pelo menos 6 meses, apesar do uso de
terapia apropriada. Todos pacientes apresentavam doencga arterial coronariana
documentada angiograficamente com lesdes >75% em pelo menos uma artéria
principal.

Todos pacientes apresentavam teste ergométrico positivo prévio, com dor
tipica e infradesnivel horizontal ou descendente do segmento ST >1-mm quando
medido 80ms apds o ponto J. Todos apresentavam fragado de ejegao do ventriculo
esquerdo >50% avaliada pelo ecocardiograma bidimensional. Critérios especificos
de exclusdo foram: historia de insuficiéncia cardiaca congestiva, doenca valvular
cardiaca, miocardiopatia hipertrofica, angina vasoespastica, angina instavel ou
infarto do miocardio dentro de 6 meses, procedimento coronariano cirurgico ou
percutaneo dentro de 6 meses, capacidade de exercicio limitada por claudicagao
ou dispnéia de origem ndo cardiaca, dependéncia de marcapasso, fibrilagao atrial,

bloqueio de ramo esquerdo ao eletrocardiogrma, anemia ou doenga hepatica
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clinicamente significativa, creatinina sérica >1,3mg/dl ou potassio sérico >5,5mEq/I

e uso de terapia diurética ou digitalicos.

Protocolo do estudo

Esse € um ensaio clinico randomizado duplo-cego controlado por placebo.
Apébs o consentimento informado ser obtido, amostras de sangue foram coletadas
para medidas séricas do potassio e creatinina. A seguir, todos pacientes foram
submetidos a ecocardiograma bidimensional para quantificacdo da fracdo de
ejecdo do ventriculo esquerdo (método de Simpson).” No dia seguinte, entre as 8
e 10 horas da manha, os pacientes realizaram teste ergométrico em esteira
utilizando protocolo standard de Bruce.

Os pacientes em estudo foram entdo randomizados para receber diurético
(25mg de hidroclorotiazida combinado com 5mg de amilorida) ou placebo, por um
periodo de 21 dias de uma forma duplo-cega. Todos pacientes foram
acompanhados semanalmente para controle dos nivies pressoricos, freqléncia
cardiaca, verificagao do peso, avaliacao de efeitos adversos, bem como conferir o
numero de capsulas utilizadas. Durante a segunda semana, uma nova amostra de
sangue foi coletada para dosagem da creatinina e potassio. No 21° dia todos
pacientes novamente foram submetidos a outro teste ergométrico no periodo da
manh& e em jejum. A medicagdo antianginosa em uso nao foi interrompia ou
modificada durante todo o periodo de estudo.

O comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, aprovou o

protocolo de estudo.
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Teste ergométrico

Todos os testes ergométricos foram executados por um investigador e
analisados por outro cegado em relagdo a ordem dos exames. Para realizagao
dos testes foi utilizado o protocolo standard de Bruce com equipamento
informatizado (TEB — APEX 2000 versao 3.01) que permite analisar em tempo real
o nivel de desvio do segmento ST 80ms apds o ponto J. Os exames seguiram as
recomendacdes da ACC/AHA/ACP.2

Eletrocardiogramas com 13 derivagdes (12 convencionais mais CM5) foram
registrados na posi¢ao supina e ortostatica antes do inicio do exercicio, a cada
intervalo de 1 minuto durante o esforgo e no periodo de recuperacéo.’ Os
pacientes foram instruidos a indicar o inicio da angina (P1) e continuar o exercicio
até a angina se tornar moderada (P2), ponto onde normalmente costumam parar
com o esforco. A pressao arterial foi verificada sempre com o0 mesmo aparelho, na
posicao sentada e ortostatica, antes do inicio do teste, cada 3 minutos durante o
esforco, em P1 e P2 e no pds-esforco imediato e tardio. Todos os pacientes foram
orientados previamente, sobre a escala dos niveis de angina, apresentada na
tabela 1."%""

O desfecho primario foi considerado o tempo total de caminhada em
segundos até o aparecimento de angina moderada (P2) ou infradesnivel horizontal
ou descendente do segmento ST >3-mm, quando medido 80ms apds o ponto J,
ou elevacao >1-mm em derivagbes sem onda Q (outras que V1 e AvR). O exame
também foi interrompido quando quaisquer uns dos critérios a seguir fossem

preenchidos: queda da presséao sistolica no esforco em 10mmHg em relagao ao

34



repouso ou elevagado > 220mmHg, pressao dastélica > 115mmHg. O calculo do

duplo produto foi obtido no pico do esforgo.

Analise estatistica

O calculo amostral baseado em estudo prévio,® indicou a necessidade da
inclusdo de 30 pacientes com poder de 90% e 5% de significancia estatistica para
identificar um aumento no tempo de caminhada na esteira em 40 segundos.
Visando precaver-se de alguma potencial desisténcia, 40 pacientes foram
selecionados para participar no estudo. Nas varidveis quantitativas com
distribuicdo normal, diferengas entre os dois grupos foram analisadas pelo teste t
de Student. Nas variaveis qualitativas a comparagao entre grupos foi realizada
pelo teste do qui-quadrado. Os dados foram apresentados como média e desvio
padrdo. O valor P bicaudal <0.05 foi considerado como significancia estatistica.
Para analise dos dados foi utilizado o programa SPSS, versao 11.0.1 (SPSS Inc.

Chicago, lllinois).

Resultados

As caracteristicas demograficas dos pacientes nos grupos diurético e
placebo estao apresentadas na tabela 2. Nao houve diferencas estatisticas entre
0s grupos apds a randomizagao.

A terapia diurética foi associada com um aumento significativo do tempo

total de esforgo na esteira até o aparecimento de angina moderada (P2) de 6374
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segundos quando comparado 19+42 segundos no grupo placebo (diferenga de 44
segundos entre grupos P=0.026). Houve um aumento de 25% no tempo de
caminhada em 8 pacientes (40%) no grupo de tratamento ativo versus 1 paciente
(5%) no placebo (P=0.02). O desfecho primario esta representado na figura 1.

Os dados obtidos nos testes ergométrico basal e final estdo representados
na tabela 3. Considerando as mudancgas entre os testes inicial e final, o grupo
diurético mostrou redugado significativa da depressdo do segmento ST de
0.56+0,7mm comparado a 0.04+0,8mm no grupo placebo (0.52mm de diferenca,
P=0.03) e um aumento na distancia percorrida de 80483 metros versus 22+58
metros no grupo placebo (58 metros de diferenga, P= 0.01), para desenvolvimento
de angina moderada (P2). Houve uma tendéncia de aumento dos METSs atingidos
no pico do esforco no grupo diurético (P=0.08). Ndo houve mudancgas
significativas no duplo produto no pico do esforgo, pressdo arterial sistdlica,
diastdlica e frequéncia cardiaca em repouso, alteragdes do peso ou variagdo dos
niveis sérico de creatinina e potassio basais € na semana 2, em ambos os
grupos.

Todos pacientes randomizados permaneceram estaveis e completaram o
estudo. N&o relataram piora dos sintomas anginosos ou apresentaram eventos
isquémicos agudos durante todo o experimento. Também, ndo foi constatada a
presenca de efeitos adversos em ambos os grupos. Os medicamentos

antianginosos usados nao foram modificados durante o periodo de estudo.
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Discussao

Poucos estudos existem com relacdo aos efeitos da terapia diurética na
isquemia miocardica.

Nechwatal et al relataram melhora na angina e aumento na capacidade de
exercicio em pacientes com doencga arterial coronariana estavel tratada com
furosemida de forma agressiva. Os autores propuseram que as propriedades
antianginosas observadas foram devidas a reducdo das pressdes e volume
ventricular esquerdo, resultando menor consumo de oxigénio miocardico.
Igualmente, reducdo da pressao diastdlica final ventricular esquerda pode levar a
uma melhora no gradiente de fluxo coronariano e aumentar a oferta de oxigénio.*

Serro-Azul et al observaram em uma populagdo homogénea de pacientes
idosos, hipertensos que apresentavam evidencias de isquemia miocardica
induzida e funcao ventricular esquerda normal, discreto aumento na capacidade
de esforgco com o uso da clortalidona. Também foi observada na monitorizagao
eletrocardiografica ambulatorial, redugdo na evidencia de isquemia miocardica
durante a atividade diaria."?

Parker et al durante investigagdo para determinar se terapia diurética
poderia prevenir o desenvolvimento de tolerancia a nitroglicerina, observou que a
associagcao de hidroclorotiazida mais amilorida aumentou a capacidade de
exercicio em pacientes normotensos e com angina estavel. O mecanismo desse
efeito antianginoso observado nao foi claro. Poderia ter sido secundario a uma

sustentada redugao do volume vascular, ou alternativamente, uma ag¢ao especifica
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do efeito da amilorida na reposta miocardica a isquemia. Amilorida tem mostrado
ser cardioprotetor em vigéncia de isquemia, particularmente em modelos de
reperfusdo. Embora exista substancial documentacdo desse efeito em modelo
animal, ndo ha estudos examinando o impacto da amilorida no miocardio
humano.” Amilorida poderia exercer efeitos antianginosos via inibicdo das
glicoproteinas miocardica trocadores de sédio/hidrogénio (NHE). Esse mecanismo
ibnico de trocas, transporta ions sédio e hidrogénio em dire¢des opostas. Sete
subtipos diferentes NHE foram identificados até o momento. NHE-1, mais comum
e frequente das isoformas membrano-plasmaticas, € molecularmente homologa a
NHE do sarcolema cardiaco. NHE-1 é especificamente inibida pela amilorida e
drogas anélogas.” A NHE miocardica representa um dos principais mecanismos
para regulacdo do pH intracelular em reposta a acidose isquemia-induzida.™

Karmazyn foi o primeiro investigador a demonstrar que a amilorida aumenta
a recuperagao pos-isquémica da funcdo contratil, reduzindo a liberacdo de
creatininakinase em coragbes de ratos submetidos a isquemia global e
reperfusdo.’® Estudos extensos usando inibidores da NHE-1 tém consistentemente
mostrado efeitos protetores na lesdo de isquemia e reperfusdo miocardica em
grande variedade de modelos animal.®

Estudos experimentais também tém indicado que a combinagéo da inibigao
da NHE com precondicionamento isquémico oferece maior beneficio
cardioprotetor, demonstrado pela limitacido do tamanho do infarto, do que de forma
isolada.’'® Durante episodio isquémico, a ativagdo da NHE representa um

processo adaptativo importante em resposta a acidose intracelular. No entanto
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resulta também numa contribuicdo paradoxal agravante de lesdo tecidual
cardiaca, causada por um aumento associado da concentragao de calcio.

Os resultados do presente estudo confirmam que em pacientes com angina
de esforco, a terapia com a combinacdo de hidroclorotiazida e amilorida,
significativamente aumentaram o tempo de esforco e reduziram as evidéncias
eletrocardiograficas de isquemia em paciente com angina estavel. Embora o duplo
produto durante exercicio nao tenha alterado nesses pacientes, esta bem
demonstrado que o duplo produto ndo é um bom indicador da demanda de
oxigénio miocardico porque nao responde a mudancgas no volume e contratilidade
ventricular.®

Esta investigagdo documenta que a combinagcdo de hidroclorotiazida e
amilorida é um efetivo antianginoso em pacientes ja tratados com outros agentes
antianginosos. E importante enfatizar que os pacientes deste estudo possuem
funcao ventricular esquerda normal e ndo apresentavam sintomas de insuficiéncia
cardiaca. Esse regime de tratamento diurético ndo causou nenhuma mudanga
significativa nos nivies séricos de potassio e creatinina e ndo foi associado com
alteracbes da pressao arterial e frequéncia cardiaca. Houve uma tendéncia de
aumento da creatinina no grupo diurético, porém a alteragdo observada, de
apenas 0,1 mg/dl, provavelmente ndo possui implicagdo clinica relevante. O uso
de hidroclorotiazida mais amilorida combinado a drogas antianginosas em
pacientes com angina estavel, foi bem tolerado e seguro. De forma interessante, o
papel da terapia com multiplas drogas para angina permanece controverso, com
poucos dados convincentes que sustentam seu uso.'® Apesar desta incerteza, os

presentes dados obtidos poderiam apoiar um uso terapéutico de diuréticos em
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paciente com sintomas de angina, mesmo levando em consideragdao adequado
manejo clinico, quando procedimentos de revascularizagdo néo foram possiveis

ou nao tiveram éxito.
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Tabela 1. Escala dos nivies de angina para Teste de Esforco ’

Descricéo p
& Nivel
Inicio da angina, discreta mas reconhecida como dor anginosa de esforgo usual ou desconforto ja

1
familiar.
Mesma dor, moderadamente severa e definitivamente inconfortavel mas ainda toleravel. 2
Dor anginosa severa a um nivel em que desejara parar o exercicio 3
Dor anginosa intoleravel, a dor mais severa que ja experimentou 4

*O critério anginoso para interromper o esforgo € o nivel 2, correspondendo a (P2)
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Tabela 2. Caracteristicas basais dos pacientes nos grupos diurético e placebo

Caracteristicas basais D'L;rfzt(')co Plr?zggo P

Idade, anos 64+10.4 61+11.8 0.307
Masculino/Feminino, n 14/6 9/11 0.20
FEVE, % 5816 6018 045"
DAC 1, 2, 3 vasos, n 10,7, 3 7,8,5 0.62
PA sistdlica, mmHg 129+17 128+11 0.83"
PA diastdélica, mmHg 80+8 80+3 0797
FC, batimentos/min 73+13 69+11 0.337
Diabetes melitus, n (%) 7 (35) 5 (25) 0.73
Hipertenséo, n (%) 14 (70) 16 (80) 0.72
Dislipidemia, n (%) 19 (95) 18 (90) 1.00
Tabagismo, n (%) 1 (5) 5 (25) 0.18
Obesidade, n (%) 4 (20) 2 (10) 0.66
B-Bloqueador, n (%) 15 (75) 12 (60) 0.50
Bloqueadores canais de calcio, n (%) 10 (50) 8 (40) 0.73
Nitrato ag&o prolongada, n (%) 14 (70) 10 (50) 0.33
Aspirina, n (%) 20 (100) 19 (95) 1.00
Inibidor da ECA, n (%) 11 (55) 13 (65) 0.74
Estatina, n (%) 12 (60) 12 (60) 1.00
Fibratos, n (%) 5 (25) 2(10) 0.47

FEVE indica fragdo de ejegdo do ventriculo esquerdo; PA presséo arterial; FC freqUiéncia cardiaca; ECA
enzima de conversao da angiotensina; B-bloqueador betabloqueador; DAC 1,2,3 vasos corresponde a nimero
de vasos com estenose coronariana > 75%. Dados expressos como média + desvio padrao, n (%) freqliéncias
e percentuais. Analise estatistica calculada pelo qui-quadrado e T teste t Student.
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Tabela 3. Dados grupo diurético e placebo, obtido nos testes de esforco basal e final e calculo do delta.

Teste basal Teste final Delta
Diurético Placebo Diurético  Placebo Diurético  Placebo
n=20 n=20 i n=20 n=20 i n=20 n=20 i
Tempo caminhada, s 275+110 320+130 0.23 338+110 340+140 0.97 6374 19.4+42 0.02
Distancia, m 264+120 315+170  0.28 344+160  337+190 0.90 80183 22+58 0.01
Depressédo ST, mm -1.05+1.6  -1.36+1.3  0.52 -0.49+1.7 -1.32+16 0,11 0.56+0.7 0.04+0.8  0.03
METs atingidos 5.7+1.1 6.1+1.6 0.33 6.5+1.3 6.4+1.5 0.98 0.8+0.9 0.3+0.6 0.08
Duplo produto x 10° 18.0+3.9 19.1£5.5 0.47 18.445.0 19.445.0 0.54 0.42+4.2 0.29+3.1 0.91
Creatinina, mg% T 0.96+0.17  0.98+0.19 0.75 1.07+0.22 1.00+0.19 0.28 0.11+0.17 0.02+0.14 0.07
Potassio, mEq/I ' 4.310.4 4.4+0.4 0.38 4.440.3 4.5+0.4 0.38 0.1+0.5 0.1+0.3 1.00
PAS repouso, mmHg 132417 131+15 0.84 130419 129+22 0.87 -2+10 -2422 1.00
PAD repouso, mmHg 8147 84+9 0.28 78+11 8249 0.22 -3+9 -2+6 0.68
FC repouso, bpm 72+16 70+13 0.76 72414 69+12 0.36 0+12 -1.7+47 0.57
Peso, kg 75.8+19 73.9+12 0.70 75.3t19 73712  0.75 -0.5+1.3  -0.2+1.0  0.41

PAS indica presséao arterial sistolica; PAD presséo arterial diastdlica; FC freqiiéncia cardiaca; bpm batimentos
por minuto; METs equivalente metabdlico (1 MET = consumo oxigénio de 3,5 ml/Kg/min); Duplo produto (PAS
x FC). Dados expressos como média +desvio padrao. TAmostras de sangue coletadas basal e semana 2. P
calculado pelo Teste t Student bilateral.
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Figura 1. Grafico mostra diferenga no tempo de caminhada em segundos até o aparecimento de angina
moderada (P2) obtido entre os grupos. Dados estdo representados pela média. Delta P calculado pelo teste t
de Student.
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Abstract

Background: Early studies indicated that diuretics might have antianginal
properties through their effects on intravascular volume. Amiloride, a
sodium/hydrogen exchange inhibitor, has shown to have cardioprotective effects in
the setting of ischemia, particularly in models of reperfusion. The effect of diuretics
on myocardial ischemia has not been fully investigated. The present study was
designed to determine whether diuretic has antianginal effect, increasing exercise
capacity in patients with stable angina.

Methods: Forty patients with chronic stable angina and normal left ventricular
function, in use of antianginal therapy were randomized in a double-blind, placebo
controlled study. Patients received diuretic (hydrochlorothiazide plus amiloride) or
placebo for 21 days. All patients performed standard Bruce protocol treadmill
stress test before randomization and at day 21. The primary end point was the
change in treadmill walking time until moderated angina.

Results: Therapy with diuretic was associated with an increase in treadmill walking
time to development of moderate angina of 63+74 seconds vs. 19+42 seconds in
the placebo group (P=0.026). The active treatment increased 25% in walking time
in 8 patients (40%) vs.1 patient (5%) in the placebo group (P=0.02), and reduced
ST-segment depression by 0.56+0.7mm vs. 0.04+0.8mm (P=0.03). During the 3-
week study period, no significant differences in heart rate, systolic and diastolic

blood pressure, and adverse effects were observed.
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Conclusion: These results demonstrate that therapy with hydrochlorothiazide plus
amiloride has potent additive antianginal effects in patients with stable angina and
preserved left ventricular function under treatment with standard antianginal

therapy.

Key Words: diuretics ¢ angina ° stress test « ischemia
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Introduction

Chronic stable angina is a common condition associated with
significant morbidity and mortality. Most patients with chronic stable angina are
initially offered medical treatment. However, even under adequate medical therapy,
a significant number of patients remain with symptoms with fewer than half having
a normal quality of life." Despite the availability of traditional pharmacologic
approaches, as well as surgical and percutaneous revascularization, many patients
continue to have symptoms of angina. Therefore, there continues to be a need for
the development of novel approaches to the therapy of angina.2

Early studies suggested that both phlebotomy and therapy with diuretics had
favorable effects on the development of myocardial ischemia.®* In a study
designed to determine if diuretic therapy could prevent nitrate tolerance, the
combination of hydrochlorothiazide and amiloride was documented to have
significant antianginal effects.’ In this report it was hypothesized that the observed
antianginal effect might have resulted from sustained effects of the diuretic on
intravascular volume and/or the unique effects of amiloride. Amiloride, the
prototypical compound of a family of sodium/hydrogen exchange inhibitor, has
been shown to have protective effect on myocardium in the setting of acute
ischemia.® Prevention of nitrate tolerance was the focus of this investigation,
therapy with calcium channel antagonists and beta-blockers was not permitted
during the study. Therefore, the ability of diuretic therapy to improve exercise

capacity in patients treated with other antianginal therapy remains unknown.
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Methods

Patient Population

A total of 40 patients (23 men and 17 women) with chronic stable angina
under wusual medical therapy, were randomized to receive 25mg
hydrochlorothiazide combined with 5mg amiloride or placebo. Eligible patients had
stable exertional angina for at least 6 months, despite use of standard antianginal
therapy and had typical anginal symptoms during exercise. Medical therapy had to
be unchanged for the last 3 months. All had documented coronary artery disease,
with angiographic evidence of >75% stenosis of at least one major coronary.

All patients had a previous positive treadmill stress test with chest pain and
at least >1-mm horizontal or down sloping ST-segment depression when measured
80ms after the J-point. All had a left ventricular ejection fraction of >50% by two-
dimensional echocardiography. Specific exclusion criteria were: patients with
history of congestive heart failure, cardiac valvular disease, hypertrophic
cardiomyopathy, vasospastic angina, unstable angina or myocardial infarction
within 6 months, surgical or percutaneous revascularization within 6 months,
exercise capacity limited by either claudication or noncardiac dyspnea, pacemaker
dependency, atrial fibrillation, left branch block, clinically significant anemia or
hepatic disease, serum creatinine >1,3mg/dl or potassium >5,5mEq/l, and current

use of digoxin or diuretic therapy.
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Protocol Design

This was a double-blinded placebo-controlled trial. After informed consent
was obtained, sample blood was collected for serum potassium and creatinine
measurements. Following, all patients underwent a two-dimensional
echocardiogram to quantify left ventricle ejection fraction (Simpson method).” The
following day, between 8 and 10 AM, subjects performed a treadmill exercise test
using the standard Bruce protocol.

Study subjects were then randomized to receive either diuretic (25mg
hydrochlorothiazide combined with 5mg amiloride) or matching placebo for a period
of 21 days in a double-blind manner. All patients were followed weekly to verify
blood pressure, heart rate, weight, adverse effect and check the number of taken
capsules. During week 2, a second blood sample for serum potassium and
creatinine was obtained. At day 21 all patients underwent a repeat treadmill
exercise test, in the morning in the fasting state. The antianginal therapy used by
the patients was not interrupted or modified during the study period.

The ethics committee of Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil

approved the study protocol.

Exercise Testing

All treadmill stress tests were executed by one investigator and analyzed by
another one, who was blinded to the order of the exercise tests. Treadmill exercise
testing was executed using the standard Bruce protocol and computerized system

(TEB — APEX 2000 software version 3.01) and according the guidelines of the
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ACC/AHA/ACP.2 The software package analyses the signal-average ECG and
produces a graphical display of the level of the ST segment 80 ms after J point
versus time, allowing to analyze the shift of ST segment in real time.

A 13-lead EKG (12 conventional leads plus CM5) was recorded in the
supine and standing positions before exercise and at 1-minute intervals throughout
the exercise test and recovery period.? Patients were instructed to indicate the
onset of angina (P1) and to continue exercise to moderate angina (P2), the point at
which they would normally discontinue activity. Blood pressure was recorded with
the same sphygmomanometer in the sitting and standing positions before exercise
testing, every 3 minutes during exercise, at both P1 and P2, and after exercise. All
patients were well informed about level angina scale for exercise tolerance test
(Table 1). 10"

The primary end point was the total treadmill walking time in seconds to
moderated angina (P2), or >3-mm horizontal or down sloping ST-segment
depression when measured 80 ms after the J-point, or >1-mm ST-segment
elevation in leads without Q wave (another that V1 and aVr). The exercise test was
terminated when any of these criterions were fulfilled. Rate-pressure product was
obtained at this point. The test also was to be interrupted, if the effort systolic
pressure decreases 10mmHg in relation to the rest, or if the systolic pressure

during the effort was >220mmHg or diastolic >115mmHg.
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Statistical analysis

Sample size calculations indicated that 30 patients would be needed
to demonstrate with 90% power and 5% significance an improvement in treadmill
walking time of 40 seconds. To account for any potential dropouts, 40 patients
were selected to participate on this study. Between-groups differences at a single
time point were examined by 2-tailed Student’s t test in variables with normal
distribution. Qualitative variables were compared with Pearson Chi-Square.

Unless otherwise stated, data are expressed as mean value +standard
deviation. A two-sided P value of less than 0.05 was considered to indicate
statistical significance. Statistical tests were performed with the software SPSS,

version 11.0.1 (SPSS Inc. Chicago, lllinois).

Results

Baseline demographic characteristics of the patients in diuretic and
placebo-treated groups are presented in table 2. There were no significant
differences between the 2 groups after randomization.

Diuretic therapy was associated with a significant increase on total treadmill
walking time to moderate angina (P2) of 63+74 seconds as compared to 19+42
seconds in the placebo group (44 seconds of difference between groups,
P=0.026). There was a 25% increment in walking time in 8 patients (40%) in the
combined hydrochlorothiazide and amiloride therapy group versus 1 patient (5%) in

the placebo group (P=0.02). Figure 1 presents the primary end point of the study.
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The results of treadmill stress tests are presented in table 3. Considering the
change between baseline and final stress testing, the diuretic group showed
significant reduction in the ST-segment depression of 0.56+0.7mm as compared to
0.04+£0.8mm in the placebo group (0.52mm difference, P=0.03), and an increase in
treadmill walking distance to the development of moderate angina of 80+83 meters
versus 22458 meters in the placebo group (difference 58 meters, P=0.01). There
was a trend to increase METs reached in peak of the testing in the active treatment
group (P=0.08). There were no significant changes in rate-pressure product at
exercise peak, systolic or diastolic blood pressure or heart rate at rest, weight or
serum creatinine and potassium at baseline and week 2, in both groups.

All patients randomized remained stable and completed the study. No
patient developed unstable ischemic syndrome or reported an increase in angina
symptoms during the study period. No adverse effect was reported in both groups.

All concurrent medications were not modified during the study period.

Discussion

Few studies about the effects of diuretic therapy on myocardial ischemia
exist. Nechwatal et al reported improvement in angina and an increase in exercise
performance in patients with stable coronary artery disease with treated with acute
use of furosemide. The authors propose that antianginal properties are due to a
reduction of left ventricular volumes and pressures resulting in myocardial oxygen

consumption. Moreover, reduction of left ventricular end-diastolic pressure could
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lead to an improvement in the coronary flow gradient leading to an increased
oxygen supply.*

Serro-Azul et al founded a borderline increase in exercise performance with
use of chlorthalidone and a reduction in evidence of myocardial ischemia during
activities of daily living in a homogeneous population of elderly hypertensive
patients with evidence of inducible myocardial ischemia and normal left ventricular
function.'?

Parker et al during an investigation to determine whether diuretic therapy
could prevent the development of tolerance to nitroglycerin observed that diuretic
therapy with hydrochlorothiazide plus amiloride improved exercise capacity in
normotensive patients with stable angina. The mechanism of this antianginal effect
was not clear. It might have been secondary to a sustained reduction in vascular
volume, or, alternatively, a specific effect of amiloride on the myocardial response
to ischemia. Amiloride has been show to be a cardioprotective in the setting of
ischemia, particularly in model of reperfusion. Despite substantial documentation of
this effect in animal models there have been no studies examining the impact of
amiloride on human myocardium.® Amiloride could exert antianginal effects via
inhibition of myocardial Na+/H+ exchangers (NHE). This ion exchange mechanism
transports Na+ ions and H+ ions in opposite directions. Seven different isoforms of
the exchanger that have been identified to date. NHE-1, the ubiquitous plasma-
membrane isoform is the molecular homologue of the cardiac sarcolemmal Na+/H+
exchanger. NHE-1 is specifically targeted by amiloride and drugs analogs." The
myocardial NHE represents one of the main mechanisms for intracellular pH

regulation in response to ischemia-induced acidosis.'* Karmazyn was the first
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investigator to show that amiloride enhanced the postischemic recovery of
contractile function and reduced creatine kinase leakage in rat hearts subjected to
global ischemia and reperfusion.’® Extensive studies using NHE-1 inhibitors, have
consistently shown protective effects against ischemia and reperfusion injury in a
variety of animal models.™

Experimental studies have also indicated that, the combination of NHE
inhibition and ischemic preconditioning affords greater cardioprotective benefit, as
defined by limitation of infarct size, than either intervention alone.’® In the setting
of ischemia, NHE activation represents an important adaptive process in response
to intracellular acidosis, however it results in a paradoxical contribution to cardiac
tissue injury caused by the associated increase in intracellular calcium
concentration.

The results of the present study confirm that patients with exertional angina,
therapy with the combination of hydrochlorothiazide and amiloride, significantly
increased treadmill walking time and reduced electrocardiographic evidence of
ischemia in patients with exertional angina. Although the rate-pressure product at
exercise peak did not change in these patients, it is well known that rate-pressure
product is not the only determinant of oxygen demand because it does not account
for changes in ventricular volume and contractility.

This investigation documents that the combination of hydrochlorothiazide
and amiloride is an effective anti-anginal in patients already treated with other
antianginal agents. It is important to emphasize that these patients had normal left
ventricular function and did not suffer from symptoms of heart failure. This diuretic

treatment regimen caused no significant change in the serum levels of potassium
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and creatinine, and was not associated with alterations of the blood pressure or
heart rate. Although there was a trend to increase creatinine in the diuretic group,
the observed change was only 0.1mg/dl, which has probably no relevant clinical
implications. The use of hydrochlorothiazide plus amiloride with concomitant
antianginal drugs in patients with stable angina was well tolerated and safe.
Interestingly, the role of multiple drug therapy for angina remains controversial, with
few convincing data supporting the use of multiple drugs.'® Despite this uncertainty,
the present data would support a therapeutic use of diuretics in the patient with
angina symptoms in spite optimal medical management when revascularization

procedures are not feasible or have not been successful.
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Table 1. Level Angina Scale for Exercise Tolerance Testing*

Description Level
Onset of angina, mild but recognized as the usual angina-of-effort pain or discomfort with which
the subject is familiar 1
Same pain, moderately and definitely uncomfortable but still tolerable 2
Severe angina pain at a level that the subject will wish to stop exercising 3
Unbearable chest pain; the most severe pain the subject has felt 4

*Angina criteria for stopping a symptom-limited exercise test level 2, corresponding to (P2)
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Table 2. Baseline characteristics of the patients in diuretic and placebo groups.

Baseline Characteristics DLu:rg(t)ic Plﬁgggo P
Age, years 64+10.4 61+11.8 0.307
Men/Women, n 14/6 9/11 0.20
LVEF, % 5816 6018 045"
1, 2, 3 vessels disease, n 10,7, 3 7,8,5 0.62
Systolic BP, mmHg 129+17 128+11 0.837
Diastolic BP, mmHg 80+8 80+3 079"
Heart rate, bpm 73113 69+11 0.33"7
Diabetes mellitus, n (%) 7 (35) 5 (25) 0.73
Hypertension, n (%) 14 (70) 16 (80) 0.72
Dislipidemia, n (%) 19 (95) 18 (90) 1.00
Current smoker, n (%) 1 (5) 5 (25) 0.18
Obesity, n (%) 4 (20) 2 (10) 0.66
B-Blocker, n (%) 15 (75) 12 (60) 0.50
Calcium channel blocker, n (%) 10 (50) 8 (40) 0.73
Long-acting nitrate, n (%) 14 (70) 10 (50) 0.33
Aspirin, n (%) 20 (100) 19 (95) 1.00
ACE inhibitor, n (%) 11 (55) 13 (65) 0.74
Statin, n (%) 12 (60) 12 (60) 1.00
Fibric acid derivatives, n (%) 5 (25) 2 (10) 0.47

LVEF indicates left ventricular ejection fraction; BP blood pressure; bpm beats per minute: 1,2,3 vessels
disease correspond >75% coronary stenosis; ACE angiotensin converting enzyme; a ECA enzima de
conversdo da angiotensina. Data expressed as mean + standard deviation, n (%) frequencies and
percent. Statistical analyses calculated with Pearson Chi-Square. 2-tailed Student's t test.
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Table 3. Data analyzed from treadmill stress tests in diuretic and placebo groups at initial and final testing with
delta between the tests.

Testing day 1 Testing day 21 Delta
Diuretic Placebo Diuretic Placebo Diuretic Placebo
n=20 n=20 i n=20 n=20 i n=20 n=20 i
Walking time, s 275+110 320+130 0.23 338+110  340+140 0.97 63174 19.4+42 0.02
Distance, m 264+120 315170 0.28 344+160 337+190 0.90 80+83 22+58 0.01
ST-segment, mm -1.05+1.6  -1.36£1.3  0.52 -0.49+1.7 -1.32+16 0,11 0.56+0.7 0.04+0.8  0.03
METs reached 5.7+1.1 6.1£1.6 0.33 6.5+1.3 6.4+1.5 0.98 0.8£0.9 0.3+0.6 0.08
RPP x 10° 18.0£3.9 19.145.5 0.47 18.445.0 19.4+5.0 0.54 0.42+4.2 0.2943.1 0.91
Creatinine, mg% " 0.96+0.17  0.98+0.19 0.75 1.07+0.22 1.00+0.19 0.28 0.11+0.17 0.02+0.14 0.07
Potassium, mEq/| T 4.310.4 4.440.4 0.38 4.440.3 4.5+0.4 0.38 0.1+£0.5 0.1£0.3 1.00
SBP at rest, mmHg 132417 131115 0.84 130+19 129422 0.87 -2+10 -2+22 1.00
DBP at rest, mmHg 8117 8419 0.28 78+11 82+9 0.22 -3+9 -246 0.68
HR at rest, bpm 72+16 7013 0.76 72114 69+12 0.36 012 -1.7+7 0.57
Weight, kg 75.8+19 73.9412 0.70 75.3x19  73.7£12 0.75 -0.5+1.3  -0.2£1.0 0.41

SBP indicates systolic blood pressure; DBP diastolic blood pressure; HR heart rat; bpm beats per minute;
METs metabolic equivalents (1 MET = oxygen consumption of 3,5 ml/Kg/min). RPP rate pressure product.
Data expressed as mean + standard deviation. "fSamples blood collected at baseline and week 2. P calculated

with 2-tailed Student's t test.
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Figure 1. Graph showing the change in treadmill-walking time in seconds to development of moderate angina
(P2) between groups. Data represented as mean. Delta P calculated with 2-tailed Student's t test.
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