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RESUMO

A Miocardiopatia Hipertréfica (MH) é uma doenga cardiaca genética com um padrdo de
transmissdo autossémico dominante, que afecta 1:500 individuos. Caracteriza-se pelo espessamento
do septo interventricular (SIV) e tem como principal causa mutagdes ao nivel dos genes que codificam
para proteinas do sarcomero cardiaco. A doenca apresenta uma expressao fenotipica com uma elevada
variabilidade, o que poderéd resultar da combinacdo de diversos factores, entre eles, a expressdo
diferencial de microRNAs (miRNAS).

Os miRNAs séo considerados importantes reguladores dos mecanismos celulares e moleculares de
doenga, interagindo ao nivel do MRNA ou da proteina. Sdo expressos diferencialmente em situacdes
de hipertrofia cardiaca, podendo ser considerados anti- ou pro-hipertréficos.

O objectivo deste trabalho prendeu-se com a caracterizacdo do perfil de expressdo de miRNAs em
amostras de SIV de doentes com diagndstico de Miocardiopatia Hipertréfica Obstrutiva (MHO), a
forma mais severa de MH, de modo a identificar os miRNAs associados ao desenvolvimento de MHO.
A correlacdo destes resultados com o perfil de expressdo de genes sarcoméricos e com os resultados
de genotipagem dos doentes podera contribuir para esclarecer a heterogeneidade fenotipica tipica da
MHO.

A analise de expressdo genética de 739 miRNA permitiu identificar uma diminuicdo (100-1000x)
do miR-10a, miR-647, miR-371-3p, miR-617 e o0 miR-220b e um aumento da expressdo (na mesma
ordem de grandeza) do miR-518f* e miR-518c*. O perfil de sub-expressdo obtido para a maioria dos
miRNAs podera ser e relacionado com o perfil de sobre-expressdo denotado para os mMRNA de genes
codificantes de proteinas sarcomericas. Por sua vez o perfil de expressdo de diferentes miRNAs foi
relacionado com o perfil mutacional e com o perfil clinico dos doentes.

Este estudo pioneiro e a sua aplicacdo a um namero mais elevado de doentes ird permitir
estabelecer importantes correlagdes entre o perfil clinico, genético e transcritdbmico. Esta correlagéo é

de extrema importancia na estratificacao de risco da MH.

Palavras — Chave: Miocardiopatia Hipertrofica, MicroRNAs, septo interventricular, PCR em Tempo

Real, Perfis de Expressdo Genética Diferenciais






ABSTRACT

Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM) is a cardiac genetic disease that presents an autosomal
dominant transmission pattern, which affects 1:500 individuals. It is characterized by thickening of the
interventricular septum (1VS) and is mainly caused by mutations on genes that encode proteins of the
cardiac sarcomere. The disease presents a very variable phenotypic expression that may arise from the
combination of several factors, such as the differential expression of microRNAs (miRNAS).

miRNAs are considered important regulators of cellular and molecular mechanisms in disease,
interacting either at mMRNA or protein level. They are differentially expressed in cardiac hypertrophy
and can be considered pro- or anti-hypertrophic.

The aim of this work was to characterize the expression profile of miRNAs in 1VS samples of
patients diagnosed with hypertrophic obstructive cardiomyopathy (HOCM), the most severe form of
HCM in order to identify miRNAs involved in development of HOCM. The correlation of these data
with the expression profile of sarcomeric genes and the genotyping results may explain the typical
phenotypic heterogeneity of HOCM.

Gene expression of 739 miRNAs allowed the detection of downregulated (100-1000x) miRs,
namely: miR-10a, miR-647, miR-371-3p, miR-617 and miR-220b and upregulated miRs: (100-1000x)
miR-518f* and miR-518c*. Overall, the vast majority of the evaluated miRNA are downregulated
wich may indicate a correlation with the mRNA upregulation of some sarcomeric genes. Moreover,
both the mutational and clinical profiles of each of the patients were correlated with miRNA
expression.

This cutting-edge study and the future application of this work to a larger number of patients will
allow to establish important correlations between the clinical, genetic and transcriptomic profile of

HCM patients. Importanly, these correlations could be important regarding HCM risk stratification.

Key words: Hypertrophic Cardiomyopathy, MicroRNAs, Interventricular Septum, Real-Time PCR,

Differential Gene Expression Profile;
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1 - INTRODUCAO

As miocardiopatias sdo um grupo heterogéneo de doencas do musculo cardiaco associadas a
disfuncdo mecanica e/ou eléctrica, nomeadamente alteracdes de espessura da parede cardiaca,
contraccdo, relaxamento, conducdo e ritmo (Cecchi et al., 2012; Maron e Maron, 2012; Maron et al.,
2006). S&o uma das principais causas de morbilidade e mortalidade em todas as idades, levando a
progressiva insuficiéncia cardiaca ou a paragem cardiovascular (Cecchi et al., 2012).

As miocardiopatias encontram-se divididas em dois grupos principais: as miocardiopatias
primarias (genéticas, ndo genéticas, adquiridas) e as miocardiopatias secundarias (em que ocorre 0
envolvimento patoldgico do miocardio numa grande variedade de desordens sistémicas) (Maron et al.,

2006). As miocardiopatias primarias sdo aquelas predominantemente confinadas ao musculo cardiaco,
entre as quais se encontram a Miocardiopatia Dilatada (MD), Miocardiopatia Restritiva (MR), Nao-

Compactacdo Ventricular Esquerda, Displasia Ventricular Direita Arritmogénica e Miocardiopatia

Hipertrofica (MH), que serd abordada neste trabalho (Hershberger et al., 2009; Maron et al., 2006).

1.1- Miocardiopatia Hipertrofica: Manifestacoes Clinicas e Epidemiologia

A MH, como referido acima, é uma desordem primaria do miocardio de origem genética e
clinicamente heterogénea que demonstra uma enorme diversidade relativamente a idade de inicio,
evolucdo da doenca, severidade dos sintomas e risco de morte subita (Ho, 2010). Com um padrédo de
transmissdo autossomico dominante e afectando 1:500 individuos na populacdo geral, a MH ¢
considerada a principal causa de morte subita entre jovens e atletas (Ho, 2012; Pezzoli et al., 2012;
Maron et al., 2009). As caracteristicas histopatoldgicas da MH sdo bastante diversas e incluem
hipertrofia ventricular (Fig. 1.1), tipicamente concéntrica e assimétrica que envolve particularmente o
septo interventricular (SIV), com consequente diminuicdo do volume da cavidade ventricular
(Olivotto et al., 2012; Morimoto, 2008). Microscopicamente é visivel uma hipertrofia ao nivel dos
cardiomidcitos acompanhada de um desarranjo fascicular da sua arquitectura — disarray - e fibrose
intersticial (Fig. 1.1), presente maioritariamente na zona do SIV, mas que se estende por todo o
musculo cardiaco (Ho, 2010; Marian, 2010; Seidman e Seidman, 2011).



Figura 1.1 — Caracteristicas anatomicas e histolégicas da MH. (A) Peca anatomica de um coracdo de um
individuo com MH com hipertrofia ventricular esquerda evidente; (B) Pega anatémica de um coracdo de um
individuo saudavel; (C) Com a coloragdo Tricrémio de Masson, quando em comparagdo com tecido saudavel
(D), é evidente o aumento da fibrose intersticial (corado a azul) bem como o disarray dos cardiomidcitos; (E)
corte histolégico de miocardio com MH corado com Hematoxilina e Eosina verificando-se o padrdo
caracteristico desta patologia: hipertrofia dos cardiomidcitos, desarranjo fascicular (disarray) e fibrose
intersticial; (F) Corte histolégico de miocardio saudavel corado com Hematoxilina e Eosina (Adaptado de
Ahamad et al., 2005).

Existem diversos tipos de hipertrofia cardiaca, classificados de acordo com a localizagdo da
mesma no ventriculo esquerdo (Fig.1.2), nomeadamente: MH septal assimétrica, MH obstrutiva, MH
apical e MH localizada no centro do ventriculo esquerdo (Fonte: www.medscape.com, acedido em
Julho de 2012).

A Miocardiopatia Hipertréfica Obstrutiva (MHO), que seré abordada neste trabalho, & um tipo de
hipertrofia cardiaca em que, devido ao espessamento do miocardio, a passagem do fluxo sanguineo
pela valvula mitral é bloqueada, provocando refluxo sanguineo (Figura 1.2 B) (Olivotto et al., 2009;
Ho, 2010; Marian, 2010).
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Figura 1.2 — Representacdo dos varios tipos de hipertrofia cardiaca. A) MH septal assimétrica; B) MH
Obstrutiva; C) MH apical; D) MH localizada no centro do ventriculo esquerdo (Adaptado de Graham-Cryan et
al., 2004).

1.2 — Sintomatologia e Diagndstico Clinico

Uma elevada percentagem dos doentes com MH permanecem assintomaticos ou apresentam
sintomas moderados durante grande parte da sua vida (Marian, 2010). A dispneia e dor no peito sdo os
sintomas mais recorrentes, sendo que, em muitos casos, um dos primeiros sintomas é a morte subita
cardiaca. Sdo também comuns palpitacbes, que muitas vezes estdo associadas a tonturas e
ocasionalmente a fendmenos de sincope (Marian, 2010). O diagndstico clinico da MH pode ser feito
com recurso ao electrocardiograma (ECG), onde se identificam padrGes anormais (Fig.1.3), como
alteracBes da repolarizacdo, ondas T invertidas e ondas Q profundas (Maron e Maron, 2012; Elliot e
McKenna, 2004).
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Figura 1.3 — Ritmos cardiacos no ECG. A) Padrdo de ECG de um individuo saudavel. B) Padrdo de ECG de
doente com MH com ondas Q profundas. C) Padrdo de ECG de doente com MH com ondas T invertidas
(Adaptado de Kelly et al., 2007).

A MH pode também ser diagnosticada através de ecocardiografia cardiaca (ECO) bidimensional,
onde é possivel visualizar a hipertrofia ao nivel da parede do ventriculo esquerdo e do SIV. Em

individuos com MH, a hipertrofia pode variar entre moderada (13-15 milimetros (mm)) a severa



(superior a 30mm). Atraves deste método é também possivel avaliar se ocorre obstrucdo parcial do
fluxo sanguineo a partir do ventriculo esquerdo (Maron e Maron, 2012; Olivotto et al., 2009). Outra
das técnicas utilizadas no diagnéstico da doenca é a ressonancia magnética cardiaca com contraste de
gadolinium que fornece imagens tomogréaficas do ventriculo esquerdo hipertrofiado, possibilitando a
deteccdo do aumento de fibrose (Uretsky, 2012; Ho, 2011). A melhor resolugdo espacial da
ressonancia magnética pode também ajudar a detectar uma hipertrofia subtil, pois permite obter
imagens da parede externa do ventriculo esquerdo, do &pice ou da base inferior (Ho, 2011). Como a
penetrancia da doenca é dependente da idade, alguns membros da familia podem ndo expressar
fendtipo no momento em que o0 ECG e/ou ECO sao realizados, sendo assim necessaria a avaliacao
periodica dos membros da familia ndo afectados, dado que poderdo vir a desenvolver MH ao longo da
vida (Marian, 2010).

1.3— Tratamento da MH

A terapéutica médica é a abordagem de primeira linha para os doentes que apresentam sintomas,
geralmente usando farmacos beta (B)-bloqueantes. O tratamento com pB-blogueantes melhora o
relaxamento ventricular, aumenta o tempo de diastole e reduz a susceptibilidade a arritmias
ventriculares e supraventriculares. De um modo geral os agentes farmacoldgicos utilizados
actualmente, sdo parcialmente eficazes para o alivio sintomatico. Contudo, ndo sdo eficazes na
inducdo da regressdo da hipertrofia cardiaca ou da fibrose presente na MH (Marian, 2010). Nos casos
em que os doentes ndo apresentam uma melhoria dos sintomas e/ ou se verifica um aumento da
hipertrofia cardiaca podem ser utilizadas abordagens invasivas, como a ablacdo septal com etanol
absoluto ou a miectomia cirdrgica (Ho, 2010).

Doentes com a forma ndo obstrutiva da doenca e aqueles que se encontram num estadio final da
mesma devem ser tratados com terapia apropriada para insuficiéncia cardiaca avancada,
nomeadamente através da implantacdo de um desfibrilhador-cardioversor e, em casos mais graves,

pode ser necessario recorrer ao transplante cardiaco (Ho, 2012; Ho, 2010).

1.4 —-MH como doenca genética

A MH é uma doenca genética com um padrdo de transmissdo autossomico dominante causada
maioritariamente por mutacdes nos genes que codificam para as proteinas do sarcomero cardiaco
(Tabela 1.1), afectando o normal funcionamento do mesmo. Grande parte dos individuos afectados
sdo heterozigoticos para uma mutacdo causadora de MH, sendo esta transmitida apenas por um dos
progenitores. Pode dar-se o caso de ocorrerem duas ou mais mutagdes no mesmo individuo,
originando situacfes de heterozigotia composta, onde se verificam duas mutagdes no mesmo gene;
dupla heterozigotia, em que ocorrem duas mutagdes heterozigéticas em dois genes diferentes, o que
leva ao desenvolvimento da doenga em idade precoce, & presenca de uma hipertrofia ventricular

esquerda mais grave e a uma maior incidéncia de eventos de morte subita cardiaca, tal como ocorre



nas situacdes de homozigotia, onde se verifica a mesma mutacdo nos dois alelos do mesmo gene
(Girolami et al., 2010; Kelly e Semsarian, 2009, Olivotto et al., 2008).

Estdo identificadas mais de 1000 mutagdes em mais de 30 genes, e em cerca de 80% dos casos
estas mutacBes ocorrem nos genes que codificam para a cadeia pesada p da miosina (MYH7) e para a
proteina C de ligacdo a miosina (MYBPC3) (Ho, 2010; Richard et al., 2006). Em 5% dos casos as
mutacOes afectam genes que codificam para as proteinas dos filamentos finos, nomeadamente a
troponina T (TNNTZ2), troponina | (TNNI3) e a alfa (o) -tropomiosina (TPM1). Mutac¢fes noutros
componentes dos filamentos grossos e finos do sarcomero levam também ao desenvolvimento de MH,
nomeadamente mutagdes em genes codificantes para a cadeia pesada o da miosina (MYHG6), troponina
C (TNNC1), a-actina cardiaca (ACTC1), titina (TTN), cadeia leve regulatéria da miosina (MYL2) e
cadeia leve essencial da miosina (MYL3) (Force et al., 2010; Maron e Maron, 2012). Nos Gltimos
anos, mutaces em genes que codificam para as proteinas do disco Z do sarcomero tém vindo a ser
associadas ao desenvolvimento de MH, nomeadamente, nos genes ACTN2 (que codifica para a o-
actinina 2), ANKRD1 (que codifica para o dominio 1 de repeticdo da anquirina) CSRP3 (que codifica
para a proteina LIM do musculo cardiaco), LBD3 (que codifica para o dominio 3 de ligacdo a proteina
LIM), MYOZ2 (que codifica para a miozenina 2), TCAP (que codifica para a teletonina), VCL (que
codifica para a vinculina) e TRIM63 (que codifica para Muscle RING Finger Protein 1) (Bos e
Ackerman, 2010; Chen et al., 2012). Embora a MH seja considerada uma doenca do sarcémero,
existem genes que codificam para proteinas envolvidas no metabolismo mitocondrial, respiracédo
celular, sinalizaco do célcio (Ca*") e com funcdes auxiliares ao sarcomero, cujas mutacdes, apesar de
raras, podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da doenca (Ho, 2010; Keren et al., 2008). Torna-

se assim necessario perceber a fisiologia e o funcionamento do sarcomero cardiaco.

Tabela 1.1 — Principais genes sarcoméricos associados a MH. Para cada gene encontra-se descrito a sua
localizagdo cromossdmica, a proteina por ele codificada e o nUmero de mutacfes. Fonte: HGMD, acedido em
Setembro de 2012.

Gene Locus Proteina codificada N° de mutagbes
MYH7 14912 Cadeia pesada [ da miosina 409
MYBPC3 11p11.2 Proteina C de ligacéo a miosina cardiaca 403
TNNT2 1932 Troponina T cardiaca 74
TNNI3 19g13.4 Troponina | cardiaca 63
TPM1 15¢22.1 o — tropomiosina 31
MYHG6 14912 Cadeia pesada o da miosina 27
TNNC1 3p21.3-p14.3 Troponina C 13
ACTC1 15q11-gq14 Actina Cardiaca 21
TTN 2031 Titina 35
MYL2 12g23-g24.3 Cadeia leve regulatoria da miosina 15
MYL3 3p21.3-p21.2 Cadeia leve essencial da miosina 12




1.5 - Fisiologia celular dos cardiomidécitos

As fibras musculares cardiacas sdo compostas por unidades celulares, os cardiomidcitos, que se
encontram ligados entre si, apresentando nucleos centrais e formando uma rede tridimensional
complexa, mas bem organizada (Fatkin e Graham, 2002). Os sarcomeros sdo as unidades funcionais e
estruturais das fibras musculares e sdo compostos por filamentos grossos e finos. Cada sarcémero tem
aproximadamente 2,2micrémetros (um) de comprimento e encontra-se ligado ao sarcomero adjacente
através dos discos Z (Marian e Roberts, 2001). Cada sarcémero contém uma banda A (Fig.1.4)
(composta pela sobreposicdo de filamentos grossos e filamentos finos), com uma linha M central
composta por filamentos grossos. Em cada lado da banda A existem bandas | que sdo compostas
apenas por filamentos finos e que se encontram delimitadas pelos discos Z (Seidman e Seidman, 2011;
Luther, 2009).
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Figura 1.4 - Representacdo esquematica da estrutura de um sarcomero. Na figura é possivel identificar, na zona
central, a banda M composta por filamentos grossos, a banda I, composta por filamentos finos, a banda A,
composta pela sobreposicdo dos filamentos grossos e finos, e os discos Z, que delimitam as bandas | (Adaptado
de Luther, 2009).

Os filamentos grossos sdo compostos predominantemente pela cadeia pesada da miosina, pelas
cadeias leves regulatoria e essencial da miosina e pela proteina C de ligacdo a miosina. Os filamentos
finos sdo compostos por actina cardiaca, a-tropomiosina e pelas troponinas C, I, e T (complexo das
troponinas) (Fig.1.5) (Keren et al., 2008). Outra proteina sarcomérica importante é a titina que se
estende até metade do comprimento do sarcémero e possui uma extremidade ligada a linha M e a outra
ao disco Z. A titina fornece elasticidade ao sarcomero e esta envolvida na produgdo e transmissdo de
forga (Marian e Roberts, 2001).
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Figura 1.5 - Representacdo esquematica da composicdo parcial de um sarcomero (Adaptado de Seidman e
Seidman, 2001).

1.5.1 — Mecanismo de contraccdo muscular

As interaccBes complexas entre as proteinas sarcoméricas, reguladas pelo Ca* através do
complexo troponina-tropomiosina, conduzem ao deslocamento dos filamentos finos pela cabeca
globular da miosina, resultando no encurtamento do sarcémero e na consequente contrac¢gdo muscular
(Marian e Roberts, 2001). Em repouso, a interac¢do entre a actina e a miosina € inibida pela ligacéo da
troponina I & o- tropomiosina, pois a a- tropomiosina estd a bloquear o local de ligacdo da actina a
miosina. A contraccdo comeca devido & libertacdo de Ca®" a partir do reticulo sarcoplasmatico. O Ca®*
liga-se a troponina C e gera uma alteracdo conformacional, que vai enfraquecer a interaccao entre a
troponina I e a a-tropomiosina, libertando-a da ligacdo a actina e fortalecendo a interac¢do entre as
troponinas C e | (Seidman e Seidman, 2001). Estas alteracbes conformacionais vdo provocar a
exposicao do local de ligacdo entre a actina e a miosina, promovendo a sua interacc¢do, ficando a actina
fortemente ligada a cabeca da miosina. De seguida, uma molécula de adenosina tri-fosfato (ATP) liga-
se a cabeca da miosina e provoca nesta uma alteracdo conformacional dos seus locais de ligagdo a
actina, fazendo com que a miosina se desloque ao longo do filamento de actina. A hidrélise de ATP
leva & geracdo de forca e a conformagdo inicial da miosina ndo ligada a actina é restaurada (Fatkin e
Graham, 2002). A forga gerada é transmitida ao citosqueleto dos midcitos através do complexo de
proteinas como a proteina C de ligacdo a miosina, titina e distrofina. A contrac¢cdo muscular termina

quando ocorre a diminuigdo da concentracdo de Ca®" citoplasmatico (Seidman e Seidman, 2001).

1.6 — Patofisiologia da MH: Mutacdes em genes que codificam para as proteinas do

sarcémero

A hipertrofia cardiaca na MH é provocada principalmente por mutagdes nos genes codificantes de



proteinas sarcoméricas afectando a activacdo de varias vias de sinalizagao relacionadas com a funcédo
mecanica, eléctrica e com a geragdo de forga. As mutagdes genéticas influenciam a estrutura das
proteinas do sarcomero ou o0 seu nivel de expressdo, que por sua vez afecta as funcdes celulares e
moleculares levando a perturbacdes na geracdo e transmissdo de forca, homeostase do Ca®'
intracelular e do metabolismo cardiaco (Frey et al., 2012; Ho, 2010; Marian, 2008). Na MH, a maioria
das mutacBes em heterozigotia sdo mutacBes missense, ou seja, que levam a substituicdo de um
aminoacido (a.a.) por outro diferente durante a traducdo. A maioria das mutacGes missense origina
proteinas mutantes estaveis sendo que, tanto a proteina mutada como a normal sdo expressas. A
proteina mutada é incorporada no sarcomero e interfere com a fungéo da proteina normal, produzindo
um efeito dominante negativo na estrutura ou na funcdo sarcoméricas, designado efeito do péptido
toxico, conduzindo ao desenvolvimento da patologia (Keren et al., 2008; Richard et al., 2006;
Seidman e Seidman, 2001). Sdo também comuns as mutacdes nonsense, que ocorrem quando
determinado coddo é substituido por um coddo de terminagdo, ocorrendo a formacdo de uma proteina

truncada e subsequentemente perda de dominios de importancia funcional (Konno et al., 2006).

Também se conhecem insercdes e delec¢des de nucledtidos, que se forem em nimero diferente de
trés (ou multiplo de trés), provocam mutacdes em frameshift, que levam a alteracbes da grelha de
leitura (van Driest et al., 2004). As mutacfes em frameshift sugerem um mecanismo de
haploinsuficiéncia em que ocorre a producdo de um transcrito instavel ou de uma proteina truncada
incapaz de se incorporar no sarcomero, funcionando como um alelo nulo. A proteina produzida pelo
alelo normal podera ndo ser suficiente para manter a funcdo normal do sarcémero (Keren et al., 2008;
Richard et al., 2006; Roberts e Sigwart, 2001). Ocorrem também mutacdes em regides de splicing,

podendo gerar proteinas truncadas (Konno et al., 2006).

1.6.1 — Mutacées no gene MYH7

O gene MYH7 codifica para a cadeia pesada p da miosina. E composto por 41 exdes, 38 dos quais
codificam para uma proteina de 1935 a.a. (Fatkin e Graham, 2002). E a maior proteina contréactil do
musculo cardiaco e tem dois dominios funcionais: uma cabega globular com a regido N- terminal e
uma haste (Ho, 2010). O dominio da cabega liga-se ao ATP e tem actividade de ATPase que exerce
forga contractil, e o dominio de ligagdo a actina para formar o complexo actina-miosina € crucial para
a geracdo de forca. A haste com a regido C-terminal interage com as cadeias leves da miosina (Ho,
2010). Mutagbes no gene MYH7 estdo normalmente associadas a uma hipertrofia moderada a severa,

com elevada penetrancia e progndstico variavel (Keren et al., 2008).

1.6.2 — Mutacdes no gene MYBPC3
O gene MYBPC3, que codifica para a proteina C de ligacdo a miosina, tem 37 exdes, sendo que 34

destes codificam para uma proteina de 1274 a.a., a isoforma cardiaca da proteina C de ligacdo a



miosina, expressa exclusivamente no coracdo (Cardim et al., 2005; Taylor et al., 2004). A sua fungéo
nao é clara, mas pensa-se que proporciona uma integridade estrutural ao sarcomero, desempenhando
um papel na montagem sarcomérica e modulando a actividade de ATPase da miosina e a
contractilidade cardiaca (Ho, 2010). Apesar de ocorrerem muta¢fes missense, as mais comuns neste
gene sdo as mutagdes nonsense (levam a terminacdo prematura da traducdo), mutacGes de splicing e
pequenas inser¢des ou delecgdes, dando origem a uma proteina truncada ou a um alelo nulo
(Morimoto, 2008; Richard et al., 2006; Cardim et al., 2005). MutacGes no gene MYBPC3 estéo
normalmente associadas a um inicio tardio da doenca, mas também sdo atribuidas como causa da
doenca em idade pediatrica e apresentam uma baixa penetrancia e um melhor prognéstico quando

comparadas com mutacdes nos genes MYH7 e TNNT2 (Niimura et al., 2002; Morita et al., 2008).

1.6.3 — Mutacoes no gene 7NVNNT2

A troponina T, proteina codificada pelo gene TNNT2, é expressa no coracdo durante o
desenvolvimento embrionario, na fase adulta e durante o desenvolvimento do musculo esquelético. O
gene que codifica para a troponina T é composto por 16 exdes e a sua isoforma principal no coracédo
adulto possui 288 a.a. com dois dominios principais, em que um deles interage com a a-tropomiosina
e 0 outro liga-se tanto a a-tropomiosina, como a troponina C, e troponina | (Fatkin e Graham, 2002).
Doentes com mutacdes em TNNT2, apesar de ndo apresentarem caracteristicas histopatoldgicas

severas, tém um maior risco de sofrer morte stbita cardiaca (Keren et al., 2008).

1.6.4 — Mutacdes no gene TVNGNI3

O gene TNNI3 é composto por 8 exdes que codificam para a troponina | cardiaca, que € constituida

por 210 a.a. e € expressa apenas no tecido cardiaco (Fatkin e Graham, 2002). MutacGes neste gene sdo
a causa de aproximadamente 5% dos casos de MH e estdo associadas a uma expressdo da doenca

bastante heterogénea e tardia, com prognostico variavel (Keren et al., 2008; Richard et al., 2003).

1.6.5 - Mutacoes no gene 7PM1

O gene TPM1, que codifica para a a-tropomiosina, € constituido por 15 ex@es originando multiplas

isoformas proteicas a partir de splicing alternativo. A isoforma cardiaca da o -tropomiosina é
composta por 284 a.a. e tem dois locais de ligacdo & troponina T, um dos quais é sensivel ao Ca®"
(Fatkin e Graham, 2002). As mutacfes em TPM1 sdo raras e estdo associadas a uma forma leve de
MH e de inicio precoce, mas caracterizada por um mau prognostico devido a possivel evolugdo para

insuficiéncia cardiaca e a eventos de morte subita (Jongbloed et al., 2003; Richard et al., 2003).

1.7 — Diagnéstico Genético

A necessidade de estratificagdo de risco de doentes com MH e a manutencgao do estado clinico dos

mesmos, levaram a que se recorresse a testes genéticos para auxiliar o diagnéstico clinico de MH
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(Force et al., 2010). Através deste tipo de testes é possivel obter a confirmacao genética da doenca em
doentes com caracteristicas clinicas de MH (Frey et al., 2012).

Os testes genéticos utilizados baseiam-se em técnicas como SSCP (polimorfismo de conformacéo
de cadeia simples, do inglés Single Strand ConformationPolymorphism), dHPLC (cromatografia
liquida desnaturante de alta resolugdo, do inglés denaturing High-Performance Liquid
Chromatography), DGGE (electroforese em gel de gradiente desnaturante, do inglés Denaturing
Gradient Gel Electroforesis) e sequenciacdo automatica (SA, do inglés, Automated
dideoxysequencing) do acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés Desoxiribonucleic Acid) (Ingles et
al., 2005; Arad et al., 2002; Morita et al., 2002).

Nos ultimos anos a técnica gold standard, ndo s6 em Portugal, mas em todo o mundo é a SA dos
principais genes envolvidos na MH (Brito et al., 2012; Maron e Maron, 2012). O facto desta técnica
nao incluir a analise de todos os genes associados a MH mas apenas 0s quatro principais genes
sarcoméricos (MYH7, TNNT2, MYBPC3 e TNNI3), deixando de fora genes que codificam para outras
proteinas implicadas na contraccdo cardiaca, como por exemplo, as proteinas do disco Z, leva a que
cerca de 1/3 dos doentes fiquem por caracterizar (Santos et al., 2012). Como consequéncia foram
procuradas técnicas alternativas, tais como iPLEX MassArray com analise por espectrometria de
massa MALDI-TOF (espectrometria de massa de matriz sujeita a laser de dessorcdo/ionizacdo —
tempo de voo, do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -time of flightMass
Spectrometry), e a técnica de HRM (Desnaturacdo de Alta Resolucdo, do inglés, High Resolution
Melting) (Santos et al., 2011, 2012; Pires, 2011; Marques, 2010). Futuramente, apesar dos elevados
custos associados, outra das técnicas bastante promissoras para o diagnéstico de MH é a Sequenciacao

de Nova Geracdo (NGS, do inglés, New Generation Sequencing) (Xu et al., 2012).

1.7.1 — Desnaturacao de Alta Resolucdo (HRM)

A técnica de HRM baseia-se hum PCR (reaccdo em cadeia da polimerase, do Inglés Polymerase
Chain Reaction) em tempo real permitindo o rastreio de alteracdes genéticas em genes causadores de
doenga em varias amostras em simultaneo. Esta técnica depende das propriedades diferenciais de
desnaturacdo de sequéncias que variam em pelo menos um nucleétido e proporciona um reduzido
risco de contaminacdo aliado a um tempo de analise diminuto, ndo havendo necessidade de

manipulacdo da amostra pds-PCR (Santos et al., 2012; Stoep et al., 2009).

O procedimento experimental consiste num passo de amplificacdo das amostras em estudo através
de um PCR na presenca de um fluoréforo saturante que intercala DNA em cadeia dupla. No final do
PCR inicia-se o passo de HRM propriamente dito em que os produtos de amplificacdo sdo
rapidamente desnaturados e posteriormente renaturados, permitindo a formagdo de duplexes. Se a
amostra for heterozig6tica formar-se-do quatro duplexes: dois homoduplexes (hibridos perfeitamente

complementares) e dois heteroduplexes (hibridos ndo totalmente complementares) (Montgomery et
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al., 2007; Reed et al., 2007). Posteriormente a temperatura é aumentada gradualmente, sendo a
fluorescéncia emitida monitorizada de forma continua. A medida que a temperatura aumenta, a
fluorescéncia diminui, até ocorrer a desnaturagdo total da dupla cadeia de DNA. Esta desnaturacdo da
se a uma determinada temperatura, a temperatura de melting (Tm, do inglés melting temperature)
caracteristica de cada amplicdo e dependente do seu conteddo em GC (guanina+citosina),
comprimento e sequéncia nucleotidica (Reed et al., 2007). Como os heteroduplexes sdo menos
estaveis que os homoduplexes, desnaturam mais rapidamente (Fig.1.6). As alteraces nos amplicdes
sdo detectadas devido ao seu perfil de desnaturacéo alterado, relativamente ao observado para amostra
controlo (Roche Diagnostics (www.roche-appliedscience.com)).
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Figura 1.6 — Gréfico representativo de uma curva de desnaturacdo da técnica de HRM. Nas amostras
heterozigéticas a forma da curva de desnaturacéo € diferente dado que, esta € uma composi¢do dos componentes

homoduplexes e heteroduplexes (Roche Diagnostics).

No entanto, a técnica de HRM indica apenas se a amostra em estudo apresenta ou hdo uma
alteracdo no perfil de desnaturacdo para uma dada regido de DNA. Caso a alteracdo se verifique, esta
técnica tera depois de ser aliada a SA dessa regido para determinar exactamente qual a alteracdo
nucleotidica inerente ao perfil de desnaturacdo anémalo para o amplicdo em causa (Tindall et al.,
2009). Desta forma, é perceptivel que com esta técnica se evite sequenciar uma série de amplicdes em
que ndo se detecte qualquer alteracdo em relacdo a amostras controlo sem alteragdes, tornando a

analise de muitos genes, rapida e muito mais econémica (Santos et al., 2011, 2012).

1.8 - Heterogeneidade Genotipica e Fenotipica na MH

Tal como a heterogeneidade genética que se verifica ao nivel alélico e ndo alélico na MH, também
a expressdo fenotipica da doenca apresenta grande variabilidade (Ho, 2010; Marian, 2008). Individuos
da mesma familia possuindo a mesma mutacdo causal podem apresentar diferengas consideraveis na
severidade da hipertrofia cardiaca. A variabilidade na expressao fenotipica da MH tem como causa a

combinacdo de varios factores, nomeadamente a heterogeneidade das mutagdes nos genes causais, a
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presenca de mdltiplas variantes funcionais nas proteinas sarcoméricas, expressdo de genes
modificadores, fenocdpias, factores epigenéticos, modificacbes pds-traducionais de proteinas
(fosforilacOes, acetilacBes e glicosilacBes), factores ambienciais e microRNAs (miRNA, do Inglés
(Marian, 2008).

A descoberta dos miRNAs veio reforgar o entendimento dos mecanismos de patogénese de muitas
doencas. Os estudos sobre a importancia dos miRNAs na MH tém posto a descoberto perfis de
expressdo diferenciais destes pequenos RNAs ndo codificantes nos mecanismos de doenca (Cheng et
al., 2007; Sayed et al., 2007).

1.9 — miRNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas endogenas de acido ribonucleico (RNA) em cadeia simples,
ndo codificantes, com cerca de 22 nucleétidos (nt), que actuam como reguladores da expressdo
genética, em plantas e animais, ao nivel pds-transcricional, através da clivagem de um RNA

mensageiro (MRNA) alvo ou da repressdo da traducdo (Bartel, 2004).

O primeiro miRNA, lin-4, foi descrito em 1993 pelo grupo de Rosalind Lee associado a regulacédo
do desenvolvimento larval de Caenorhabditis elegans (C. elegans) (Lee et al., 1993). lin-4 regulava
negativamente o nivel da proteina LIN-14 (da primeira fase larvar), criando uma diminuicdo da
expressdo da mesma ao longo do tempo (Lee et al., 1993).

Sete anos apo6s a descricdo de lin-4, ocorreu a descoberta do segundo miRNA, let-7, também no
mesmo organismo modelo (Reinhart et al., 2000). Verificou-se que este miRNA actuava ao nivel pds-
transcricional e apresentava complementaridade parcial com a regido 3’ ndo traduzida (3’-UTR) do
MRNA LIN-41 (Lee e Ambros, 2001; Reinhart et al., 2000).

Os miRNAs foram mais tarde descritos em humanos, o que fez com que fosse validada a hipotese
de que este mecanismo regulador poderia estar envolvido na regulacdo de importantes funcdes
celulares (Lagos-Quintana et al., 2001).

Até 0 momento, mais de 17000 sequéncias de miRNAs em mais de 140 espécies diferentes foram
catalogadas na miRBase (http://www.mirbase.org/), numero este que tem aumentado

exponencialmente, e nos Gltimos trés anos quase triplicou (Kozomara e Griffiths-Jones, 2011).

1.9.1 — Biogénese de miRNAs

Os miRNAs séo filogeneticamente conservados e podem ter vérias localizagdes no genoma (Fig.
1.7) (Olena e Patton, 2010; Kim e Nam, 2006). Os miRNAs intergénicos podem ser encontrados em
regides genomicas distintas das unidades de transcricdo conhecidas. Estes miRNAs podem ser

monocistronicos e ter 0s seus proprios promotores, ou policistronicos, onde varios miRNAs sdo
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transcritos como um conjunto de transcritos primarios com um promotor partilhado (Fig.1.7, A). Os
miRNAs intronicos localizam-se nos intrdes de genes que podem ou ndo codificar proteinas. Estes
miRNAs podem estar presentes individualmente ou organizados em cluster (Fig.1.7, B). Embora
raros, alguns miRNAs podem também ter origem exonica, sobrepondo-se muitas vezes a um exao e a

um intrdo de um gene néo codificante (Fig. 1.7, C) (Olena e Patton, 2010).

A Intergénico

Intergénico. cluster

miRk-A miRk-B miR-(

Intrénico

Mirtron

Exon 1y miR-T + Exon 2

Intronico. cluster

Exon 1 miR-U miR-V miR-W Exon 2

Exonico

Figura 1.7- Localizacdo gendmica dos miRNAs. A) miRNA intergénicos: estes miRNAs sdo encontrados em
regides gendmicas distintas de unidades de transcri¢do conhecidas. Podem ser monocistronicos (parte superior) e
ter os seus proprios promotores (seta preta) ou policistrénicos (parte inferior), onde varios miRNAs sdo
transcritos como um conjunto de transcritos primarios com um promotor partilhado (seta preta); B) miRNAs
intrénicos: estes MiRNAs sdo encontrados em intrées de genes conhecidos (codificantes ou ndo codificantes de
proteinas). Podem estar representados apenas por um Unico miRNA (parte superior), ou por um conjunto
(cluster) de miRNAs (parte de baixo). Os miRNAs intrénicos sdo transcritos a partir do promotor do gene onde
se encontram (setas pretas) e processados a partir dos intrées transcritos a partir desse gene. No caso dos
mirtrons (no meio), o intrdo possui a sequéncia exacta do pré-miRNA com locais de splicing de cada lado
(evidenciados com asteriscos brancos); C) miRNAs exdnicos: estes miRNAs sobrepdem-se a um exao e a um
intrdo de um gene ndo codificante e sdo transcritos pelo promotor do gene onde se encontram (seta preta)
(Adaptado de Olena e Patton, 2010).

A biogenese, 0 processamento e a maturagdo de um miRNA ocorre no nicleo e no citoplasma,
respectivamente (Fig. 1.8) Na primeira etapa, no nicleo, 0 miRNA primario (pri-miRNA) é transcrito
a partir de longas moléculas precursoras codificadas pelos genes de miRNAs (Fig. 1.8, A). Esta
transcricdo é feita pela RNA polimerase 1l ou Il (Wang et al., 2007, Bartel, 2004; Ohler et al., 2004).
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Ainda no nucleo, ocorre a clivagem do pri-miRNA pelo complexo microprocessador Drosha-DGCR8
(Fig. 1.8, B) cujo principal interveniente € uma endonuclease tipo Ill, a Drosha. A excisdo provocada
por esta enzima vai definir uma das extremidades do miRNA maduro (Lee et al., 2003). O hairpin
precursor resultante deste corte, o pré-miRNA, agora com cerca de 60 a 70 nt é exportado activamente
para o citoplasma (Fig. 1.8, C) por uma Ran-GTP e pelo receptor de exportacdo, Exportina-5 (Yi et
al., 2003).

Depois de transportado para o citoplasma, o pré-miRNA ¢ clivado (Fig. 1.8, D) originando um
duplex imperfeito (miRNA: miRNA*) constituido por duas cadeias de RNA (dsRNA, do inglés,
double strand RNA), uma que compreende o miRNA maduro e outra com um fragmento de tamanho
similar a este, derivado do brago oposto do pré-miRNA, que tem o0 nome de miRNA* (Bartel, 2004).
Este processo é realizado pela Dicer, uma endonuclease do tipo 11l em conjunto com a proteina TRBP,
e vai definir a outra extremidade do miRNA maduro (Lee et al., 2003).
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Figura 1.8 — Biossintese de miRNAs. A) Transcri¢do do pri-miRNA; B) Clivagem do pri-miRNA pelo complexo
Drosha/DGCR8; C) Exportacéo do pré-miRNA para o citoplasma pela Exportina 5 e Ran-GTP; D) Clivagem do
pré-miRNA por accdo da Dicer e TRBP; E) Incorporacéo do duplex miRNA no complexo RISC; F) Clivagem do
MRNA: G) Repressdo da tradu¢do; H) Degradacdo do miRNA (adaptado de Winter et al., 2009).
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1.9.2 — Modo de accdo dos miRNASs

Depois de 0 miRNA ser transformado num duplex pela Dicer, uma das cadeias é seleccionada e
incorporada no complexo proteico RISC (do inglés, RNA-induced silencing complex) (Fig. 1.8, E),
cujo principal componente é a proteina Argonauta2 (AGO2) que possui ac¢do catalitica. Esta seleccao
é feita com base na estabilidade termodindmica da extremidade 5' de ambas as cadeias do duplex. A
cadeia menos estavel termodinamicamente na extremidade 5' é incorporada no complexo RISC e tem
0 nome de cadeia guia, enquanto a outra cadeia €, na maioria dos casos, degradada (Wang et al., 2007;
Schwarz et al., 2003).

Os miRNAs podem levar o complexo RISC a regular negativamente a expressao do gene alvo
através de dois mecanismos pds-transcricionais: clivagem do mRNA (Fig. 1.8, F) ou repressdao da
traducdo (Fig. 1.8, G). A escolha do mecanismo é determinada pela complementaridade com a regido
3'UTR do alvo mRNA (Bartel, 2004).

Um conjunto de 2 a 8 nt na extremidade 5'do miRNA, regido denominada “seed sequence”, sdo os
mais importantes na seleccdo do mRNA alvo. No entanto, outros nucle6tidos e a estrutura secundaria
do mRNA nas regides em torno da sequéncia alvo também influenciam a associacao de miRNAs com
os seus alvos (van Rooij et al., 2008a).

O emparelhamento perfeito entre 0 miRNA e a regido 3' UTR do mRNA alvo, promove a
clivagem do mRNA e o seu posterior encaminhamento para 0s p-bodies (do inglés, mRNA processing
bodies) para a sua consequente degradacdo (Fig. 1.8, H) (Tang et al., 2003). J& o emparelhamento
imperfeito entre 0 miRNA e a regido 3> UTR do mRNA vai promover a inibicdo da traducdo, o
principal mecanismo de actuacdo dos miRNAs em mamiferos (Zenget al., 2002). Através deste
emparelhamento, 0 mMiRNA tem a capacidade de inibir a traducdo interferindo directamente com os
factores de iniciacdo da traducdo ou perturbando a funcéo da cauda poli-A (Gebauer e Hentze, 2004).

Um tnico miRNA pode ter como alvo dezenas de mRNAs, assim como um tnico mRNA pode ser
alvo de maltiplos miRNAs, gerando assim um grande poder regulatorio da expressdo genética (van
Rooij et al., 2008a).

Em animais, os miRNAs foram associados a processos como o controlo dos diferentes estadios de
desenvolvimento, proliferacdo e diferenciacdo celular, apoptose, secrecdo de insulina e outras
hormonas, hematopoiese, defesa antiviral, para além de actuarem no desenvolvimento e
funcionamento muscular esquelético e cardiaco (Qin e Zhang, 2011; Thum et al., 2008; Wang et al.,
2007; Alvarez-Garcia e Miska, 2005).

1.9.3 — miRNASs no desenvolvimento cardiaco

O desenvolvimento cardiaco requer interacgdes precisas e complexas entre diversos tipos
celulares, tais como cardiomidcitos, células do endocardio, epicardio, células vasculares e fibroblastos

(Small e Olson, 2011). O desenvolvimento do tecido cardiaco depende de uma expressao espacio-
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temporal correcta de determinados miRNAs (Thum et al., 2008). miRNAs especificos estdo presentes
em diferentes tipos de células cardiacas e, em alguns casos, estdo envolvidos na especificacdo de
identidade celular, desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento de processos como
diferenciacdo de células estaminais embrionarias, proliferacdo dos cardiomidcitos, contractilidade,
regulacdo dos canais de Ca*, integridade da parede ventricular e condugéo cardiaca (Small e Olson,
2011; van Rooij et al., 2007).

O miR-1 é o miRNA mais abundante em cardiomidcitos, e foi o primeiro miRNA implicado no
desenvolvimento cardiaco (Zhao et al., 2007). Tanto 0 miR-1 como o miR-133 tém origem a partir de
um precursor de RNA comum e a sua expressao no tecido cardiaco embrionario é mediada por dois
promotores separados que séo regulados pelos factores de transcricdo SRF (do inglés, Serum Response
Factor), regulador essencial na diferenciacdo muscular e MEF2 (do inglés, Myocyte Enhancer Factor-
2), necessario para o desenvolvimento do muasculo cardiaco (Liu et al., 2007; Zhao et al., 2005). Mais
tarde no desenvolvimento cardiaco, estes mMiRNAs tém papéis opostos na linhagem cardiaca: enquanto
0 miR-1 promove a diferenciagdo dos cardiomidcitos, 0 miR-133 inibe essa diferenciagdo (Small e
Olson, 2011).

0Os miRNAs miR-1, miR-16, miR-27b, miR-30d, miR-126, miR-133, miR-143 e a familia de
miRNAs let-7 sdo abundantes, mas ndo sdo exclusivamente expressos no tecido cardiaco adulto
(Thum et al., 2008). Por sua vez, um grupo de miRNAs expresso de modo selectivo nos
cardiomiocitos sdo os “myomirs” (do inglés, muscle specific miRNAs) miR-208a, miR-208b e miR-
499 cujos genes encontram-se nos intrdes dos genes MYH6, MYH7 e MYHT7b, respectivamente, ja
anteriormente descritos (ponto 1.6.1) (van Rooij et al., 2008a).

Para além dos cardiomiécitos, o tecido cardiaco é constituido por outros tipos celulares, tais como
fibroblastos, células endoteliais, musculares lisas e imunitéarias, as quais apresentam um perfil de

expressdo de miRNAs completamente distinto dos cardiomidcitos (Thum et al., 2008).

1.9.4 — miRNASs na patologia cardiaca

Diversas experiéncias tém vindo a demonstrar que cada doenca cardiaca apresenta um padréo de
expressdo de determinados miRNAs distinto, 0 que parece ser necessario para induzir o estado
patoldgico (Thum et al., 2008, van Rooij et al., 2007).

O perfil de expressdo dos miRNAs sofre alteracdes durante o desenvolvimento cardiaco e muitos
miRNAs que normalmente s6 sdo significativamente expressos no coragdo fetal humano, séo re-
expressos no estado de patologia cardiaca (Latronico e Condorelli, 2009; Thum et al., 2007).

Alguns miRNAs foram ja implicados em patologias cardiacas (Fig. 1.9), tais como 0 miR-1 e 0 miR-
133 em arritmias; 0 miR-21 e 0 miR-195 em apoptose; 0 miR-208 na diminuicdo da contractilidade; o
miR-29 e 0 miR-21 em fibrose; 0 miR-21, 0 MiR-133, 0 miR-195 e 0 miR-214 em hipertrofia dos

cardiomidcitos (Small e Olson, 2011; van Rooij et al., 2008b).
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Figura 1.9 — miRNAs envolvidos em diversas patologias cardiacas (Adaptado de van Rooij et al., 2008b).

1.9.5 - miRNAs na MH

O coracdo é um drgdo muito sensivel a estimulos fisioldgicos, e mesmo ligeiras perturbacoes

podem levar a remodelacfes cardiacas graves € a situacdes patologicas (Thum et al., 2008). De forma
a dar resposta a estes estimulos, ocorre uma extensa remodelacdo do tecido cardiaco, conhecida como
crescimento hipertrofico fisioldgico que é definido como um aumento da massa ventricular devido ao
aumento do tamanho dos cardiomiécitos (Thum et al., 2008).

Em situacBes patoldgicas, esta resposta envolve uma alteracdo global no perfil de expressdo de
varios genes e leva a re-expressdo de genes fetais (Thum et al., 2007). Esta mudanca no perfil de
expressdo de determinados miRNAs em tecido cardiaco, alterando a regulacdo pos-transcricional dos
seus genes alvo, assume um papel crucial no crescimento hipertréfico patoldgico, caracteristico da
hipertrofia cardiaca (Sayed et al., 2007).

O perfil de expressdo de miRNAs em tecido cardiaco foi estudado por van Rooij e colaboradores
(2006), utilizando dois modelos animais com hipertrofia patol6gica induzida por compressao da aorta
e utilizando um rato transgénico com sobre-expressao de calcineurina, que uma vez sobre-expressa vai
levar a sintese de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca. Os resultados revelaram que os perfis
de expressdo de miRNAs dependem do estimulo responsavel pela hipertrofia cardiaca e da duracdo do
tratamento. Isto sugere que diferentes estimulos hipertroficos e fases divergentes do desenvolvimento
da hipertrofia cardiaca requerem o envolvimento de miRNAs distintos (van Rooij et al., 2006). Outros
resultados baseados em estudos utilizando modelos animais de hipertrofia cardiaca, indicam que
alguns miRNAs sdo considerados como anti- ou pré-hipertréficos consoante o seu padrdo de

expressao (Fig. 1.10). Os miRNAs anti-hipertréficos incluem os miRNAs: miR-1, miR-133, miR-26,
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miR-9 e miR-98, enquanto os MIRNAs miR-23a, miR-195, miR-208, miR-499 sdo considerados
miRNAs pro-hipertroficos (Da Costa Martins e De Windt, 2012; Ding et al., 2011).

Os resultados dos “screenings” de expressdo de grandes nimeros de miRNAs em humanos ndo
sdo concordantes (Matkovich et al., 2009). Apesar disso, destacam-se alguns miRNAs que apresentam
um perfil de expressao alterado e que sdo comuns entre os estudos, nomeadamente 0 miR-195, 0 miR-
23a e 0 miR-125b, que se apresentam sobre-expressos em caso de patologia cardiaca (Matkovich et
al., 2009; Sucharov et al., 2008; Ikeda et al., 2007; Thum et al., 2007; van Rooij et al., 2006).
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Figura 1.10 — miRNAs anti-hipertréficos (azul) e pro-hipertréficos (vermelhos) e respectivos alvos celulares
(Adaptado de Da Costa Martins e De Windt, 2012)

1.9.5.1 - miRNAs anti-hipertroéficos

Os miRNAs anti-hipertréficos miR-1, miR-133, miR-26, miR-9 e miR-98 encontram-se sub-
expressos em condigOes de hipertrofia (Da Costa Martins e De Windt, 2012; Ding et al., 2011).

O miR-1 desempenha um importante papel no desenvolvimento cardiaco ao nivel da diferenciacéo
celular e, no estado patoldgico, este é um dos miRNAs que mais cedo sofre alteracbes no seu padrdo
de expressdo (Sayed et al., 2007). Estudos revelam que a sobre-expressdo do miR-1 atenua a
hipertrofia dos cardiomidcitos, o que indica que a sua sub-expressdo é causadora da hipertrofia
cardiaca (lkeda et al., 2009; Sayed et al., 2007). Foi observado o decréscimo da sua expressdo
utilizando modelos humanos de hipertrofia (Care et al., 2007). Este miRNA regula o crescimento dos

cardiomidcitos, através da regulacdo negativa de mediadores na sinalizagio de Ca**, como é o caso da
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calmodulina. Como a quantidade da calmodulina dentro dos cardiomidcitos é limitante, o controlo
preciso da sua expressdo é importante para a regulacdo da sinalizacdo de Ca*" (Ikeda et al., 2009).
MEF2e GATA4 sdo dois factores de transcricdo com um papel chave na mediagdo das alteracdes,
dependentes de Ca®*, na expressdo de genes e importantes na sinalizacdo da hipertrofia, sendo
regulados negativamente pelo miR-1 (Da Costa Martins e De Windt, 2012; Ikeda et al., 2009). Twf1,
uma proteina reguladora do citoesqueleto, € também um alvo directo do miR-1. Twfl tem a funcéo de
ligar mondmeros de actina, inibindo a formacao dos filamentos finos de actina. Experiéncias in vitro
demonstraram que cardiomidcitos hipertréficos expressam maiores quantidades desta proteina (Li et
al., 2010). Outro dos alvos de miR-1 é a proteina IGF-1, um factor de crescimento semelhante a
insulina tipo 1, responséavel por regular o crescimento das células musculares, que sofre um aumento
de expressdo apds a repressdo de miR-1 (Elia et al., 2009).

O miR-133 também desempenha um papel anti-hipertréfico apresentando-se sub-expresso em
tecido proveniente de ventriculo esquerdo de doentes com hipertrofia cardiaca (Caré et al., 2007). Este
miR exerce o seu efeito tendo como alvos Cdc42, Rho-A e Nelf-A (Ding et al., 2011). Cdc42 e Rho-A
sdo proteinas que estdo relacionadas com a organizacdo dos miofilamentos nas unidades sarcoméricas
e sdo responsaveis por rearranjos no citoesqueleto durante a hipertrofia cardiaca. Nelf-A é um factor
de elongacdo envolvido na cardiogénese, que regula negativamente a RNA polimerase Il (Ding et al.,
2011; Xiao e Chen, 2010).

Por seu turno, 0 miR-26 desempenha um papel importante na regulacdo da sobrevivéncia dos
cardiomiocitos e na hipertrofia tendo como alvo o factor de transcricdo GATA4. Através da
modulacdo da expressdo dos niveis de miR-26 com o auxilio de um vector adenoviral, verificou-se
gue num quadro de hipertrofia cardiaca, utilizando modelos animais, ocorreu um aumento da
expressdo de GATA4, acompanhado de um decréscimo da expressdo do miR-26. Um aumento
adicional nos niveis de miR-26 estd assim associado com uma diminui¢cdo dos niveis basais de
GATA4 e consequente morte celular (Han et al., 2009, citado por Da Costa Martins e De Windt,
2012).

Foi também demonstrado que 0 miR-9 é um regulador negativo da hipertrofia cardiaca tendo como
alvo a miocardina, um co-activador transcricional que promove a resposta hipertréfica. Assim, a
administracdo de um mimic (duplex de RNA sintético que tem como fungdo “imitar" a funcéo
enddgena do miRNA) de miR-9 pode atenuar os niveis de expressdo de miocardina e levar
consequentemente a inibigdo da hipertrofia cardiaca (Frost e van Rooij, 2010; Wang et al., 2010).

Num quadro de hipertrofia induzida por angiotensina 2, num modelo animal, a familia miR-98/let-
7 apresenta também um papel anti-hipertrofico, mediante a ac¢do de Trx1, uma proteina com fungéo
antioxidante que possui efeitos anti-inflamatérios e anti-apoptépticos, e tendo como alvo directo a
ciclina D2. De uma forma geral, a sub-regulacéo de Trx1 leva a uma sobre-expressdo do miR-98 e a

uma inibicdo da hipertrofia cardiaca, decrescendo assim os niveis de ciclina D2 (Yang et al., 2011).
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1.9.5.2 - miRNAs pro-hipertréficos

A sobre-expressdo de miRNAs pro-hipertroficos (miR-23a, miR-195, miR-499 e miR-208) conduz
ao fendmeno de hipertrofia (Da Costa Martins e De Windt, 2012; Ding et al., 2011). Um dos miRNAs
com funcgdo pro-hipertrofica é o miR-23a. Modelos in vitro de hipertrofia cardiaca demonstraram que
a sobre-expressdo deste miRNA é necessaria para induzir hipertrofia em cardiomidcitos, sendo a sua
expressao regulada por um factor de transcri¢do, o factor nuclear de células T activadas (NFAT) (Lin
et al., 2009). Os resultados do estudo levado a cabo por Lin e colaboradores (2009) mostraram que
ocorreu uma sobre-expressao do miR-23a em cardiomiécitos hipertréficos tratados com isoproterenol
e aldosterona. MuRF1, uma proteina anti-hipertréfica e reguladora da degradacéo da troponina I, foi
identificada como um alvo de miR-23a e a sua traducdo pode ser suprimida por este miRNA (Lin et
al., 2009).

Dado que a composicdo do sarcomero em ratos apresenta grandes flutuaces nas isoformas da
cadeia pesada da miosina por ac¢do dos niveis de hormona tiroideia, 0s “myomirs”, ja descritos em
1.9.3, desempenham um papel crucial na regulacdo da expressao de genes codificantes da miosina e na
resposta ao stress cardiaco (Van Rooij et al., 2009). O miR-208a é controlado pelo receptor da
hormona tiroideia (TR), tem como alvo a proteina THRAP1 e a sua sobre-expressao é suficiente para
aumentar a expressdo de MYH?7 e levar a hipertrofia cardiaca (Callis et al., 2009). O papel do miR-
208b em processos patoldgicos permanece por esclarecer (Da Costa Martins e De Windt, 2012). Foi
demonstrado que elevados niveis de miR-499 afectam a expressdo e levam a hipertrofia cardiaca
induzida pelo stress. Este miRNA tem a capacidade de dosear a resposta cardiaca ao stress, em parte,
atraves da regulacdo dos genes de resposta imediata (Shieh et al., 2011).

Outro dos miRNAs envolvido no crescimento hipertréfico no coracdo adulto é o0 miR-195. Este
miRNA encontra-se sobre-expresso em coracdes hipertrofiados em ratos e humanos (van Rooij et al.,
2006). Isto demonstra que o miR-195 é um factor pré-hipertréfico que participa activamente no
processo de hipertrofia cardiaca, apesar de até agora ndo terem sido validados alvos directos deste

miRNA no contexto de doenca cardiaca hipertréfica (Da Costa Martins e De Windt, 2012).

Tem sido relatado que doentes com MH, de diferentes faixas etarias, apresentam diferentes
caracteristicas morfoldgicas e diferentes prognosticos da doenga, o que leva a crer que a hipertrofia
cardiaca em diferentes idades e com diferentes etiologias apresenta padrdes de expressdo de miRNAS
distintos (Ding et al., 2011).

Palacin e colaboradores (2011a) compararam o perfil de expressdo de 377 miRNAs humanos em
tecido ventricular de doentes com MH portadores de uma mutacdo missense no gene MYH7 e em
tecido cardiaco de doentes com MH sem mutacdes com tecido cardiaco saudavel (Palacin et al.,
2011a). Globalmente, as amostras patoldgicas apresentaram uma sub-expressdo dos MIRNAS
relativamente as amostras saudaveis. O miR-1, miR-133b, miR-208b, miR-218, miR-306, miR-

30b,miR-374, miR-454, apresentaram-se sub-expressos em todas as amostras patoldgicas, enquanto o
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miR-590-5p e 0 miR-92a apresentaram um aumento de expressdo (Palacin et al., 2011a). O miRNA-
495 apresentou-se sub-expresso nas amostras patologicas com mutagao e sobre-expresso nas amostras
de doentes sem mutagdes sarcoméricas (Palacin et al., 2011a).

Curiosamente, observou-se uma sobre-expressao do miR-208a nos doentes portadores de mutacdo
em MYH7 e uma sub-expressdao do miR-208b nas amostras patoldgicas que apresentavam hipertrofia
cardiaca como resposta secundaria a outra doenca cardiaca (Palacin et al., 2011a). Os autores sugerem
que alteracdes na expressao do miR-208 podem permitir distinguir entre tecido cardiaco de individuos
com e sem mutacGes em genes causadores de MH (Palacin et al., 2011a).

1.10 — Perspectivas Clinicas e Potencial Terapéutico dos miRNAs

A expressdo diferencial de miRNAs especificos nos diferentes tipos de patologias cardiacas, tal
como por exemplo no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, levanta o conceito de que 0s miRNAs
podem ser considerados como biomarcadores moleculares tendo desta forma importantes aplicaces
clinicas nas doencas cardiacas (Ding et al., 2011; Small e Olson, 2011). Por exemplo, 0 miR-195 e
miR-23a apresentam-se sobre-expressos durante a hipertrofia, podendo actuar como indicadores de

diagndstico precoce na hipertrofia patolégica (Ding et al., 2011).

Um dos obstaculos a utilizagdo dos miRNAs como biomarcadores, prende-se com a dificuldade
em obter tecido cardiaco de doentes num estadio precoce de MH, o que leva a necessidade de
identificar miRNAs que sejam diferencialmente expressos no tecido cardiaco e direccionados para a
circulacdo sanguinea. Neste sentido esses mMiRNAs podem vir a ser considerados como biomarcadores
circulantes de hipertrofia cardiaca o que facilitaria o diagndstico genético da doenca (Ding et al.,
2011).

No que respeita a novas formas de terapéutica, uma alternativa prende-se com a regulacdo da
expressdo dos miRNAs que se apresentam sobre- ou sub-expressos na hipertrofia cardiaca, tentando
normalizar o seu padrdo de expressdo (Fig. 1.11). O nivel de expressdo de um determinado miRNA
identificado como alterado, poderad ser normalizado, quer seja inibindo um miRNA sobre-expresso
quer seja induzindo a expressao de um miRNA sub-expresso (Thum et al., 2007, van Rooij e Olson,
2007).

Os mimics de miRNA sdo duplexes de RNA sintético em que uma das cadeias (cadeia guia) é
idéntica a sequéncia de miRNA maduro e tem como fungdo "imitar” a funcéo enddgena do miRNA. A
outra cadeia é muitas vezes apenas parcialmente complementar a cadeia guia e é normalmente ligada a
moléculas de colesterol para melhorar a absor¢do celular. Assim uma alternativa terapéutica
direccionada para a hipertrofica cardiaca serd a utilizagdo de mimics de miRNAs, o que seria
particularmente (til para aumentar a expressdo de miRNAS cuja sub-expressao contribui para o inicio
ou progressdo de doenca cardiovascular (Frost e van Rooij, 2010). Inversamente os antimiRs sdo

oligonucledtidos antisense quimicamente modificados, visando a sequéncia do miRNA maduro que
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podem reduzir os niveis de miRNAs considerados como indutores de patologia ou cuja sobre-
expressao é aberrante (Krizfeldt et al., 2005).

miRNA  mimicde miRNA
i
AntimiR

v
M
N S

R ao d
EE;ZT;; % ou Degradagao do Aumento de expressao
mRMA de RNAm

Figura 1.11. — Representacdo esquematica da funcdo dos mimics de miRNAs e antimiRs. O “mimic “de um dado
miRNA (verde) tem a mesma sequéncia de um miRNA enddgeno e vai ter como alvos os mesmos mRNA que 0
miRNA endégeno. Um antimiR (cinzento) complementa um miRNA enddgeno, ligando-se a ele e inibindo a sua
funcgéo (Adaptado de Small e Olson, 2011). ORF — Open Reading frame.

Como qualquer tipo de terapia génica, as terapias baseadas em miRNAS apresentam vantagens e
desvantagens que devem ser avaliadas e discutidas. Por um lado, a utilizacdo dos miRNAs como
agentes terapéuticos, tendo estes varios alvos em simultaneo, faz com que seja possivel regular varios
genes pertencentes a uma via comum ou com a mesma funcao biol6gica (Ding et al., 2011). Este é o
caso do miR-1 que inibe a hipertrofia regulando negativamente varios elementos envolvidos na
sinalizacdo de Ca*" (Ding et al., 2011). Esta caracteristica faz com que este miRNA ndo tenha como
alvo apenas um Unico gene, mas sim uma rede de genes reguladores da hipertrofia cardiaca,
permitindo assim uma maior eficiéncia relativamente a outros métodos terapéuticos gque tém como
alvo apenas uma molécula (Ding et al., 2011; van Rooij e Olson, 2007).

Contudo, o facto de um unico miRNA ter multiplos alvos mRNA, envolvidos em fungdes
celulares diferentes, pode levar a que algumas destas fungdes sejam perturbadas (Ding et al., 2011).
Por exemplo, 0 miR-133 regula ndo s6 a hipertrofia, mas também a condutancia cardiaca (Ding et al.,
2011). Sendo este miRNA alvo de terapia génica com vista ao tratamento da hipertrofia, os seus
efeitos secundarios sobre a condutancia cardiaca devem ser tidos em conta, sendo necessario realizar
novos estudos para melhorar a compreensdo do potencial de toxicidade de tais miRNA (Ding et al.,
2011). E de esperar que através da prevencdo e inversdo das consequéncias da hipertrofia cardiaca,
através de um diagnostico e terapia baseados na ac¢do dos miRNA, a qualidade de vida dos doentes

com MH melhore, e a sua longevidade seja prolongada (Da Costa Martins e De Windt, 2012).
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1.11- Obijectivo do trabalho

Sendo a MH uma doenga com uma prevaléncia significativa de 1:500 na populacdo, e com uma
apresentacdo genética e fenotipica heterogénea, torna-se imperativo a anélise dos seus determinantes,
nomeadamente a nivel genético, através do estudo dos perfis de expressdo de miRNAs em condicGes
normais e patolégicas. Pretende-se assim, com este trabalho, avaliar o padrdo de expressdo de 739
miRNAs em doentes com diagnéstico clinico de MHO, tendo como principal objectivo a identificagcdo
de miRNAs desregulados que possam ndo sO estar na base do perfil fenotipico de MHO, como
também, estar associados ao desenvolvimento de MH em geral. Numa nova perspectiva de
esclarecimento dos mecanismos moleculares subjacentes a MH, o perfil de expressdao de miRNAs sera
relacionado ndo s6 com o perfil de expressdo de genes sarcoméricos, mas também com o perfil

mutacional de genes relacionados com o desenvolvimento de MH.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 — Amostra populacional

Foram analisados cinco doentes portugueses (Tabela 2.1) ndo relacionados entre si, com
diagnostico clinico de MHO. Estes foram submetidos a miectomia septal onde foi recolhida uma
amostra de tecido cardiaco, nomeadamente SIV. As amostras foram conservadas em tubos com RNA
later (SIGMA®, Sigma Aldrich, EUA) e armazenados a 4 graus centigrados (°C). Foram igualmente
colhidos de cada doente, 6 mililitros (mL) de sangue periférico em tubos com Acido

Etilenodiaminotetra-Acético (EDTA) e conservados a -20 °C até posterior utilizacéo.

Como controlo saudavel foi utilizado RNA extraido de ventriculo esquerdo humano proveniente
de um individuo saudavel (sem patologia cardiaca), colhido post-mortem no Instituto de Medicina

Legal de Lisboa e um RNA de ventriculo esquerdo humano comercial (Ambion®, Apllied Biosystems,

EUA).

Tabela 2.1 — Amostra populacional em estudo e respectiva informacéo clinica adicional (M- Masculino; F-

Feminino).
Cddigo da Informacao Clinica adicional ao ) .
) ) Ano de nascimento /Género
Amostra diagnéstico de MHO
SIV100 Hipertrofia macica> = 30mm 1937/ M
SIV108 Insuficiéncia cardiaca congestiva 1926 / F
Insuficiéncia cardiaca congestiva;
SIV109 ] ) ) ) 1927/ F
Angina de peito; Sincope Cardiaca
Insuficiéncia cardiaca congestiva;
SIV119 Angina de peito; com Desfibrilhador- 1938 /F
cardioversor
Insuficiéncia cardiaca congestiva;
SIV124 ) ) 1949 / F
Angina de peito; Sincope Cardiaca
SIV_C.Saudavel Amostra controlo saudavel
SIV_C.Comercial Amostra controlo saudavel

2.2 - Extraccao de acidos nucleicos

Nesta fase do trabalho procedeu-se & extraccéo e purificagdo do RNA e do DNA a ser utilizado

posteriormente nos ensaios de expressdo genética e genotipagem.
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2.2.1 — Extraccdo de RNA a partir de tecido cardiaco

O RNA total foi extraido, a partir de fragmentos de tecido ventricular (com aproximadamente 60
miligramas (mg) cortados e macerados, utilizando o kit de extracgdo SV Total RNA Isolation System
(Promega Corporation, Madison, EUA) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Todos
0s passos foram realizados no gelo para evitar a degradacdo do RNA pela accdo de enzimas (RNAses).
Os RNAs foram conservados em tubos eppendorf estéreis e isentos de RNAses a -80°C até posterior

utilizaco.

2.2.2 — Extraccdo de DNA a partir de sangue periférico e tecido cardiaco

O DNA foi extraido e purificado, a partir de aproximadamente 30 mg de tecido cardiaco ou a
partir de 200 microlitros (uL) de sangue total, através da utilizacdo do High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. O DNA foi conservado em tubos eppendorf estéreis a -20°C até posterior

utilizacao.

2.3 Quantificacdo e avaliacdo de integridade de acidos nucleicos

A qualidade dos &cidos nucleicos isolados em 2.2 foi avaliada por espectrofotometria- Nanodrop
2000 (Thermo Scientific, Wilmington, U.S.A), confirmando-se a sua pureza, através das razoes entre a
absorvancia a 260 nanémetros (nm) (Abs260) e a absorvancia a 280 nm (Abs280) e entre a Abs260 e a
absorvancia a 230 nm (Abs230). O pico de absorvancia dos acidos nucleicos (DNA e RNA) é a 260
nm, o das proteinas é a 280 nm, e contaminantes como sais e compostos organicos apresentam um
pico de absorvancia maximo a 230 nm. Estas razdes permitem avaliar a contaminagdo dos acidos
nucleicos com proteinas (A260/A280 inferior a 1,8) e com 0s outros compostos acima referidos
(A260/A230 fora do intervalo 1,8 a 2,2). (Manual de utilizacdo do Nanodrop - NanoDrop 2000/2000c
Spectrophotometer V1.0 User Manual-
http://icab.sinica.edu.tw/pubweb/Core%20Facilities/Data/R401 -
core/NanoDrop%202000%20User%20Manual.pdf).

A concentracdo de acidos nucleicos de cada amostra (nanograma/microlitro) (ng/uL) pode ser

calculada a partir da Lei de Lambert-Beer:

Abs260
b X ¢

[concentracio acidos nucleicos| =

em que b corresponde ao percurso optico em centimetros (cm) e & corresponde ao coeficiente de
extingdo molar (uL.ng™.cm™), sendo que o valor do coeficiente de extingdo molar para o0 DNA de
dupla cadeia é de 50uL.ng™.cm™, e para 0 RNA é de 40 pL.ng™.cm™

Sempre que as amostras de DNA apresentaram concentracdes elevadas, realizou-se uma diluicdo da
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respectiva concentragdo para 10ng pL™, de forma a manter uma concentracdo fixa em todas as
amostras.

A integridade do DNA foi avaliada através de electroforese unidimensional em gel de agarose
(Bioline) a 0,8% (peso/volume; p/v) contendo 2 uL. de GelRed (Biotarget, representante da Biotium,
Portugal) (concentracdo inicial 10000x; 500 uL) por cada 100 mL de gel, durante 1 hora (h) a 110V
(volts). A integridade do RNA foi avaliada num espectrofotometro de elevada sensibilidade,
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, EUA) e que se baseia na utilizacdo de um microchip onde é
realizada uma electroforese simultanea de 11 a 12 amostras de RNA durante 30-40 minutos (min).
Apos a electroforese, a analise é realizada através um algoritmo informatico que permite o célculo do
NUmero de Integridade do RNA (RIN, do inglés RNA Integrity Number) (Schroeder et al., 2006),
permitindo classificar o RNA eucari6tico total com base num sistema de numeragédo de 1 a 10, sendo 1
o perfil mais degradado e 10 o mais intacto (Mueller et al, 2004). O valor minimo de RIN para um
dado RNA para obtencdo de resultados adequados em estudos de expressdao por PCR em tempo real é
5 (Fleige e Pfaffl, 2006). Esta analise foi efectuada na Unidade de Expressdo Genética do Instituto

Gulbenkian de Ciéncia (IGC) (prestacédo de servico).

2.4 - Genotipagem das amostras

A genotipagem das amostras de doentes com MHO foi realizada por duas técnicas de larga escala:

o IPLEX MassArray e 0 HRM, de modo a identificar as altera¢6es genéticas associadas a MH.

2.4.1 —iPLEX MassArray

A genotipagem das amostras foi previamente efectuada recorrendo a técnica de iPLEX®

MassArray (Sequenom Hamburgo, Alemanha). No grupo de investigacdo onde este trabalho foi
desenvolvido, esta técnica faz uso de um microchip de DNA que permite a identificacdo de 541
alteracBes genéticas associadas a MH (Santos et al., 2011, 2012). Foi utilizado o kit de iPLEX Gold
(Sequenom Hamburgo, Alemanha), que permite a amplificacdo por PCR das regiGes de DNA
contendo as mutacdes em estudo, seguida de uma reaccdo de extensdo de um unico nucleétido
associada a alteracdo em causa e sua posterior detecgdo por espectrometria de massa MALDI-TOF no
sistema Sequenom MassArray (Sequenom, Hamburgo, Alemanha) (Santos et al., 2011). Todas as
alteragdes foram confirmadas por SA no &mbito de uma colabora¢do com o Laboratério de Genética

Molecular de Cardiopatias e Neurociéncias da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

2.4.2 — Desnaturacdo de Alta Resolucdo (HRM)

Nas amostras em que o resultado obtido pela técnica de iPLEX MassArray se apresentou dubio, foi

realizada a andlise pela técnica de HRM, recorrendo a plataforma LightCycler 480° (Roche
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Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). Os iniciadores de DNA (primers) utilizados para a
amplificacdo das regides a estudar por HRM foram previamente desenhados e optimizados (Marques,
2010). Para a realizacdo desta técnica utilizou-se o kit High Resolution Melting Master (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha), que contém o fluoréforo saturante de DNA em cadeia
dupla, Resolight Dye, uma mistura reaccional que integra a enzima FastStart Taq DNA Polymerase,
dNTPs e tampdo de reaccdo. As reaccdes foram efectuadas em placas de 96 pocgos (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, Alemanha), perfazendo em cada pogo um volume reaccional final de 10uL. As
condicdes reaccionais e o programa de PCR-HRM encontram-se indicados nas tabelas 2.2 e 2.3
Sumariamente, apés um passo de PCR inicial, as amostras foram desnaturadas e rapidamente
renaturadas para permitir a formacdo de homo- e heteroduplexes. Em seguida, as amostras foram
sujeitas a um aumento gradual de temperatura, dos 60°C aos 95°C, dando-se uma desnaturacao
continua dos duplexes, levando a diminuicdo da fluorescéncia, continuamente monitorizada pelo

equipamento.

Tabela 2.2 — Condic0es reaccionais aplicadas na técnica de HRM.

Componente Volume Concentracao final

DNA (stock: 10ng/uL) 2 ul 2ng/uL
Master Mix 5uL 5U/uL

MgCl, (stock: 25mM) 0,8-1,6 uL 2,0-4,0mM
Primer (stock: 4 mM) 0,5-1,25uL 0,2-0,5mM

Aguadestilada 0,55-1,7 uL

Volume final: 10
pL

Tabela 2.3 - Programa de PCR-HRM.

N° de Aquisigoes Taxa de
ciclos Tempo | Temperatura (por °C) Variacao
b (°C/seq)
Desnaturagao | 4, 10 min 95°C
inicial
Desnaturacio 10 seg. 95°C 4,40
Annealing® 35x 10 seg. 55°C — 60°C 2,20
Extensédo 20 seg. 72°C 4,40
1 min 95°C 4,40
1 min 40°C 2,20
HRM Ix 1 seg. 60°C-95°C 1,00
95°C 25 0,02
Cooling 1x 10 seg. 40°C

aHibridag&o ou emparelhamento dos primers® Variavel consoante a temperatura de emparelhamento dos primers
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Os resultados obtidos foram analisados por recurso ao software LightCycler 480® verséo 1.5.0.39
SP3 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha). Em cada ensaio foram utilizadas no minimo
cinco amostras controlo (DNA de individuos saudaveis, sem histdria de doencas cardiovasculares e
previamente genotipados, para confirmar auséncia de mutagdes associadas a MH). Da analise foram
excluidas as amostras cuja amplificagdo ocorria a partir do ciclo n® 30. Os dados foram normalizados,
obtendo-se curvas de desnaturagdo que permitiram identificar perfis de desnaturagéo distintos entre as
amostras controlo e os individuos em estudo. Todas as amostras que apresentassem um valor de
diferenca relativa fora do intervalo de normalidade do grafico de diferencas (entre -2 e +2) foram
consideradas como provavelmente alteradas, e os amplicdes foram enviados para SA para

identificacdo da alteracdo nucleotidica em causa.

2.4.3 — Reaccdes de PCR e Sequenciacdo

A confirmacgdo das mutagdes identificadas por iPLEX MassArray e a identificacdo das alteracdes
genéticas identificadas por HRM foram realizadas por SA. Para tal as regides do DNA que
potencialmente continham estas alteracbes foram amplificadas por PCR num termociclador
(Multigene Gradient, Labnet International, Inc.) tendo por base a preparacdo de uma mistura
reaccional contendo um par de primers previamente desenhado e optimizado por Marques (2010). As
condicBes reaccionais e o programa de PCR utilizados encontram-se descritos nas tabelas 2.4 e 2.5,

respectivamente.

Tabela 2.4 - Condic6es reaccionais utilizadas na reaccdo de PCR.

Componente Volume Concentracao final
DNA 6 uL 10 ng/uL
Primers (stock: 0,4 mM) 1,2 ul 0,016 mM
Tampao (stock 10x) 6 uL 1x
MgCl, (stock: 50 mM) 1,2 uL — 3,6 ulL 1,0-3,0mM
dNTP’s 6 uL 6 mM
Hi-Specific (5x) 3uL 0,5x
BIOTAQ DNA Polimerase 0,7 uL 5U/uL
Agua destilada 33,5 uL - 35,9 uL
Volume final: 60uL
Tabela 2.5 — Programa de PCR utilizado.
Temperatura Tempo N° de Ciclos
Desnaturacdo inicial 94°C 5 min 1x
Desnaturacéo 94°C 30 seg 35x
Hibridacédo 53°C-60°C 2 1 min 35X
Extensdo 72°C 30 seg 35X
Extens&o final 72°C 10 min 1x

2 Variavel consoante a temperatura de emparelhamento dos primers
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Apos a amplificacdo por PCR, as amostras foram sujeitas a electroforese unidimensional em gel de
agarose (Bioline, Citomed, Lisboa, Portugal) a 2% (p/v), contendo 2 ul. de GelRed (Biotarget,
representante da Biotium, Portugal) por cada 100 mL de gel, durante 1h a 110V. A dimensdo dos
fragmentos foi verificada através da utilizagdo de um marcador de pesos moleculares, Hyperladder 1V
(Bioline, Citomed, Lisboa, Portugal), utilizando-se um transiluminador UVIpure (UVITEC,
Cambridge, Reino Unido) para verificagdo da presenca da banda especifica correspondente ao
fragmento pretendido. A aquisicdo de imagem foi efectuada com o equipamento de fotografia digital
Kodak AlphaDigiDoc, Alpha Innotech, utilizando o software AlphEaseFC (AlphaDigiDoc 1000,
Alpha Innotech).

Os amplicGes de DNA foram enviados para o Laboratorio de Genética Molecular de Cardiopatias
e Neurociéncias da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, onde foram purificados e
sujeitos a SA.

Os cromatogramas foram analisados com o programa Codon Code Aligner versao 3.7 (CodonCode
Corporation, EUA).

Através da ferramenta informatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponivel online
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), foi realizado o alinhamento das sequéncias de DNA dos
amplicbes das amostras em estudo com as sequéncias de DNA existentes na base de dados do genoma
Humano (wild type) (http://www.ornl.gov/sci/techresources/Human_Genome/home.shtml), permitindo
assim a confirmacdo das mutacGes anteriormente identificadas por iPLEX MassArray ou a
identificacdo das alteracdes detectadas por HRM. A previsdo do efeito das alteracBes genéticas na
actividade da proteina (alteracGes benignas, potencialmente malignas ou malignas) foi realizada

recorrendo a ferramenta PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2).

2.5 Analise transcritbmica

A analise transcritdmica insere-se no ambito do trabalho de base do grupo de investigacdo onde foi
desenvolvida esta tese. O principal objectivo foi determinar a expressdo dos quatro principais genes
sarcoméricos, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYBPC3, cujas mutacGes estdo envolvidas no
desenvolvimento de MH. Para tal, foram utilizadas amostras de RNA provenientes de 40 bidpsias

cardiacas, de SIV e apéndice auricular direito (AAD) de doentes com diagndstico de MH.

2.5.1 PCR em tempo real (RT-PCR)

A técnica de PCR em tempo real permite a analise quantitativa de cDNA (DNA complementar) ao
longo da reacgdo de amplificacdo, através da utilizacdo de fluoroforos intercalantes ou de sondas
marcadas que se ligam a cadeia de cDNA, o que permite a geragdo de curvas sigmoidais de
fluorescéncia versus nimero de ciclos, que indicam a quantidade de cDNA em cada ciclo da reaccdo

de amplificagéo (LightCycler® Real-Time PCR Systems Application Manual, Roche Diagnostics).
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Nestes ensaios foi utilizada uma sonda de hidrolise (ensaio TagMan®; Applied Biosystems,
EUA), que apresenta dois fluor6foros em cada extremidade, o quencher (extremidade 3”) e o repérter
(extremidade 5”). Enquanto a sonda estd intacta o quencher reprime a fluorescéncia do reporter. Na
fase de desnaturacdo das cadeias de cDNA, a sonda liga-se as cadeias. Na fase de extensdo a sonda é
clivada, libertando o reporter que assim emite fluorescéncia (LightCycler® Real-Time PCR Systems
Application Manual, Roche Diagnostics).

Os niveis de expressao dos genes em estudo foram detectados através do método de quantificagcdo
relativa que consiste na expressdo dos seus niveis de mRNA relativamente ao mMRNA de um gene de
expressao basal, neste caso o gene 18S rRNA (RNA Ribossomal).

2.5.2 — Analise de Dados
Na analise de dados foi utilizado o valor de Ct (cycle threshold), que consiste no ponto a partir do

qual a amplificacdo é detectada. Este é o ponto inicial da fase exponencial que se correlaciona com a
quantidade de cDNA, uma vez que quanto maior ¢ a sua quantidade inicial, mais cedo se detecta um
aumento significativo da fluorescéncia (Ct mais baixo) (LightCycler® Real-Time PCR Systems
Application Manual, Roche Diagnostics).

O nivel de expressdo de cada um dos genes em estudo foi determinado a partir do método de
AACt, em gue ACt que consiste na diferenca de valores entre o Ct do gene em estudo e o Ct do gene
de controlo endogeno, 18S rRNA. Todos estes valores foram relativizados, subtraindo o valor de
expressdo correspondente ao controlo saudavel para cada um dos genes e tecidos, obtendo-se assim o
valor de AACt.

2.5.3 — Construcdo do dendograma

A partir dos valores de ACt, e utilizando a ferramenta pvclust , foi construido um dendograma que
permitisse inferir a relacdo entre os niveis de transcricdo dos quatro genes para cada tecido e para cada
um dos 40 doentes com diagnéstico de MH. A anélise de correlacdo estatistica foi obtida através da
correlagdo de Spearman e Pearson. Cada valor em falta (significando que ndo ocorreu expressao de

determinado gene) foi substituido pelo valor de expressdo média do gene, em cada tecido.

2.6 — Estudo do perfil de expressdo genética de miRNAs

Nesta etapa do trabalho experimental, foi efectuado o procedimento conducente a obtencdo do

perfil de expressdo genética dos miRNAs nas amostras saudaveis e patologicas.

2.6.1 — Sintese de cDNA

A partir do RNA extraido em 2.2.1 foi efectuada a diluicio do RNA para uma concentracdo de

5ng/uL e realizada a sintese de cDNA pela utilizacdo do kit Universal cDNA synthesis (Exigoninc,

EUA) de acordo com as instrucBes fornecidas pelo fabricante. A reac¢do de sintese decorreu num
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termociclador (Multigene Gradient, Labnet International. Inc.). A mistura reaccional, cuja composi¢éo
estd descrita na tabela 2.6, foi incubada durante 60 min a 42°C e a enzima transcriptase reversa foi
inactivada durante 5 min a 95°C. O cDNA foi depois conservado a -20°C até posterior utilizagao.

Tabela 2.6 — Composicdo da mistura reaccional para a sintese de cDNA.

Componente Volume
RNA total (5ng/uL) 8 uL
Tampdo de reaccdo (stock: 5x) 8 uL
Agua destilada 18 uL
RNA spike in sintético 2 ulL
Mistura de enzima 4 ul
Volume final: 40uL

2.6.2 —Andlise de expressdo de miRNAs por Real Time-PCR

Para obter o perfil de expressdo dos miRNAs nas amostras de tecido cardiaco referidas em 2.1. foi
utilizado o kit miRCURY LNA™-Universal RT microRNA PCR (Exigonlnc, EUA). Este kit baseia-se
na utilizacdo da tecnologia de acidos nucleicos ndo acessiveis - locked nucleic acid (LNA), concebidos
para a deteccdo sensivel e precisa de 739 diferentes miRNAs através de uma reac¢do de RT-
PCRutilizando o fluoréforo SYBR © Green. Os 739 miRNA estdo separados em dois painéis de
reaccdo com a capacidade de 384 pocos cada um (Anexo I). Em ambos os painéis encontram-se
presentes (i) seis conjuntos de primers para amplificacdo de genes de referéncia (trés de pequenos
RNAs: U6snRNA, SNORD38B, SNORD49A; e trés de miRNAs: miR-103, miR-191 e miR-423-5p),
(i) trés calibradores inter-placa (UniSp3IPC) e (iii) um controlo do conjunto de primers (UniSp6 CP).

Os painéis 1 e 2 diferem nos conjuntos de primers LNA™ liofilizados para amplificacdo de
miRNAs humanos, sendo que o painel 1 é composto por conjuntos de primers LNA™ para a
amplificacdo de 372 miRs enquanto o painel 2 é composto por conjuntos de primers LNA™ para a
amplificacdo de 367 miRs. Para a realizacdo do protocolo foram seguidas as instrugdes fornecidas pelo
fabricante. No anexo | sdo indicados os mMiRNAs de cada um dos painéis.

A técnica de Real Time-PCR foi realizada num equipamento ABI 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, EUA) no IGC. O programa utilizado e as condigdes reaccionais desta

técnica encontram-se, respectivamente, nas tabelas 2.7 e 2.8.

Tabela 2.7 — Programa de Real Time-PCR utilizado.

Temperatura Tempo Ne de Ciclos T""X""(Sce /\S/(eaéll’)lagao
Activacdo da p0I|~merase 95C 10 min 1x
/Desnaturagao
- 95°C 10 seg. 40x 1,6
Amplificacéo 60°C 1min Ix
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Tabela 2.8 — Composicdo da mistura reaccional sujeita a Real Time-PCR utilizada nos dois painéis.

Componente Volume
cDNA 40 pL
Master mix SYBR® Green 4000 pL
Agua destilada 3960 uL
Volume final:
8000 uL

2.6.3 — Andlise bioinformética

Os resultados obtidos foram analisados por recurso ao software Sequence Detection Systems (V.
2.4.1) (Applied Biosystems, EUA). A analise da expressao diferencial foi realizada, utilizando como
referéncia os valores de expressdo dos genes, U6snRNA e miR-191. Os valores de Ct foram
directamente calculados pelo software referido acima, e a partir destes valores foi calculada a média e
0 desvio padrdo. De acordo com as normas de analise, que constam no protocolo fornecido pelo

fabricante estabeleceu-se, de, um limite maximo de intervalo do desvio padréo de 0,8.

A calibracdo de placas foi realizada utilizando os valores calculados para os genes de controlo

enddgeno (U6sNnRNA e miR-191) e os trés calibradores inter-placa UniSp3IPC.

2.6.3.1 - Calibracao utilizando o controlo endogeno (U6snRNA /miR-191)

Como acima referido, calculou-se a média dos valores de Ct para 0s genes U6snRNA e miR-191
nas amostras em analise (SIV_C. Saudavel, SIVV108, SIV109 e SIVV119) para cada um dos painéis em
separado (media do painel) e para os dois painéis em conjunto (média global). O factor de calibragéo

para cada um dos painéis I e Il foi calculado de acordo com as seguintes expressoes:

Factor de Calibragéo (painei1) = Média global — Média painel |

Factor de Calibragéo (inei 1y = Média global — Média painel 11

Foi calculado o valor de ACt para cada um dos miRNAs nas amostras em analise, utilizando a

formula: (CtmiRNA_patoIc’)gico - CtmiRNA_C.SaudaiveI)-
A partir do calculo de ACt foi calculado o -AACt, de acordo com a seguinte expressao:

-AACt= - (ACtmirna- Factor de Calibracao)

2.6.3.2 — Calibracdo utilizando os calibradores inter-placa UniSp3 IPC

Foi calculada a média dos valores de Ct dos trés calibradores inter-placa (UniSp3 IPC) para cada
uma das amostras em analise (SIV_C. Saudavel; SIV108; SIV109 e SIV119) para cada um dos
painéis. Com o valor das médias foi calculado o valor da média global em cada um dos painéis. O

factor de calibracéo para cada uma das amostras foi calculado de acordo com as seguintes expressoes:

Factor de Calibragao (siv _csaudavey = Média UniSp3 IPC (sv_c saudavey- Média global UniSp3 IPC
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Factor de Calibragao (sivios) = Média UniSp3 IPC (sjvis- Média global UniSp3 IPC
Factor de Calibragao (sivioe) = Média UniSp3 IPC (sjvi0- Média global UniSp3 IPC
Factor de Calibragio (sivi19)= Média UniSp3 IPC (sjv110- Média global UniSp3 IPC

Foi de seguida subtraido o valor do factor de calibragdo da amostra correspondente ao valor de Ct de

cada miRNA para cada uma das amostras.

Calculou-se de seguida o valor de ACt para cada um dos miRNAs nas amostras em analise, utilizando
a formula: (Ctmirnagpatologico — Clmirna_c.saudavel)-
A partir do valor de ACt foi calculado o -AACt, de acordo com a seguinte expressdo:

-AACt = - (ACtmirna- ACtyugsnrna) € ~AACt = - (ACtmirna- ACtmir-191)

Apos a realizacdo desta primeira analise foram aplicados varios niveis de corte aos valores de -AACt
das trés amostras patologicas. Foram utilizados os seguintes niveis de corte (niveis a partir dos quais
sdo filtrados os miIRNAs que apresentem determinada variacdo expressao): 1,5, 6,5 e 10, que
permitiram determinar quais os mMiRNAs com variacdo de expressdo de cerca de 2,5, 100 ou 1000
vezes (x), respectivamente, em relacdo ao controlo saudavel.

Por facilidade de representacdo, nos graficos apresentados no capitulo seguinte foi utilizado o valor de
—AACt.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da integridade do RNA

O RNA extraido a partir das amostras de tecido de SIV cardiaco dos cinco doentes foi sujeito a
analise num espectrofotometro de elevada sensibilidade, o Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,
EUA) de modo a avaliar a sua integridade, garantindo que a sua qualidade ndo compromete os futuros
ensaios de expressdo de mRNAs e miRNAs. Os resultados desta avaliacdo para as amostras em
guestdo encontram-se representados na Fig. 3.1.
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Figura 3.1 — Electroferogramas resultantes da analise de integridade do RNA (a esquerda) e representacdo de
uma electroforese em gel desnaturante (a direita) da mesma amostra de RNA. A) RNA_SIV100; B)
RNA _SIV108; C) RNA_SIV109; D) RNA_SIV119; E) RNA SIV124; F) RNA_SIV_C.Comercial; G)
RNA_SIV_C.Saudéavel. Na imagem do electroferograma encontram-se evidenciados os picos relativos as bandas

correspondentes aos rRNA18S (a roxo) rRNA28S (a verde). Na imagem representativa do gel de agarose em
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condigBes desnaturantes identifica-se a banda correspondente ao rRNA28S (em cima) e em baixo a banda
relativa ao rRNA18S). FU — Fluorescéncia; nt — nucleétidos.

A presenca de arrastamento abaixo das bandas de rRNA é um indicador da sua degradacéo, sendo
gue a presenca de bandas de elevado peso molecular sdo uma indicagdo de contaminacdo por DNA
gendémico. Considera-se que uma amostra de RNA de boa qualidade deve apresentar bandas
correspondentes ao rRNA 18S e rRNA 28S bem definidas. Além disso, a banda correspondente ao
rRNA 28S, que tem um maior nimero de bases (5034nt) relativamente a molécula de rRNA18S
(1870nt) (Figura 3.1), logo deve apresentar o dobro da intensidade desta no gel de agarose. Este facto
acontece pois, apesar de existirem tantas moléculas de rRNA 28S como de rRNA 18S, a deteccdo de
rRNA depende da intercalacdo do corante no RNA que, por sua vez, depende do nimero de bases
presente em cada molécula. Assim o dobro das bases de RNA ligar-se-a ao dobro de moléculas de
corante, o que vai resultar numa intensidade de sinal no gel da banda correspondente ao rRNA 28S
duas vezes superior (http://biomedicalgenomics.org/index.html). Outro dos parametros, que é possivel
visualizar através dos electroferogramas, e que um RNA de boa qualidade deve apresentar, é 0 pico
relativo a molécula rRNA 28S, que devera apresentar uma area com o dobro do tamanho da area do
pico relativo a molécula rRNA 18S, e o racio entre as moléculas rRNA (28S/18S) devera ser
aproximadamente 2 (http://biomedicalgenomics.org/index.html).

Na representacdo dos géis de agarose em condi¢cBes desnaturantes respeitantes a cada
electroferograma da figura 3.1 constata-se que as amostras SIV100 (A) e SIV124 (E) relativas a dois
dos cinco doentes com MHO, apresentam um arrastamento entre as bandas correspondentes ao rRNA
18S e 28S e abaixo da banda correspondente ao rRNA 18S, o que indica que o RNA esta parcialmente
degradado. Relativamente aos electroferogramas de ambas as amostras, é possivel observar que o pico
relativo a molécula de rRNA 28 ndo apresenta o dobro da area do pico relativo a molécula rRNA 18S,
e 0 racio rRNA (28S/18S) é de 0,4 para a amostra SIV100 e 0,3 para a amostra SIV124, o que
demonstra a degradacdo do RNA. Relativamente ao valor de RIN, a amostra SIV100 apresenta um
RIN de 3,4 e a amostra SIV124 um valor de 3,7. Tendo em conta que o valor minimo de RIN para
obtencdo de resultados fidveis na técnica Real Time-PCR é 5 (huma escala de 1 (completamente
degradado) a 10 (intacto), e que ambas as amostras se apresentam degradadas, o que é possivel inferir
através da observagdo dos picos e das bandas relativas ao rRNA 28S e rRNA 18S, tal como descrito
acima, estas foram excluidas do estudo (Fleige e Pfaffl, 2006).

Relativamente as amostras controlo (SIV_C.Comercial e SIV_C.Saudavel) e as amostras SIV108,
SIV109 e SIV119, estas apresentaram um RIN de 6,70; 5,60; 6,70; 7,0 e 6,90 respectivamente, valores
estes superiores ao valor minimo de RIN para obtencdo de resultados fiaveis em Real Time-PCR.
Atraves da observagdo dos géis de agarose em condigBes desnaturantes referentes a estas amostras
(Fig. 3.1), é possivel constatar que, em todas as amostras, apesar das bandas correspondentes aos
rRNA 28S e 18S se encontrarem bem definidas, e de ndo se verificar a presenca de um elevado

arrastamento, a banda relativa ao rRNA 28S ndo apresenta o dobro da intensidade da banda
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correspondente ao rRNA 18S, o que indica alguma degradacdo da molécula rRNA 28S. Nos
electroferogramas referentes as amostras é tambeém possivel verificar que o pico referente & molécula
rRNA 28S nédo apresenta o dobro da &rea do pico referente & molécula rRNA 18S. O récio 28S/18S
para as amostras SIV_C.Comercial, SIV_C.Saudavel, SIV108, SIV109 e SIV119 € respectivamente
0,9;0,4; 0,6; 1,0 e 0,7, respectivamente. Este racio é para todas as amostras inferior a 2, mas quando o
RNA é isolado a partir de tecidos, € muito dificil de obter racios 28S/18S de 2. A principal razdo para
iSso € que, para além de alguma degradacgdo enzimatica que ocorre durante a extracgao e isolamento de
RNA, a homogeneizacdo mecénica do tecido vai levar a que algumas moléculas de RNA sejam
degradadas. Logo, como a molécula de rRNA 28S é duas vezes maior que a molécula rRNA 18S, é
mais vulnerdvel a ruptura mecanica, tendo uma maior probabilidade de ser degradada. Este facto
resulta num declinio acentuado do racio rRNA (28S/18S) aquando homogeneizacdo mecanica do
tecido, sendo ainda mais elevado quando os tecidos sdo duros, tal como o musculo cardiaco, que é, o
objecto do nosso estudo (http://biomedicalgenomics.org/index.html). Devido a este facto e tendo em
conta o RIN destas amostras, que tal como referido € superior a 5, estas foram as amostras utilizadas
nos ensaios posteriores.

Na tabela 3.1 encontra-se a compilagdo dos valores de RIN e do racio rRNA (28S/18S) para cada
uma das amostras em estudo, relativas aos cinco doentes com diagnéstico de MHO e aos dois

controlos saudaveis.

Tabela 3.1 — Compilacéo dos valores de RIN e racio rRNA (28S/18S) para cada uma das amostras

em estudo.

Amostra Racio rRNA (28S/18S) RIN

SIV100 0,4 3,4

SIv108 0,6 6,70

SIV109 1,0 7,0

SIV119 0,7 6,90

SIV_124 0,3 3,7

SIV_C.Comercial 0,9 6,70

SIV_C.Saudavel 0,4 5,60

3.2 — Genotipagem das amostras

Apos a extracgdo de DNA de cada doente a partir de amostras de tecido e sangue periférico, estes
foram quantificados por espectrofotometria e a sua integridade avaliada em gel de agarose (Fig. 3.2 e
Tabela 3.2). As amostras representadas na Fig. 3.2 correspondem a DNA extraido de tecido de septo
interventricular dos doentes SIV108, SIV109 e SIV119. Como é possivel verificar através das bandas
representadas no gel de agarose (Fig.3.2) e através do racio 260/280 (cerca de 1,8) (Tabela 3.2) o

DNA extraido apresenta uma boa integridade. O racio 260/230 encontra-se ligeiramente abaixo do
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esperado, sendo que um valor numa gama entre 2,0- 2,2 seria o valor ideal. Este facto pode dever-se
ao metodo de extraccdo de DNA, podendo ter ocorrido contaminagdo com alguns dos constituintes
quimicos do kit de extraccao que absorvem a 230nm, tais como &lcoois e EDTA.

M  SIVi08 sivio9 SIV119 M

Figura 3.2 — Gel de agarose (0,8% p/v) representativo da integridade do DNA nos doentes SIV108, SIV109 e
SIV119. M-Marcador de pesos moleculares;

Tabela 3.2 — Quantificacdo de DNA extraido das amostras de tecido e sangue periférico dos trés
doentes (S1V108, SIV109, SIV119).

Amostra Concentracéo (ng/ pL) | Abs 260/280 Abs 260/230
SIV108 66,0 1,83 1,74
SIV109 42,3 1,82 1,77
SIV119 45,2 1,80 1,79

A genotipagem dos trés doentes com diagnéstico clinico de MHO (S1V108, SIV09, SIV119) foi
realizada acoplando duas tecnologias: (i) iPLEX MassArray, que permite a deteccdo de 541 mutacdes
(associadas @ MH) em 33 genes sarcoméricos e ndo sarcoméricos; e (ii) HRM que permite a
identificacdo de novas variantes genéticas com uma elevada sensibilidade e especificidade. Em
conjunto, estas duas técnicas permitem um diagnostico rapido, preciso e econdémico (Santos et al.,
2012). A genotipagem por iPLEX MassArray foi realizada por outros membros do grupo de
investigacdo mas a sua andlise foi alvo deste trabalho. Todas as alteragbes detectadas por esta
metodologia careciam, no entanto, de confirmacao, a qual foi realizada no decurso deste trabalho por
HRM e/ou SA.

Relativamente ao doente SIVV108, foi detectada por HRM (Fig.3.3 A e B) e por iPLEX MassArray
(Fig. 3.3 C) uma mutacdo no gene TNNT2, no intrdo 3. A mutacdo identificada, com o cddigo
CD044989 na base de dados de Mutagdes do Genoma Humano (HGMD, do inglés Human Gene
Mutation  Database) diz respeito a uma deleccdo de 5 pares de bases
(CTGGACTTCTcttctGAGCAG_I3E4_AAMIGC) (Fig. 3.3, E) em heterozigotia originando uma
alteracdo da grelha de leitura (mutac&do frameshift) (Fig.3.3 D).
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Figura. 3.3 — Identificagdo da mutagdo CD044989 na amostra SIV108 por HRM, iPLEX MassArray e SA. A
amostra SIV108 (a vermelho) apresenta uma curva de desnaturagéo distinta das amostras controlo (a azul) (A)
com uma diferenca relativa de sinal de +10,3 no Difference plot (B); No grafico de iPLEX MassArray (C)
observa-se em cima um grupo representado por tridngulos laranja invertidos que correspondem as amostras
homozigo6ticas para a delecgdo de cttct. Afastado desse grupo encontra-se um quadrado verde, rodeado com uma
circunferéncia azul que corresponde a amostra SIVV108, que como é possivel verificar, é heterozig6tico para a
mutacdo CD044989.No cromatograma (D) € possivel identificar a delecgdo das bases cttct em heterozigotia
(indicada com tridngulo preto no cromatograma), o que origina um padrdo de frameshift com sobreposi¢do dos
picos seguintes na sequéncia do cromatograma. E) Sequéncia retirada da base de dados (NCBI-RefSeq -
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/) correspondente ao intrdo 3 (letras minusculas) e exdo 4 (letras
maiusculas) do gene TNNT2, onde se encontra, destacado a azul, os cinco nucle6tidos (cttct) delectados; A-

Adenina; C- citosina; G- Guanina; T — Timina;

A genotipagem, por iPLEX MassArray, do doente SIVV109 permitiu detectar uma alteracdo em
homozigotia, no exdo 15 do gene TNNT2 (CM031384 — ¢.833 A>T; p.Asn278lle) (Fig. 3.4). Esta

alteracdo foi sujeita a confirmacdo por HRM e por SA, mas até a data de escrita desta tese ndo foi
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possivel, apds sucessivas extraccdes de DNA, conseguir a amplificacdo pela técnica de HRM desta
amostra, nem obter os resultados de SA.
RN,
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Figura 3.4 — Resultado da genotipagem do doente SIVV109 por iPLEX MassArray para a alteragdo CM031384
no exdo 15 do gene TNNT2. Observa-se um grupo principal (tridngulos laranja invertidos) em que as amostras
sdo identificadas como tendo o alelo A (wild type) na posicdo 833 da sequéncia nucleotidica. Afastado desse
grupo e assinalado com uma circunferéncia verde, encontra-se um triangulo azul que corresponde a amostra
SIV109, detectada como homozig6tica para a mutacao ¢.833 A>T; p. Asn278lle.

No doente SIV119 foi identificada por iPLEX MassArray uma mutacao em heterozigotia no exdo 32
do gene MYH?7,correspondente a alteracdo c.4472 C>G; p.Serl491Cys (codigo do HGMD -
CMO050712) (Fig.3.5), a qual foi confirmada por SA.

High Mass Height

Low Mass Height
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GENE ID: 4625 MY | myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta

> Homo msapienn)
(Ovar 100 PubMed links)

C

= le-68
- 3/163 (2%)

Score = 266 bita (2%4),
Identities ~ 159/163
Strand«Plus/Plus

Expect
(98%), GCaps

Query 56 GCCGAGCTOCGAACCACAACTATCATCCACTCCCACTCCCACGCTCGACTCCTCCTCAGAAG 115
| | | |

Sbjct 4466 CCCCAC-éCCAACéLCAACTATCA~CC ”éCCCACTééCACCTCé;CTCCTCé—CACAA| 4522

Query 116 GACQCT;;CTCCCTFACCACAGACCTC?TCAAACTC*ASAACGCCTATGAQCAGTC”CTG 175

Sbjct 4523 GACéCTéGCTCCC;éASCATRSACCTCTTéAAACTCA;GAACGCéLATGAC&LG?CﬁéTé 45862

Query 176 CAACATCTCCACACCTTCAACCOOCACAACAAMACCTGCAGG 218

Sbjet 4583 CAACATQTCCACA&}TTCAAZTZCGACAA;AAAAAC&4CCACC 4625

Figura 3.5 -Resultados de genotipagem do doente SIV119; A) Genotipagem por iPLEX MassArray para a
alteracdo CM050712 no gene MYH7; observa-se um grupo principal (tridngulos azuis) em que as amostras séo
identificadas como tendo alelo C (wild type) na posigdo 4472 da sequéncia nucleotidica. Afastado desse grupo e
assinalado com uma circunferéncia azul, encontra-se um quadrado verde que corresponde a amostra SIV119,
sendo a mutacdo c.4472 C>G detectada como heterozigética , no exdo 32 do gene MYH7.B) Cromatograma em
que assinalado com a linha azul encontra-se a sobreposicdo dos picos de C e G, que definem a heterozigotia na
posicdo ¢.4472, no exdo 32 do gene MYH7; C) Alinhamento parcial da sequéncia de referéncia do gene MYH7
com a sequéncia de DNA da amostra SIV119, onde se identifica a substituicdo de C por G (assinalado a azul),
que origina a mutacdo c.4472 C>G; p.Ser1491Cys (NCBI, BLASTN, http://blast.nchbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Na tabela 3.3 encontra-se uma compilacdo dos resultados de genotipagem obtidos pelas trés

técnicas utilizadas aquando da genotipagem dos trés doentes.

Tabela 3.3 - Compilacdo dos resultados obtidos pelas técnicas de iPLEX MassArray, HRM e SA aquando da
genotipagem dos doentes SIV108, SIV109 e SIV119.

ResultadoiPLEX Resultado
MASSARRAY HRM
Doente Gene Localizagédo Tipo de Alteracgéo Alteracéo da Perfil de Resultado SA
Mutagéo nucleotidica traducéo desnaturacéo
. . . . Diferente CTGGACTTCTcttct
SIV108 | TNNT2 Intrdo 3 Delecgéo Del CTTCT ndo aplicavel
(+10,3) GAGCAG_I3E4 AA
~9GC
Sem Confirma resultado
SIV109 | TNNT2 Exao 15 Pontual C.833 A>T p.Asn278lle N de iPLEX
ampiificageo MASSARRAY
SIV119 MYH7 Exdo 32 Pontual c.4472 C>G p.Ser1491Cys Sem A aguardar resultado
amplificacdo

A integracdo dos resultados de genotipagem com o restante trabalho realizado e a sua discusséo sera

compilada ao longo dos proximos capitulos desta sec¢éo.
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3.3 — Analise transcritdmica

Foi previamente determinado pelo grupo de investigagdo o nivel de expressdo genética de quatro
genes sarcoméricos, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYBPC3 em dois tipos de tecido muscular (SIV e
AAD) em 40 doentes com diagndstico de MH. Neste trabalho, foram reconfirmados os resultados de
expressdo para os doentes que apresentavam uma forma de MH mais severa (MHO). Os valores de
expressdo para cada tecido e doente foram normalizados com base nos valores de expressédo do gene
rRNA18S (ACt). Para cada amostra foram realizados dois ensaios, com trés réplicas por ensaio e todos
os valores de expressdo correspondentes aos individuos doentes foram relativizados utilizando os
valores de expressao correspondentes ao controlo saudavel para cada um dos quatro genes e tecidos
(AACY).

Com os valores de ACt obtidos foi realizada uma analise bioinformatica que permitisse a avaliacdo
independente dos valores de expressdo por gene, doente e tecido de modo a averiguar uma relagédo
entre os niveis de expressdo dos quatro genes sarcoméricos por tecido e por doente. Pela analise de
resultados obteve-se um dendograma onde é possivel observar o agrupamento das amostras em quatro
clusters (Fig. 3.6). O agrupamento dos doentes nestes quatro clusters podera reflectir caracteristicas

clinicas e genéticas distintas entre os diferentes clusters.

Desta forma todos os doentes analisados no ambito deste trabalho, foram agrupados no cluster 111
(figura 3.6). Ao longo desta secgdo serd entdo discutido o perfil de expressdo genética deste grupo de
doentes para 0s 4 genes sarcomeéricos, MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYBPC3, nos dois tecidos cardiacos:
SIV e AAD. Para os doentes SIV108, SIVV109 e SIV119 foi realizada uma analise mais detalhada no
sentido de relacionar os perfis de expressdo genética dos quatro genes sarcoméricos com 0S

respectivos perfis de expressdo de miRNAs e perfis de genotipagem.
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3.3.1 — Perfil de expressao dos genes sarcoméricos MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYBPC3 no
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Figura 3.6 - Dendograma obtido a partir da analise transcritdmica (RT-PCR) no tecido cardiaco SIV e AAD dos

genes MYH7, TNNT2, TNNI3, e MYBPC3 em 40 doentes; au =approximately unbiased (AU) p-value, bp
=hootstrap probability (BP) value. Em destaque (assinalado com um quadrado azul) encontram-se os doentes do

septo interventricular e apéndice auricular direito

Os perfis de expressdo dos genes sarcoméricos MYH7, TNNT2, TNNI3 e MYBPC3, relativamente
ao controlo saudavel, nos dois tipos de tecido cardiaco (septo interventricular e apéndice auricular
direito), correspondentes a cada doente do cluster Il e do cluster IV, encontram-se apresentados nos
gréaficos abaixo (Fig. 3.7).
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Figura 3.7 — Perfis de expressdo dos principais genes sarcoméricos A) MYH7; B) TNNT2; C) TNNI3; D)
MYBPC3, nos dois tipos de tecido cardiaco (SIV e AAD) correspondentes aos doentes do cluster I11 e do cluster

1V, relativamente ao controlo saudavel.

Como foi referido anteriormente, a MH € uma doenga que tem impacto essencialmente ao nivel do
ventriculo e do septo interventricular, afectando de forma moderada ou mais severa a sua morfologia,
fisiologia e funcionamento.Por esta razdo seria de esperar uma alteracdo de expressdo genética mais
significativa ao nivel do SIV. No entanto, como se pode verificar pela anélise da figura 3.6, denotam-

se algumas diferencas significativas entre os dois tipos de tecidos, mas de uma forma geral, verifica-se
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que o tecido auricular aparece também bastante afectado. Realizando uma anélise global, todos os
genes sarcoméricos estudados apresentam um padrdo geral de sobre-expressdo, excepto o gene
TNNT2, que se apresenta na maior parte dos doentes sub-expresso.

O gene MYH7 (figura 3.7, A) encontra-se maioritariamente sobre-expresso relativamente ao
controlo saudavel em ambos os tecidos, apesar de em grande parte dos doentes ocorrer uma maior
expressdo no tecido auricular comparativamente ao tecido ventricular. Os doentes 74 e 79 apresentam
uma diminuicdo da expressdo deste gene ao nivel do tecido auricular e um aumento da expressao ao
nivel do tecido ventricular. No geral, seria de esperar uma maior expressdo deste gene ao nivel
ventricular, pois trata-se de um gene que codifica para a cadeia pesada B da miosina, responsavel
essencialmente pelo mecanismo de contrac¢do cardiaca, mas tal facto ndo se verifica na maioria dos
doentes.

O gene TNNT2 (figura 3.7, B), apresenta-se globalmente sub-expresso relativamente ao controlo
saudavel. Denotam-se algumas diferencas entre a expressao deste gene entre os dois tecidos estudados,
sendo mais notdrio o padrdo de sub-expressdo no tecido ventricular.

O gene TNNI3 (figura 3.7, C) ndo apresenta um padrao de expressao homogéneo entre os doentes,
nos dois tecidos estudados. Tal facto podera dever-se a diferentes alteragdes na sequéncia de DNA do
gene para os diferentes doentes.

A maioria dos doentes apresenta um aumento de expressao do gene MYBPC3 (figura 3.7, D), a
nivel ventricular relativamente ao controlo saudavel, sendo que isso ndo se verifica apenas no doente
74.

Na compreensdo dos mecanismos moleculares inerentes & MH, a anélise de genotipagem realizada
para estes doentes, aliada aos resultados derivados da expressdo genética para 0s quatro genes
sarcomeéricos principais, constitui uma mais-valia no estabelecimento de uma correlacao entre o perfil

mutacional e o perfil de expressdo genética daqueles genes.

Relativamente aos doentes SIV108, SIV109 e SIV119, estes possuem um padrdo de expressdo
diferencial para os principais genes sarcomeéricos nos dois tecidos estudados (SIV e AAD),
observando-se globalmente para estes trés doentes, um aumento de expressdo dos genes MYH7 e
MYBPC3 (Fig. 3.7 A, D) e uma diminuicdo de expressdo dos genes TNNT2 e TNNI3 (Fig. 3.7 B, C)
relativamente ao controlo saudavel.

Tal como descrito no ponto 3.2, foi identificado no doente siv108 uma deleccdo de cinco pares de
bases no intrdo 3 do gene TNNT2, em heterozigotia (Fig. 3.3). Estudos in vitro utilizando culturas
celulares revelaram que esta deleccdo afecta o padrdo de expressao do mRNA, ocorrendo uma
diminuicdo da sua expressdo, pois, como este polimorfismo ocorre numa regido de splicing, afecta o
exdo 4 do gene (Komamura et al., 2004). Dado que o doente possui um diagnéstico de MH, sendo que
esta patologia tem um efeito morfoldgico e funcional mais acentuado ao nivel do tecido ventricular, é

de esperar, para este doente, uma diminuicdo da expressdo de TNNT2 neste tecido quando comparado
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com o tecido auricular, facto que se verifica pela anélise da Fig.3.7 (B). Esta alteragdo, por ocorrer em
heterozigotia, leva a um mecanismo de haploinsuficiéncia, em que os alelos normais que estdo a ser
expressos vao actuar de forma a compensar o efeito provocado pela deleccdo dos outros alelos, o que
também levara a reducgdo da expressao do gene TNNT2 a nivel ventricular.

No doente SIV109, a alteragdo em homozigotia no exdo 15 do gene TNNT2, a confirmar-se por
SA, podera influenciar a expressao do mesmo, ja que em termos de severidade, o software PolyPhen-2
prevé esta alteracéo como potencialmente maligna (Fig.3.8)
(http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2).

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 0.990 (sensitivity: 0.72; specificity: 0.97)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 3.8 - Analise do PolyPhen-2 da mutacdo ¢.833 A>T; p. Asn278lle no gene TNNT?2 identificada no doente
SIV109; a alteracdo é prevista como provavelmente prejudicial com um score de 0,990, uma sensibilidade de

0,72 e uma especificidade de 0,97 (Fonte:http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2)

Como se trata de uma alteragdo em homozigotia e potencialmente maligna, podera estar associada
a fendtipos mais severos de MH, como é o caso deste doente, que sofreu uma sincope cardiaca (Kelly
e Semsarian, 2009). E também de salientar que podera existir correlagio entre a expressio dos genes
sarcoméricos ao nivel tecido ventricular e o fen6tipo clinico dos doentes, visto que o doente SIV109
apresenta um padrdo de expressdo heterogéneo para os quatro genes sarcoméricos, verificando-se um

padrdo de sub-expressao nos genes TNNT2 e TNNI3 e sobre-expressdo nos genes MYH7 e MYBPC3.

Relativamente ao doente SIV119, a alteracdo c.4472 C>G; p.Ser1491Cys, situada no exdo 32 do
gene MYH7, apesar de ser uma alteragao prevista como benigna pelo software PolyPhen-2 (Fig.3.9),
poderé estar a influenciar a expressao deste mesmo gene a nivel ventricular, relativamente ao controlo

saudavel (http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2).

This mutation is predicted tobe BENIGN with a score of 0.007 (sensitivity: 0.96; specificity: 0.75)

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Figura 3.9 — Andlise do Polyphen-2 da mutagdo c.4472 C>G; p.Ser1491Cys, situada no exdo 32 do gene MYH7
no doente SIV119. A alteragdo é prevista como benigna com um score de 0,007, uma sensibilidade de 0,96 e

uma especificidade de 0,75 (Fonte: http://genetics.bwh.harvard.edu/ggi/pph2).
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Esta alteracdo tinha ja sido descrita por Roncarati e seus colaboradores (2011) num grupo de
doentes italianos com diagnostico de MH, ndo sendo identificada nos individuos do grupo controlo
(individuos saudaveis) do mesmo estudo (Roncarati et al., 2011). Esta alteracdo foi também avaliada
como benigna pelos autores, apds recurso ao software de previsao de efeito de alteracdes genéticas na
funcionalidade das proteinas (PolyPhen) (Roncarati et al., 2011).

Outras alteracBes ainda ndo detectadas, noutras regiGes dos principais quatro genes sarcomericos,
também poderdo estar na origem dessas diferencas de expressao, o que leva a necessidade de efectuar

uma pesquisa mais alargada de alteracGes nestes genes.

3.4 — Andlise do perfil de expressao genética de miRNAs

De forma a caracterizar o perfil de expressao genética dos miRNAs numa situacdo patoldgica,
nomeadamente na MH, foram efectuados ensaios de RT-PCR utilizando amostras de SIV provenientes
de trés doentes (108, 109 e 119) com diagnostico clinico da doenca. Estes ensaios foram realizados
para a deteccdo de 739 miRNAs humanos usando para tal primers LNA™ liofilizados distribuidos por
dois painéis (Painel 1 e Painel 2) (Anexo 1). Como amostras controlo, foram utilizados RNAs
extraidos do septo interventricular de dois individuos saudaveis sem manifestacdo clinica de doenca
cardiaca. A utilizacdo de apenas duas amostras controlos nestes ensaios prende-se com a dificuldade
de obtencéo de bidpsias deste tipo de tecido a partir de individuos saudaveis. Neste caso em particular,
os tecidos foram cedidos pela Dra. Rosa Gouveia do Instituto Medicina Legal de Coimbra.

O calculo do valor de expressao para cada um dos miRNA por amostra foi realizado utilizando o
método de —AACt (colocou-se o sinal de — no célculo, de modo a que os valores de sub-expressdo
ficassem representados na parte negativa do eixo das ordenadas, pois, quando os mMiRNAs da amostra
patoldgica comecavam a amplificar depois dos miRNAs do controlo saudavel, apresentavam um Ct
superior, mas estavam sub-expressos). Para a realizacdo dos calculos associados a este método é
proposto pelo fabricante do kit usar como controlo enddgeno, um dos seis controlos que fazem parte
dos painéis: trés de pequenos RNAs: U6snRNA, SNORD38B, SNORD49A; e trés de miRNAs: miR-
103, miR-191 e miR-423-5p. Para a realizacdo dos calculos neste trabalho foram utilizados como
controlos enddgenos dois RNAs: 0 U6snRNA, bastante utilizado como controlo em ensaios de RT-
PCR por outros autores (Palacin et al., 2011a; Cheng et al., 2007) e 0 miRNA-191, pois, de entre os
controlos de miRNA sugeridos no Kit, era o Gnico que nunca tinha sido reportado como implicado em
doengas do foro cardiaco, ao contrario do miR-103 e do miR-423-5p (Olivieri et al., 2012; Tijsen et
al., 2010; Eisenberg et al., 2007). Optou-se por usar dois controlos de forma a dar mais robustez ao
ensaio, pois trata-se de um ensaio preliminar e com uma pequena amostragem populacional. A
calibracdo das placas foi também realizada de duas formas, utilizando como calibrador ndo s6 o

controlo enddgeno, acima referido, como os calibradores inter-placa UniSp3IPC.
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Os resultados obtidos com estes diferentes métodos de analise foram coincidentes, o que
fornece uma maior robustez e grau de confianga ao ensaio e diminui as variaces subjacentes a

qualquer analise bioinformatica.

3.4.1 — Analise de Dados - calculo da média e desvio padrdo nas amostras saudaveis

De modo a estabelecer um padrdo de expressdo de miRNA em tecido cardiaco saudavel, foi
realizada uma analise comparativa do perfil de expressdo entre as duas amostras saudaveis. Numa
primeira fase, a partir dos valores de Ct das duas amostras saudaveis, foi realizado o calculo da média
e do desvio padrdo associado.Apds realizacdo destes calculos, verificou-se que a maioria dos miRNAs
apresentava valoresde desvio padrdo, entre as amostras saudaveis, fora do intervalo maximo
considerado (0,8) (Fig.3.10). Adicionalmente os valores de Ct relativos aos controlos enddgenos da
amostra SIV_C.Comercial ndo eram congruentes entre si, verificando-se grandes niveis de variagao.
Por esta razdo, esta amostra foi excluida da analise subsequente.

Confrontando os valores de expressdo dos diversos miRNAs nas trés amostras patologicas
verificou-se que a amostra SIV109 apresentava valores diferentes relativamente as outras duas
amostras patoldgicas (SIV108 e SIV119) (Fig. 3.11, Fig. 6.1 do Apéndice 1). Apesar dos trés doentes
terem o mesmo diagnostico clinico (MHO) e terem sido agrupados de acordo com os resultados da
andalise do perfil transcritomico no mesmo cluster, trata-se de individuos de diferentes idades, com um
quadro clinico ligeiramente distinto e com um perfil de muta¢Ges nos genes codificantes para as
proteinas do sarcomero distinto. Estes factores podem resultar de diferentes perfis de expressdo de

miRNAs (Ding et al., 2011). Por esta razdo decidiu-se analisar estas amostras de forma independente.

Painel | A
Sample Name  ct(Sv_C.Comercial)  Ct(SIV_CSaudével)  Média amostras saudaveis _
hsa-miR-379 32,540147 0 164700735 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-217 27,26253 0 13,631465 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-337-5p 31,101765 3B,005383 34553574 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-328 21,48338 23,8935 22,676385 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-374b* 25811699 28483574 25,1476365 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-143 18,023138 20,847176 15,435157 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-623 6,6346188 35,630844 21,1327314 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-520c-3p 2B,118061 37,015278 32,5686685 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-357 36,09106 0 18,04553 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-218 23,405786 26,501541 24,5556635 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-136 23,730852 33,25584 28,455366 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-127-5p 33,064682 31,351376 32,208025 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-140-5p 22,051092 27,59153 24821311 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-31* 0 0 0 0
hsa-miR-20b* 24,464016 26,182426 25,323221 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-325 o 1] 0 1]
hsa-miR-505-3-5p 33,045452 0 16,522726 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-210 23,544495 23,255506 23,4020005 0,201517654
hsa-miR-195b-5p 23,453594 25,1845 26,315047 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-154 26,665127 32,637707 25,653417 ELEVADO DESVPAD
hsa-let-7g 1B,144432 17,527025 18,0357285 0,153722964
hsa-miR-203 26,777786 0 13,388893 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-181a* 26,126879 25,191753 25,659316 0,6612335936
hsa-miR-934 274255968 30,065845 28,7458085 ELEVADO DESVPAD

hsa-miR-551b 26,533403 28,370293 27,951848 ELEVADO DESVPAD



. B
Painel Il

Sample Name ct(sIv_C. Comercial)  Ct (SIV_C.Saudavel) Média amostras saudéveis DESVPAD < 0.8

(hsa-miR-220b) 36,886913 27,086449 31,986681 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-146b-3p 28,152782 29,880383 25,0165825 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-343 28413431 27,950376 28,2019035 0,299145059
hsa-miR-604 32,32216 0 16,16108 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-1260 26,363846 27,413837 26,8888415 0,742455756
hsa-miR-182* 30,189823 32,09217 31,1409965 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-632 30474815 30,565672 30,5222435 0,067074028
hsa-miR-308-5p 28,89785%6 31,043118 29,970507 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-671-3p 28,573599 29,056568 28,8150835 0,341510855
hsa-miR-941 26,23244 26,145746 26,191093 0,058473488
hsa-miR-23b* 26,677359 26,178421 2642799 0,352943865
hsa-miR-391 37,354862 7,7525902 22,5539261 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-26b* 27,006792 28,580015 27,7934035 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-519b-3p 31,850412 32,283993 32,0672025 0,306588065
hsa-miR-130b* 25,019783 27,07763 26,0487065 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-30d* 23,B66682 24,631058 24,24887 0,540435453
hsa-miR-526a 0 0 0 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-675b 28,075245 29,676004 28,B756245 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-520e 30,50722 32,04718 31,2772 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-646 34,626724 30,917984 32,772354 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-149* 32,529392 0 16,264696 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-1271 24,575092 28,322338 26,648715 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-520h 33,687813 28,535795 31,111804 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-769-3p 25,317303 26,866117 26,09171 ELEVADO DESVPAD
hsa-miR-612 21,152788 0 10,5763%4 ELEVADO DESVPAD

Figura 3.10 — Exemplo, para alguns miRNAs do Painel | (A) e do Painel Il (B), do calculo da média e do desvio
padrédo entre as amostras saudaveis (SIV_C.Comercial e SIV_C.Saudavel). Como é possivel verificar em ambos
0s painéis, a maioria dos miRNAs apresentava elevados desvios padrdo (ELEVADO DESVPAD, a vermelho)

entre as duas amostras saudaveis, o que levou a exclusio da anélise da amostra SIV_C.Comercial.

3.4.2 — Perfil de expressdo global dos miRNAs

Globalmente observou-se uma sub-expressdo de miRNAs nas amostras SIV de doentes com MHO
relativamente ao tecido cardiaco saudavel (Fig. 6.1 do Apéndice 1).

Relativamente a analise de expressdo genética das amostras de SIV para os doentes SIV108,
SIV109 e SIV119, compararam-se 0s valores de expressao dos miRNAs com o0s valores de expressao
dos genes sarcoméricos sendo que, no geral, para estes Ultimos se observou um aumento de expressao
dos genes MYH7 e MYBPC3 (Fig. 3.7 A, D e Fig. 6.1) e uma diminuicdo de expressdo dos genes
TNNT2 e TNNI3 relativamente ao controlo saudavel (Fig. 3.7 B, C e Fig. 6.1). Neste sentido, se a
maioria dos miRNAs se apresentam sub-expressos e o0s seus alvos celulares previstos sdo 0s MRNA,
era de esperar que os transcritos apresentassem um padrdo geral de sobre-expressdo, 0 que apenas se
verifica nos genes MYH7 e MYBPC3. Esta situacéo levanta a hipdtese, ja referida por outros autores,
de que miRNAs especificos poderdo regular a expressao genética dos mRNAs de genes sarcoméricos
(Ikeda e Pu, 2010; Matkovich, 2009). No entanto, para os genes TNNT2 e TNNI3 0o mesmo ndo se
verifica. Este facto pode ser justificado por varias razfes: ou 0s miRNAs contemplados nos painéis
analisados (pré-definidos pela EXIQON) ndo tém como alvos os genes TNNT2 e TNNI3, ou, caso o
alvo seja algum destes dois genes, os miIRNAs poderdo ter associada a sua fungdo a inibicdo da

traducdo proteica e ndo uma repressao directa a nivel do mRNA.
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Como foi descrito anteriormente, as trés amostras de doentes com MHO foram analisadas
independentemente, e para cada uma delas serdo apresentados os miRNAsS com expressdo mais
alterada. Os resultados obtidos serdo comparados com os resultados publicados em bases de dados e
bibliografia.

3.4.3 — miRNAs com variacdes de expressao entre 100x e 1000x

Entre os miRNAs que apresentam variagcdes dos niveis de expressdo da ordem dos 100x e 1000x
relativamente ao controlo saudavel salientam-se 0s miRNAs miR-10a, miR-647, miR-371-3p, miR-
617 e miR-220b (sub-expressos) e o miR-518f* e 0 miR-518c* (sobre-expressos) (Fig.3.11). Os
restantes miRNAs analisados encontram-se, na grande maioria, com variagdes de expresséo inferiores

a 100x e serdo abordados mais a frente neste trabalho.
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Figura 3.11 — miRNAs com niveis de expressdao com ordens de grandeza entre 100x e 1000x relativamente ao
controlo saudavel. A esquerda no gréafico encontram-se os miRNAs sub-expressos relativamente ao controlo
saudavel nos 3 doentes: SIV108 (azul), SIV109 (vermelho) e SIV119 (verde). Entre estes, salientam-se 0 miR-
371-3p e 0 miR-617 que se encontram cerca de 1000x sub-expressos relativamente ao controlo saudavel,
enquanto os miR-10a, miR-647 e miR-220b encontram-se cerca de 100x sub-expressos. A direita, encontram-se
0s miRNAs (miR-518f* e 0 miR-518c*) sobre-expressos cerca de 100x relativamente ao controlo saudavel nos
trés doentes. As linhas coloridas horizontais da imagem referem-se aos diversos niveis de corte efectuados
(laranja — (6,5); preta — (-6,5); amarela - (-10), que correspondem a uma expressao de cerca de 100x, -100x e -

1000x relativamente ao controlo saudavel, respectivamente).

Como ¢é possivel verificar através da andlise da figura 3.11, o doente SIV109 foi aquele que

apresentou resultados mais dispares relativamente aos outros doentes, nomeadamente, nos niveis de
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expressdo do miRNA-10a, que se encontra sub-expresso nos doentes SIV108 e SIV119, e sobre-
expresso no doente SIV109. Também no doente SIV109 ndo foi detectada a expressdo do miR-617,
miR-647, miR-220b e miR-518c*. Um dos objectivos desta tese seria integrar o perfil de expresséo de
miRNAs de cada doente, com o seu perfil genotipico e o seu historial clinico. Na medida em que o
perfil de expressdo dos genes sarcoméricos para estes doentes € muito semelhante (ver resultados, fig.
3.7), o factor a considerar como modificador da expressdo de miRNA e de um diferente quadro clinico
deveré ser o perfil genotipico. No caso do doente SIV109 pode inferir-se que, a sincope cardiaca que
consta no historial clinico deste doente, podera estar relacionada com a alteracdo genética identificada
no exdo 15 do gene TNNT2 (c.833 A> T; p. Asn278lle, em homozigotia) prevista como
potencialmente maligna (fig.3.5 e fig.3.9), no entanto esta hipGtese tera de ser confirmada, por
exemplo através de estudos funcionais de interaccGes de proteinas. Recentemente Palacin e
colaboradores (2011a) referiram que diferentes mutacdes nos genes sarcoméricos, podem influenciar
os perfis de expressao dos miRNA (Palacin et al., 2011a). Desta forma as alteracdes de expressdo de
miRNA identificadas nos trés doentes e o seu quadro clinico podem dever-se ao seu perfil genotipico.

E de salientar que muitos dos resultados publicados até & data relativos a estudos de expressio de
miRNAs associados a doencas cardiacas ndo sdo concordantes (Matkovich et al., 2009). Em cada
estudo identifica-se um conjunto de miRNAs diferencialmente expressos, sendo que devido as
divergéncias entre estudos (nomeadamente no que respeita ao tipo de amostra utilizada) torna-se
dificil chegar a uma conclusdo geral sobre quais os mIRNA especificos associados a uma dada
patologia cardiaca. Inimeros factores tém limitado a reprodutibilidade destes ensaios, como por
exemplo: a) as diferencas em termos de modelos de doencas, designadamente linhas celulares,
modelos animais, inducdo de patologia vs patologia congénita; b) a pequena amostragem utilizada; c)
diferentes tipos de tecido analisados, designadamente coracdo total, ventriculo esquerdo, septo
interventricular; d) fase em que cada doente € estudado dado que a evolugdo da doenca ndo € igual em
todos os doentes; e) a variabilidade propria de cada individuo, inerente as amostras patoldgicas e
controlo utilizadas. No que se refere as tecnologias também as diferentes plataformas de ensaio, 0s
métodos de normalizagdo e o tipo de andlise estatistica utilizados influenciam a concluséo final dos
resultados. Por estes motivos, os estudos de expressdao de miRNAs deverdo ser realizados utilizando
um maior nimero de amostras patologicas e saudaveis, que tenham sido colhidas e preservadas em
condigdes adequadas. Para cada doente, deve ser determinado o perfil genotipico e o historial clinico
deve ser bem documentado. A par destes factores devem ser utilizadas plataformas de quantificacéo
gold standard, como é o caso do RT-PCR sendo que, o design estatistico deve ser rigoroso e
padronizado entre os varios ensaios (lkeda e Pu, 2010).

Os miRNAs identificados com niveis de expressdo alterados nos trés doentes (Fig. 3.11) nunca
haviam sido descritos como associados a doencas cardiacas, excepto 0 miR-451, cuja sobre-expressao
foi ja relatada pelo grupo de Palacin, como associada a MH, em trés dos cinco doentes por eles

estudados (Palacin et al., 2011a). Dado que, no estudo incluido nesta tese, este miR se encontra sub-
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expresso em todos os doentes, torna-se necessario um screening de determinacdo de expressdo num

maior nimero de doentes, para que se confirme uma tendéncia de expressdo deste miRNA.

3.4.3.1. —Alvos dos miRNAs com variacoes de expressdo entre 100x e 1000x

Um dos aspectos mais interessantes da biologia dos miRNAs, é que um determinado miRNA pode
regular varios genes envolvidos em cascatas de sinalizacdo especificas ou mecanismos celulares,
podendo fazé-lo quer ao nivel da degradacdo do mMRNA e/ou do bloqueio da tradugdo da proteina, o
que torna os MiRNAs eficazes reguladores biol6gicos (van Rooij, 2011). No entanto, a identificacdo
dos genes que sdo alvos de accdo dos miRNAs, é uma das tarefas mais dificeis na investigacdo na area
dos miRNAs. Estes alvos podem ser consultados através de programas bioinformaticos, disponiveis
em inGmeras bases de dados, que na sua maioria prevé apenas alvos putativos, logo, é importante
confirmar estas previsdes através de técnicas de validacdo da interaccdo miRNA-alvo (van Rooij,
2011).

Como se trata de um trabalho preliminar, e de modo a avaliar a robustez dos resultados obtidos,
foram feitas pesquisas dos alvos celulares dos miRNAs (Tabela 3.4) em vérias bases de dados,
nomeadamente Tarbase (http://microRNA.gr/tarbase), Diana Micro-T (http://microRNA.gr) miRanda
(http://www.microRNA.org), Targetscan (http://www.targetscan.org) e miRTarBase
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw).

O processo de pesquisa revelou-se complexo, pois, como referido anteriormente, cada miRNA
pode ter como alvo milhares de genes e os resultados quanto aos alvos apresentados pelas bases de
dados ndo sdo muitas vezes coincidentes. Por isso restringiu-se a pesquisa fazendo uma interseccéo
entre as bases de dados Tarbase 6.0, miRTarBase (para alvos validados) e Diana Micro-T v.3. Nesta
Gltima, sdo atribuidos scores aos alvos, sendo este valor atribuido com base em simulagfes de modo a
que o utilizador possa avaliar o grau de certeza das previsdes. E indicada a metodologia através da
qual cada alvo foi validado (caso esteja validado), a ligacdo do miRNA com o respectivo alvo, as vias
onde actua e o tipo de regulacdo que efectua (Vergoulis et al., 2012; Maragkakis et al., 2009).

Como a MH afecta maioritariamente o sarcomero cardiaco, foi também efectuada uma pesquisa no
sentido de procurar quais os MiRNAs que teriam como alvo os principais genes sarcoméricos. No
entanto, nas principais bases de dados analisadas ndo foram encontrados quaisquer resultados neste
sentido, logo apenas se poderd conseguir tirar conclusdes com base em bibliografia ou em futuros
ensaios funcionais utilizando linhas celulares de cardiomidcitos.

Na tabela 3.4 é possivel verificar quais os alvos validados e quais os alvos previstos (considerados
apenas aqueles com maior score, segundo as bases de dados consultadas) para cada miRNA cuja

expressao se apresentou alterada, e a proteina correspondente codificada pelo gene alvo.
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Tabela 3.4 — Genes alvo dos miRNAs identificados com expressdo alterada nos doentes com MHO e
respectiva proteina por eles codificada. Encontram-se destacados a cinzento os alvos previamente validados,
sendo que os restantes foram apenas previstos bioinformaticamente (Fonte: Diana Micro-T v.3.0, Tarbase 6.0, a
miRTarBase acesso a 4 de Setembro 2012).

mMiRNA Gene Alvo (com maior score) Proteina Codificada
miR-371-3p ZNF213 Proteina zinc finger 213
MiR-451 ABCBL Membro 1 da subfamilia B da ATP-binding
cassette
miR-10a HOXA1 Proteina da homeobox Al
MiR-617 NTRK3 Receptor neurotroflf:o do tipo 3 da tirosina-
cinase
miR-647 C20RF86 WD rt_apeat-contalnlng_and_ planar cell
polarity effector protein fritz homolog
miR-220b GGTL3 Precursor 4 da gama-glutamiltransferase
miR-518f* CBX8 Homélogo 8 da cromobox
miR-518¢* TNK2 N&o receptor 2 da tirosina-cinase

O alvo previsto com maior score para 0 miR-371-3p é o gene ZNF213, que codifica a proteina
zinc finger 213, envolvida na regulacdo da transcricdo (UniProt). A desregulacdo da expressdo deste
miRNA encontra-se descrita em variados tipos de neoplasias (HMDD — Human MiRNAs & Diseases).
Sabe-se também que os genes ZNF, efectores de GATA4, sdo importantes reguladores da transcricdo
no desenvolvimento cardiaco normal e em condi¢des patolégicas, logo desregulacdes ao nivel destes
genes, provocadas por alteracGes de expressdo do miR-371-3p, poderdo estar corelacionadas com o
fendmeno hipertréfico (Debrus et al., 2005).

O gene ABCBL, que codifica para 0 membro 1 da subfamilia B da ATP-binding cassette é um dos
alvos validados do miR-451. Esta proteina é uma bomba de efluxo que estd associada a metabolizagéo
de farmacos cardiovasculares (Meissner et al., 2004). A expressdo deste miRNA relativamente as
fungbes do seu gene alvo sugere que a terapéutica dos doentes estara a influenciar a expressao do gene
ABCB1, o que se denota através da sub-expressdo do miR-451 (Fig. 3.11). Posto isto, a terapéutica
associada a cada doente é um factor que deve ser tomado em linha de conta quando se procuram
identificar os mecanismos de regulagdo associados a uma dada patologia. Este miRNA encontra-se
também ligado a funcdo de supressor de tumores eesta também associado a multirresisténcia das
células a presenca de drogas anti-tumorais (Li et al., 2011; miRBase).

O mir-10a tem como alvo validado com maior score o gene HOXAL, que codifica para a proteina
da homeobox Hox-Al, envolvida na regulacdo da identidade celular durante o desenvolvimento
embrionario (UniProt). A desregulacdo deste miRNA esta associada a diversos tipos de cancros, entre
eles, o cancro do péancreas (Ohuchida et al., 2012). Mutacdes neste gene estdo directamente
relacionadas com o desenvolvimento de graves anomalias cardiacas (Makki e Cappechi, 2012). Foram
efectuados estudos, utilizando ratinhos knock-out para o gene em causa, e verificaram-se defeitos ao
nivel do arco adrtico, hipertrofia do ventriculo direito (Makki e Cappechi, 2012). A ligacdo deste gene

alvo ao surgimento de patologias cardiacas e o padrdo de expressao aberrante do miR-10a em doentes
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com MH, vem reforcar a necessidade de serem efectuados estudos em que sejam elucidadas as vias de
sinalizacdo em que 0 miR-10a actua, de modo a que se encontre uma relagdo com a MH.

O alvo previsto para 0 miRNA-617 é o gene NTRK3, que codifica para o receptor neurotréfico do
tipo 3 da tirosina-cinase, que se encontra maioritariamente expresso no tecido nervoso, mas sabe-se, a
partir de estudos efectuados in vivo, utilizando como modelo cardiomidcitos embrionarios de galinha,
que este regula a proliferacdo dos cardiomidcitos durante a tor¢do cardiaca e no estabelecimento da
trabeculacdo ventricular (Lin et al., 2000). VariacGes na expressdo deste miRNA ndo se encontram
associadas a doencas (HMDD — Human MiRNAs & Diseases).

C20RF86 é o gene alvo previsto para 0 miR-647, que nao se encontra descrito como interveniente
em estados patoldgicos estando envolvido na biogénese do cilio celular (UniProt).

Ja 0 miR-220b tem como principal alvo o gene GGTL3 que participa no metabolismo do enxofre e
da glutatitona e é um antioxidante hidrossoltvel (UniProt). A desregulacdo deste miRNA ndo se
encontra até a data, associada a estados de doenga (HMDD — Human MiRNAs & Diseases).

O alvo do miR-518f*, o gene CBX8, tem como funcdo bioldgica a regulacdo da transcricéo,
enquanto o alvo do miR-518c*, o gene TNK2 desempenha funcBes na endocitose e esta associado a
transicdo de fendtipos hiperplasicos para fenétipos hipertroficos em embrifes de peixe-zebra
(Johnston et al., 2009)

Como ¢ assim possivel constatar, grande parte dos principais alvos dos miRNAs encontrados com
uma variacdo de expressdo entre 100x e 1000x (Tabela 3.4), encontram-se relacionados com o
desenvolvimento cardiaco ou estdo associados a patologias cardiacas, contudo a maioria destes alvos
estdo apenas previstos, ndo se encontrando validados por métodos experimentais, 0 que leva a
necessidade emergente da validacdo de alvos para estes miRNAs, e serem efectuados estudos acerca
das vias de sinalizacdo onde os mesmos interferem, para verificar se 0s mesmos estdo implicados na
MH.

3.4.4 — miRNAs com variacdes de expressao inferiores a 100x

A maioria dos miRNAs estudados neste trabalho apresentou valores de expressdo inferiores a 100x
nas amostras dos doentes com MHO relativamente a amostra controlo saudavel (Fig.6.1, apéndice).
De forma a direccionar a analise destes resultados, dado o elevado niimero de miRNAs estudados
(739), comparou-se os resultados de —AACt obtidos com os resultados de expressdo de miRNAs
associados a MH ja descritos na bibliografia (Figura, 3.12, Tabela 3.5). Entre os estudos que serviram
de comparagdo, encontra-se o estudo realizado por Palacin e colaboradores (2011a), que é, de todos 0s
estudos, aquele que mais se assemelha ao estudo efectuado nesta tese, principalmente noque respeita
ao tipo de amostras estudadas, designadamente tecido recolhido de SIV de doentes com MH com
mutacOes identificadas em proteinas sarcoméricas e doentes sem mutacOes identificadas e a

metodologia utilizada (Palacin et al., 2011a).
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Figura 3.12 — miRNAs cujos niveis de expressdo apresentaram ordens de grandeza inferiores a 100x
relativamente ao controlo saudavel para os doentes SIV108 (azul), SIV109 (vermelho) e SIV119 (verde). As
linhas coloridas horizontais da imagem referem-se aos diversos niveis de corte efectuados (preta — (-1,5); roxa —

1,5; amarela — (-6,5) que correspondem a uma expressdo de -2,5x, 2,5x e -100x relativamente ao controlo
saudavel, respectivamente).
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Tabela 3.5 — Analise comparativa dos niveis de expressao de alguns dos miRNAs com variacdes de
expressdo inferiores a 100x relativamente & amostra controlo saudéavel e que foram avaliados no decurso desta
tese com outros estudos publicados. A laranja encontram-se destacados, 0s miRNAs em que se observou sub-
expressdo (Sub-expressdo), a azul os miRNAs em que se observou uma sobre-expressdo (Sobre-expressdo), e a
verde os MiRNAs que apresentaram valores de expressao inalterada (Normal). Variavel — No respectivo estudo a

expressdo do miRNA varia entre as amostras.

Presente estudo Outros estudos
miRNA SIV 108 SIV 109 SIV 119 Estudo Regulagéo
1 Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Sub-expressao
133a Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Sub-expressao
133b Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Sub-expressio
218 AEY Sub-expressdo Normal (Palacin et al., 2011a) Sub-expressao
30b ST e Heugel (Palacin et al., 2011a) Sub-expressao
374 ST e Heugel (Palacin et al., 2011a) Sub-expressao
454 Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Sub-expressio
495 Normal Normal Normal (Palacin et al., 2011a) Variavel
590-5p il Hougel heugel (Palacin et al., 2011a) Sobre-expresséo
92a Sub-expressao Normal Sub-expressao (Palacin et al., 2011a) Sobre-expressio
125a-3p | Sobre-expressdo Normal Sobre-expressdo (Palacin et al., 2011a) Variavel
208a Sub-expressdo Normal Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Sobre-expressio
208b Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Palacin et al., 2011a) Variavel
26 Normal Normal Normal (HaDnaeCt:gsllt:aZl\?Ig?t,igist aedlgep > Sub-expresséo
Windt, 2012)

o Normal Normal Normal (Wang et al., 2010) Sub-expresséo
% Normal Normal Normal (Yang et al., 2011) Sub-expressdo
23a Normal Sub-expressdo Normal (Cheng et al., 2007) Sobre-expressio

199 Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Rane et al., 2010) Sobre-expressio
195 Normal Normal Normal (van Rooij et al., 2006) Sobre-expresséo
499 Sub-expressdo | Sub-expressdo | Sub-expressdo (Shieh et al., 2011) Sobre-expresso
125b Normal Sub-expressdo | Sub-expressao (van Rooij et al., 2006) Sobre-expresso

21 Normal Normal Normal (Cheng et al., 2007) Sobre-expressdo

214 Normal Normal Normal (van Rooij et al., 2006) Sobre-expressdo
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Fazendo uma comparacdo global, em termos de expressdéo de miRNAs, entre o estudo
desenvolvido nesta tese e os outros estudos, mais uma vez se confirma que o estudo que mais se
assemelha com o aqui descrito nesta dissertacdo, é o estudo efectuado por Palacin e colaboradores
(2011a). Em ambos os estudos, a maioria dos miRNAs encontra-se sub-expressa no tecido patologico
(Palacin et al., 2011a).

Estabelecendo uma relacdo entre a expressdo de um dado miRNA e o0 seu mecanismo de acg¢éo,
verifica-se que a maioria dos miRNAs se encontra sub-expresso. Deste modo os mRNAs por eles
regulados, encontrar-se-d0 sobre-expressos, 0 que em consequéncia implicard uma maior sintese de
proteina. E deste modo colocada a hipotese, de que no caso dos doentes com mutacdes em proteinas
sarcomericas, sera sintetizada uma maior quantidade de proteina mutada, o que podera justificar o
fendmeno de hipertrofia. Por sua vez, no caso do mecanismo de accdo de um determinado miRNA
envolver a inibicdo da traducdo, dado que estes se encontram sub-expressos, ird assim ocorrer um
decréscimo no processo de inibicdo da traducdo, o que ira levar, tal como na hip6tese anterior, a uma

maior sintese de proteina anémala nos doentes com mutagdes.

Analisando a expressdo de cada miRNA, denota-se que o0 miR-1, 0 miR-133a e 0 miR-133b se
encontram sub-expressos em ambos estudos. Esta reducdo semelhante nos niveis de expressao destes
miRNASs ja era esperada, pois eles pertencem a mesma unidade de transcri¢do (Thum et al., 2008). O
decréscimo nos niveis de expressdo destes miRNAs em casos de hipertrofia patoldgica ja tinha sido
reportado por outros autores, ndo sé em cora¢bes humanos, como também em modelos animais, 0 que
sugere que estes desempenham importantes pape€is nas vias de sinalizacdo bioldgicas, cuja
desregulacdo promove a hipertrofia cardiaca (Care et al., 2007; Sayed et al., 2007; van Rooij et al.,
2006).

Segundo dados da Tarbase v.6.0, 0 miR-1 apresenta cerca de mil genes alvo validados
experimentalmente, 0 miR-133a apresenta 51 alvos validados e o miR-133b apresenta cerca de 10
alvos. Como é de esperar, todos eles interferem num grande nimero de vias de sinalizacao bioldgicas,
cuja desregulacdo podera a levar & hipertrofia cardiaca, como é o caso da via de sinalizagdo de Ca®,
que é comum aos trés miRNAs. O Ca?* é um importante mensageiro citoplasmatico e interfere na
cascata de eventos gque levam a hipertrofia cardiaca, pois de entre os inimeros papéis que desempenha,
é determinante na contracgdo muscular e participa na sinalizagao que leva a sintese de novas proteinas
(Marian e Roberts, 2001).

Relativamente ao miR-30b, miR-218, miR-374, no estudo realizado nesta tese, apresentam-se com
uma expressdo normal na maioria dos doentes estudados, enquanto, no estudo de Palacin e
colaboradores (2011a) se encontram sub-expressos (Palacin et al., 2011a). Estas diferencas podem ter
diversas raz0es, entre elas, o facto dos doentes estudados serem portadores de diferentes mutacdes, em

diferentes genes sarcoméricos.
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O miR-454 apresenta-se sub-expresso em ambos os estudos. Devido a coeréncia de resultados €
expectavel que a variacdo de expressao deste miRNA esteja, de facto, relacionada com a hipertrofia
cardiaca. Segundo as bases de dados consultadas ndo existem alvos validados para este miRNA, mas
fazendo uma pesquisa pela base de dados Diana Micro-T v.3, o alvo previsto com maior score para o
miR-454 é o gene RFWD2. Este gene faz parte da via proteolitica dependente de ubiquitina. Esta via
tem um importante papel na MH, pois no decorrer da doenga existe um aumento da existéncia de
proteinas ubiquitinadas (Carrier et al., 2010). A principal funcdo desta via € evitar a acumulacéo de
danos e a degradacdo de proteinas mutantes. Se existirem anomalias ao nivel da regulacéo desta via, as
proteinas mutantes ndo conseguem ser degradadas, logo vao estar na célula a produzir um efeito
toxico (Carrier et al., 2010). Este é provavelmente o fenémeno que estd a ocorrer nos doentes com

MH analisados nestes estudos, cuja expressdo do miR-454 se encontra diminuida.

Relativamente ao miR-495, que nos doentes SI1VV108, SIV109 e SIV119 se apresenta com um nivel
de expressdo normal, no estudo de Palacin e colaboradores (2011a) encontra-se com um padrdo de
expressdo variavel. A desregulacdo deste miRNA encontra-se associada a desordens musculares
primarias, mas ainda ndo foi descrita a sua associacdo com doencas cardiacas (Palacin et al., 2011a).
Serdo necessarios mais estudos utilizando um nimero alargado de doentes de modo a avaliar a

expressdo concreta deste miRNA.

Por sua vez, os miR-590-5p e miR-92a encontram-sesobre-expressos no estudo efectuado por
Palacin e colaboradores (2011a) (Palacin et al., 2011a). J& no presente estudo, 0 miR-590-5p apresenta
niveis de expressdo normal, enquanto o miR-92a se apresenta sub-expresso em duas das trés amostras
estudadas. O miR-590-5p nunca foi referenciado como associado a hipertrofia cardiaca nem a outras
doencas do foro cardiovascular. Ao contrério, a sub-expressdo do miR-92 ja foi anteriormente
associada ao processo hipertrofico (Sucharov et al., 2008). O facto de no presente estudo 0 miR-92 se
encontrar sub-expresso, vai de encontro com os estudos de Sucharov, contrariando assim os resultados
de Palacin e colaboradores (2011a) (Palacin et al., 2011a).

O miR-125a-3p, que ndo se encontra descrito como associado a hipertrofia, nem a outro tipo de
doengas cardiacas, ndo apresenta niveis de expressdo coerentes entre os estudos. Enquanto no estudo
de Palacin e colaboradores (2011a), a expressdo deste miRNA se encontra variavel, no estudo
efectuado neste trabalho isso também se observa. No doente SIV109 a expressdo deste miRNA foi
considerada normal, no entanto, nos doentes SIV108 e SIV119 encontra-se aumentada quando
comparada com o controlo saudavel. Esta incoeréncia entre estudos e entre doentes pode ter diversas
causas, inerentes aos ensaios e aos proprios doentes, tal como referido no ponto 3.4.2 desta seccéo.
Mas, € de suspeitar o facto de em ambos os estudos, este miRNA aparecer sempre com diferencas de
expressdo, estejam elas aumentadas ou diminuidas. Sera interessante efectuar um estudo acerca dos
alvos celulares deste miRNA e das vias de sinalizagdo onde interfere, e, cujas desregulacdes, poderao,

possivelmente, relacionar-se com o fenémeno de hipertrofia cardiaca.
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O miR-208a e 0 miR-208b encontram-se expressos de diferentes modos em ambos 0s estudos. No
estudo efectuado por Palacin e colaboradores (2011a), o miR-208a encontra-se sobre-expresso nos
doentes portadores de mutagdes, enquanto nas amostras SIV108 e SIV119 deste estudo apresenta-se
sub-expresso. J& 0 miR-208b, encontra-se também sub-expresso nas trés amostras patoldgicas alvo
deste estudo a semelhanca do que acontece nos tecidos patoldgicos sem mutagdes amostrados pelo
grupo de Palacin e colaboradores (2011a), o que sugere que as alteracdes na regulacdo deste miRNA
podem diferir entre coracdes hipertrofiados com ou sem mutacOes sarcoméricas. Estes miRNAs ja
foram descritos em modelos animais de hipertrofia cardiaca, apresentando-se sobre-expressos, ao
contrario do que ocorre nas amostras patoldgicas deste estudo (Tatsuguchi et al., 2007). O miR-208a e
0 miR-208b pertencem a mesma familia e estdo codificados nos intrGes dos genes MYH6 e MYH7,
respectivamente. Eles partilham a mesma “seed region”, diferindo apenas em 3 nucledtidos na sua
regido 3’UTR e s@o um exemplo de miRNAs intrénicos que participam em processos de regulacdo no
préprio gene onde estdo localizados (Small e Olson, 2011; van Rooij et al., 2008). Estes miRNAs
regulam uma ampla gama de repressores transcricionais e moléculas de sinalizagdo, bem como a
actividade da hormona tiroideia (Small e Olson, 2011). Contudo, os resultados obtidos neste trabalho
nao estdo de acordo com a bibliografia. Essas diferencas de expressdo podem ser explicadas devido a
utilizacdo de modelos animais nesses estudos, que em muito diferem dos humanos (lkeda e Pu, 2010).
E também de salientar que, no doente 119, a diminuicio de expressdo do miR-208a é a mais acentuada
de todos os doentes estudados (Fig.3.12). Este facto, talvez se deva a existéncia de uma mutacdo no
gene MYH7 (c.4472 C>G;p.Ser1491Cys) do mesmo (Fig. 3.4), mutacdo esta, que poderd estar a
influenciar a expressdo deste miRNA, na medida em que, mutacGes em regides codificantes de
miRNAs podem ter um efeito no processamento e expressdo do pré-miRNA e do miRNA maduro
(Palacin et al., 2011b).

Relativamente aos outros miRNAs da tabela 3.4, é possivel verificar que estes, ndo se encontram
de acordo com os resultados obtidos no estudo que consta nesta tese. Mas, convém salientar, e através
da figura 3.12 é perceptivel, que apesar da expressdo do miR-26, miR-98 e miR-9 ser considerada

normal (entre os niveis de corte -1,5 e 1,5), apresenta uma tendéncia para a sub-expressao.

A explicagdo destas diferencas entre expressdes nos diferentes estudos podera estar relacionada
com o facto de, na maioria destes estudos, serem utilizados modelos animais ou humanos com
hipertrofia induzida de diversos modos, na maioria das vezes utilizando agentes quimicos ou factores
mecanicos. Sdo também geralmente utilizadas culturas de cardiomiécitos onde o fenémeno
hipertréfico é induzido quimicamente. Como seria de esperar, estes ensaios ndo correspondem a
réplicas fiéis da hipertrofia cardiaca humana, na maioria das vezes originada por mutacGes em
proteinas sarcomericas, tal como foi abordado neste estudo. Outra das grandes diferengas, prende-se

com o facto de neste estudo ter sido utilizado como amostra tecido colhido do septo interventricular de
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doentes com MH. Como é sabido, o miocardio apesar de ser maioritariamente constituido por
cardiomidcitos, também contém outros tipos celulares, em diferentes propor¢des (células endoteliais,
células musculares lisas e fibroblastos) que sdo essenciais para a funcao cardiaca e resposta ao stress.
Essas outras linhagens celulares sdo igualmente enriquecidas por miRNAs caracteristicos que podem
contribuir para mudancas aquando da medida de expressdo dos miRNAs, tornando-se dificil
identificar o tipo celular que apresenta alteracfes na expressdo (lkeda e Pu, 2010). De modo a
identificar os tipos celulares presentes numa amostra de miocardio em estudo, poderia ser efectuado
um corte histologico do tecido e com marcadores histoquimicos verificar cada um dos tipos celulares
presentes.

Sendo os miRNAs moléculas tdo sensiveis, é de esperar que a sua expressao se comporte de
diversas formas, consoante 0 modelo escolhido, tipo de tecido estudado, o0 modo de inducdo de

hipertrofia e o tipo celular onde se encontram.

61



62



4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho teve como principal objectivo a identificacdo de miRNAs que pudessem estar na
base do desenvolvimento de MH e, designadamente no perfil fenotipico de MHO. Para tal, foi
realizado um screening de expressao de miRNAs em amostras de SIV de trés doentes com diagnostico
clinico de MHO, através de uma reaccdo de RT-PCR, analisando 739 miRNAs humanos. Os
resultados obtidos revelaram que os miRNAs que se destacam em termos de expresséo (100x e 1000x)
relativamente ao controlo saudavel sdéo o miR-10a, o miR-647, o miR-371-3p, 0 miR-617 e 0 miR-
220b gue se encontravam sub-expressos e 0 miR-518f* e miR-518c* que se apresentavam sobre-
expressos. Uma grande parte dos alvos destes miRNAs encontram-se relacionados com o
desenvolvimento cardiaco ou estdo associados a patologias cardiacas, mas visto que a maioria deles
apenas se encontram previstos, emerge a necessidade de serem realizados métodos de validacdo de
alvos para estes miRNAs e o estudo das vias de sinalizacdo onde estes alvos possam vir a interferir
para ver se de algum modo se relacionam com a MH.

Outro dos pontos de constatacdo deste trabalho assenta no facto de, os estudos realizados
utilizando modelos animais de hipertrofia, ou culturas de cardiomidcitos humanos, portanto modelos
de hipertrofia induzida, diferirem relativamente aos valores de expressdo de miRNAs, dos estudos
realizados utilizando bidpsias humanas de miocardio com a patologia MHO inerente. Estas diferencas
podem dever-se as diferentes metodologias utilizadas, diferentes analises estatisticas, mas sobretudo,
devido a amostragem.

Salienta-se que o perfil de expressdo de determinados miRNAs se apresenta concordante entre o
presente estudo e o estudo efectuado por Palacin e colaboradores (2011a). Alguns desses miRNAs
nunca tinham sido associados a MH, mas, devido a estes resultados, pode pensar-se nalgum tipo de
correlacdo entre os miRNAs e esta patologia dado que o tipo de amostras foi semelhante nos dois
estudos.

Comparando os valores de expressdo dos miRNAs com a expressdo dos genes sarcomericos e com
o perfil mutacional de cada doente em particular, pode-se colocar a hip6tese de o perfil geral de sub-
expressdo de miRNAs se relacionar directamente com o perfil de sobre-expressdo dos mRNA dos
genes MYH7 e MYBPC3. Por sua vez foi inferido se perfil mutacional e as manifestagfes clinicas
inerentes a cada doente se relacionavam entre si e com a expressao de diferentes miRNAs.

No entanto, sera importante realizar um screening de expressdo de miRNAs utilizando um maior
namero de doentes com diagnostico de MHO, de modo a que se confirme a expressdo diferencial dos
miRNAs que surgiram alterados no presente estudo. Ainda, serd necessario realizar, estudos
funcionais em linhas celulares de cardiomidcitos isoladas a partir de doentes com MHO de modo a
identificar se as alteracbes celulares caracteristicas desta patologia sdo devidas a alteracbes da

expressdo dos miRNASs que se apresentaram com expressao alterada neste trabalho.
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Outro dos trabalhos que é proposto realizar tem como objectivo o estudo de expressdo de miRNAs
em tecido auricular proveniente de amostras de doentes com MH, pois, tal como foi observado neste
estudo, este tecido também apresenta alteracGes ao nivel de expressdo de genes sarcomeéricos, o0 que
podera indicar que também estara implicado no desenvolvimento de MH.

A aparente importancia dos miRNAs e a capacidade da sua manipulagdo in vivo fornece a
oportunidade Unica de os explorar como uma terapéutica alternativa aos farmacos cardiovasculares
existentes (Elton et al., 2011). Uma das possiveis abordagens seria no sentido de inibir a expressao de
miRs envolvidos na patogénese de doencas cardiacas usando antimiRs ou promover a expressao de
miRNAs benéficos utilizando mimics de miRNAs (van Rooij et al., 2008a). Outra das abordagens sera
0 desenvolvimento de compostos que modulem a expressdo ou a actividade de miRNAs relacionados
com doengas (van Rooij et al., 2008a). A terapéutica baseada em miRNAs representa, neste momento,
um grande desafio dado que um miRNA tem numerosos alvos moleculares, 0 que aumenta a
probabilidade de o direcionamento de um miRNA poder perturbar maltiplas fungdes celulares (Elton
et al., 2011; van Rooij et al., 2008a). Dado que a pesquisa na area dos miRNAs esta ainda numa fase
inicial, essa informacdo encontra-se incompleta. Portanto, antes de avancar com qualquer terapéutica
que tenha como alvos os miIRNAs sera necessario um conhecimento detalhado dos seus alvos
genéticos, funcdes e distribuicdes pelos tecidos (Elton et al., 2011). Além disso, questBes relativas a
farmacocinética, biodistribuicdo e penetracdo celular também representam obstaculos susceptiveis a
estratégias terapéuticas, portanto devem ser delineadas novas técnicas para que a entrega terapéutica

de miRNAs seja realizada de uma forma especifica no tecido a ser tratado (Elton et al., 2011).

Os miRNAs podem ser utilizados no diagndstico e prognéstico de varias patologias
cardiovasculares, na medida em que os resultados de danos cardiacos reflectem-se nos niveis de
expressdo de miRNAs (Small et al., 2010; Xiao e Chen, 2010). Os resultados obtidos nesta tese
parecem estar de acordo com este facto.

Devido ao tamanho, abundancia, especificidade e relativa estabilidade no plasma, os miRNAs
circulantes sdo potenciais biomarcadores para monitorizar lesdes, existindo estudos que indicam a
possibilidade de utilizar os miIRNAs ao nivel do diagndstico e progndstico de doencas cardiacas, como
a MH (Small et al., 2010; Laterza et al., 2009). Sera assim interessante verificar, se 0s miRNAs que
neste estudo apresentaram niveis de expressdo alterados (100x-1000x) nas amostras de septo
interventricular provenientes de doentes com MH, se apresentam igualmente com um padrdo de
expressao alterada em circulacdo. Dada a dificuldade na obtenc&o de tecido cardiaco, esta avaliagdo no
sentido de correlacionar os miRNA alterados em tecido cardiaco com os miRNAs em circulagéo,
poderia permitir um avango ao nivel de utilizacdo dos miRNAs como biomarcadores moleculares da

patologia MH.
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6 — APENDICES

Apéndice 1 — Niveis de Expressdo Genética de todos os miRNAs incluidos no estudo desta tese, para
os trés doentes (S1\VV108, SIV109 e SIV119).
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Figura 6.1 — Gréficos relativos a expressao genética de todos os miRNAs que constam neste estudo nos doentes

SIV108 (azul), SIV109 (vermelho) e SIV119 (verde). Por facilidade de nomenclatura designam-se os doentes
nas figuras sem indicacdo do tipo de tecido (SIV).

87



88



ANEXOS






Anexo | - Painéis de miRNAs usados nos ensaios de expresséo por RT-PCR

miRNAs presentes no Painel I.

A haa-rrif- | Baa-rmif- | Bsa-rif- | Rsa-rrif- | hsa-mif- | Rea-rrif- | hsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | Baa-miR- | Bsa-riR- | hsa-mif- | Bsa-miR- | Rsa-rmif- | Bsa-rmif- | Bea-mif- | Rsa-riR- ek b g haa-rrif- | Baa-mif- | Bea-rmif-
3T 217 337.5p 3m FTran* 143 633 Sie-3p 557 218 136 137-5a 140-5a 31* 20h° 315 5089-3-5p 210 19ab-5p L] 208 LELa* 434
B [RGB siSes o haa-friA- [ had-if- | Faa-faf- | Bia-miA. | Baa-raA. | Baa-miA- | Bea-rAe | Bas-mdA. | Bia-rA. | BaaemdA. | Bia-aA. | BaaemdA- | Bia-af. | Baa-mdA- | Bia-aAe | Bas-mdA- | Biaeif. | Baaemdfe | kiaerfe | USiSad | kaaerdA.
SELE 514-3p 4E8-Ep 30 30k 1ia ErL 214 AETh 130a e D2a-1* ara 3EL 6F1-Ep 5H 2H 142-Ep 132 al4 149 3F4a
c haa-rmif- | Faa-riA- hsa-mif- | hsa-miR- | Bea-rif- | hsa-rif- | Bea-rif- | Bsa-rmif- | Rsa-rrif- | hsa-mifR- | Rsa-rmiR- | Bsa-miR- | ksa-miR- | Bsa-miR- | Rsa-miR- hsa-lerTe haa-rrif- | Baa-mif- | Bsa-rmif- | Rea-rmifR- | UsiSpd | Rea-mif- | Bsa-rmiR-
532-Ep EE) LISk LES 25 534-Eg 20a FES 24 388-5p 415 Si-Ep TED Sr4-Ip 130 133k S42-Ep 23a L03% L 518 204
o had-if. | SMOAGSS | hid-miA- | Bea-raAe | Baaemif. | Bea-rAe | BademdA. | Bea-rafe | BaaemiA. | Bea-raAe | BaaemdA- | Bda-rA. | BaaemdA- | Baa-aA. | BaderdA- | Bia-A. | Bad-rdA- | Bia-aAe | BaaerdA- | BiaeaAe | Baaemdf- | BiaeraAe | BaderdAe | BiaerA.
433 A a5 215 L4l EECE] [15] 3%a Eil 302 3¥.3s 380 1964 8Ed EE: %] 5T 518 2004 1E8-5p 264 EE a3 FE: 357
E haa « | hsa-rrif- hsa - | hsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miA- hsa-rmif- | Baa-rmif- | Bsa-rmif- | ksa-rrif- | Bsa-mif- | Rsa-mifR- | ksa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | UsiSpd | hsa-miR- | Bea-miR- | Rsa-rif-
i 1Ea Sda 8E7 4.3 413-Ip a1l En 300e 1e5® 339.5p 873 313-3p LELS Li5a-5 | 1X0:-Ep a0k 5104 [[LS 3004 348 1E1-3p
E hsa-rrif- | hea-rifR- | hsa-mif- | hea-miR- | hsa-mif- | Bea-miR- | hsa-miR- | Rea-miR- | hsa-miA- | hea-miR- | hsa-miA- | hsa-miR- | hea-mif- | Rsa-miR- | Rsa-mif- | Bsa-miR- | Rsa-miR- | Rsa-rmifR- | Bsa-mif- | Rsa-mifR- | Rea-mrif- | Rsa-mif- | Rea-miR- | Rsa-mif-
LEE] a13.5a Doy 1ha 202 18i 7} 503 250 30 514 16 150 654-5p 545 0. 1* qot-5p LE BES 506 383 653 651 343.%p LEF]
a haa-frif. | Faa-raf. | Baa-mdA- | Faa-raA. Bad-rrif. | hia-dA- | Baa-rfaf. | Bia-rdA. | Baa-rraf. | BeaerdA- | Baa-raAe | BeaerdA- | Baa-raAe | Bea-rdA- | Baa-rafe | Baa-rdA- | Baaerafe | Baaerdfe | Biaerafe | BaaerdA- | BiaerA.
1e4® 2Ta E -3 G40 EE LEh 1E7 516k 30pe® | Sddb-dp 1E5 Lida- g 185 LF 300 &6 30a Elir g Ak T ] Al
haa-rrif- | hsa-mif- | Bsa-rmif- | Rea-rrif- | hsa-mifR- | Rsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- haa-rrif- | hsa-mif- | Bsa-riR- | Rsa-rmif- | Rsa-miR- | Bea-mif- | Bea-riR- haa-rrif- | Baa-mif- | Rea-rif- haa-rrif- | Baa-mif- | Bea-rmif-
H N hsa- et H ~ N N hua-bet-Ta haa-bet- e )
3713 103 Las 1E4 63t 519 211 aie [E= Gda T84 518 258 1] 572 30 LEE] B0 2E5p 334.5p 219.5p
1 had-if. | Baa-raf- | Baa-mdA. | Bea-rAe | Baaemif. | Bea-rfe | BademdA. | Bea-rafe | BaaemiA- | Bea-rfe | BadaemdA- | Bda-rf. | BaaemdA- | Baa-aA. | BaaerdA- | Bia-A. | Bade-mdA- | Bia-raAe | Baae-rdA- | BiaeraA. | BaaerdAe | Biaeafe | Baderdf- | BiaerA.
L9 Slbk ] 30k a37 Akl Lida-Bp 335 HE] 1 L1 3p ek 214 al al4-Ip AEs 3F1-Ep 485 aila 544 Faiy S8k 3615 ak4
] haa-rrif- | hsa-mif- | Bsa-rmif- | Rea-rrif- | hsa-mifR- | Rsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- [— hsa-rrif- | hsa-mif- | Bsa-riR- | hsa-rmif- | Bsa-miR- | Bea-rmif- | Bsa-miR- | Bsa-mif- | Bsa-rrifR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR-
Lta i9i ] STE-Ep 457 1o LE?* G20 S0i-Eg 652 1973 L t1-113 Aai-Eg | S48e-3p LE2 a3 490-3p 25 EEF] 133a 134 5]
K had-fif. | Faa-rraf. | Baa-rdA- | Bea-rafe | Baaemif. | Bea-ff. | BaaemiA. | Baa-rfife | BaaemiA. | Bea-rif. | BasemiA. | Baa-rif. | BasemiA. | Baa-if. | kaaemif- | Bad-rif. | BaaemiA- [ had-if- | Bia-fif. | Kad-mif. | kia-raf. | Bas-mif- | kia-rA.
3004 595 [ FEE] 67 34k 410 ir 3764 ar 512-5p A404 L] tagn 137.3a 558 95 1358 A5 289.50 34¢-38 T 115
L haa - | SMOADIE | hsa-rmiR- | hea - | hsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miA- hsa-rrif- | hsa-mif- | Bsa-riR- | hsa-mif- | Bsa-miR- | Rea-rmif- [o—— L A- | hsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR-
145 [ 516a-Eg Akt gt 362-Ep 615-3p i 254 L93a-Eg 440k Shd-Sp Lad 2= 383" 147 17 587
" haa-frif- | Baa-raA- | Baa-mdA- | Bea-rA- | Baa-mdA- | Bea-rA- | Baa-mdA- | Bea-raA- | Baa-mdA- | Bea-raA- | Baa-mdA- | Baa-rA- | Baa-mdA- | Baa-rA- | Baa-mdA- | Baa-rA- | Baa-mdA- | Baa-rA- haa-bet- T Faa-frif- | Faa-frif- | hia-raf- | Bea-mdf- | Bia-rA-
EE 15k L85 152 L) 296-5p 208 147 5] 3Ts S51%a 361-3 1* FE ] 518! ¥ 2 617 LE4 i} 95 517 18150 500.5a 345
H [RGB G had-frif- | Haa-fraf- | Baa-miA. had-frif- | Faa-rraf. | Bad-miA. | Bea-raA. | BademiA- | Bha-raA. | BaaemdA- | Bia-aA. [—— Fad-frif. | haa-rdA. | Baa-raA. | Bea-rdA. | FBaaerdA. | Fab-rAe [RGB
500-3p 3E2 R 200 LELS 618-3p Li5 1E3 ] 30b* L] 30La 2803 142-3p 338-3p B ar 216a 513a-Eg
o haa-rrif- | haa-mif- | Bsa-rmif- | Rsa-rrif- | hsa-mif- | Rea-mif- | Bsa-let- | hsa-miR- | bsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-riR- | hsa-rmif- | Bsa-miR- | Bea-rmif- | Bsa-rif- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR-
L2 1ELa LIz 1064 LEX Elil T LESY A5y 411 2168 toes 2 510 212 515-5p SE9 5T6-Ip SE3 AE3-Ip SER-Sp BEG-5p EE: 1 193a-5¢
» [RGB Blark had-frif- | Baa-fraf. | Baa-mif. | Bea-rf. | Baaemif. | Baa-rfe | BaaemiA. | Bea-riA. | hasemiA. | Baa-rif. | kasemiA- | Baa-if. | kasemif- | Baa-if. | kas-mif. | Baa-if. | Bas-mif- | Baaerif. | Baaemif. | Baderif. | BademdA- Bl
1e3 (rii) 400-3p 2% a9 3e5 Al9 9 518a-Bp 137 5{a-3p 53 Ldda 146a 139-5p 3F3® 1449 &4la 31 a8l L] P Ere fHa)

xxiii



miRNAs presentes no Painel I1.

Frai-
A ha-rrifi- | haa-miR- | Baa-miRe | Bas-rmiRe | hasermiAe | hasomife | heeemife | heaemiR- fd-rrif- | haa-miR- | Baa-miR- | BasermiRe | BasemiRA- haa-rriR- | haa-rmif- | has-mif- | haa-miRe | Faemif- ml’l::l.: ] iR
aiip | 219-1-3p 543 Lias S 5FL 3F3-Ep S92 1155 25 a1 o 1364 Lig-1* Si2-3p qi-Ep SET LEL* AL 119* Lada®
hia- hia-
B Pk~ i Blark mﬁ::l\.:. hii-rriR- | had-rriA- | had-rdAe | baeerdfe | haserdR- | has-miR- | Bae-miRe | BaeeriR- | Bae-odR- mﬁ::l\.:. hii-rriA- | had-rif. | had-rif- | haeeiA- | has-miA- | haa-miR- | Bad-iR- | haa-tf- | baa-tf- | Bia-rifR- | Baa-rf-
411 {Hid) P Sdds 143% 513a-5 G943 5 Fiiis SEAR* 94 5153 1875 a5 24-1° LETS F L9ar5 TH-Eg S48 ITaa* 1347 S ain
e Fad-rif- | Baa-mif. | Baa-fmif. | Baa-rmif. | Baa-fmif. | Bea-rif. | Baa-mif- | Bia-rfA. | Bad-miR- | Bed-riAe | Baa-rmiR- | Bea-riR. | Baa-rmif. | BRa-mife | Baa-riR. | Baa-rmiR- | kaa-frif. | Baa-miR- | kaa-fiR. | Bad-miR- | Bea-iRe | Rademil- ha-rrif.
2E3p HFS5.Ep 5Eia 1183 7Eq LIa4 11 i bk 516k* S48:.Ep 4% o 530.3p [ 158 (1] 135k* [-T5] ais® 49 335= j: LR Lk big®
-
o hsa-mif- \siSes £F hsa-mif- | hsa-miR- | hsa-mif- | hsa-rmif- | hsa-miA- | Chsa-mif- | hsa-miR- | Rea-miR- |hsa-ber- 7T | hsa-mrif- rnl’l::l\.: hsa-mif- | hsa-miR- | kea-rmif- | hsa-rmif- | hsa-miR- | hsa-mifA- | Bsa-mif- Rsa-mif- | hsa-miR- | hsa-rmif-
TE9-3p 519:.5p a3d LES 19d1* B4 2 ) it a0 1® a7 AL Laa® 1064 * 1154 SED 1151 643 31 1055 a1L- 51%¢*
Fraa-
E Pk~ i mF::L:. hai-rriR- | had-rriA- | had-rdAe | BaeerdA- | haeeiA- | hie-miR- | haa-miRe | BaeemiR- | haderdR- | baa-tf- | baa-tlfe | baa-rifAe | haaerifA- | baaerdR- | baa-rdR- | has-rR- | haderR- | BaderdR- | Red-riRe |Bae-bet-1a- | BaserdR- | BeemiAe
338.5p 106 3X3bSp T 541 1373 1315 1 e a¥is [ Fa ) 5E55-5p 1157 141 1355 S0i-3p 15h* tdab-3p 2k 2 REC] o = S b=
F Fad-rif- | Baa-mif. | Bad-mif. | Ba-rmif. | Baa-mif. | Baa-mif- | k-l hia-frif- | Baa-mif- | Rad-rif- | Baa-mif- | Baa-mif. | Baa-rmif. | Bas-mif. | Bea-rf. | Bas-miR- | Bia-riA. | Bad-miR- | BeaeriAG 3] Baa-miR- | Bea-ril. rn:':::\.:. ha-rrif.
Siia-Bs | 433-Ep 517= 3k L 2053 9k Ik . I L ik 365° (L] S1a= i 2113 aree 362-3p Fiadas i# TEM-Ep 5B oamas 300
a haa-rrifi- | haa-miR- | Baa-miRe | Bas-rmiRe | basermiRe | hasomiR- | hasomife | hasemiRe | hasemiR- | hasemiRe | hssemife | hsaemiR- | haa-mif- | haa-mif- | hsaermife | haaeriR- | hsaermiR- | haa-miR- | haaeriR- | BaaeriR- | Bea-miR- | Bsa-miRe | BesermiR- | Basemife
] i L 1171 5% PEO-Ep 61 L1197 517 L350 LE2*® £+ S{g-5p 613 L5 FE: St 2Eb® 519535 3" = ] Sie ]
H tiki-frif- | Bad-riR- | Bas-miRe | FeemiA- m:::;.:. baii-rriR- | had-rriA- | had-rdA- | Bad-rdAe | BaderdR- | BademiR- | Bad-miRe | BaeemiAe | BaderRe | heeeriA- | haa-riR- | baa-riR- | bsa-rR- | haa-rR- | haa-rR- | baeelet- | Baa-rif- | Baa-rif- Blarnk
519 ik} 2ha-1? 1o oansd L33+ SEG 117 SEA° i L] Lo SEA iELa-I* 1ol ETE] S4B45p Loa= iar 556-3p (2] i 185 i ¥5h4% HI)
1 Fad-fif- | kaa-/if- | Baa-miR. | Baa-mif- | hsa kad-fif- | hia-faA- | kia-miA- | kid-miR- | Bia-miA- | Bad-miR. | Baa-fdA- | Bd-miR. | Bia-fiA- | kas-miA. | Baa-faA- | kaa-miA- | Bid-miR- | kia-miAe | Bad-miRe | Bk Fia-frif- ¥R TR
519:-3p GEq S8 1343 i 1188 512-3p SE7F ik ] 1184 it it 485.3p SED.Ip SiK-Ep LIV 1% [ 11] 511 2i0es Tat 135a* 14n8
Frai-
1 ml’l::l.: haa-mif- | haa-mif- | hsa-mif- | kaa-miRe | hsa-mif- | haa-miR- | hsa-mdR- | haa-mif- | Bsa-rmiR- | kaa-miR- | Bea-mifR- | hsa-mif- | Bsa-miRe | (hsa-miR- | kasa-rmiR- | hsa-raR- | hsa-mifA- | hsa-miR- | Raa-miR- | Bsa-miR- | hsa-miR- | Bea-mif- Blank
1800 14 145 S48 Im- 553 1E1=*® als" 5T L] 875-Ip [15] HT-Ep 1913 k] 118-1* raa® Safer 138.1* SEL Gis* iy 15 Ha)
K tiki-frif- | Bad-riR- | Bas-miA- | Bas-rdRe | baderdAe | baserdA- | Bas-rdAe | baderdAe | heeemdR- | hedemiRe | Bae-miRe | BaderiR- | baa-tif- | baa-tlfe | BaaerifAe | baaerdR- | haaerdR- | baa-rR- | baderR- | BaderdR- | UsiSad | Bas-rdRe | BaeerdRe | B
1304 T 585 1¥24-3p [T 4] (2R a3 Llas #E9 1¥x7 517k 1355k 3%0-Ep 1¥38 L1E-3p SE0° 1 Fok.2® tg2* 515.58p 340° 1L A8a" 342-Ep a3
L [ SHOADIE | kia-rif- | (haa-miA. | Baa-fiA. | kaa-fmif- | kid-miR- | kia-miA- | kaa-miR. | Baa-fdR- | kdd-miR- | (sa-mif- | kaa-mif. | Baa-miR. | khaa-mif- | kid-miR- | kia-faf- | kaa-miA. | Bia-fdR- | Bdd-miA- | Bid-mifR- | Baa-mif- | Bia-miR- Bl
-] [T 1159 kg [i1] kT ] Eh Lirig* (L] Lag) Qi+ 219.F-3p (31 1arld 2118 1] idat 43r° Big HEA® 450k 3p H)
" haa-rrif- | haa-miR- | Baa-miRe | Bas-rmiRe | baseriRe | hasomiR- | hasomife | hasemiRe | hasemiR- | hasemiRe | hssemife | hsaemiR- | haaemif- | haa-mif- | hsaermife | haaeriR- | hsaermiR- | haa-miR- | haaeriR- | BaaemiR- | hea-miR- | UsiSpd | BesermiR- | Basemife
SHK-3p 1165 1303 Sade Sada-Se 1153 61550 L1536 L 300 10 LI7G 5153 1305 20b-1* EE: FrEp g Bk aas EE.-LET] IPC 47 LE3*®
M Pk~ i & hii-rrdA- | had-rriA- | had-rdAe | BaeerriAe | heeerif- | hae-miR- | haa-miR- | Bad-rR- | hae-tiR- | baa-tdf- | baa-rife | baa-riiA- | haaerdfA- | Baa-rdR- | badserdR- | haderR- | haderdR- | Bed-rdAe | Baeelt | BedemiRe | UsiSad Blarnk
a3k Léma* 18id SE3= Gid-Ep Te3p | S1843p 241 i Loan* 517 S41° 2ida [ ¥l L 3HF58 a3 L] #ES-3p aras it SIak* 1.8 HI)
o fad-rif- | Baa-mif. | Bad-fmif. | Bea-rmif. | Bad-rmif. | Baa-rmif- | Baa-mif. | Bia-mifR- | Baa-miR- | Rad-mifR- | Baa-mif- | BademiR- | Bea-rmif. | Baa-mif. | Beaerrif. | BaaemiR- | BeaerA. |Baa-let-M- | Bia-rf. | Baa-miR- | Fad-miRe | Bad-rmil- | Bae-miRe | Baa-miRGT
1% 5138 3%i-Ep 1383 a1t 1181 ] L BEQ 1178 30 1] 1] Shig Sk 130 Akfksp | GES-3p 3¢ jes® 11 4E5-3p ki 2i-Ip =
Frai-
» had-rrifi- | SNOADSS | haa-mif- | Bas-rmiRe | basmife | has-mif- | heemife | haa-miR- fd-rrif- | haa-miR- | Baa-miR- | BasermiRe | BasemiRA- ml’l::l\.: ha-rrifR- | has-rmif- | hag-mif- | hea-bet- | BedemiRe | RaeemiRe Blark | hua-miR- Blank
SE0a* & FEE] i 0= LE3E ALa= 254 [ Fall L9 Fhicy i 170 3a® 1304* LE37 1" L4gE* 15a* (Hi) Olg-1* Ha)



Anexo Il — Poster apresentado no EuroPrevent, May 3-5 2012,
Dublin, Irlanda.



SANIA\(RUZ \‘) m

e e

Hypertrophic Cardiomyopathy
From genes and transcripts to cinical profile ~ =

EuroPRevent
w0

- 4

( ['NIVERSIDADE LUSOFONA
e [umanidades ¢ Tec

bl EUROPEAN
?‘;“,[;gy SOCIETY OF
CARDIOLOGY®

o501

S. Santos™?, V. Marques?, M. Pires?, AC. Nunes?, IM. Gaspar’, D. Brito?, H. Madeira*, I, Carreira®, C. Monteiro®, AR, Fernandes*3”

(1) Centro de Quimica Estrutural, Instituto Superior Técnico, Lisbon, Portugal; (2) Universidade Lusofona, Humanidades e Tecnologias, Lishon, Portugal; (3) Cardiogenética, Cardiologia Pediatrica, Hospital Santa Cruz, Centro Hospitalar Lishoa Ocidental, Portugal; (4) Hospital
Santa Maria, Lisbon, Portugal; (5] Fac. Medicina, Universidade de Coimbra, Lishon, Portugal; (6) Fac. Farmacia, Universidade de Lisboa, Lishon, Portugal; (7) Departamento Ciéncias da Vida, Faculdade Ciéncias e Tecnologa, Universidade Nova de Lishoa, Caparica, Portugal.

PURPOSE

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM), the most common hereditary cardiovascular disease as
prevalence of 1:500 indviduals in the general population. HCM is typically characterized by
genetic and allelic heterogeneity due to the more than 1000 mutations in 31 genes that have been
associated with HOM.
The heterogeneity denoted in HCM patients cannot always be explained with the mutational profile, but
instead may be due to altered gene expression. Also, microRNAs (miRs) have recently emerged as
regulators of tissue remodelling and HCM pathological process.
Qur main goal was to contribute to enlighten the genetic basis of HCM being an outcome to identify
pathological biomarkers that in last instance will contribute to correlation with the clinical profile. In
this regard the genetic and transcriptional profiles were analysed from a cohort of HCM patients.

HCM molecular evaluation : Contibution to a Genotype-Phenotype Correlation + Accurate HCM

diagnosis and Prognosis

1. HCM Genetic Profiling
¥ DNA samples: peripheral blood of 120 HCM patients from the Portuguese population.

¥ Gene screening for HOM known variations: iPLEX MassArray (Sequenam| / Gene scaning: High Resolution Melting
HRM) using LightCycler 480° platform (Roche]. Novel variants in sarcomeric and Z-disk genes: confirmed by
automated sequencing.

2. Insilico characterization of HCM genetic variants

" Evaluation of amino acid residue conservation between species: Uniprot : http://www.uniprot.org/
* Prediction of malignancy: PolyPhen-2 http: foenetics.bwh harvard.edu/pph?

3. Sarcomere gene expression analysis ,
TRNA samples: 40 cardiac biopsies, from interventricular septum (IVS) and right auricular appendix (RA),
of diagnosed HCM patients .

" MYH7, MYBPC3, TNNT2 and TNNI3 gene expression analysis: Real-Time PCR using deltaCt method

Statistical analysis was executed using unsupenvised machine learning methods,, namely complete link hierarchical

dlustering and K-means with several K, both using Pearson comelation measre to distingush differences between
groups of patients, tissues and genes.

4 MicroRNA profiing
*RNA samples: cardiac biopsies from 2 healthy individuals and 4 patients with obstructive HCM screened for a panel

of 739 miRs (Exigon®).
CONCLUSIONS

e,

Va
By coupling Mass Spectrometry Genotyping (MSG) and High Resolution Melting

(HRM) as a new strateqy for HCM diagnosis we were able to identify HCM known
mutations and several new mutations.
All novel mutations affected highly conserved residues being probably the cause of the
HCM clinical phenotype, nevertheless, functional studies are in course.
An explanation of the adverse consequences of complex genotypes is that muiple abnormel
myofilament proteins might result in more profound disarrangement of sarcomere mechanics,
myocardial energetics and cardiomyocyte dysfunction.
Expression profile, highlighted sarcomere franscripts as valuable candidates for
recognition of HOM. In addtion, highlighting key deregulated miRNAs associated with
HCM remodelling may be crucial for the identfication of novel pathological biomarkers.

RESULTS |
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Fig. 1 - Genotyping results obtained from iPLEX Massamay and HRM
analysis. 85 out of the 120 genotyped patients presented genetic aterafions.
HRI analysis alowed dentfcation of 14 novel mutations in sarcomeric and disk
Z genes. The most frequently mutated genes were MYHT, MYBPC3 and TNNT?.

Fig. 2 - Cluster dendrogram obtained from franscriptional analysis (Real
Time PCR) in cardac tissue for MYHT, MYBPC3 and TNNI3 genes. au p-value
= approximately unbiased p-value, bp = bootsirap probabilty. A statistical
cormelation analysis was obtained via Spearman and Pearson calcuafion. Through
dustering analysis  was possible to identify 4 clusters regarding gene expression
pattems. The obtained gene expression paftems are most probably related to
diferent morphologic HCM features and genefic alterations (data not shown)
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Fig.3 - HRM gene scanning results. H effng curves of exon 8 (2) and exon 23 (o) of MYBPC3
gene. The amws indicate the difierent DNA profles fom a patient (ed curve) in comparisonto
DNAofheathy controls used as reference curves (blue).

¢} Schematic representation of the sarcomere proteins interaction. The protein regions aflected
by the identified alterations are demarked with a blue dofted cirde. p.LeuB24 et alters the
polarity ofthe proteinata fragment involved in the interaction between myosin binding protein C
and the myosi.

d) PolyPhen sofware analysis egarding HYBPC3 p. Arg273Cys and YBPC3 p Leus24 et
aterations being both predicted as probably damaging

| Downreguted. Upregulated Tabl 1 - Amnoated hunan MRS oianed o

mik-302 miR-185*  interventricular septum fom seleded HCH patients
miR-260 miR27b*  (duster 3, fig. 2). mRNA expression patem fom
miR-1 miR3b*  patients was markedly diferent oblained fom carliac
mif-133a mik24*  control healthy samples. These msus are being
miR9 validated usig 10 HCM samples and 4 nomal cardiac
mik-Ba biopsies in order to evaluate miRNA as refective of
mik-33b isease statis
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TRANSCRIPTOMIC SIGNATURE PATTERN FOR HCM REMODELING
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Hypertrophic Cardiomyopathy (HCM) is characterized by / HCM'’s
remodeling
process
indicator

unexplained thickening of the myocardial wall in the
absence of any known cause of hypertrophy. HCM clinical
heterogeneity suggests other factors apart from the gene
mutation in modifying the clinical phenotype. We
hypothesized that sarcomere gene transcripts represent
molecular markers for HCM evaluation. Also, given the
emerging roles of microRNAs (miRNAs) in transcriptional
regulation of cellular phenotypes, we investigate the
potential involvement of miRNAs in cardiac hypertrophy. K
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The understanding of the genetic basis of HCM, namely the identification of new pathological biomarkers that could contribute to genotype—phenotype correlations
is of extreme importance in explaining HCM heterogeneity

HCM genetic profiling : sarcomeric and Z-disk genes
genotyping: DNA samples were obtained from
peripheral blood of 40 HCM patients from the
Portuguese population. Gene screening for HCM known
variations was performed through iPLEX MassArray
(Sequenom) and Gene scanning for detection of novel
variants was performed through High Resolution
Melting (HRM) using LightCycler 480 platform (Roche). MicroRNA gene
New variants were identified by automated sequencing.
In silico characterization of HCM genetic variants:
Evaluation of amino acid residue conservation between
species were performed through Uniprot

Typical gene

Messenger RNA

Binds to messenger RNA

Direct Protein
protein
assembly <

Protein assembly

is blocked

http://www.uniprot.org/ and prediction of malignancy Fig. 1. DNA sequence analysis and mRNA and microRNA profile
was evaluated through PolyPhen-2 evaluation should be correlated in order to understand the

http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2

be due to the differences regarding the genetic profile (Table 1) and HCM different

morphologic features between patients.

Height

Fig. 2 - Cluster dendrogram obtained from transcriptional analysis (Real Time PCR) in cardiac
tissue for MYH7, MYBPC3 and TNNI3+genes. au p-value = approximately unbiased p-value, bp =
bootstrap probability. A statistical correlation analysis was obtained via Spearman and Pearson
calculation.

Table 1 — Genotyping results obtained from iPLEX Massarray and HRM analysis for patients 108,
109 and 119 patients. 35 out of the 40 genotyped patients presented genetic alterations (data not
shown). The most frequently mutated genes were MYH7, MYBPC3 and TNNT2.

Nucleotide and protein

Patient Gene Database, bibliographic reference or Polyphen prediction
alteration

HGMD , Komamura et al., 2004: predisposition to
108 TNNT2+ Intron 3 Del CTTCT
prominent left ventricular hypertrophy.

€.833 A>T; p.Asn278lle,
109 TNNT2+| HGMD; PolyPhen: Probably damaging (score 0,99)
Homozygozous

c.4472 C>G;
119 MYH7+ HGMD; Roncarati et al., 2011: benign unless in homozygoty
p.Ser1491Cys
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This study highlights that sarcomere transcripts and specific miRNAs could
be responsible for the hypertrophic growth in cardiac myocytes inducing
HCM pathological cardiac remodelling. It will be important to extend this
study to a higher number of HCM and control healthy samples in order to
truly evaluate the identified miRNA as HCM biomarkers. The establishment
of a correlation of the clinical-genetic-transcriptional profile could have

important implications for HCM clinical management and prognosis.

biological events inherent to a disease. Figure adapted from - Gary
Taubes and Steve Karp, Discover Magazine, 2009

Real Time analysis revealed distinction between 5 main clusters (Fig.2) that could

Gene expression analysis of sarcomere genes : RNA samples were extracted from
interventricular septum and right auricular appendix biopsies obtained during cardiac
surgery from 40 HCM patients. Unsupervised machine learning methods were used to
distinguish differences between patients, tissues and genes.

miRNA profiling : Based in Real-Time-PCR clustering analysis, 3 samples (out of 10) were
selected for further investigation of miRNAs profile. Interventricular septum from these
samples and from 1 healthy control were screened for a panel of 739 microRNAs
(Exiqon®) divided by two plates. Three small RNA (U6snRNA, SNORD38B, SNORD49A) and
three microRNAs (miR-103, miR-191 and miR-423-5p) reference genes have been
included on both plates of the panel. The differential expression analysis of this set of
microRNAs was performed using the open source clustering software CLUSTER 3.0. A
standard hierarchical clustering using average linkage and Euclidean distance was
performed. The U6snRNA reference gene was used for inter-plate calibration and to
obtain a normalized microRNA signal useful for the clustering analyses

Regarding miRNA profiling each patient was independently analysed. In 2 samples (108 and 119) it was

possible to identifiy 2 miRNAs that were up-regulated (100x) and 6 miRNAs that were down-regulated

(100-1000x) in cardiac tissue (Table 2). One patient sample (109) was excluded from the data analysis due

to the high variability presented in the expression of a number of reference genes. Nevertheless, most of

the highly expressed miRNAs presented an opposite differential expression when compared to the other

two patients. Interesting, this patient was slightly different with a syncope episode. The results obtained

from the samples under analysis are now being validated using 8 HCM new samples and 3 normal cardiac

biopsies in order to evaluate miRNA as reflective of disease.
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Table1-A

miRNAs obtained from interventricular septum from selected HCM patients (cluster 4,

Fig. 2). miRNA expression pattern from patients was markedly different obtained (100X-100X) from cardiac control

healthy samples. miRNAs target genes were predicted through bioinformatic tools (Diana Micro-T v.3.0, Tarbase 6.0, a
miRTarBase, September 2012) or via bibliographic references. All the identified target genes are expressed in heart
(Gene Note data - Affymetrix GeneChips HG-U95A-E)

E
A

Down /
Upregulated

1000 X

1000 X

1000 X

100 X
100 X
100 X
100 X

100 x

25X

25X

2,5X

Target gene
Protein Biological function (heart related)
(highest score)
L Transcriptional regulation, ZNF genes are regulated via
ZNF21. Zinc fi 213
B Sl GATA4 that control cardiac development
NTRK3 Neurotrophic tyrosine kinase, receptor, Regulates cardiac myocyte proliferation during early
type 3 heart development
WD repeat-containing and planar cell
C20RF86 P gancy Regulation of embryonic cell shape and protein localization
polarity effector protein fritz homolog
GGTL3 Gamma-glutamyltransferase 3 Transferase activity
ABCB1 ATP-dependent efflux pump Drug metabolism, including cardiac drugs
HOXA1 Homeobox Al HOXA1gene mutations are- Telated with cardiac
abnormalities
Single-stranded RNA binding, ubiquitin-protein ligase
BX: Chromobox homolog 8
CBX8 & activity, methylated histone residue binding
L Cellular ition from ic to hypertrophi
TNK2 Tyrosine kinase, non-receptor, 2 D
Calmodulin : Calcium signaling mediator; MEF2 and
. Calmodulin, myocyte enhancer factor
Calmodulin, GATAA4: Cardiac transcription factors (myocyte enhancer
2A, GATA binding protein 4 , twinfilin,
MEF2A, GATA4, factor regardin hypertrophy); Twfl: cytoskeleton-
actin-binding protein, insulin-like
TWfL, IGF-1 regulator; IGF-1: regulates cardiac growth, stimulates
. growth factor 1
myocardial contractility
Cdc42, Rho-A, i and ic units
Cdc42, Rho-A, Nelf-A/WHSC2
Nelf-A/WHSC2 cytoskeleton rearrangements during cardiac hypertrophy
Egr1, Egr2 and early stress response genes , B-myosin Transcriptional regulation; cardiac hypertrophy and
Fos, Myh7, Actal heavy chain, skeletal muscle actin, cardiac dysfunction
thyroid hormone receptor associated Transcriptional regulation, regulator of cardiac
THRAP1 -
protein 1 hypertrophy

Ring finger and WD repeat domain 2, E3
RFWD2 Ubiquitin pathway
ubiquitin protein ligase



