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Resumo

Wulkan F. Andlise genética de pacientes portadores de Cardiomiopatia
Arritmogénica do Ventriculo Direito (CAVD) e caracterizacdo funcional em
cardiomiocitos diferenciados (iPSC-CMs) [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2019.

A cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito (CAVD) tem origem
genética e € caracterizada pela substituicdo de células miocardicas por tecido
fibroadiposo. A doenga tem uma prevaléncia aproximada de 1:3500, sendo
mais frequentemente diagnosticada em individuos jovens, atletas e do sexo
masculino. Atualmente, varias alteracdes genéticas associadas a CAVD foram
descritas em 12 genes diferentes. No entanto, existem poucos estudos na
literatura que descrevem o espectro mutacional da doenca usando um painel
abrangente de genes potencialmente causais, em popula¢cdes diferentes das
coortes descendentes de europeus. O sequenciamento de nova geracao
(NGS) como ferramenta para o diagnéstico molecular da doenca, permite um
avanco na correlacdo entre alteragBes genotipicas e fenotipicas e tem
aportado potenciais beneficios que crescem juntamente com os desafios na
sua interpretacdo. Além disso, o uso de hiPSCs como modelo in vitro de
determinadas doencas cardiacas, permite avaliar especificamente a relacdo
do gendtipo com as diferentes consequéncias fenotipicas celulares da CAVD.
Entretanto, os mecanismos moleculares da doenca ainda s&do pouco
esclarecidos e ndo ha na literatura estudos que englobem ao mesmo tempo o
perfil mutacional (com um painel extenso de genes) e estudo funcional das
alteracdes encontradas com o uso de hiPSC-CMs. Esta tese teve como
objetivo descrever a prevaléncia de variantes causais em genes associados a
CAVD na populagéo brasileira, e caracterizar, do ponto de vista funcional, os
cardiomiécitos derivados de hiPSC (hiPSC-CMs) de pacientes com mutacdes
identificadas, a fim de associar o perfil mutacional e a expressao fenotipica
celular. Quarenta e sete individuos, ndo aparentados, sendo 38 (80,85%)
pacientes do sexo masculino, idade média 40,2 + 1556 anos, com
diagnéstico clinico de CAVD, foram submetidos ao sequenciamento de um
painel genético relacionado a cardiomiopatias hereditarias, compreendendo
0os 12 genes previamente descritos como causadores de CAVD, utilizando
sequenciamento de nova geracdo (NGS). As variantes foram interpretadas e
classificadas de acordo com os critérios da ACMG. Variantes patogénicas ou
provavelmente patogénicas foram encontradas em dezoito probandos
(38,3%), com maior numero de ocorréncias no gene PKP2 (38,8%). Entre os
18 casos positivos, treze variantes diferentes foram encontradas, quatro delas
novas variantes em genes desmossomais, sem descricdo prévia na literatura.
Variantes de significado incerto (VSI) foram encontradas em 16 pacientes. A
presenca de uma variante causal ocorreu em todos o0s probandos
assintomaticos e foi significativamente associada a probandos com histérico
familiar de morte subita cardiaca abaixo de 35 anos. Para a modelagem
celular da CAVD, foram geradas hiPSCs de dois pacientes a partir de células
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progenitoras de urina (UPCs) e fibroblastos, por transfeccdo episomal. O
primeiro paciente possuia alteracdo missense no gene PKP2 e o segundo,
uma insercao no gene DSC2. As hiPSCs foram caracterizadas quanto ao seu
potencial de pluripoténcia e posteriormente diferenciadas em cardiomiocitos
(hiPSC-CMs). Nossos resultados demonstraram diferencas fenotipicas
significativas entre os CAVD-CMs comparados com os controle-CMs, como:
reducdes significativas de expressdo das proteinas desmossomais e
desmossomos estruturalmente alterados; presenca de marcadores do
acumulo de goticulas lipidicas e regulacdo aumentada do fator de transcricao
proadipogénico PPAR-y; aumento de duragado do potencial de campo (FPD) e
do potencial de acdo em 90% de repolarizacdo (APDgp); velocidade de
conducdo mais lenta e uma forca de contragdo menor. Em concluséo, este é
o primeiro trabalho a caracterizar o perfil genético da CAVD, abrangendo
todos os genes descritos até o momento relacionados a doenca, na
populacdo brasileira. Os dados obtidos neste trabalho sugerem que,
pacientes com histéria familiar de MSC (<35 anos) tém maior probabilidade de
portar uma variante causal. Além disso, nossos achados sugerem que
pacientes com alteracao causal no gene PKP2 tém uma maior gravidade da
apresentacao fenotipica de arritmia. Nosso modelo celular, que contemplou
células paciente-especificas com diferentes alteracbes das estudadas até o
presente momento,sugere ser possivel o estudo do efeito das alteracbes
genéticas na CAVD e pode ser um acréscimo as ferramentas disponiveis para
estudar o mecanismo desta doenga complexa.

Descritores: Cardiomiopatias; Displasia arritmogénica ventricular direita;
Mutacdo; Genética médica; Sequenciamento de nucleotideos em larga
escala; Células-tronco pluripotentes induzidas; Reprogramacdo celular;
Midcitos cardiacos.
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Abstract

Wulkan F. Genetic analysis of patients with arrhythmogenic right ventricular
cardiomyopathy (ARVC) and functional characterization of patient-specific
cardiomyocytes derived from hiPSCs (hiPSC-CM [thesis]. Sao Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2019.

Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC) has a genetic origin
and is mainly characterized by the replacement of myocardial cells with
fibroadipose tissue. The disease has a prevalence of approximately 1: 3.500,
being more frequently diagnosed in young individuals, athletes and males.
Currently, several mutations associated with ARVC have been described in 12
different genes. However, there are few studies in the literature that describe
the mutational spectrum of the disease using a comprehensive panel of
potentially causal genes in populations other than European-descent cohorts.
Next Generation Sequencing (NGS) as a tool for molecular diagnosis of the
disease allows an advance in the correlation between genotypic and clinical
phenotypic aspects and has potential benefits that grow along with the
challenges in its interpretation. In addition, the use of hiPSCs as an in vitro
model of certain heart diseases, allows to specifically evaluate the relationship
of the genotype with the different cellular phenotypic consequences of ARVC.
However, the molecular mechanisms of the disease are still poorly understood
and there are no studies in the literature that include both the mutational profile
(with an extensive panel of genes) and functional study of different causal
variants, with the use of hiPSC-CMs. The aim of this thesis was to describe the
prevalence of causal variants in ARVC-associated genes in the Brazilian
population, and to characterize, from a functional point of view, cardiomyocytes
derived from hiPSC (hiPSC-CMs) from patients with identified mutations, in
order to associate the mutational profile and cellular phenotypic expression.
Forty-seven unrelated probands, 38 (80.85%) male, mean age 40.2 + 15.56
years, with clinical diagnosis of ARVC, were submitted to a cardiomyopathy-
related gene panel sequencing, comprising 12 genes, using next-generation
sequencing (NGS). Variants were interpreted and classified according to the
ACMG criteria. Pathogenic or Likely Pathogenic variants were found in eighteen
probands (38.3%), with the largest number of occurrences in the PKP2 gene
(38.8%). Among the 18 positive cases, thirteen different variants were found,
four of them novel mutations in desmosomal genes, without previous
description in the literature. Variants of uncertain significance (VUS) were found
in 16 patients. The presence of a causal variant was present in all
asymptomatic probands and was significantly associated with probands who
have a family history of sudden cardiac death under 35 years. For the cellular
modeling, from urinary progenitor cells (UPCs) and fibroblasts, hiPSCs from two
patients were generated by episomal transfection. The first patient had a
missense variant in the PKP2 gene, while the second had an insertion in the
DSC2 gene. The hiPSCs were characterized for its pluripotency potential and



Abstract

subsequently differentiated into cardiomyocytes (hiPSC-CMs). Our results
demonstrated significant phenotypic differences between the ARVC-CMs
compared to the control-CMs, such as: significant reductions in the expression
of desmosomal proteins and structurally altered desmosomes; presence of lipid
droplet accumulation markers and increased regulation of the proadipogenic
transcription factor PPAR-y; prolonged field potential duration (FPD) and action
potential in 90% repolarization (APD90); slower conduction velocity and a lower
active contraction force. In conclusion, this is the first work to characterize the
genetic profile of ARVC, covering all genes described to date related to the
disease, in the Brazilian population. The data obtained in this study suggests
that patients with a family history of sudden cardiac death (<35 years) are more
likely to carry a causal variant. In addition, our findings suggest that patients
with causal variant in the PKP2 gene have a greater severity of the phenotypic
presentation of arrhythmia. Our cellular model, which contemplated patient-
specific cells with different causal variants of the previous studies, suggests that
it is possible to study the effect of the genetic changes in ARVC, and may be an
addition to the tools available to study the mechanism of this complex disease.

Descriptors: Cardiomyopathies, Arrhythmogenic right ventricular dysplasia;
Mutation; Genetics, medical; High-throughput nucleotide sequencing; Induced
pluripotent stem cells; Cellular reprogramming; Myocytes, cardiac.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cardiomiopatia Arritmogénica do Ventriculo Direito CAVD)

A cardiomiopatia arritmogénica do ventriculo direito (CAVD),
antigamente chamada também de displasia arritmogénica do ventriculo
direito (CAVD), foi inicialmente descrita em 1977 por Fontaine G et al. Em
seguida, em 1982, Marcus F. I. et al complementaram a prévia descricdo
com as caracteristicas clinicas da CAVD 2,

Sabe-se atualmente que a CAVD tem origem genética e é
caracterizada por alteracbes no muasculo ventricular cardiaco, mais
especificamente pela substituicdo das células miocardicas por tecido
fibroadiposo, tipicamente em uma regido que compreende o trato de
entrada, a regido média e a via de saida do VD. A marca histopatol6gica
classica € a deposicdo fibrogordurosa inicial no epimiocardio ou
intramiocardio, podendo evoluir com extensao transmural, afilamento e até
dilatacdo da parede com formacédo de aneurismas 2.

E uma doenca progressiva, que pode também afetar o septo e o
ventriculo esquerdo em estagios mais avancados ou, em casos mais raros,
pode ocorrer como forma de acometimento inicial ou isolado do VE. Esta
nova visao do conhecimento sobre a doenca tem levado alguns especialistas
a utilizarem o termo mais amplo de “cardiomiopatias arritmogénicas”, com

predominio do VD ou do VE 3,

A apresentacgdo clinica inicial ocorre geralmente entre as idades de
20 a 40 anos, sendo mais frequente e severa em homens do que em
mulheres, com maior prevaléncia em atletas e € uma das principais causas
de morte subita. A atividade fisica intensa aumenta o risco de morte subita
cardiaca em portadores da CAVD, uma vez que 0 exercicio pode
desencadear arritmias ventriculares ou acelerar o desenvolvimento das

anormalidades estruturais >°.
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A prevaléncia média desta doenca é estimada entre 0,1 e 0,02%
(1:2000 - 1:5000), segundo raca e regido mundial, com maior niumero de

L78  Todavia, essa estimativa de

casos em descendentes europeus
prevaléncia pode apresentar baixa acuracia por algumas razdes: primeiro,
porque a CAVD pode ser assintomatica em uma parcela consideravel de
individuos portadores; segundo, porque a expresséao fenotipica da doenca é
idade-dependente; e terceiro, porque a penetrancia de alteracdes genéticas
em algumas familias é muito baixa °.

Os principais sintomas da doenca sdo palpitacbes, sincope,
taquicardia ventricular, parada cardiorespiratéiria, ou até como manifestacao
priméria e Unica, a morte subita. Em fases mais avancadas da doenca, pode
ocorrer insuficiéncia cardiaca direita e/ou esquerda e até a indicacdo de
transplante cardiaco. Atualmente, o diagndstico clinico da doenca € baseado
na andlise de alteracdes estruturais, morfologicas, arritmias ventriculares,
historico familiar para CAVD e morte subita em individuos com idade inferior
a 35 anos ',

Devido as dificuldades de definicdo diagndstica, foram propostos
critérios diagndsticos em 1994, o International Task Force Criteria, que foram
atualizados em 2010 #*3, Estes critérios para diagnéstico para a CAVD s&o
baseados em um escore de seis categorias diferentes, que contemplam
critérios maiores e menores, usando uma combinacédo de consequéncias da
disfuncdo de VD. As categorias incluem: disfuncdo global e regional e
alteracOes estruturais; caracterizacdo tecidual da parede; alteracdes de
repolarizacdo ventricular; alteracdes da despolarizacdo; arritmias e histéria

familiar.



Introducédo 4

1.2 Aspectos genéticos

A CAVD é herdada de forma mendeliana, na maioria dos casos, por
um mecanismo autossémico dominante, embora ja tenham sido descritos
alguns casos de heranca recessiva, como a Doenca de Naxos e a Sindrome
de Carvajal ***°.

Até o presente momento, variantes causais em mais de 15 genes
diferentes foram relacionadas a CAVD, entretanto 12 deles sdo mais

frequentemente descritos na literatura *°

(Tabela 1). As variantes mais
comumente relacionadas a CAVD estdo em genes relacionados ao
complexo desmossomal (Figura 1). Tal complexo se localiza nos discos
intercalados e é relacionado as estruturas de adeséo celular, formadas por
diversas proteinas. Os desmossomos, além de serem estruturas
especializadas em conexao celular, sdo importantes mediadores que atuam
na transducdo dos sinais intracelulares e intercelulares. Estes sé&o
principalmente encontrados em células epiteliais e cadiacas, tecidos que se
encontram frequentemente sob stress mecéanico, e sdo formados por trés
classes de proteinas: a familia das caderinas, armadillo e plakinas. A familia
das caderinas incluem desmocolinas e desmogleinas. Dentre estas, a DSC2
e DSG2, respectivamente, sdo predominantemente expressas no coracao. A
familia das plakinas incluem as desmoplakinas como DSP e a familia
armadillo inclui as plakofilinas, como PKP2 118,

Alteragcbes em genes desmossomais Sao encontradas em
aproximadamente 30-60% dos individuos afetados em diferentes coortes,

19,20

sendo PKP2 o principal gene causador da CAVD Menos

frequentemente, a CAVD também pode ser causada por alteracdes em
genes ndo-desmossomais 21?223,

No entanto, a auséncia de critérios diagndsticos especificos, a
penetrancia incompleta dos alelos causais e a expressdo clinica

heterogénea da doenca dificultam o estabelecimento de robustas
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associacfes genotipo-fendtipo e torna a CAVD uma das cardiomiopatias

hereditarias mais desafiadoras para o diagnéstico *°*°.

Tabela 1. Genes associados a CAVD (ordem alfabética).

Gene Locus MIM Proteina Heranca
CTNNA3 10g21.3 607667 aT-catenina AD
DES 2035 125660 Desmina AD
DSC2 18921 125645 Desmocolina-2 AD
DSG2 18g12.1 125671 Desmogleina-2 AD/AR
DSP 6p24 125647 Desmoplaquina AD/AR
JUP 17921 173325 Placoglobina Juncional AD/AR
LMNA 1922 150330 Lamina A/C AD
PKP2 12p11 609040 Placofilina-2 AD/AR
TGFB3 14924.3 190230 Fator de crescimento 8 3 AD
TMEM43 3p25.1 612048 Proteina de transmembrana43 AD
TTN 2q31.2 188840 Titina AD
RYR2 1943 180902 Recepetor de Rianodina AD

Abreviagfes: Autossdmica Dominante (AD), Autossdémica Recessiva (AR).

Desmina /

C-terminal DSP

Haste DSP m.z

N-terminal DSP

Figura 1. Estrutura esquematica desmossomal - As caderinas
desmossomais, desmogleina (DSG2) e desmocolina (DSC2) compreendem
o0 componente transmembranar do complexo desmossomal. A sua interface
de dominios extracelular interage diretamente com o0s seus homologos em
células vizinhas. As porcbes intracelulares das caderinas desmossomais
interagem com proteinas da familia armadillo: placoglobinajuncional (JUP) e
placofilina (PKP2), que por sua vez se ligam ao dominio N-terminal de
desmoplaquina (DSP). Modificado de Sen-Chowdhry et al. %
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Os mecanismos moleculares que tentam explicar a relacdo entre
alteracdes nas propriedades biomecanicas do miocardio e anormalidades do
ritmo cardiaco na CAVD em decorréncia de alteracdes genéticas que afetam
proteinas desmossomais e ndo-desmossomais, ainda ndo estdo bem
caracterizados.

Dentre as diversas hipéteses propostas em recentes estudos, a mais
aceita se concentra na irregularidade e ruptura da adesédo intracelular
(célula-célula) que, por sua vez, promove a morte e desprendimento do
cardiomidcito e a subsequente reposicdo deste por tecido fibroadiposo. A
substituicdo do cardiomiécito por fibrose e gordura contribui para o
desenvolvimento de area de conducao lenta, que gera substrato anatémico
cicatricial para macro reentrada e arritmias ventriculares. Agentes
inflamatorios (principalmente linfécitos T) sdo freqientemente observados
em midcitos em apoptose, sugestivo de que o processo patologico pode ser
mediado imunologicamente. Deste modo, a patogénese da doenca envolve
a fibroadipogénese, o comportamento biomecénico das células e a alteracédo

da sinalizacdo das mesmas *2%%’,

1.3 Importancia da realizacdo e interpretacdo do diagndstico

molecular

A realizacdo de testes genéticos em portadores da CAVD aporta
potenciais beneficios de reforco diagndstico e em alguns casos especificos,
informacdes progndsticas. Nas situacdes em que o diagnostico clinico é
confirmado, o estabelecimento do diagndstico molecular reforca a base
fisiopatolégica da doenca. J4, em casos para os quais ha incerteza clinica,
este permite um diagnéstico mais assertivo. A auséncia de um achado
genético relevante ndo significa auséncia da doenca, ja que cerca de 50%
dos pacientes tem diagndstico molecular confirmado 2.

Outro beneficio da analise genética e de maior impacto clinico, é a

possibilidade de um rastreamento para diagndstico pré-clinico em individuos
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com histérico familiar de CAVD e alteracfes identificadas em algum caso-
indice na familia.

O diagndstico precoce pode levar a mudangas no estilo de vida que
previnam a progressdo da doenga, ao reconhecimento de sintomas de
alarme e a implantacdo de um cardiodesfibrilador implantavel (CDI), quando
indicado, evitando morte subita cardiaca. Por outro lado, a auséncia de
alteracdo genética em familiares de doentes com variante considerada
causal ou patogénica, pode evitar avaliacbes e exames repetitivos, além de

2 Um

permitir a liberacdo para atividade fisica com maior seguranca
diagnéstico molecular positivo dos familiares, especialmente em individuos
assintomaticos, nado significa doenca e sim um risco aumentado ao
desenvolvimento da mesma %3,

E reconhecido que o perfil genético é dependente da interacdo dos
genes que podem caracterizar o fendtipo, juntamente com os fatores
ambientais. As informagfes disponiveis na literatura sobre o perfil genético
de pacientes com CAVD carecem de descricdes em populagdes diferentes
das de descendéncia europeia. Desta forma, had uma caréncia de
contribuicdo nacional, especialmente proveniente de nosso pais, que possui
alto grau de miscigenagcdo. Assim, a populacdo brasileira e seu perfil

genético heterogéneo néo tem sido contemplados em estudos clinicos.

A tecnologia de sequenciamento de nova geracao (do inglés, Next
Generation Sequencing ou NGS), se apresentou no mercado a partir de
2005 *. Esta possibilita uma investigacdo mais abrangente, que permite
analisar diversas variacdes genéticas simultaneamente, com abordagens
como o sequenciamento de um painel de genes, exoma ou genoma, em um
curto periodo de tempo e com custo relativamente baixo. Esta tecnologia
tem permitido encontrar uma presenca consideravel de alteragdes genéticas
com efeito em proteinas associadas a fen6tipos monogénicos, o que justifica

0 Seu uso ha pratica clinica 333%3°,

Diversas ferramentas computacionais de analise foram

desenvolvidas com intencdo de acelerar a capacidade de andlise de dados,
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aproximando os campos da biologia molecular e informatica, consolidando
0 campo conhecido como bioinformatica. A crescente descoberta de novas
alteracdes genéticas resultou em novos desafios quanto a interpretacéo do
impacto das mesmas na funcionalidade dos genes e, consequentemente, a
atribuicdo de causalidade da uma alteracao ao fendtipo.

Atualmente, existem algumas estratégias que auxiliam 0 processo
de interpretagdo das variantes. Dentre elas, as mais utilizadas sdo: o uso de
algoritmos computacionais de predicdo de impacto funcional (conhecida
como abordagem de andlise in silico) e uso de bancos de dados
populacionais para a andlise de frequéncia populacional de uma alteracéo.

Apesar do fato destas ferramentas ja serem de uso frequente por
diversos laboratdrios, um grande desafio e necessidade para os profissionais
envolvidos na realizacdo de testes genéticos € a analise cuidadosa dos
achados. A falta de sistematizacdo na interpretacdo dos resultados e a falta
de uma equipe multidisciplinar podem acarretar em problemas de
classificacdo de variantes e impactar negativamente a conduta clinica destes
pacientes.

Algumas instituicdbes publicam de forma continua, diretrizes de
interpretagdo, como € o caso do Colégio Americano de Genética Médica
(American College of Medical Genetics ou ACMG) *®, nas quais sdo definidos
critérios para coleta de evidéncias e determinacdo da patogenicidade de
uma alteracdo. As recomendacfes da diretriz aplicam-se principalmente a
amplitude dos testes genéticos utilizados em laboratorios clinicos e visam
servir como um recurso para geneticistas. A diretriz recomenda o uso de
terminologia padrdo especifica (como “patogénica”, “provavelmente
patogénica”, “significancia incerta”) para descrever variantes identificadas
em genes que causam doencas mendelianas. Além disso, a diretriz
descreve um processo para classificar variantes nessas cinco categorias,
com base em critérios, usando fatores de evidéncia de variantes (por
exemplo, dados populacionais, computacionais, funcionais e de

segregacao).
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1.4 Testes funcionais para a caracterizacdo genotipo-fendtipo com
hiPSCs

1.4.1 Células-tronco pluripotentes induzidas

Embora ja tenham sido descritas diversas alteracfes genéticas que
causam a CAVD, estudos relativos as consequéncias funcionais e
estruturais de tais alteracdes séo raros, devido as limitagbes existentes dos
modelos atuais de estudo da doenca *’.

As células tronco embrionérias (do inglés, embryonic stem cells ou
ESCs) seriam um excelente modelo in vitro para recapitular o
desenvolvimento de um fendtipo normal, uma vez que possuem a
capacidade de se diferenciarem em todos os tecidos de um organismo.
Entretanto, hoje em dia, estas sdo menos utilizadas para a modelagem de
doencas de origem genéticas, uma vez que sao, em sua maioria, originarias
de embrides que ndo possuem o background genético especifico para a
doenca em questdo ou a alteracéo a ser estudada 2.

A partir do crescente uso de linhagens de células-tronco humanas,
uma segunda fonte de células-tronco pluripotentes surgiu em 2006, quando
Takahashi e Yamanaka demonstraram que os fibroblastos da pele de
camundongos podiam ser reprogramados em células ESCs usando um vetor
retroviral para forcar a expressao de 4 fatores de transcricdo: Oct3 / 4, Sox2,
KIf-4 e c-Myc, que ficaram conhecidos como os “’fatores de Yamanaka” *°.
Estes quatro fatores estdo presentes em todas as células do corpo humano,
entretanto estdo “silenciados” em células ja diferenciadas.

Estudos subsequentes reproduziram estes achados usando a
mesma combinacgao dos 4 fatores de transcricdo em fibroblastos humanos e
mostraram que estas células, as chamadas células-tronco pluripotentes
induzidas humanas (do inglés, human induced pluripotent stem cells ou

hiPSCs), tinham a capacidade de auto-renovacao e poderiam dar origem a
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todos os tipos de células somaticas (Figura 2). A descoberta determinou a
possibilidade de gerar um namero ilimitado de células, e consequentemente,
possibilitou inUmeras aplicacdes nos campos da pesquisa biomédica e

medicina regenerativa *°

Células somaticas adultas

W de qualquer individuo

Fatores de SOX2
| - reprogramagio (c)-CMT\;‘c
‘ de iPSCs KLF4

“ e Células iPSC
9

RN

Mesoderme Endoderme Ectoderme
(camada intermediaria) (camada interna) (camada externa)
4 v v . v - v v - - v
- v o == " S (6. JORR
. | 35 or == IVF v ARK %
Musculo  Musculo l Hemdcias  Musculo Células l Células Células da l Células
cardiaco  esquelético liso pulmonares pancredticas epiderme pigmentares
. ele
Ceéls. Células da (pele) Neurdnios
tubulares tireide

do rim

Figura 2: Esquema do processo de geracado de células diferenciadas a partir
da geracdo de células-tronco pluripotentes induzidas (método de
reprogramagao com os “fatores de Yamanaka”). Adaptado de Mark J,
Scientific Y; 2014, **

Alguns tipos celulares s&o mais frequentemente utilizados como
precursores das iIPSCs. Os fibroblastos sdo o tipo celular mais utilizado
ainda hoje, devido principalmente, a sua ampla disponibilidade e simples
cultivo. Porém, se trata de uma abordagem invasiva, uma vez que 0S

fibroblastos sdo comumente extraidos por meio de bidpsia de pele. Outros
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tipos celulares comumente utilizados e de facil obtencdo sdo as células
sanguineas, células da urina e queratinécitos a partir de fios de cabelo *.

Diversos métodos de reprogramacdo de células somaticas adultas
em hiPSCs foram desenvolvidos e descritos na literatura, utilizando
diferentes tipos de vetores ou combinacées de genes ****. Estes métodos
podem basicamente ser divididos em duas principais categorias: 1) os que
geram integracdo de material exdbgeno no genoma hospedeiro e 2) os que
nao possuem integracdo no genoma (nao-integrativos).

Para o primeiro método, no qual pode haver integracdo do material
inserido no genoma hospedeiro, sdo usados os retrovirus ou lentivirus *.
O método é considerado bastante eficaz, mas a principal desvantagem € o
risco de mutagénese devido a integracdo de uma ou mais sequéncias virais
no genoma e o risco da nao extingcao dos transgenes inseridos, que pode
dificultar a posterior diferenciacdo celular. Ja no segundo método, sao
utilizados virus ndo integrativos (virus Sendai é o mais comum)
transfeccdo por microRNA “°, ou vetores epissomais *’, sendo mais
frequentemente utilizados plasmideos que agrupam 0s genes responsaveis
pela reprogramacdo. Métodos ndo-integrativos, tém sido os mais utilizados
principalmente no campo da terapia celular, devido ao menor risco ja que
ndo apresentam os problemas associados a integragao viral.

Alguns estudos mostraram que mutacdes em iPSCs (anormalidades
cariotipicas, variantes no numero de coépias (CNV) ou variantes em
nucleotideo unico (SNV)) sao frequentemente encontradas devido a
combinacdo de alguns fatores, dentre eles: 1) a reprogramacéo implica a
selecdo e clonagem de uma Uunica célula que pode (por acaso ou nao)
possuir mutacdes pré-existentes devido ao mosaicismo somatico; 2) a
reprogramacao € um processo que induz a rapida proliferacdo de células
com alta demanda metabdlica, alta producdo de ROS e possivel inibicdo de
alguns checkpoints no processo mitético, levando ao descontrole ou néo
correcdo de mutacdes que ocorrem durante a reprogramacéao; 3) o proprio

cultivo das células, de curto e longo prazo, que pode contribuir na selecao de
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células com duplicacdes de oncogenes e/ou delec¢des supressoras de tumor,
por exemplo. #8

A eficacia da reprogragéo pode ser influenciada por muitos aspectos,
como a natureza das células somaticas de origem, o nimero de passagens
em cultura, a idade do doador e o método propriamente utilizado.

Mediante a reprogramacéao de células somaticas adultas em hiPSCs,

foi possivel modelar diversas doencas, como a doenca de Parkinson “°,

diabetes *° e doencas cardiacas como a sindrome do Qt Longo **

, entre
outras. Assim, € possivel estudar de que forma o fendtipo especifico de
cada paciente pode estar relacionado com o seu gendétipo.

Atualmente, as hiPSCs sdo vistas como um método confiavel de
produzir diferentes tipos celulares “paciente-especificos” por meio da
diferenciacdo dirigida. A manipulacdo e andlise de células cardiacas
humanas em cultura tornou possivel a utilizacdo das hiPSC-CMs como uma
plataforma robusta para o estudo de doencas cardiacas genéticas e
contribuiu para novas perspectivas ou confirmacdo de hipéteses sobre a
patogénese e mecanismo da doenca em questdo 2.

Um dos principais objetivos no estudo de doencas genéticas por
meio do uso de hiPSCs é verificar se as células em cultura de fato se
comportam como as células no organismo e, desta forma, buscar coletar
evidéncias que contribuam para o entendimento aprofundado da doenca.
Trabalhos que utilizaram hiPSC-CMs, evidenciaram um papel importante
desta abordagem na avaliacdo funcional de genes candidatos a serem
patogénicos, na estratificacdo de risco e em testes de alvos terapéuticos e,
por enquanto, sdo ideias iniciais comparadas ao grande potencial dos
hiPSC-CMs 342,

O modelo tem se mostrado complementar ou até superior para
doencas genéticas cardiacas, quando comparado com certos modelos
animais, uma vez que estes Ultimos tém limitacdes por fundamentais
diferencas funcionais e de eletrofisiologia cardiaca (por exemplo, entre ratos
e seres humanos) e, portanto, da aplicabilidade das conclusdes a doenca

humana *°. Dados obtidos a partir de amostras de biépsia endomiocardica
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humanas, retiradas de pacientes com CAVD, foram importantes para o
melhor conhecimento das mudancas estruturais que ocorrem na doenca e
sobre complexas interacfes existentes na ligacdo de proteinas nos discos
intercalados *’. No entanto, uma limitacédo dessa abordagem reside no fato
que as células e tecidos geralmente ndo sao viaveis, sendo apenas um
instrumento de estudo estrutural e ndo funcional. Assim, mecanismos que
exigem o estudo das células para desvendar alteracdes na eletrofisiologia
celular e funcédo de canal i6nico cardiaco ndo podem ser elucidados por tal

modelo.

1.4.2 Diferenciagcédo das hiPSCs em cardiomidcitos

Durante o desenvolvimento embrionario sédo formadas trés linhagens
germinativas, capazes, em conjunto, de se diferenciarem em todos os tipos
celulares do organismo. No caso do tecido cardiaco, os protocolos de
diferenciagdo guiada foram desenvolvidos a partir da compreensdo do
desenvolvimento do embrido de camundongos °*°°. Trabalhos nesta area
ajudaram na identificacdo de vias de sinalizacédo criticas, perfis de expressao
génica e marcadores de superficie que direcionam a diferenciacao in vitro
das células-tronco embrionarias .

De maneira geral, pode se categorizar a diferenciagdo de células-
tronco pluripotentes em dois métodos basicos: 1) a formacéo de agregados
em 3-D, conhecidos como corpos embridides (do inglés, embryoid bodies ou
EBs) e 2) diferenciagéo direta em cardiomiocitos, com cultura de células em
monocamada.

Para ambos os métodos, os protocolos existentes seguem uma
mesma sequéncia do desenvolvimento. Basicamente trata-se de uma
superexpressao e consequente inibicdo de fatores associados a via Wnt.
No estagio inicial do processo de diferenciacdo em cardiomiécitos, as

células pluripotentes passam por uma ativacdo da via da Wnt, por meio
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da inibicdo da via glicogénio sintase quinase 3 (GSK3), dando origem a
chamada mesendoderme °%. Neste ponto do processo, as células s&o
sucetiveis a se tornarem tecidos endodérmicos ou mesodérmicos, a
depender do tempo de agdo e concentracdo da molécula utilizada para a
ativacéo desta via %%,

Apoés a formacdo de mesoderme, a proxima etapa do processo
define a especificagdo cardiaca por meio da formacdo de células
progenitoras cardiacas. Esta etapa ocorre por meio da inativacdo da via
da Wnt, que pode ser realizada por utilizacdo de diversos compostos
qguimicos, novamente variando o tempo de acdo e concentracdo do
composto. A inativagdo da via Wnt provoca a quebra do complexo
proteico responsavel por manter a B-Catenina no citoplasma. Uma vez
livre no citoplasma, a mesma possui a capacidade de migrar para o
ndcleo, ativando a expressao de fatores de transcricdo que levardo para a
especificacdo cardiaca ®. Durante o processo de amadurecimento das
células cardiacas, ha um aumento progressivo da expressdo de alguns
reguladores do desenvolvimento cardiaco (como GATA4, MEF2C, ISL1 e
NKX2.5). Com aproximadamente 15-20 dias (tempo variavel conforme o
protocolo e linhagem celular utilizados), estas células jA& expressam
algumas das proteinas cardiacas (como a Troponina | (TNNi3) e
Troponina T (TNNT2). Outras proteinas cardiacas se apresentam
conforme o amadurecimento das células "

A verificacdo das propriedades eletrofisiologicas  dos
cardiomiocitos derivados de hiPSCs permitiu um melhor entendimento do
estagio de desenvolvimento dos mesmos. Enquanto muitos aspectos dos
cardiomidcitos derivados de hiPSCs sdo comparaveis aos cardiomiécitos
adultos, existem varias diferencas notaveis. Acredita-se que essas
diferencas séo atribuiveis a natureza imatura dessas ceélulas, como por
exemplo, sarcomeros desorganizados e um diferente conjunto de canais
ibnicos em comparacdo com adultos % O tempo de cultivo das células,

69

demonstrou ser um aspecto importante na maturagdo °°. No entanto,

outros modelos vém sendo propostos com o intuito de amadurecimento
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dos cardiomiocitos de maneira a acelerar o amadurecimento que ocorre
normalmente, baseado no tempo destas células em cultura "°.

Os protocolos de diferenciacdo em cardiomiécitos tem sido cada
vez mais aprimorados, resultando atualmente em eficacias de até 80-

90% de cardiomidcitos .

Todavia, ainda ha uma variabilidade
consideravel na eficiéncia de diferenciacdo entre diferentes linhagens.
Estudos sugerem que as diferencas na eficacia podem ser devido ao fato
de que cada linhagem celular produz sua prépria quantidade (variavel) de
fatores de crescimento, tornando sua sensibilidade a novos fatores de
crescimento ou fatores inibitérios (compostos quimicos), usados nos

protocolos de diferenciacdo, especifica para cada linhagem .

1.4.3 Maturacado dos hiPSC-CMs

O coracao é um 6rgao complexo composto de varios tipos celulares
(como cardiomidcitos, células endoteliais e fibroblastos) organizados de
forma tridimensional (3D). Grande parte dos estudos de modelagem celular
sao realizados com culturas bidimensionais (2D) in vitro. Entretanto, estudos
anteriores mostraram que as células recapitulam melhor a fisiologia in vivo
quando cultivadas em um sistema tridimensional . Além disso, estudos
também mostraram que a geracao de tecido cardiaco contendo uma mistura
apropriada de tipos de células, melhorou a viabilidade das células em
estudos que envolvem eletrofisiologia, interacdes célula-célula ou matriz
extracelular, ou teste de novas drogas ".

Atualmente, diversos grupos tém colocado esforcos no
desenvolvimento de melhores abordagens para maturar cardiomiocitos
diferenciados. O continuo progresso das técnicas de bioengenharia de
tecidos e novos insights sobre epigenética, geraram plataformas que se
mostraram eficientes para estudos clinicos e em modelos animais. Estudos
mais recentes, mostraram a relevancia destas técnicas também para a

modelagem de doengas e no desenvolvimento de novas estratégias
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terapéuticas, uma vez que buscam reproduzir caracteristicas importantes
presentes durante o desenvolvimento embrionario, tais como a composicao
de matriz extracelular, tens&o e tridimensionalidade ">"°.

Autores mostram que a estimulacdo hormonal ou o condicionamento
com estresse mecanico e estimulacdo elétrica podem levar a um fenaotipo
mais maduro, mas até hoje 0os mecanismos exatos que promovem a
maturacéo ainda ndo sdo completamente compreendidos '""®"°. Processos
epigenéticos tém sido sugeridos como mediadores cruciais tanto nos
processos de desenvolvimento como na doenca ja estabelecida 88,

O desenvolvimento de microtecidos cardiacos humanos possibilitou
medi¢cdes ndo-invasivas de parametros funcionais. A partir de estimulos
bioquimicos, elétricos e mecanicos, estudos mostram a necessidade de se
estimular o tecido para um estagio completamente maduro. Estudos
mostraram que 0s microtecidos estimulados exibiram cardiomiécitos com
grau notavel de organizacdo ultraestrutural, velocidade de conducdo e
propriedades eletrofisioldgicas consistentes com células cardiacas em
estdgio mais maduro de desenvolvimento, representando um importante
avanco para obtencéo de cardiomiécitos humanos que se assemelham mais

a cardiomidcitos adultos 82,

1.4.4 Uso dos cardiomiécitos derivados de hiPSCs para modelagem
da CAVD

Até o presente momento, existem apenas alguns poucos estudos
que utilizam iPSC-CMs como modelo de estudo para a CAVD. Estes
demonstram que algumas das principais caracteristicas de CAVD, como a
patogenicidade desmossomal e o acumulo de lipidos, podem ser
identificadas por meio do uso de hiPSC-CMs, reforcando seu importante
papel como uma ferramenta disponivel para o estudo desta doenca
complexa e como potencial estratégia na pesquisa de tratamentos. Os

trabalhos mostram que os modelos celulares, mesmo sendo compostos
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principalmente por células imaturas, recapitulam diversos aspectos e
evidéncias da doenca in vivo 33848,

No trabalho de Ma e colaboradores ®, foram geradas hiPSCs por
reprogramacgao retroviral, a partir de fibroblastos da pele, obtidos de um
paciente com CAVD. Este paciente possuia uma alteracdo genética,
missense, em heterozigose, no gene PKP2 (c.1841T>C). Os hiPSC-CMs
deste paciente apresentaram uma diminuicdo de expressado de algumas
proteinas desmossomais (PKP2 e PKG) e altos niveis de armazenamento de
acumulo de gotas lipidicas, conferidos por microscopia eletrdnica de
transmissdo e marcacao pelo corante Oil Red O. No entanto, enquanto
estudos eletrofisiologicos foram feitos em células derivadas de pacientes,
eles ndo foram comparados com as células controle, provando ser uma
limitacdo deste estudo.

O grupo de Kim e colaboradores ®, geraram hiPSCs, também por
reprogramacao retroviral a partir de fibroblastos da pele de 2 pacientes. O
primeiro possuia uma alteracdo genética em homozigose (c.2484C> T) e 0
segundo com alteragdo em heterozigose (c.2013delC) no gene PKP2. O
trabalho mostrou a translocacédo nuclear anormal de plakoglobina e baixa
atividade e expressao de B-catenina nos cardiomiécitos dos pacientes.
Entretanto, o fendtipo da doenca ndo foi totalmente recapitulado em
condicBes de cultivo padrdo das células. Fez-se necesssaria a exposicao
das células a um meio de cultura indutor da adipogénese, que resultou em
um aumento da lipogénese e apoptose. Nos CAVD-CMs estimulado com o
meio adipogénico, o fator PPAR-y, que € um regulador do metabolismo dos
acidos graxos, foi ativado anormalmente. Com isso, 0s autores sugeriram a
hipétese de que o metabolismo lipidico e energético tem um papel central na
fisiopatologia da CAVD.

No trabalho de Caspi e colaboradores %, foram encontrados
resultados semelhantes. O grupo gerou hiPSCs de 2 pacientes com CAVD,
a partir de fibroblastos da pele, por reprogramacao retroviral. Ambos os
pacientes possuiam alteracbes no gene PKP2, uma insercdo em

heterozigose (c.972InsT>N) e uma delecdo em heterozigose
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(c.148_151delACAGI/N), respectivamente. Os pesquisadores verificaram que
os CAVD-CMs tiveram expressao reduzida de PKP2 (verificada pelo
métodos de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa) e expressao
reduzida de conexina-43 (verificada pela técnica de imunofluorescéncia) . A
avaliacao eletrofisiolégica demonstrou um tempo prolongado do potencial de
campo nos CAVD-CMs em comparacao ao controle. Além disso, 0 grupo
demonstrou que os CAVD-CMs apresentavam distorcdo desmossomica
mais severa comparada aos controles, e que aqueles pacientes com
patologica desmossbmica mais severa, tinham maior acumulo lipidico
intracelular, uma vez que possuiam expressdao do fator de transcricéo,
PPAR-y, aumentado. A exposi¢cdo das células a meios de cultivo indutores
da adipogénese aumentou a distorcdo desmossdmica e acumulo de lipidios
observados previamente. Assim, 0s autores sugeriram que o acumulo de
goticulas lipidicas intracelulares poderia ser previsto com base no grau de
anormalidades desmossomais da mesma célula.

A caracterizagdo das células diferenciadas € essencial para mostrar
que, no caso, os cardiomidcitos obtidos in vitro sdo funcionais. Os ensaios
comumente realizados, conforme a literatura, para estudar as diferencas
fenotipicas celulares, sdo: a avaliacdo de marcadores moleculares por meio
de expressédo génica (RT-PCR), a avaliagdo de marcadores proteicos por
meio da utilizacdo de anticorpos contra proteinas do aparato contratil ou
possivelmente alteradas; a avaliacdo da ultraestrutura celular por meio de
microscopia eletrbnica; os ensaios funcionais que indicam uma resposta
celular mais complexa, que incluem o estudo eletrofisiolégico e de
transientes idnicos .

Desta forma, além da busca pela confirmagdo e compreensédo da
natureza genética da doenca, estudos buscam atualmente descobrir a
relacdo entre as alteracbes genéticas encontradas e anormalidades
estruturais celulares (majoritariamente, relacionadas ao complexo
desmossomal). Com isso, podem atingir o propésito de se estabelecer uma

possivel relacdo com os achados clinicos e patoldgicos da CAVD.
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Neste estudo, hipotetizamos que para os pacientes genotipados pela
técnica de NGS e posteriormente selecionados de acordo com critérios
descritos mais adiante, um modelo celular in vitro, a partir de hiPSC-CMs,
seja capaz de recapitular fenétipos anormais e se apresenta como uma
ferramenta para estudar como diferentes alteracbes genéticas levam aos

diferentes e complexos fendtipos da CAVD.
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2 OBJETIVOS

2.1

Objetivo geral

Estudar a relacdo entre genes associados a CAVD, com a utilizacdo

de plataformas de sequenciamento de nova geracdo (NGS), em pacientes

da populacéo brasileira com diagnéstico clinico da doenca, e caracterizar, do

ponto de vista funcional, cardiomiécitos derivados de hiPSC (hiPSC-CMs) de

pacientes selecionados com alteracdes genéticas identificadas, a fim de

associar o perfil mutacional e a expressao fenotipica celular.

2.2

Objetivos especificos

Otimizar o sequenciamento de nova geracdo da plataforma
Miseq (lllumina) para painel genético referente aos genes
ligados a doenca.

Sequenciar as amostras de DNA de individuos com diagndstico
clinico estabelecido, porém ainda sem diagnéstico molecular.
Associar genoétipo com aspectos fenotipicos nos pacientes
estudados;

Gerar hiPSCs de pacientes a partir da urina, caracteriza-las e
diferencia-las em cardiomidcitos funcionais;

Avaliar, segundo um estudo funcional celular, a influéncia das
alteracbes genéticas encontradas no fendtipo dos

cardiomiocitos derivados de hiPSCs.
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3 METODOS

3.1 Aspectos éticos

Todos o0s procedimentos propostos estdo de acordo com as
recomendacdes e as diretrizes das principais sociedades especificas da area
nacional e internacional. Todos os individuos participantes assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, no qual concordam com a realizacao do
do teste genético direcionado. Alguns individuos, selecionados ao longo do
estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido adicional, no
qual concordam com a utilizacdo do material biologico para estudo funcional.
(ANEXO C)

Esse estudo foi submetido e aprovado pela Comissdo Cientifica do
INCOr/HCFMUSP e pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do HCFMUSP (SDC 4042/14/022).
(ANEXO A).

3.2 Casuistica

3.2.1 Probandos

Foram selecionados 47 probandos ndo aparentados, disponibilizados
pelo ambulatorio de Arritmias Genéticas do Instituto do Coracdo do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de S&do Paulo (InCor — HC/FMUSP),
com diagnostico clinico de CAVD e sem diagnéstico molecular prévio. A
avaliacdo dos pacientes incluiu: anamnese, historia familiar, exames

laboratoriais, eletrocardiograma de 12 derivacOes, eletrocardiograma de alta
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resolucdo, Holter de 24 horas, ecocardiograma transtoracico e ressonancia
cardiaca, salvo contraindica¢cfes especificas. Portanto, os critérios de incluséo
foram: diagndstico clinico de CAVD conforme critérios Task Force Criteria de
2010 *3 e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Como controle ao perfil genético analisado em nosso estudo, foram
utilizados os bancos de dados Single Nucleotide Polymorphism Database
(dbSNP) #’, Genome Aggregation Database (gnomAD) #8, e Online Archive of
Brazilian Mutations (ABraOM) ® para se verificar as frequéncias das alteracées
encontradas na populacédo mundial.

Para o estudo funcional em cardiomiécitos diferenciados de hiPSC,
dentre os probandos, foram selecionados dois pacientes, previamente
sequenciados, ap0s andlise de alteracdes encontradas. O critério de selecéo
destes pacientes levou em consideragéo: a predicdo de patogenicidade das
alteracbes encontradas (sendo pacientes com variantes Patogénicas), sua
relevancia para o estudo da doenca e a confirmacdo de um fendtipo claro e
bem estabelecido dos pacientes diagnosticados com CAVD, bem como a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Trata-se de 2 pacientes do sexo masculino, com idades de 34 e 32
anos, portadores de alteracdes genéticas nos genes DSC2 e PKP2,
respectivamente. O paciente denominado de CAVD5 possui uma troca
previamente descrita na literatura, de uma Timina por Citosina na posicédo 2062
do gene PKP2 (c.2062 T>C), que resulta em uma troca do aminoacido Serina
(Ser — S) por Prolina (Pro - P) na posicao 688 (p. Ser688Pro). Por sua vez, o
paciente denominado CAVD2 possui uma insercdo, sem descricdo prévia na
literatura, de uma Timina entre as posi¢cdes 929 e 930 do gene DSC2
(c.929_930insT), o0 que resulta em uma alteracéo frameshift apds o aminoécido
Glutamina (GIn — Q) na posi¢éao 310 (p.GIn310fs).

O clone-controle de hiPSCs (SS109), previamente gerado e
caracterizado a partir do banco de células-controle de nosso laboratério, foi

diferenciado e utilizado como controle de nosso estudo funcional celular.
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Figura 3: Eletrocardiogramas de 12 derivacbes dos dois probandos
selecionados para o estudo funcional com cardiomidcitos diferenciados.
Imagem de cima, paciente CAVD2, mostrando inversdo de onda T de V1 a V5;
e imagem de baixo, paciente CAVD5, com inversao de onda T de V1 a V3.
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3.3 Anélise genética de pacientes portadores de Cardiomiopatia
Arritmogénica do Ventriculo Direito (CAVD)

3.3.1 Coletade sangue e extracdo do DNA e RNA para sequenciamento

Para extracdo de DNA, foram coletados 4mL de sangue periférico em
tubo de EDTA de cada individuo. A extracao foi realizada a partir de leucécitos
de acordo com o kit comercial QlAamp DNA Blood Kit (QIAGEN®), conforme
descrito pelo fabricante. A solucdo de DNA foi diluida em agua (40 ng/mL) e
armazenada a -20 ° C.

Para a extracdo do RNA, foi realizado inicialmente o isolamento da
fracdo mononuclear do sangue. O sangue foi homogeneizado e adicionou-se a
ele o0 mesmo volume de solugdo fisiolégica. A mistura foi despejada
suavemente sobre uma camada de Ficoll-Paque ™ (GE, Healthcare) em um
tubo falcon de 15 mL. Foram utilizados 10 mL da solugcédo soro/sangue para
cada 3 mL de Ficoll, com o devido cuidado para ndo se misturar as fases. O
tubo foi entdo centrifugado a 3000 rpm por 30 minutos, em temperatura
ambiente. Apdés a centrifugacdo, a solucdo se separa em 4 fases: na fase
superior ficam o plasma e seus constituintes solaveis, na interface as células
mononucleares, em seguida o Ficoll e ap6s os eritrécitos e granuldcitos que
ficam sob a forma de um sedimento celular no fundo do tubo. A camada
monocelular foi colhida junto com o Ficoll e transferida para um tubo falcon de
50 mL limpo, onde foram adicionados 40mL de soro para lavagem. A mistura
foi centrifugada 1200 rpm por 5 min, e entdo o sobrenadante foi descartado. O
processo de lavagem foi repetido mais uma vez. Apds a segunda lavagem e
descarte do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 1 mL de TRIzol®
(Invitrogen) e mantido em freezer -200 C até o0 momento da extracdo do RNA.

A primeira etapa do processo de extracdo do RNA consiste em lisar as
células com TRIzol® por meio de pipetagem repetitiva, utilizando-se 2 mL do
reagente. Logo apOs as amostras foram incubadas por 5 minutos, entre 15 e
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30°C e posteriormente foi adicionado 0,4 mL de cloroférmio. Os tubos foram
agitados vigorosamente na méo por 15 segundos e incubados entre 15 e 30°C
por 2 a 3 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12000 rpm
por 15 minutos entre 2 e 8°C. ApOs a centrifugacdo, a mistura separa-se em
uma camada vermelha, a fase fenol cloroférmio, uma interfase e uma fase
superior aquosa incolor. O RNA permanece exclusivamente na fase aquosa.
Essa fase foi entdo transferida para um tubo limpo e o RNA foi precipitado da
fase aquosa misturando-se 1 mL de isopropanol. As amostras foram incubadas
entre 15 e 30°C por 10 minutos e centrifugadas a 12000 rpm por 10 minutos
entre 2 e 8°C. O RNA precipitado forma um pellet gelatinoso nos lados e no
fundo do tubo. O sobrenadante foi removido e o pellet passou por um processo
de lavagem uma vez com 2 mL de etanol 75%, onde a amostra foi agitada
brevemente e centrifugada a 12000 rpm por 5 minutos entre 2 e 8°C. Ao final
do procedimento, o RNA foi seco rapidamente e dissolvido em &gua ultrapura
livre de RNAse.

3.3.2 Desenho do Painel Genético

O desenho das sondas foi feito a partir da plataforma virtual Design
Studio (lllumina), na qual foram indicados os genes de interesse (por meio das
siglas dos genes conforme constam no NCBI) e a versdao do genoma humano
referéncia (hgl9). Apenas regides codificantes foram indicadas como alvo,
mantendo 10pb de regides intrénicas nas extremidades 3’ e 5’ de cada exon.

O painel genético (ANEXO B), constituido por 100 genes no total,
incluiu 12 genes que foram claramente associados a CAVD (CTNNAS3, DES,
DSC2, DSG2, DSP, JUP, LMNA, PKP2, TGFB3, TMEM43, TTN, RYR2) e
usualmente utilizados em painéis clinicos para a doenga, de acordo com uma
revisdo sistematica da literatura feita nos bancos de dados HGMD, Pubmed e
OMIM. O desenho do painel completo (100 genes), foi personalizado para

canalopatias e cardiomiopatias, tendo como base os dados coletados da
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literatura vigente e amplamente discutido pelo grupo de estudo composto por
bidlogos, biomédicos e médicos especializados em arritmias e genéticas.
O desenho final consistiu de 3384 regides alvo para o painel Nextera,

abrangendo 960.659pb e cobertura total das regifes alvo foi de 99%.

3.3.3 Processo de enriquecimento, construcao da biblioteca e

sequenciamento de high-throughput

3.3.3.1 Painel de Captura - Nextera Rapid Capture Custom Enrichment

O protocolo de enriquecimento e preparo da biblioteca das amostras foi
realizado usando o kit Nextera Rapid Capture Custom Enrichment, seguindo-se
as instrucdes do fabricante (lllumina). Antes de iniciar o enriquecimento, as
amostras foram quantificadas com a utilizacdo do fluorémetro Qubit 2.0 (Life
Technologies), diluidas em Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 e normalizadas
primeiramente a uma concentracado de 10 ng/ul, e apds segunda quantificacao,
diluidas novamente em Tris-HCI 10 mM, pH 8.5 e normalizadas a uma
concentracao de 5 ng/pul em um volume final de 10ul (50 ng total).

O protocolo de enriguecimento se iniciou com a fragmentagdo do DNA
gendmico com o uso do transposon Nextera e, na mesma etapa, sequéncias
adaptadoras foram acopladas aos fragmentos de DNA. Apés esta etapa, foi
feita uma purificacdo com beads especificos para que houvesse a remocao dos
transposons restantes que poderiam ter se ligados na terminacdo dos
fragmentos de DNA, impedindo o bom desempenho do protocolo nas etapas
seguintes.

O material resultante desta purificacao foi entdo amplificado, e indexes
(barcodes) foram adicionados as amostras em uma PCR de 10 ciclos. Para
cada amostra, foram adicionados dois indexes (um i7 e um i5), além de uma
sequéncia adaptadora de sequenciamento, necessaria para a posterior

amplificacdo dos clusters. Novamente, foi feita apos adicdo dos indexes, uma
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purificacdo com beads, para remocao de produtos indesejados. ApOs estarem
devidamente marcadas com indexes unicos, as bibliotecas de DNA foram
combinadas em um Unico pool e submetidas a uma primeira hidridizagédo para
gue ocorresse a ligacdo das sondas de captura nas regioes alvo do DNA.

Depois desta etapa, esferas magnéticas com estreptavidina foram
utilizadas para capturar as sondas hibridizadas com as regides-alvo. Duas
lavagens aquecidas foram realizadas para remover a ligacdo ndo especifica
dos beads. A biblioteca enriquecida foi entdo eluida e preparada para uma
segunda etapa de hibridizacdo. Entdo, os fragmentos passaram por uma
segunda hibridizacdo, que lhes conferia alta especificidade das regides
capturadas, e novamente foram lavados da mesma forma que na primeira
hibridizacao.

A Dbiblioteca enriquecida foi entdo eluida e preparada para o
sequenciamento. Uma purificacdo foi feita com beads, antes da etapa de
amplificacdo. A amplificacdo da biblioteca enriquecida foi entédo realizada, em
uma PCR de 10 ciclos. Novamente uma etapa de purificacdo com beads foi
realizada para a remocéo de produtos indesejados.

As bibliotecas enriquecidas foram quantificadas com a utilizacdo do
fluorémetro Qubit 2.0 (Life Technologies). A qualidade e tamanho médio da

biblioteca foram avaliados por meio de gel de agarose a 1%.

3.3.4 Preparo de amostras e sequenciamento

Para o sequenciamento na plataforma Miseq as bibliotecas foram
desnaturadas e diluidas para serem colocadas no equipamento. A
desnaturacdo garante que a concentracdo de NaOH na solucéo final esteja
adequada, pois concentragfes aumentadas de NaOH podem inibir a
hibridizacdo da biblioteca na flow-cell (chip de corrida), e consequentemente
afetar a densidade de clusters. ApGs esta etapa, as bibliotecas foram inseridas

no cartucho de reagentes MiSeq Reagent Kit v3 (150 ciclos), que por sua vez
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era inserido no equipamento Miseq® (lllumina). Cada corrida consistiu no
sequenciamento de vinte e quatro amostras de DNA, com um output maximo

de até 4.5-5.1 Gb, segundo especificacdes do fabricante.

3.3.5 Andlise bioinformatica e chamada de variantes

A analise bioinformatica, bem como a posterior andlise de variantes, foi
realizada de acordo com um pipeline adaptado ao previamente desenvolvido
por Oliveira TGM *°. Ap6s a corrida de sequenciamento das amostras, as
sequéncias geradas foram processadas e foram gerados arquivos FASTQ.
Estes foram analisados pelo software CLC Genomics Workbench 8 (CLCbio,
QIAGEN), no qual um pipeline apropriado foi desenvolvido para gerar as
analises de bioinformatica. As principais etapas foram:

a) Tratamento das sequéncias no qual foram removidos 5pb do final
3’ de cada sequéncia gerada, para evitar que fossem mapeadas bases com
baixa acuracia.

b) Tratamento das sequéncias curtas e com valores de qualidade
Phred abaixo de Q30, as quais foram removidas.

c) Mapeamento das sequéncias contra a referéncia do genoma
humano (hgl9), onde foram estabelecidos valores de penalizacdo para
mismatches (2), InDels (3) e fracdo minima de similaridade entre a sequéncia
alinhada e a referéncia (80%). ApOs esta etapa, um arquivo de visualizacéo
BAM e um relatério de mapeamento foram gerados.

d) Geracdo de estatisticas para as regides alvo do painel, a fim de
identificar regides com baixa cobertura de sequenciamento. As regides alvo
eram definidas como éxons mais 10pb de regides intronicas flanqueadoras.

e) Chamada de variantes, utilizando a qualidade de sequenciamento
das bases vizinhas (raio de 5pb da possivel base alterada) como um critério
para chamadas efetivas. Como um requisito para a chamada de variantes, era

necesséria a presenca bidirecional de variantes com uma concordancia minima
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de 5% entre sequéncias Forward e Reverse. A cobertura minima de
sequenciamento e frequéncia de alelo variante (FAV) foram definidos com a
cobertura minima de 10x e com FAV de 20%, respectivamente. Os valores de
cobertura minima e FAV, assim como a requisicdo da presenca das variantes
nos sentidos senso e anti-senso foram determinados de acordo com estudos
prévios %2 incluindo uma validagdo feita na plataforma lon Torrent por
colaboradores de nosso préprio laboratério %.

f) Anotacdo das variantes, incluindo: anotacdo com informacg6es dos
genes (nomes e codigos referéncia); anotacdo com numeros dos €xons nos
quais as alteracBes genéticas se apresentavam; anotacdo com os dados
presentes no dbSNP138 para verificacdo de alteracdes ja descritas.

Ao final da analise, uma tabela contendo todas as variantes
encontradas em cada amostra era gerada no formato XLS. As variantes eram

subdivididas em alteracdes ndo-sindnimas e de sitio de splicing.

3.3.6 Andlise de variantes

Com base na tabela gerada, poderiam ser encontradas alteracoes
causadoras de troca de aminoacido (missense), de codon de parada
(nonsense), que causam mudanca no quadro de leitura do gene (frameshift), e
possivelmente modificadoras de sitio de splicing (Figura 2). Foram analisadas
alteracdes em heterozigose e homozigose.

Foram primeiramente filtradas as alteracfes preditas como causadoras
de modificagdo na sequéncia das proteinas. ApOs essa primeira filtragem, as
alteracdes remanescentes foram submetidas & uma analise de trés algoritmos
de predicéo de impacto funcional (in silico), a qual indica o grau de impacto da
substituicdo do aminoacido original pela variante por meio da analise de
conservacdo evolutiva (entre espécies distintas). Para esta analise, foram
utilizados os algoritmos Protein Variation Effect Analyzer (PROVEAN) %, Sort

Intolerant from Tolerant (SIFT) * e Polymorphism Phenotyping v2 (PolyPhen-2)
96
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Em seguida, as frequéncias populacionais das alteracbes encontradas
foram consultadas nos bancos de dados Single Nucleotide Polymorphism
Database (dbSNP) ®’, Genome Aggregation Database (gnomAD) 28, e Online
Archive of Brazilian Mutations (ABraOM) ®°.

Descri¢bes prévias de estudos funcionais e sobre a ocorréncia de cada
alteracdo na populacdo mundial foram verificadas nos bancos de dados Human
Genome Mutation Database (HGMD) ¥, ClinVar *® e Pubmed.

Desta forma, apds essas andlises, eram consideradas alteracdes com
0s seguintes critérios: 1) Alteracdes com frequéncia populacional do alelo
menor (ou MAF, do inglés, Minor Allele Frequency) abaixo de 0,1% ou nao
descritas nos bancos populacionais; 2) Alteracbes com impacto funcional
considerado deletério ou danoso para a proteina em questdo, em pelo menos
dois algoritmos de predicéo in silico.

Estas variantes foram consideradas para a etapa seguinte, de

classificagdo quanto a sua patogenicidade.
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( Lista de variantes
|

Alteracdo na
proteina

1
[ |

Missense Missense, nonsense,
frameshift e splicing
Impacto Funcional Freq. Populacional

( SIFT ) ( gnomAD )
( PROVEAN ) ( EVS )
( PolyPhen-2 )

' '
: Missense: '
1 - Deletéria em pelo menos 2 algoritmos :
' - MAF<0,1% ou ndo descrita :
! '
' '
! '
' '
1

Nonsense, frameshift e splicing:
- MAF<0,1% ou nao descrita

ALTERAGAO
CONSIDERADA PARA
CLASSIFICAGAO ACMG

Figura 4: Algoritmo de filtragem das alteracbes encontradas nos resultados de
sequenciamento que foram posteriormente consideradas para a classificacédo
de acordo com ACMG (NGS). Adaptado de Oliveira TGM *° .

A classificagcédo das variantes nos genes causais foi realizada de acordo
com os critérios da diretriz do American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) % (Tabelas 2 e 3).
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Tabela 2: Critérios para classificacdo de variantes patogénicas, segundo
ACMG.

Evidéncia de

o Categoria Descrigéo
patogenicidade
Muito elevada PVS1 Variante nula (nonsense, frameshift, candnica + 1 ou 2 sitios de
splicing, inicio de codon, delegdo uni ou multiexon quando o
PVS1 mecanismo ¢ a perda de funcio dos canais.
(very strong)
Elevada PS1 Troca de aminoé&cidos ja descrita como patogénica, porém, com

diferentes trocas de nucleotideo.

PS (strong) PS2 Mutacdo de novo com paternidade e maternidade confirmadas,
na auséncia de antecedentes familiares com suspeita da doenca.

PS3 Comprovagéo de patogenicidade por estudos funcionais.

PS4 A prevaléncia da variante em individuos com a doenca é
significativamente maior que a prevaléncia em controles.

Moderada PM1 Variante localizada em regido de hot spot ou em dominio
funcional bem estabelecido, sem variantes benignas.

PM (moderate) PM2 Auséncia em controles (ou em baixa frequéncia para doencas
recessivas) nos bancos de dados populacionais.

PM3 Para doengas recessivas, variantes patogénicas detectadas em
trans.

PM4 Mudanca no tamanho da proteina decorrente de dele¢des ou
insercdes in frame em regido ndo repetitiva ou variantes stop-
loss.

PM5 Nova troca missense em aminoacido, onde outra troca de bases

ja foi descrita como patogénica.

PM6 Mutacdo de novo sem paternidade e maternidade confirmadas,
na auséncia de antecedentes familiares com suspeita da doenca.

Complementar PP1 Cosegregacao gendtipo-fendtipo positiva.

PP (supporting) PP2 Variante missense em um gene com baixa taxa de variantes
missenses benignas, quando essas sdo0 um mecanismo
conhecido da doenca.

PP3 Mdltiplas evidéncias computacionais (predigdo in silico) de
diferentes algoritmos que suportam o efeito deletério da troca
proteica.

PP4 O fendtipo e a histéria familiar do paciente sdo tipicos de

doencas monogénicas.

PP5 Variantes relatadas na literatura como patogénicas.

*Extraida da diretriz americana ACMG (36), traducéao nossa.
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Tabela 3: Somatéria dos critérios para a classificacao de variantes, segundo o

ACMG.

Patogénicas (1)

PVS1 + 1PS

PVS1 +2 PM

PVS1 +1PM+ 1PP

PVS1+2PP

2PS

1PS+3PM

1PS +2PM+2PP

1PS+1PM+4PP

Provavelmente Patogénicas (2)

1PVS+1PM

1PS+1PM

1PS+2PP

32PP

1PM +4 PP PM

2PM+

Variantes de Significado Incerto (VSI)

Auséncia dos critérios acima requeridos

Variantes em Genes de Significado Incerto (GSI)

Variante em um gene sem uma associagao

validada com o fenétipo

*Extraida da diretriz americana ACMG *°, traducéo nossa.

Os probandos tiveram suas variantes analisadas para 12 genes

relacionados com a CAVD incluindo os genes desmossomais PKP2, DSC2,
DSG2, DSP e JUP e genes nao desmossomais TMEM43, CTNNA3, LMNA,
DES, TGFB3, TTN e RYR2. Para variantes no gene TTN, apenas variantes

truncadas permaneceram para andlise de patogenicidade. Quando disponiveis,

dados de segregacéao familiar foram levados em consideracdo. Para confirmar

a existéncia de um sitio alternativo para as alteracdes de splicing, o RNA total
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dos pacientes com este tipo de alteracdo foi extraido do sangue periférico e
transcrito reversamente. O cDNA resultante foi amplificado por PCR (Primers

em ANEXO D) e os produtos foram sequenciados no sequenciador ABI 3500.

3.3.7 Confirmagao pela plataforma Sanger de sequenciamento

Algumas variantes encontradas, como insercdes e dele¢des, variantes
potencialmente patogénicas que possuiam baixa cobertura por NGS, e todas
as regides com menos do que 90% de cobertura acima de 10x no gene PKP2,
foram confirmadas por meio do método tradicional de sequenciamento
(Sanger).

ApoOs a extracdo do DNA, a reacdo de PCR convencional foi realizada
com primers especificos para a regido desejada. Apos a reacdo de PCR, foi
realizada uma purificacdo enzimatica com ExoSAP-IT® segundo instrucées do
fabricante para retirada de excesso de primer e nucleotideos livres, seguido de
precipitacdo e sequenciamento das amostras.

A partir da andlise do sequenciador automatico ABI3500, as
sequéncias foram analisadas no programa de analise SeqMan (DNASTAR
Lasergene) e comparadas com a sequéncia referéncia disponivel no banco de
dados do NCBI.

3.3.8 Dados clinicos

Todos os casos-indices tiveram seus dados clinicos coletados e
tabulados. As informacdes clinicas obtidas foram sexo, idade, historico familiar,
manifestacdo clinica inicial (auséncia de sintomas, sincope arritmica,
palpitacGes e parada cardiaca recuperada (recPC)), tempo de seguimento até
o0 momento, tipo de arritmia apresentada, grau de disfuncdo ventricular

(disfuncdo significativa de VD, disfungcdo segmentar, isolada de VE ou
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biventricular), conduta (CDI ou transplante cardiaco), critérios do Task Force
Criteria em relacdo a alteracfes estruturais e de repolarizacdo (maior ou
menor), presenca de onda épsilon e taquicardia ventricular sustentada (TV
sustentada). Para determinacdo do predominio da manifestacdo arritmica,
foram considerados critérios como a presenca de taquicardia ventricular
sustentada (TVS), taquicardia ventricular n&o-sustentada (TVNS),

extrassistoles ventriculares (EV) e recPC.

3.3.9 Analise estatistica da relacao genétipo x fenétipo

As variaveis continuas foram resumidas em médias e desvios-padrdo e
comparadas com o teste T-Student. As varidveis categoéricas foram
apresentadas em frequéncias absolutas e relativas (percentuais) e foram
analisadas por meio de tabelas de contingéncia e comparadas com o teste Chi-
Quadrado. Quando o valor absoluto esperado foi menor 5, o teste exato de
Fisher foi utilizado. Valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. As variaveis foram selecionadas com base em fatores conhecidos
como preditores em estudos publicados anteriormente. Todas as estatisticas
foram realizadas no software Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA).

3.4 Caracterizagdo funcional em cardiomiocitos diferenciados (hiPSC-

CM)

3.4.1 Isolamento e cultivo de células progenitoras de urina (Urine
Progenitor Cells)

As amostras de urina foram coletadas dos pacientes selecionados do

ambulatorio de Arritmias Genéticas do Instituto do Coracéo (Incor) em potes
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estéreis, e transferidas para tubos estéreis de 50mL. Os tubos foram entédo
centrifugados, e os pellets foram ressuspendidos e colocados em um Unico
tubo com a adicdo de PBS (Gibco, Life Technologies) contendo antibidtico
(Peniciline Streptomicine, Gibco, Life Technologies). Depois de um segundo
passo de centrifugacdo, o pellet foi ressuspenso em um meio de cultura
especifico chamado “UPC mix”, uma mistura de meio REGM comercial (Lonza)
e meio DMEM com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum).

As células obtidas foram semeadas em placas de cultura revestidas
com gelatina 0,1% e cultivadas no meio “UPC mix” suplementado com FGF2
(fibroblast growth factor 2) (Life Technologies) a 2,5 ng/mL. As células ndo
aderentes foram rapidamente removidas durante as trocas de meios diarias. As
colonias de UPCs foram observadas entre o dia 3 e o dia 10 apdés o
plagueamento. Assim que atingiram a confluéncia, as UPCs foram passadas a
outra placa, por meio do método enzimatico com Tryple (Life Technologies)

para amplificacdo, criopreservacgao e reprogramacao das células em iPSCs.

3.4.2 Biopsiade pele para obtencéo e cultivo dos fibroblastos

A bibépsia foi realizada em uma sala limpa e por um médico
especialista. A area da pele para biopsia foi limpa com Polvidine, e anestesiada
subcutaneamente. Um punch de 3 mm foi utilizado para coletar o fragmento de
pele. O fragmento foi separado em uma solu¢cdo DMEM adicionado com 20%
de FBS e 5% de antibiéticos (Peniciline Streptomicine, Gibco, Life
Technologies). O fragmento foi rapidamente manipulado para a extracdo dos
fibroblastos.

No fluxo laminar, o fragmento foi lavado 4 vezes com PBS adicionado
com 5% de antibiéticos e cortado com uma tesoura em pequenos pedacos
excluindo a parte com gordura da derme e, posteriormente, cortados em
pedacos ainda menores utilizando um bisturi. Estes pequenos pedacgos foram

colocados sobre uma fina camada de FBS numa garrafa de cultura T25 e foram
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adicionados 3 mL de DMEM suplementado com 20% de FBS e 2% de
antibioticos (denominado D20F2A). A garrafa com células foi deixada na
incubadora por 7 dias sem haver troca de meio. Apos esse periodo, foi feita a
troca de 3 mL de meio D20F2A a cada 2 dias. Ap0s a garrafa atingir a
confluéncia, as células foram tripsinizadas por 3 minutos, centrifugadas por 5
minutos a 1500 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células plagueadas
em uma placa de 100 mm com 10 mL de D20F2A. A troca do meio era
realizada a cada 3 dias. Novamente, apOs atingir confluéncia, as células
passaram por um novo processo de tripsinacao, foram contadas e congeladas
em meio 60% DMEM, 30% FBS e 10% DMSO.

3.4.3 Reprogramacgao das UPCs e fibroblastos em hiPSCs usando

estratégia de reprogramacao nao integrativa

As UPCs e os fibroblastos foram reprogramados por meio da estratégia
nao-integrativa de reprogramacdo com a utilizacdo de plasmideos epissomais
(método de reprogramacéao escolhido como padrédo em nosso estudo).

As UPCs foram semeadas em um poco de placa de 12 pocos revestida
com Geltrex (Life Technologies) a 10ug/cm? com meio de cultura “UPC mix”. No
dia 0, as células a serem reprogramadas foram transfectadas com a utilizacdo
do Lipofectamine 3000 com plasmideos de reprogramacao (Sistema de
Reprogramacéo EpiS, Life Technologies). A troca de meio nos trés primeiros
dias foi feita utilizando “UPC mix” em seguida, utilizando o meio comercial
Essential 6 (Gibco, Life Technologies) suplementado com FGF2 a 10 ng/mL.
De acordo com a taxa de crescimento apos a transfeccao, em torno do dia 7,
as células foram passadas a outra placa de 60mm?2 revestida com Geltrex. Para
a passagem foi usada a enzima TryplE. Apds cerca de uma semana, colénias
de hiPSCs emergiram e o meio Essential 6 (Gibco, Life Technologies) foi
substituido pelo meio de cultura Essential 8 (Gibco, Life Technologies) para

promover o crescimento adequado das hiPSCs.
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Os fibroblastos foram semeados em um poco de placa de 12 pocos
revestida com Geltrex (Life Technologies) a 10ug/cm? com meio de cultura
D20F2A, especifico para fibroblastos. No dia 0, as células a serem
reprogramadas foram transfectadas utilizando o Lipofectamine 3000 com
plasmideos de reprogramacdo (Sistema de Reprogramacao Epi5, Life
Technologies). A troca de meio nos trés primeiros dias foi feita com meio
D20F2A e, em seguida, com o meio comercial Essential 8 (Gibco, Life
Technologies).

O processo completo do isolamento das UPCs e fibroblastos, bem

COmMo 0 processo de reprogramacao, pode ser visualizado na Figura 5.
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Figura 5: Esquema da cronologia de isolamento das células somaticas (UPCs
e fibroblastos) e reprogramacéo em hiPSC.

3.4.4 Manutencéao e expansao das hiPSCs

Os clones de hiPSCs foram escolhidos de acordo com a morfologia

tipica (colénias homogéneas e bem delimitadas) e foram mantidos em meio de
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cultura Essential 8, e foi feita a troca diaria do meio. As placas de manutencéo
eram revestidas previamente com Matrigel (BD Bloscience - #356234).

As passagens das células foram realizadas com o reagente Versene
(Gibco, Life Technologies) em média a cada 3-4 dias. As células foram
primeiramente lavadas com PBS estéril e depois foram incubadas com o
reagente por 4-5 minutos, para a remogdo do calcio do meio de cultura e
liberacdo das ligacdes celulares. Optou-se por utilizar o método de dissociacao
das células por EDTA (Versene), de maneira que as células ficam isoladas,
sem fazer uso de enzimas de digestdo, que por sua vez podem provocar
quebra do contato célula-célula, importante para a manutencéo do fenétipo das
IPSCs. As células foram entdo replagueadas em uma nova placa, com diluicdo
dependente da confluéncia dos pocos no dia da passagem, variando de 1:3 a

1:6. As células foram sempre mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO2.

3.4.5 Caracterizacdo das hiPSCs

Os clones de hiPSCs selecionados passaram pela etapa de
caracterizacao para confirmacdo das propriedades deste tipo celular. Uma das
primeiras etapas da caracterizacdo consistiu na avaliacdo morfolégica das
células, onde foram analisados aspectos caracteristicos as hiPSCs, que séao:
células de tamanho pequeno, composicdo nuclear abrangendo quase todo o
citoplasma, sem evidéncias de diferenciacdo espontanea anormal e células que
podem ser facilmente repicadas, que crescem e aderem bem as placas de
cultivo®’. Foi possivel notar a morfologia tipica de células-tronco pluripotentes
humanas em cutlura pois diferem completamente de UPCs em cultura (células
“‘mesenquimais-like”, com formato de "grdo de arroz e sem crescimento em
colbnias ap0s a primeira passagem).

Em seguida, verificou-se a expressdo dos genes relacionados a
pluripoténcia pela técnica de RT-PCR (genes SOX2, NANOG, OCT3/4, REX 1)
A presenca dos fatores de transcricdo, OCT4, SOX2, NANOG, e das proteinas
de membrana SSEA-4, TRA-1-61, TRA-1-80, foi verificada por meio da técnica
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de imunofluorescéncia, que permite a confirmacao visual e localizagdo das
proteinas relacionadas a pluripoténcia.

Para se confirmar a porcentagem de células positivas para algumas
destas proteinas, de maneira quantitativa, foi realizado o ensaio de citometria
de fluxo (valor recomendado >80%).

Além disso, foi verificada a presenca da alteracdo especifica de cada
paciente na linhagem das células-tronco pluripotentes induzidas presentes na
linhagem inicial do paciente. Finalmente, verificou-se a integridade

cromossdmica de cada clone de hiPSCs, para confirmagé&o do cariétipo.

3.4.6 Diferenciacéo dos clones de hiPSCs em cardiomiécitos (hiPSC-
CMs)

Os clones de hiPSCs CAVD (hiPSC-2.5 e hiPSC-5.5) e controle
(hiPSC-SS109) foram submetidos ao protocolo de diferenciacdo adaptado pelo
laboratorio de Laflamme, M.A. et al baseado no protocolo previamente
publicado %% O protocolo utilizado, gerou os cardiomidcitos posteriormente
utilizados para os experimentos.

Durante a etapa pré-diferenciacdo, as células hiPSC de ambos os
clones foram expandidas até que se atingisse aproximadamente 70-80% de
confluéncia, utilizando-se o meio mTESR (StemCell Technologies, Vancouver,
BC, Canada) e em seguida iniciado o processo de diferenciacdo. Para isso, as
hiPSCs foram dissociadas utilizando-se o Versene (Life Technologies - #
15040-066) por 4-5 minutos. As células foram ressuspendidas em meio
MTESR suplementado por 10 pM Ri e contadas manualmente. Foram
plaqueadas aproximadamente 5x10° células por poco de uma placa de 6
POCOS.

O dia em que a diferenciagdo comecou foi considerado o dia 0, no qual
as hiPSCs receberam o meio de diferenciacdo de cardiomidcitos, “StemPro
basico’- constituido de StemPro (Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA), L-
glutamina (2 mM, Thermo Fisher, Waltham, MA, EUA), transferrina ( 150 pg /



Métodos 43

mL, Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, EUA), monotioglicerol (MTG; 50 pg / mL,
Sigma-Aldrich, St. Lois, MO, EUA), acido ascorbico (50 mg / mL, Sigma-Aldrich
, St. Lois, MO, EUA)- junto a ROCK Inhibitor Y-27632 (RI; 10 uM, Tocris
Bioscience, Oakville, ON, Canada) e proteina morfogenética éssea-4 (BMP4, 1
ng / mL, R & D, Minneapolis, MN, EUA ) e incubados durante a noite a 37°C,
sob constante agitacdo de 65rpm. Esta primeira etapa é realizada para a
agregacado das células individuais e formacao dos corpos embridides (ou EBs,
do ingés, embryoid bodies). No dia seguinte, os agregados foram tratados em
série com activina A (9 ng / mL, R & D, Minneapolis, MN, EUA ), proteina
morfogenética 6ssea-4 (BMP4, 10 ng / mL, R & D, Minneapolis, MN, EUA ) e
fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF, 5ng / mL, R & D,
Minneapolis, MN, EUA) para inducdo de mesoderme. Dois dias apos a inducéo,
o meio foi substituido por “StemPro basico” com IWP2 (2 uM, Tocris
Bioscience, Oakville, ON, Canada), fator de crescimento endotelial (VEGF,
10ng/mL, Stemcell Technologies #78159) e ROCK Inhibitor (10 uM) por dois
dias. A ultima etapa foi seguida por troca completa do meio, com “Stempro
basico”, realizada a cada dois dias até o dia 20 da diferenciagdo, no qual os
corpos embriodides foram dissociados para criopreservacao e/ou cultivados para
experimentos posteriores.

Os corpos embridides foram dissociados enzimaticamente em células
individuais com colagenase tipo 2 (1g/L em HBSS, Worthington Biochemical
Corporation, Lakewood, NJ, EUA) durante a noite em temperatura ambiente,
protegidos da luz. No dia seguinte, o precipitado de células foi ressuspenso em
TrypLE (Life Technologies, Carlsbad , CA, EUA) com DNase | (10 pug / mL,
EMD Millipore, Etobicoke, ON, Canadd), e as células foram criopreservadas
como descrito anteriormente *** com o reagente CryoStor® CS10 (Stem Cells
Technologies, #07930).

3.4.7 Citometria de fluxo
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A citometria de fluxo foi utilizada para verificagdo da eficiéncia do
protocolo de diferenciag&o. Inicialmente, foi verificada a indugéo de mesoderme
nos corpos embridides, monitorando as células quanto a expressao de CD56 e
PdgfR-a, no dia 3 da diferenciacéo, utilizando-se anticorpos especificos (Hu
CD140a PE aR1, BD Pharmigen, #556002; Hu CD56 APC B159, BD
Pharmigen, #555518, respectivamente).

Como descrito anteriormente, no dia 20 da diferenciacdo os corpos
embridides foram dissociados com uma solucdo de Colagenase Il (Hank's
Buffer (HBSS), Thermo Fisher, #14025092 + Colagenase tipo 2, Worthington,
#L.S004176) durante aproximadamente 16 horas. No dia seguinte, foram
primeiramente centrifugados a 1000 rpm por 2 minutos, e em seguida
adicionou-se a enzima de dissociacdo TrypLE (TrypLE Express Enzyme 1Xx,
Thermo Fisher, # 12604013) por 3-5 minutos e incubadas a 37°C, para a
dissociacao dos corpos embridides que ainda ndo haviam sido completamente
dissociados. As células foram lavadas duas vezes com a solucédo de lavagem
(PBS + 5% FBS), para que ndo houvessem resquicios de enzima junto as
células. Entre as lavagens, foram feitas centrifugacdes de 1000 rpm por 5
minutos. As células foram entdo fixadas em 200ul de paraformaldeido (PFA)
4% a temperatura ambiente por 10 minutos. Apdés a incubacao, as células
foram novamente lavadas duas vezes e centrifugadas a 1000 rpm por 5
minutos. Apoés fixadas, as células foram ressuspendidas em 20ul de PBS
gelado para que o pellet fosse desfeito e adicionou-se 180ul de metanol 90%
gelado por 20 minutos a 4°C, fazendo com que ocorra 0 processo de
permeabilizacdo. ApOs esta etapa, as células foram centrifugadas a 2000rpm
por 5 minutos e o metanol cuidadosamente retirado. Para cada amostra,
2,5x10° células foram separadas em 2 tubos e lavadas duas vezes com a
solucdo de lavagem. Apenas 1 dos tubos de cada amostra teve as ceélulas
ressuspendidas em 200 pL de solugdo de lavagem contendo os anticorpos
primarios cardiac Troponin-T (Thermofisher, #MS295) e MLC2V (Abcam,
#79935), durante a noite (aproximadamente 16 horas) a 4°C. Na manha
seguinte, as células foram lavadas duas vezes com a solucdo de lavagem e
centrifugadas a 2000 rpm por 2 minutos. Em seguida, as células de ambos os
tubos para cada amostra foram ressuspendidas em 200 pL da solucdo de
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lavagem contendo os anticorpos secundarios APC Goat anti-mouse Ig (BD
Pharmingen, #550826) e PE Donkey anti-rabbit 1gG (Jackson
ImmunoResearch, #711116152) na diluicdo 1:2000 e incubadas por 1 hora a
temperatura ambiente, protegidas da luz. Ao final, as células foram lavadas
duas vezes com a solucéo de lavagem e transferidas para tubos de citometria
(BD Biosciences - #352052). Pelo menos 10.000 eventos foram lidos no
citometro de fluxo BD LSRFortessa (BD Biosciences) e analisados pelo

software Flowing (Perttu Terho).

3.4.8 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia dos cardiomiécitos diferenciados (CAVD-CMs e
controle-CM) foi realizada em laminas de vidro devido a necessidade de
visualizacdo adequada no microscopio confocal. As células foram previamente
plagueadas sobre laminulas circulares de vidro de 12mm de diametro
revestidas com Matrigel, e o protocolo se iniciou de dois a trés dias apds o
plagueamento.

As células foram primeiramente lavadas com PBS e fixadas com PFA
4% por 10 minutos a temperatura ambiente. Ap6és uma lavagem com PBS, as
células foram bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente. A solucédo de
bloqueio foi substituida por PBS + 5% NGS + 0.1% Triton X-100 contendo os
anticorpos primarios diluidos (Tabela 4) durante a noite (em torno de 18 horas)
a 4°C. Apos incubacdo com os anticorpos primarios, as células foram lavadas 3
vezes com PBS e uma nova incubacéo foi feita com os respectivos anticorpos
secundarios diluidos (Tabela 4) em por PBS + 5% NGS + 0.1% Triton X-100
por 1:30h a temperatura ambiente e protegido da luz. Apés esse tempo, foi
retirada a solucdo com os anticorpos secundarios e adicionada uma nova
solugdo com marcador Hoechst 33342 (Life Technologies, #H3570) para
marcar o DNA (nucleo) celular por 5 minutos a temperatura ambiente e sob
protecdo da luz. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e

analisadas no microscopio confocal de laser invertido Olympus IX81 (Olympus).
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As imagens foram analisadas e tratadas no software Olympus FluoView FV100

(Olympus).

Tabela 4: Lista de anticorpos utilizados para imunofluorescéncia.

Anticorpo Hospedeiro Fabricante No. Catidlogo Epitopo Diluigdo Anticorpo Diluicao
primario secundario
Oct4A Rabbit Cellsignaling #2840S IgG 1:400 AF anti-rabbit 1:200
Nanog Rabbit Cellsignaling #4903S IgG 1:600 AF anti-rabbit 1:200
Sox2 Rabbit Cellsignaling #3579S IgG 1:200 AF anti-rabbit 1:200
TRA-1-60 Mouse Cellsignaling #4746S IgM 1:500 AF anti-mouse 1:200
TRA-1-81 Mouse Cellsignaling #4745S IgM 1:500 AF anti-mouse 1:200
SSEA4 Mouse Cellsignaling #4755S 1gG3 1:500 AF anti-mouse 1:200
Troponin- Mouse Abcam Ab8295 IgG1 1:100 AF anti-mouse 1:200
A-a:t-inin Rabbit Abcam Ab137346 IgG 1:100 AF anti-rabbit 1:200
DSC2/3 Mouse Santa Cruz Sc-53485 IgG1 1:200 AF anti-mouse 1:200
PKP2 Mouse Santa Cruz Sc-393711 IgG2a 1:200 AF anti-mouse 1:200
PPAR-y Mouse Santa Cruz Sc-7273 IgG1 1:50 AF anti-mouse 1:200
3.4.9 Ensaios funcionais e de caracterizacado para modelagem da CAVD

Todos o0s ensaios realizados a fim de caracterizar e comparar a

funcionalidade dentro do modelo celular para CAVD, foram feitos em trés

replicatas biologicas de cada clone, ou seja, trés grupos de cardiomiocitos

gerados em rodadas diferentes de diferenciacdes, a fim de se excluir qualquer

viés decorrente da andlise de uma Unica diferenciacédo. Além disso, para cada

uma das trés replicatas biolégicas, foram analisadas trés replicatas técnicas,

representadas pela repeticdo de uma mesma amostra para evitar qualquer erro

técnico, como por exemplo, diferencas na pipetagem ou quantidade de

reagentes por reacao.
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3.4.9.1 Extracdo de RNA dos hiPSC-CMs e reacdo de polimerase em
cadeia em tempo real (QRT-PCR)

O RNA total dos cardiomidcitos foi isolado utilizando-se o kit PureLink
RNA Mini Kit (Invitrogen, #12183018A). O Rna mensageiro (RNAm) foi
reversamente transcrito e o cDNA gerado utilizando-se o kit contendo a
enzima de transcricdo reversa iScript Reverse transcription Supermix (BioRad
- #1708840) de acordo com os manuais do fabricante.

A reacao de gRT-PCR foi realizada no equipamento CFX Connect
Real-Time system (BioRad). Os primers utilizados estéo listados na Tabela 5.
O gene GAPDH foi utilizado como normalizador. Todas as reag¢fes foram
realizadas em placas Opticas de 96 amostras (Life Technologies - #4346907).

O ensaio consistiu de reagdes contendo 5 pl de cDNA template (2,5
ng/uL), 1 pl de cada primer senso e antisenso especificos para cada gene
em estudo (200 nM final), 10 uL do SYBR Green Super Mix (BioRad, #172-
5271) e 4 yL de agua DEPC, totalizando um volume final de 20 puL. O
protocolo da reagcdo de amplificacao foi: 40 ciclos de 98°C por 30 segundos
para a ativacao da i-Taq Polymerase, seguido por de 98 °C por 10 segundos
(desnaturacdo do DNA) e 60 °C por 30 segundos (associacdo do primer e
extensdo). A coleta do sinal fluorescente foi realizada ao final de cada ciclo.

Para excluir a possibilidade de contaminagédo, foi realizado um
controle negativo para cada gene que consistiu em uma reacdo com
auséncia de cDNA (NTC, do inglés No Template Control). As amostras
(controle-CM e CAVD-CMs) analisadas para um mesmo gene, incluindo
seus respectivos controles negativos, foram realizadas a partir de uma
mesma mistura de reagentes (“mix”) e na mesma placa 6ptica. Todas as
reacoes foram processadas em triplicata.

Os valores meédios de Ct para cada gene de interesse foram
subtraidos pelos respectivos valores médios de Ct obtidos para o gene
normalizador (GAPDH). Esse valor normalizado corresponde ao Ct final para
cada amostra. A diferenca de expressédo génica nas diferentes amostras foi

analisada comparando-se as médias de ACt. Foram realizadas comparagdes
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das trés médias de ACt por meio do teste ANOVA, fazendo-se também
comparacgdes multiplas para cada amostra em relagdo a todas as outras.
Para dados ndo pareados e em todos os casos foi adotado um nivel de
significancia de 5 % (p<0.05). Os dados foram apresentados em expressao
relativa, de acordo com 2-AACt representando quantas vezes cada gene

est4 mais ou menos expresso em relacdo & amostra controle %,

Tabela 5: Primers usados para os experimentos de PCR quantitativa em
tempo real (QRT-PCR).

Gene Senso Anti-senso
PPAR-y AAGAAGACGGAGACAGACA GCAACTGGAAGAAGGGAAA
PKP2 GCAAATGGTTTGCTCGATTT GGCTGGTAATCTGCAATGGT
DSC2 CACTTACTCGGAGTGGCACAGT AGCTGGAGATCCTCTTCCCTCA

3.4.9.2 Marcacao das gotas lipidicas com Nile Red

A marcacdo das gotas lipidicas intracelulares, para o estudo da
biogénese das mesmas, foi realizada com um kit especifico contendo o corante
fluorescente Nile Red (Lipid Droplets Fluorescence Assay Kit, Cayman,
#500001). Apo6s serem dissociados no dia 20 da diferenciagdo, o0s
cardiomiécitos individuais foram primeiramente fixados com PFA 4%.
Posteriormente, as células foram marcadas com o fluoréforo conforme
intru¢cdes do fabricante. As amostras foram entdo analisadas por citometria de
fluxo, e a variacdo da intensidade de fluorescéncia de cada amostra foi
guantificada. Ainda, foi utilizado o acico oleico para induzir a biogénese de
gotas lipidicas em uma amostra, que foi considerada como controle positivo

para a quantificacao.
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3.4.9.3 Microscopia eletrénica de transmisséo

Para a andlise das amostras por microscopia eletrbnica de
transmissao, os corpos embridides (aproximadamente 1 milhdo de células para
cada amostra) foram fixados em paraformaldeido a 2% e glutaraldeido a 2,5%
em tampdao cacodilato de sodio 0,1M. As mesmas foram lavadas em tampéo,
fixadas em tetroxido de 6smio a 1% em em seguida colocadas em solugéo
tampdo por 2 horas. Apés, foram desidratadas em uma série graduada de
etanol, 70% a 100% seguido por duas lavagens de 6xido de propileno.

Finalmente as amostras foram embebidas em resina Quetol-Spurr e
curadas durante a noite a 60 ° C. SeccOes de 90nm de espessura foram
cortadas em um ultramicrotomo Leica EM UC7, coradas com acetato de uranila
e citrato de chumbo. As amostras foram entéo visualizadas e as imagens foram

feitas usando-se o microscopio eletrénico de transmissao FEI Tecnai 20.

3.4.9.4 Ensaios de multi-electrode array (MEA) para medi¢cdo da duracao

do potencial de campo

Para o estudo eletrofisioldgico dos cardiomidcitos e medicdo da
duracéo de potencial de campo (do inglés, field potential duration ou FPD), foi
utilizado o sistema MEA (do inglés, multi electode array) MED64 (Alpha MED
Scientific), que permite gravagdes simultdneas dos cardiomiocitos em
monocamada (in vitro). Foram utilizados para os ensaios chips especificos
contendo 64 eletrodos de platina ou nanotubos de carbono (50 um), isolados
por 150um entre eles com poliamida, todos materiais hidrofébicos (Figura 6).
Para tornar a superficie mais hidrofilica, o chip foi revestido de Polietilenoimina
(PEI) 0.1% e em seguida com Matrigel, para que as células crescessem sobre
a superficie dos eletrodos. Ao atingirem o dia 20 da diferenciagdo, os EBs
foram dissociados em células individuais e 3x10° células foram plaqueadas nos

chips previamente revestidos (Figura 7). O protocolo de plagueamento das
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células e aquisicdo dos dados, foi feito de acordo com instru¢des do fabricante.
Para aquisicdo e andlise dos dados, utilizou-se o software Mobius, préoprio ao
sistema MEDG64. A estimulacdo das células foi realizada em 2 eletrodos
simultaneamente (estimulacdo dupla), estabelecida com um pulso de amplitude
de 50pA com duracdo de 1ms. O tempo de duracao do potencial de campo dos
cardiomiécitos sob estimulacdo, em cada eletrodo, foi determinado como o
tempo do valor de amplitude minima do sinal entre cursores iniciais até o valor

de amplitude maxima dos cursores finais (Figura 8).

Figura 6: Chip do sistema MEDG64, contendo os 64 eletrodos de platina ou
nanotubos de carbono (50 um), isolados de 150um entre eles com poliamida.

Figura 7: Cardiomiocitos em monocamada plaqueados sob os eletrodos do
chip de MEA, antes do inicio da realizacdo do experimento.
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Time of Amplitude
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Figura 8: Definicdo da amplitude minima (entre os cursores iniciais) e maxima
(entre os cursores finais) utilizado para o célculo da duracdo do potencial de
campo.

3.4.9.5 Criacdo de um modelo de microtecido cardiaco (Heart-on-a-chip)

Com base na limitacdo de que os cardiomiécitos derivados de hiPSC
sdo majoritariamente imaturos quando comparados com cardiomiocitos
ventriculares adultos, e desta forma ndo serem a melhor forma de reproduzir o
modelo da doenca in vitro, utilizou-se uma plataforma projetada para a criacéo
de um microtecido cardiaco (Heart-on-a-chip), em colaboracdo com Nunes,
S.S. e colaboradores. A plataforma foi desenvolvida para fornecer aos
cardiomidcitos diferenciados importantes sinais biomimeéticos presentes durante
o desenvolvimento do embrido, como a cultura de células tridimensionais e
composicao da matriz extracelular, a fim de induzir e/ou melhorar a maturacéo
dos hiPSC-CMs in vitro.
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3.495.1 Preparacédo do chip de plagueamento das células

Os dispositivos Heart-on-a-chip, que serviram de substrato para os
microtecidos cardiacos foram projetados usando o Fusion 360 (Autodesk
Canada). Estes dispositivos foram construidos a partir de poli-metil-metacrilato
(PMMA) ou poliestireno como base e hastes feitas de polidimetilsiloxano
(PDMS). As hastes de PDMS, que possuiam diametro de 200uM, foram
colocadas em pares horizontalmente nos dispositivos de PMMA ou poliestireno
para permitir que os microtecidos cardiacos compactassem entre as hastes
apos o plagueamento das células (Figura 9). Os dispositivos foram entdo
colocados em placas de petri de 35x15 mm, esterilizadas previamente com
etanol 70% e depois lavadas com PBS esterilizado. Para tornar 0s poc¢os
hidrofilicos e para ajudar os tecidos a ndo se prenderem no substrato, foi

adicionado DPBS + 5% BSA estéril nos pogos durante uma hora.

\ o

60pm &

Figura 9 : Dispositivos feitos de poli-metil-metacrilato (PMMA) como base e
hastes feitas de polidimetilsiloxano (PDMS). As hastes colocadas em pares
horizontalmente nos dispositivos de PMMA para permitir que os microtecidos
cardiacos compactassem entre as mesmas apos o plaqueamento das células.
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3.4.9.5.2 Plaqueamento das células no dispositivo (Heart-on-a-chip)

O protocolo de plagueamento das células no dispositivo foi baseado no
protocolo descrito por Breckwoldt et al. 2017 ', com a utilizacdo de uma
preparacao de gel de fibrina. A seguinte mistura (“mix”) foi preparada e mantida
em gelo até o momento do plaqueamento celular: Matrigel (1 mg / mL; Corning
cat # 354230), fibrinogénio (5 mg / mL; Millipore Sigma cat # F3680), aprotinina
(0,00825 mg / mL), Y-27632 (10 nm; STEMCELL cat # 72304) e DMEM -F12
(1x).

Os clones CAVD-CM e controle-CM, previamente caracterizados
guanto a sua pureza (>75%), foram descongelados no dia do plaqueamento,
contados apds descongelamento e combinados a fibroblastos ventriculares
humanos (Lonza cat # CC-2904 lote # 0000493460 e 0000565615) numa
relacdo de 4:1 células, respectivamente. As células foram centrifugadas a
180xg a 4°C durante 5 minutos. O sobrenadante foi removido e o mix de gel de
fibrinogénio foi adicionado as células. A medida que as células e o mix
comecaram o processo de gelificagdo, foram mantidas no gelo para retardar a
polimerizacao. Utilizou-se ponteiras geladas para a adicdo da trombina (2U/mL;
Sigma-Aldrich cat #T7513) ao mix de gel de fibrinogénio. Sete (7) pL da
preparacdo de células com a mistura foram rapidamente plaqueados em um
dispositivo. Para evitar que o0s tecidos secassem durante o processo de
gelificagdo, 750uL de meio de cultivo foi adicionado nas placas de Petri com os
dispositivos e estes foram incubados a 37°C. Ap6s 48 horas, o meio de cultivo
do plagueamento foi trocado para o um novo meio, livre de soro, contendo os
seguintes reagentes: StemPro-34 (ThermoFisher cat # 10639011)
suplementado com L-glutamina (2mM), acido L-ascérbico (50ug/miL),
transferrina, 1-tioglicerol (0,039uL/mL, Sigma-Aldrich cat #M6145) e Gibco
Antibiotic-Antimycotic. O meio de cultivo foi substituido a cada dois dias e

utilizado durante todo o remodelamento tecidual.
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Antes de medir a for¢a contratil, os tecidos foram deslocados com uma
agulha para garantir que estivessem centralizados e ndo com as extremidades
ligadas aos pocos (Figura 10). Para as medicdes de forca contratil, os
microtecidos cardiacos foram visualmente capturados em seu batimento
espontaneo, bem como quando estimulados eletricamente em seu respectivo
limiar de excitacdo (detalhado abaixo). Foram gravados videos das hastes de
PDMS por 15 segundos sob uma ampliacdo de 10X com uma camera Leica
EC3. Apds a medicao dos tecidos, os mesmos foram realocados em uma nova
placa com meio de cultivo fresco, que estivesse proximo de 37°C e 5% de
CO2, garantindo assim, a manutencdo dos microtecidos e posterior utilizacao
destes para os experimentos seguintes.

Para a estimulacdo elétrica, os dispositivos com o0s microtecidos
cardiacos foram colocados entre duas hastes paralelas de carbono, (Ladd
Research, cat # 30250) espacadas de 1,5cm entre uma e outra na placa de
Petri. O fio de platina (Ladd Research, cat # 30571), um material biocompativel,
foi enrolado de forma segura em torno de cada haste de carbono e estendido
para o exterior da placa de Petri. Cada fio de platina foi entdo conectado
através de cabos a um estimulador elétrico pulsante (Astro-Med Grass S88X
Stimulator). As placas de Petri foram colocadas sob um microscopio, e a
voltagem foi gradualmente aumentada de 1V até que o tecido alterasse seu
padrdo de batimento para coincidir com os pulsos de 1Hz. Também foram
gravados videos dos tecidos sob estimulacao.

A anélise de imagens foi realizada com o software ImageJ 1.51 *** com
base nos videos adquiridos. Para as medicbes da forca passiva o
deslocamento foi calculado com base na distancia entre a haste de PDMS no
estado relaxado do tecido e a posicao original (horizontal) da haste antes da
compactagcdo do tecido. Para as medigbes de forgca contratil ativa, o
deslocamento foi calculado com base na distancia da haste PDMS durante
uma batida espontanea ou de 1 Hz (quando sob estimulo elétrico) do tecido
contraido em relacdo a posicdo das hastes na posicao original (hozrizontal).
Para o célculo da forca contratil ativa, a forca passiva foi subtraida da forca

total calculada.
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Figura 10: Microtecido do clone controle-CM ligado na parte inferior as hastes
de PDMS, apés serem deslocados com uma agulha para garantir que
estivessem centralizados.

3.4.9.5.3 Anélise da forga de contragéo

Foi desenvolvida uma equacdo de forca versus o deslocamento para
avaliar a forca contratil gerada pelos microtecidos, a partir da medi¢do do
deslocamento de hastes de PDMS com diferentes pesos conhecidos. Baseada
nos resultados obtidos, uma analise de regresséo foi realizada com o MATLAB
R2018a usando o Curve Fitting Toolbox. Escolheu-se o seguinte modelo,
considerado mais adequado, com um valor de R-quadrado ajustado de 0,9939:

Forca Contrétil Ativa (hN mm-2) = (0,002156 y (xa + xp)) + (0,00256 (xa
+ xp) 2) + (1,55 (xa + xp)) - (0,00256xp2) - (0,002156 xp y) - (1,55 xp)

Onde xp = deslocamento passivo, xa = deslocamento ativo e y = largura.
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3.4.9.6 Ensaios de mapeamento 6ptico para medicdo da propagacédo e

velocidade de conducédo do impulso elétrico

O mapeamento Gtico (do inglés, optical mapping) dos microtecidos foi
utilizado como ferramenta para o estudo eletrofisioldgico das células, como a
propagacao e velocidade de conducdo do impulso elétrico. Os ensaios foram
conduzidos em um sistema adaptado, baseado em sistemas previamente
descritos °°. Durante o experimento, as células (microtecidos) foram mantidas
em uma base aquecida, cuja a temperatura era controlada em 37° C. Os
tecidos foram corados com um corante sensivel a voltagem, FluoVolt
(FluoVolt™ Membrane Potential Kit, ThermoFisher # F10488), que se liga a
camada externa de membranas de bicamada celular de cardiomiocitos. Os
microtecidos, que continham as células coradas, foram entdo excitados por
uma fonte de luz com o comprimento de onda de excitacdo apropriada, que
corresponde ao espectro de absorgédo do corante. Quando o corante retorna ao
estado original apos ser excitado, emite fotons com um comprimento de onda
maior que o da luz de excitacdo. O sistema 6tico entao filtra os fétons emitidos
e focaliza a luz em um fotodetector, que quantifica a quantidade de luz
fluorescente emitida para cada um de seus multiplos pixels. Os dados foram
adquiridos em uma frequéncia de batimento definida por estimulacdo externa
(por meio de um eletrodo bipolar), na forma de uma série de matrizes de

intensidade de fluorescéncia.

3.4.9.6.1 Marcacéao dos tecidos com o fluoréforo

Para a realizagéo do experimento, os dispositivos com 0s microtecidos
cardiacos foram transferidos individualmente para uma nova placa com fundo
de vidro, Flurodish (WPI Inc, #FD35-100), especifica para captacdo de imagens

de alta resolucdo com a utilizacdo de fluoréforo. Em seguida, cobriu-se os
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dispositivos na placa com a solugdo contendo o fluoréforo FluoVolt™
(Membrane Potential Kit, ThermoFisher # F10488) e foram incubados a 37°C
por 30 minutos. A solucdo continha: 500ul de meio de cultivo (StemPro basico),
1,2 ul da solucado estoque de FluoVolt 1000x (componente A) + loading buffer
(componente B). Apds os 30 minutos de incubacdo com o fluoréforo, a solugao
foi retirada e foi feita uma lavagem com solucao Tyrode 1x (58,44 g/mol de
NaCl + 74,55 g/mol de KCI + 246,47 g/mol MgSO4 + 136,09 g/mol KH2PO4 +
84,01 g/mol NaHCO3 + 180,16 g/mol de Glicose + 110,04 g/mol de Piruvato de
Sddio + 147,01 g/mol de CaCl2) aquecida a 37°C. Apds a lavagem, foi
adicionado 2mL da mesma solucdo de Tyrode 1x a amostra. Para a captagéo
das imagens foi utilizado o microscépio MVX10 (Olympus) com a objetiva
MVPLAPO 0,63X (NA 0,15, WD 87 mm, FN 22, Olympus) onde se obteve um
campo de visdo de 10 mm x 10 mm. O comprimento de onda utilizado para
excitacdo foi de 490-535nm e o filtro de passagem do fluoréforo FluoVolt foi de

532-588 nm (fluorescéncia verde).

3.4.9.6.2 Andlise das imagens

Foi utilizado o software MetaMorph® (Molecular Devices) para a
aguisicdo das imagens dos transientes, dos microtecidos em batimento
espontaneo e sob estimulacdo. Os parametros foram definidos em 2ms de
tempo de exposicdo e 9000 frames, 0 que resultou em uma taxa de 500 frames
por segundo. Os mesmos parametros foram utilizados para a aquisicdo das
imagens dos microtecidos estimulados. Para a estimulacéo pontual das células,
foi utilizado um eletrodo bipolar. O sistema usado para a estimulacdo elétrica
dos microtecidos foi o software PowerLab (ADInstruments), a uma frequéncia
de 1Hz até 3 Hz, aumentando-se o estimulo a cada 0,5Hz, com duracédo do
pulso ajustada em 5ms e voltagem de 10V. A duracdo dos potenciais de agao
oticos (do inglés, optical action potential duration ou oAPD) dos microtecidos,
foram medidos utizando-se o0 software MetaMorph. As analises e

processamento final das imagens adquiridas foram realizadas no software
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MATLAB, utilizando-se um script adaptado de Laughner JI, *°° no laboratério de
Laflamme e colaboradores, para a criacdo de mapas de ativacao, duragéo do
potencial de acdo e velocidade de conducdo. Foram selecionadas as regides
de interesse (do inglés, regions of interest ou ROI) de cada microtecido, e os
potenciais de acdo de cada tecido foram determinados manualmente, de
acordo com a intensidade de fluorescéncia média da regido ao longo do tempo.
A duracéo de potencial de acéo 6tico para cada microtecido foi calculado com

base na média de 5 APDo medidos.
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banda de 450-490 nm antes de ser refletida na amostra. A luz emitida é
dividida nos canais “verde” e “vermelho” primeiramente por um espelho dicréico
de 647 nm de extensdo dentro do divisor de canal duplo DC2. O sinal de luz
"verde" (no caso, FluoVolt) foi entdo novamente filtrado por banda adicional de
500-530 nm antes de ser visualizado por uma camara EM-CCD de alta
velocidade. Durante o experimento o microtecido foi continuamente aquecido
por uma camara de agua com temperatura ajustada (37°C). A estimulacdo nas
frequéncias desejadas foi realizada usando-se um eletrodo externo bipolar.

3.4.10 Analise estatistica da caracterizacao funcional com CM

diferenciados

As variaveis continuas foram resumidas em médias e desvios-padrdo e
as variaveis categoricas foram expressas como frequéncias. Diferencas entre
as médias dos trés grupos (2.5 CAVD-CM, 5.5 CAVD-CM e controle-CM) foram
calculadas pelo teste de via-Unica ANOVA, com comparacBes multiplas pelo
teste de Bonferroni. Para a andlise entre apenas um dos grupos CAVD e o
controle, foi realizado o teste T-student. Valores de P <0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Todas as estatisticas foram

realizadas no software Prism 8 (GraphPad, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas da casuistica analisada

Os dados clinicos dos 47 probandos foram resumidos na

Tabela 6. A média de idade dos pacientes foi de 40,2 anos * 15,6, dos
quais 38 pacientes (81%) eram do sexo masculino. A manifestacao clinica mais
frequente foi palpitacdo sustentada (32/47, 68%), seguida de sincope (17/47,
36%) e morte subita recuperada (4/47, 9%). Cinco pacientes eram
assintomaticos (5/47, 11%). Em relagcéo a funcéo ventricular direita avaliada por
ressonancia magnética cardiaca (RNM) ou ecocardiograma, 21/47 (45%)
pacientes apresentaram disfuncao importante do ventriculo direito, 16/47 (34%)
disfuncdo moderada e 8/47 (17%) disfungéo discreta. Um (1) paciente (2%)
apresentou disfuncdo segmentar isolada e 1 paciente (2%) apresentou
disfuncéo isolada do ventriculo esquerdo. Em 4/47 (9%) pacientes a doenca
progrediu para disfuncao biventricular, necessitando de transplante cardiaco
em 3 pacientes (6%). Quarenta e um pacientes (41/47, 87%) apresentaram
manifestacdo arritmica da doenca, enquanto seis pacientes (6/47, 13%)
apresentaram insuficiéncia cardiaca, mostrando um predominio da
manifestacdo arritmica da doenca. Em relacdo a presenca de CDlIs, 33/47
(70%) pacientes possuiam o dispositivo.
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Tabela 6: Caracteristicas clinicas da populacédo analisada.

Coorte total (n= 47, 100%)

n %
Sexo masculino 38 80,85
Idade, média + DP, anos 40,2 + 15,56
Manifestag@es clinicas iniciais
Sincope 17 36,17
Palpitagdo 32 68,09
RecPC 4 8,51
Assintomaticos 10,64
Tipo de disfuncéo
Disfuncéo importante de VD 21 44,68
Disfun¢do moderada de VD 16 34,04
Disfuncao discreta de VD 8 17,02
Disfuncéo segmentar isolada 1 2,13
Disfuncéo isolada de VE 1 2,13
Disfuncéo biventricular 4 8,51
Alteragdes estruturais
Critério maior 34 72,34
Critério menor 8 17,02
Alteragdes de repolarizacdo
Critério maior 37 78,72
Critério menor 5 10,63
Onda épsilon 13 27,65
Eventos
TV sustentada 26 55,31
CDI 33 70,21
Transplante 3 6,4
Acompanhamento, média + DP, meses 235,23 £ 79,7
Clinica prevalente
Arritmia 41 87,23
ICC 6 12,76

AbreviagBes: Recuperacdo de parada cardiaca (recPC); Cardiodesfibrilador implantavel (CDI),
Taquicardia ventricular (TV), Insuficiéncia cardiaca (ICC), ventriculo direito (VD), ventriculo esquerdo

(VE).
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41.1

Cobertura média dos genes relacionados a CAVD

Os genes relacionados a CAVD obtiveram suas porcentagens médias

de cobertura (acima de 10x) apresentadas na Tabela 7 e plotadas conforme

Figura 12. O gene que apresentou maior porcentagem de cobertura média

acima de 10x foi o CTNNA3 (99,42%) e o gene gue apresentou 0 menor

percentual de cobertura média foi o JUP (87,63%).

Tabela 7: Porcentagens médias de cobertura acima de 10x, para os genes de
CAVD, para todas as amostras.

CTNNA3 |DES |DSC2 |DSG2 |DSP |JUP |LMNA |PKP2 | TGFB3 | TMEM43 |TTN |RYR2
MEDIA %) 99,42 98,78 | 91,40 | 90,58 | 92,89 | 87,63 | 87,98 | 94,51 | 90,80 91,27 90,04 | 90,63
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Figura 12: Boxplot da distribuicdo das porcentagens de cobertura média acima
de 10x dos genes associados a CAVD. As caixas representam o intervalo
interquartil (IQR). A linha horizontal preta representa a mediana. Barras de erro
representam erro padrao da média.
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4.2 AlteracOes encontradas

As amostras foram analisadas de acordo com os critérios descritos
anteriormente. Entre os 47 casos-indice, foram encontradas variantes
"patogénicas” (1) ou "provavelmente patogénicas” (2) em 18 (38,3%) pacientes,
por sua vez considerados casos positivos em relagdo ao diagndstico molecular
(Tabela 8). Entre os casos positivos, encontramos 13 variantes causais
distintas em genes comumente associados a CAVD (10 variantes foram
consideradas patogénicas (1), 3 variantes foram consideradas provavelmente
patogénicas (2)). Quatro delas eram novas variantes raras (ndo descritas
anteriormente). Quatro variantes foram encontradas em mais de um paciente.

Entre os casos positivos, 0 gene gque apresentou maior frequéncia de
alteracoes foi o PKP2 (38,8%), com ocorréncia de 7 variantes causais distintas,
seguido pelo gene DSC2 com 3 (16,6%), DSG2 com 2 (11,1%) e DSP com 1
(5,5%). Em relacado ao tipo de variante causal, 2 foram do tipo missense, 1 non-
sense, 2 insercbes, 2 delecbes e 6 alteracbes de sitio de splicing. Um dos
pacientes da casuistica apresentou tanto uma variante “patogénica” quanto
uma “variante de significado incerto” (VSI). De acordo com a classificagdo da
ACMG, 16 (34,1%) pacientes apresentavam uma VS| (Tabela 9). Dentre os
pacientes portadores de VSI, trés deles possuiam alteracdo em mais de um
gene relacionado a CAVD. Além disso, foram encontradas VSI em genes ndo
desmossomais (TTN, RYR2, FLNC), sendo a maioria das variantes
previamente relatadas na literatura. Em 4 (8,5%) pacientes, encontramos
variante rara em um “gene de significancia incerta” (GSI) (Tabela 10). Metade
das variantes encontradas em GSI foram previamente relatadas como
associadas a fendtipos similares a CAVD, embora em genes que nao sao
comumente associados a doenca.

Todas as variantes encontradas e as informag@es utilizadas na analise
e classificacdo das mesmas, baseadas no ACMG, sdo apresentadas na Tabela
11.
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Tabela 8: Variantes consideradas patogénicas (1) ou provavelmente

patogénicas (2) de acordo com a classificagdo ACMG.

Alteracdo de Alteracéao Numero de Descritaou Classificacéo
Gene nucleotideo proteica casos-indices nova ACMG

PKP2  c.2578-2 A>C* X 2 D 1
c.1170+2 T>A* X 3 D 1
€.2062T>C p.Ser688Pro 2 D 2
€.1689-1C>G X 1 D 2
€.1378+1G>C X 1 D 1
C.2489+1G>A X 1 D 1
c.148_151delACAG  p.Thr50Serfs 1 D 1
DSC2 €.929 930insT p.GIn310fs 1 1
C.2471C>T p.Ser824Leu 1 D 2
€.923C>G p.Ser308* 1 1
DSG2  ¢.523+1G>C”* X 2 D 1
€.878_879insA p.Val295fs 1 N 1
DSP c.2572delG p.Glu858fs 1 N 1

# Variantes que foram funcionalmente confirmadas pela verificacdo do RNA.
Abreviactes: alteracéo previamente descrita na literatura (D), nova alteracdo (N).
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Tabela 9: Variantes consideradas Variantes de significado incerto (VSI) para
CAVD de acordo com a classificacdo ACMG.

PKP2 €.2383G>C p.Ala795Pro 1 N VSl
c.1187G>A p.Gly396Asp 1 N VSI

DSC2 €.21947>G p.Leu732Val 1 D VSI
C.813T>A p.Asp271Glu 1 N VSI

DSG2 c.354T>A p.Asp118Glu 1 N VSI
€.1003A>G p.Thr335Ala 1 VSI
€.1478A>G p.Asn493Ser 2 D VSI

DSP €.6188G>A p.Arg2063Gin 1 D VSI
€.1352G>A p.Arg451His 1 D VSI

TTN €.22240G>T p.Glu7414* 1 D VSI

RYR2  ¢.3380 A>G p.Glu1127Gly 1 D VSl
€.3361G>C p.Gly1121Arg 1 D VSl

FLNC €.1606G>A p.Glu536Lys 1 D VSI
c.8053A>T p.Lys2685* 1 N VSI
c.7094A>G p.Lys2365Arg 1 N VSI

AbreviacOes: alteragéo previamente descrita na literatura (D), nova alteragéo (N).
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Tabela 10: Variantes consideradas Genes de significado incerto (GSI) para
CAVD de acordo com a classificacdo ACMG.

Alteracéo de Alteracéo Ndmero de  Descritaou Classificagao
Gene nucleotideo proteica casos-indices nova ACMG
SCN10A c.5200G>A p.Glul734Lys 1 N GSI
C.2441G>A p.Arg814His 1 D GSI
c.472T>G p.Tyr158Asp 1 D GSI
LDB3 €.1502T>C p.Phe501Ser 1 N GSI

AbreviacOes: alteracdo previamente descrita na literatura (D), nova alteracdo (N).
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Tabela 11: Variantes encontradas e informacdes utilizadas na analise e classificacdo das mesmas, baseadas no ACMG.
Abreviacdes: Amostra (AM); PROVEAN (Pr); SIFT (S); PolyPhen-2 (P2); American College of Medical Genetics and Genomics
(ACMG); negativa (neg). Legenda da Classificacdo ACMG: Patogénica (1); Possivelmente Patogénica (2); Variante de

Significado Incerto (VSI), Gene de Significado Incerto (GSI).

Predicdo in silico gnomAD Task Force Criteria
AM Gene Alteracao Clinvar ACMG
Pr S P2 (%) Maiores | Menores
1 PKP2 c. 2578-2 A>C 1 2 1
Pathogenic/Likely
2 PKP2 c.1170+2 T>A 1 1 2
Pathogenic
3 DSC2 929 930insT 1 2 1
4 ausente 1 1
5 DSC2 21947>G X X 0,0012 Conflicting interpretations VSI
2 3
PKP2 2383G>C X X VSI
6 DSC2 2471C>T X X X 0,0108 Uncertain Significance 2 2 2
7 PKP2 2062T>C X X X 0,0043 Conflicting interpretations 2 1 1
8 FLNC €.1606G>A X X X 0,0079 Uncertain Significance VSI 2 3
9 RYR2 3380A>G X X X 0,0010 Conflicting interpretations VSI 2 3




Resultados 70

Tabela 11: Variantes encontradas e informacg@es utilizadas na andlise e classificagdo das mesmas, baseadas no ACMG.

Predicdo in silico gnomAD Task Force Criteria
AM Gene Alteracéao Clinvar ACMG
Pr S P2 (%) Maiores | Menores
10 LDB3 €.1502T>C X X 0,0067 GSI 1 1
11 FLNC C.8053A>T - VSI 3 2
12 DSC2 923C>G 1 2 2
13 SCNI10A C.2441G>A X X 0.0307 Uncertain Significance GSI
SCN10A c.472T>G X X X 0.0259 GSI ’ ’
14 DSC2 C.813T>A X X X VSI 2 1
15 ausente 2 2
16 DSG2 C.354T>A X X VSI 2 2
17 SCN10A c.5200G>A X X X 0.0170 GSI 2
18 DSP ¢.2572delG - 1 1 2
19 PKP2 c. 2578-2 A>C --- 1 1 3
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Tabela 11: Variantes encontradas e informacdes utilizadas na analise e classificacdo das mesmas, baseadas no ACMG.

20 ausente - - 3 2
21 ausente - - 2 2
22 RYR2 c.3361G>C X X 0,0018 VSI

DSG2 €.523+1G>C --- 0,0017 Likely Pathogenic 1 ' °
23 ausente -—- -—- neg 3 1
24 PKP2 C.148_151delACAG --- --- Pathogenic 1 1 2
25 FLNC C.7094A>G X X 0.0021 VSI 3 1
26 ausente neg 1 2
27 ausente -—- -—- neg 2 2
28 PKP2 c.1170+2T>A --- --- Pathogenic/Likely Pathogenic 1 3 0
29 DSG2 €.878_879insA - - 1 1 1
30 PKP2 c.1187G>A X X - - VSI 1 2
31 DSG2 c.1003A>G X X 0.0509 Conflicting interpretations VSl 2 1
32 DSP C.6188G>A X X 0.0028 Uncertain significance VSI 2 1
33 DSP C.1352G>A X X - - Uncertain significance VSI 1 2
34 DSG2 c.523+1G>C - 0.0017 Likely Pathogenic 1 1 1
35 PKP2 2062T>C X X X 0,0043 Conflicting interpretations 2 2 0
36 TTN €.22240G>T - - - - VSI 3 0
37 PKP2 €.1689-1C>G --- --- --- 0,0018 Pathogenic 1 2 2




Resultados 72

Tabela 12: Variantes encontradas e informacg@es utilizadas na andlise e classificagdo das mesmas, baseadas no ACMG.

Predicao in silico

Task Force Criteria

AM Gene Alteracao gnomAD (%) ClinVar ACMG
Pr S P2 Maiores Menores
Pathogenic/Likely
38 PKP2 C.1170+2T>A 1 2 3
Pathogenic
39 ausente neg 3 3
Pathogenic/Likely
40 PKP2 €.1378+1G>C 0.04073 1 2 4
Pathogenic
41 ausente neg 2 1
42 DSG2 C.1478A>G X X 0.006054 Uncertain significance VSI 2 1
43 ausente neg 3 1
44 DSG2 C.1478A>G X X X 0.006054 Uncertain significance VSI 1 2
45 ausente neg 2 1
46 ausente neg 3 1
a7 PKP2 €.2489+1G>A 0.0028% Pathogenic 1 2 2

Abreviacbes: Amostra (AM); PROVEAN (Pr); SIFT (S); PolyPhen-2 (P2); American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG);
negativa (neg). Legenda da Classificacdo ACMG: Patogénica (1); Possivelmente Patogénica (2); Variante de Significado Incerto (VSI),

Gene

de

significado

incerto

(GSI).
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4.3 Associacao Genotipo- Fendtipo

As variaveis clinicas foram primeiramente analisadas conforme a
presenca de alteracdo versus auséncia de alteracdo (Tabela 12). Ambos os
grupos apresentaram maior prevaléncia do sexo masculino (78% e 83%) e a
idade de inicio foi semelhante (40,21 £+ 15,56 e 40,24 + 16,11).

A variavel historia familiar de morte subita cardiaca abaixo de 35 anos
foi significativamente associada a portadores de variantes causais (p=0,04).
Além disso, os 5 pacientes assintomaticos da coorte apresentaram uma
variante patogénica ou provavelmente patogénica.

As variaveis taquicardia ventricular sustentada, presenca de onda T
invertida e épsilon, tiveram frequéncias semelhantes entre aqueles com e sem
variantes causais (p=0,07, p=0,11, e p=0,22, respectivamente). Pacientes com
disfuncdo importante do ventriculo direito ou disfuncdo biventricular nao
apresentaram diferencas significativas entre portadores e ndo portadores de
variantes causais (p=0,98 e p=0,28, respectivamente). Além disso, ndo houve
diferenca significativa na comparacdo no desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca entre os grupos (P> 0,999).

Curiosamente, os 3 pacientes portadores de mais de uma variante
causal eram mais velhos (40, 45 e 58 anos) quando comparados a idade média
de apresentacdo clinica da doenca em nossa casuistica. Nenhum dos trés
pacientes com multiplas alteracdes apresentou disfungéo significativa do VD.

Em seguida, foi realizada uma comparacgéo entre as variaveis clinicas
dos pacientes portadores de variantes causais (1 ou 2) no gene PKP2 ou em
outros genes desmossomais, apresentados na Tabela 13. Ambos os grupos
apresentaram maior prevaléncia do sexo masculino (82% e 71%) e a idade de
inicio foi semelhante (39,55 + 12,52 e 39,85 + 13,39).

A presencga de CDI nos pacientes foi significativamente associada a
portadores de variantes causais no gene PKP2 (p=0,01). Além disso, dentre os
pacientes assintomaticos da coorte, a auséncia de sintomas estava mais

relacionada a pacientes portadores de uma variante causal em algum gene
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desmossomal que ndo o PKP2 (p=0,04). Para as demais variaveis clinicas, nédo

houveram diferengas significativas entre os dois grupos.
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Tabela 12: Caracteristicas clinicas dos casos-indice de CAVD relacionados a
presenca ou auséncia de variantes causais (Patogénicas ou Provavelmente
Patogénicas).

Presencade yariantes Auséncia de yariantes
causais causais
Total (n=47) (n=18) (n=29) p-valor*
n (%) n (%)
Género 0,7155*
Masculino (n=38) 14 (77,7%) 24 (82,75%)
Feminino (n=9) 4 (22,2%) 5 (17,2%)
Idade de apresentacdo 40,21 + 15,56 40,24 + 16,11 0.8224%*
clinica, média + DP,anos ’
_I\/Ign_if_estagées clinicas
iniciais
Sincope 7 (38,9%) 10 (34,5%) 0,7599
CDI 10 (55,5%) 19 (65,5%) 0,4946
RecPC 2 (11,1%) 2 (6,9%) 0,6313*
Assintoméaticos 5 (27,7%) 0 (0%) 0,0056*
Alteragdes estruturais
Critério maior 13 (72,2%) 21 (72,4%) 0,9886
Critério menor 1 (5,5%) 7 (24,1%) 0,0994
Ongla T invertida (critério 15 (83,3%) 28 (96,5%) 0.1144
maior)
Epsilon (critério maior) 4 (22,2%) 12 (41,4%) 0,2185*
TV sustentada 7 (38,8%) 19 (65,5%) 0,0743
ICC 2 (11,1%) 4 (13,8%) >0,9999*
Disfungéo importante de VD 8 (44,4%) 13 (44,8%) 0,9795
Disfuncgéo biventricular 0 (0%) 4 (13,8%) 0,2830*
Transplante 1 (5,5%) 2 (6,9%) >0,9999*
Historia familiar para MS 8 (44,4%) 4 (13,8%) 0,0366*

cardiaca (<35 years)

Testes utilizados: Chi-Quadrado, *Teste Exato de Fisher, ** Teste T-student. Abreviacdes:
Cardio desfibrilador implantavel (CDI); parada cardiaca recuperada (RecPC); taquicardia
ventricular (TV), insuficiéncia cardiaca (ICC), ventriculo direito (VD).

p<=0.05 - resultado significativo
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Tabela 13: Caracteristicas clinicas dos pacientes dos casos-indice de CAVD
relacionadas ao gene desmossomal causal (PKP2 ou outros genes
desmossomais) (Patogénicas ou Provavelmente Patogénicas).

PKP2 Qutros genes desmossomais
Total (n=18) (n=11) (n=7) p-valor*
n (%) n (%)

Género >0,9999*

Masculino (n=38) 9 (81,8%) 5 (71,4%)

Feminino (n=9) 2 (18,2%) 2 (28,6%)
Idade de apresentacéo clinica, 39,55 +12,52 39,85 + 13,39 0,7993**
média + DP,anos
ngifgsta@ﬁes clinicas
iniciais

Sincope 5 (45,4%) 2 (28,6%) 0,6371*

CDI 9 (81,8%) 1 (14,3%) 0,0128*

RecPC 2 (18,2%) 0 (0%) 0,4967*

Assintométicos 1(9,1%) 4 (57,2%) 0,0474*
Alteragdes estruturais

Critério maior 8 (72,7%) 5 (71,4%) >0,9999*

Critério menor 1 (9,1%) 1 (14,3%) >0,9999*
Onda T invertida 10 (90,9%) 5 (71,4%) 0,5282*
Epsilon 3 (27,3%) 1 (14,3%) >0,9999*
TV sustentada 5 (45,4%) 2 (28,6%) 0,6371*
ICC 1(9,1%) 1 (14,3%) >0,9999*
Disfuncéo importante de VD 4 (36,4%) 4 (57,1%) 0,6305*
Disfuncgéo biventricular 0 (0%) 0 (0%) NA
Transplante 1 (9,1%) 0 (0%) >0,9999*
Historia familiar para MS 6 (54,5%) 2 (28,6%) 0,3665*

cardiaca (<35 years)

Testes utilizados: *Teste Exato de Fisher, ** Teste T-student. Abreviacdes: Cardio desfibrilador
implantavel (CDI); parada cardiaca recuperada (RecPC); taquicardia ventricular (TV),
insuficiéncia cardiaca (ICC), ventriculo direito (VD), ndo avaliado (NA).
p<=0.05 - resultado significativo
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4.4 Isolamento de UPCs

O isolamento das células de urina foi realizado para os pacientes
CAVD 5 e CAVD 2. Foram coletados 198 mL de urina do paciente CAVD 5, e
480 mL de urina do paciente CAVD 2. As UPCs da primeira amostra (CAVD 5)
foram isoladas com sucesso, com a obtencdo das primeiras coldnias apos 6
dias do isolamento (Figura 13). Ja para a segunda amostra (CAVD 2) nao
obtivemos sucesso em trés tentativas de isolamento, uma vez que as células
nao aderiram a placa e ndo formaram colénias. As células isoladas do paciente
CAVD 5 foram mantidas em cultura e passadas conforme foram atingindo a
confluéncia, até a passagem 3, quando foram congeladas para criopreservagao

e utilizadas para a reprogramacao.

Figura 13: Células presentes em colénia de UPCs do paciente CAVD 5 no dia
6 depois do isolamento Objetiva utilizada para imagem: 20x.
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4.5 Extracéo de fibroblastos

A extracdo dos fibroblastos foi realizada no paciente CAVD 2, uma vez
que nao foi possivel o isolamento das UPCs a partir da urina para este
paciente. Um fragmento de 3mm da pele foi coletado. Os fibroblastos foram
extraidos com sucesso, com a obtencao das primeiras células apos 20 dias do
plagueamento (Figura 14). As células foram mantidas em cultura e passadas
conforme foram atingindo a confluéncia, até a passagem 2, quando foram

congeladas para criopreservacao e utilizadas para a reprogramacao.

Figura 14: Fibroblastos do paciente CAVD 2 no dia 18 depois da extracao.
Obijetiva utilizada para imagem:10x.

4.6 Reprogramacéao das UPCs e fibroblastos em hiPSCs

Antes da diferenciacdo das células em cardiomidcitos para o estudo
fenotipico das alteracdes, as células passaram pela etapa de reprogramacao
para se tornarem hiPSC. As UPCs e fibroblastos dos respectivos pacientes
foram submetidos a reprogramacao por meio da transfeccao episomal.

Os primeiros clones de iIPSCs provenientes das UPCs (CAVD 5) foram
morfologicamente identificados entre 12-21 dias de cultivo. Conforme Figura
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15, foi observada uma camada de UPCs (células alongadas) com a presenca
de alguns clusters compactos com morfologia diferente. Estes clusters eram
potenciais colénias de iPSCs que surgiram no poco. Ja os primeiros clones de
IPSCs provenientes dos fibroblastos (CAVD 2) foram morfologicamente
identificados apds 30 dias de cultivo. Neste processo, foram selecionados 20
clones de iPSCs para o paciente CAVD 5 e 15 clones para o paciente CAVD 2.

As colbnias individuais de iPSC que melhor se adaptaram as condicdes
de cultivo (mantiveram morfologia adequada e baixa taxa de diferenciacao
espontanea) e proliferaram, foram expandidas, ou seja, passadas isoladamente
para multiplos novos pocos. Os clones gerados foram congelados para
criopreservacdo e/ou utilizados para posterior caracterizacdo antes da

diferenciacédo destes em cardiomidécitos.

Figura 15: Primeiros clusters de potenciais clones de hiPSCs (paciente CAVD
5) aparentes apos 21 dias de cultivo. Objetiva utilizada para imagem: 10x. As
setas vermelhas reprentam os clusters emergentes, com morfologia diferente
das células ao redor.
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4.7 Caracterizacao dos clones de hiPSCs

Foram feitas algumas analises de caraterizacdo de pelo menos 2
clones de cada paciente. Como controle positivo das células pluripotentes,
foram utilizados dois clones de duas linhagens celulares diferentes, ambos
gerados e caracterizados previamente por nosso laboratério (LGCM): o
primeiro, SS109, a partir de fibroblastos e o segundo, UMVP5, a partir de
UPCs.

Os ensaios realizados para a caracterizacdo dos clones quanto a

sua pluripoténcia foram descritos abaixo.

4.7.1 Morfologia

A morfologia das células foi analisada e os clones apresentaram
colénias bem definidas, células pequenas, justapostas e composi¢cdo nuclear
abrangendo quase todo o citoplasma, sem evidéncias de diferenciagcédo
espontanea anormal (Figura 16). Além disso, notou-se o fato de que se
tratavam de células que puderam ser facilmente repicadas, que cresciam e

aderiam bem as placas de cultivo, caracteristicas estas comuns de hiPSCs.

: ~100 pm

Figura 16: Clones de hiPSCs amplificados apresentando morfologia tipica de
hiPSCs. (a) paciente CAVD 2 - clone 2.5 (40x). (b) paciente CAVD 5 - clone
5.5. Objetiva utilizada para imagem a)10x b) 20x. Escala: 100um.
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4.7.2 Marcadores moleculares

A RT-PCR foi realizada a fim de verificar a expressdo génica de
marcadores moleculares presentes em hiPSCs. O ensaio demonstrou que o
clone de hiPSCs CAVD 5.5, bem como CAVD 2.5, expressavam 0S genes
relacionados a pluripoténcia (SOX2, NANOG, OCT3/4, REX 1) (Figura 17). As
UPCs (CAVD 5), expressaram em menor quantidade ou ndo expressaram
alguns destes genes (como 0 SOX2 e REX1). J& os fibroblastos (CAVD 2) ndo
expressaram nenhum dos genes. O ensaio reforcou as mudancgas profundas

que ocorrem nas células durante a reprogramacao.

5.5

2.5

$5109
UPC
Fibroblasto
Negativo

NANOG

S0X2

OCT3/4

REX1

Figura 17: Gel de agarose (1%) da RT-PCR realizada a partir do RNA das
células para a verificacdo da presenca dos genes marcadores de pluripoténcia.

4.7.3 Marcadores proteicos

As hiPSCs geradas foram testadas quanto a expressao de proteinas
marcadoras, por meio dos ensaios de imunofluorescéncia e de citometria de
fluxo.

Os resultados da imunofluorescéncia de um dos clones (5.5) foram

apresentados como exemplo na Figura 18, onde podemos observar a
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presenca dos fatores de transcricdo SOX2, NANOG, OCT3/4, bem como 0s
marcadores de membrana SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, comumente
encontradas em células-tronco pluripotentes. Observamos também na Figura
18, que possui imagens da intercalacdo com DAPI (em azul, marcador
inespecifico de DNA), que a maioria das células expressam as proteinas
marcadas, e que as mesmas estao localizadas conforme o esperado (fatores

de transcricdo no ndcleo e proteinas de membrana na membrana celular).

DAPI/ NANOG

OCT 3/4 DAPI/ OCT 3/4

DAPI/ SOX 2

DAPI/ SSEA4

TRA-1-60 DAPI/ TRA-1-60

TRA-1-81 DAPI/ TRA-1-81

Figura 18: Col6nias de hiPSCs do clone 5.5 com expressdo das proteinas
relacionadas a pluripoténcia nucleares (OCT 3/4, NANOG e SOX2) e de
membrana (SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81). DAPI (em azul) marca os nucleos
celulares. Barra de escala: 100pum.
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Os resultados do experimento de citometria de fluxo sdo apresentados
na Figura 19 (clone 5.5), na qual pudemos observar que 97,7% das células
sdo positivas para a marcagdo do anticorpo SSEA-4 e 63,6% das células sao
positivas para a marcacdo do anticorpo TRA-1-60. Também foi possivel
observar a homogeneidade da populacdo de hiPSCs, sendo que a éarea
delimitada (denominada “gate”) demarca os eventos (células) com perfil
considerado positivo para as andlises. Na imagem, vé-se um gréfico que
mostra a presenca das células sem marcacao especifica (0%) e um grafico que
mostra a presenca de células marcadas apenas com o0 anticorpo secundario

para eliminacdo do background.
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Figura 19: Analise de citometria de fluxo do clone 5.5 (P30) sobre a
porcentagem de células que exprimem os marcadores especificos. (a) “Gate”
morfologico. (b) células sem marcacgéo. (c) células marcadas com o anticorpo
secundario.(d) células marcadas com o anticorpo SSEA-4. (e) células
marcadas com o anticorpo TRA-1-60.
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4.7.4 Integridade cromossémica e presenca das alteragcfes genéticas

O clone controle (SS109) e pelo menos trés clones de cada paciente
tiveram sua integridade cromossémica verificadas. Alguns clones de ambos os
pacientes apresentaram cariotipos anormais, com anormalidades diversas. Os
clones que apresentaram cariotipo normal foram selecionados e posteriormente
utilizados para a diferenciagdo em cardiomiocitos. Além do controle, os clones
que apresentaram cariétipo normal, 46, XY, foram: 5.5 (Figura 20) e 5.17
(CAVD 5), 2.5 e 2.6 (CAVD 2). Desta forma, estes foram os clones utilizados
posteriormente. Também foram verificados os cariétipos das células somaticas
(UPCs) dos pacientes. Para o paciente CAVD 5, o resultado foi um cariétipo
mosaico, 45,X/46,XY, enquanto para o paciente CAVD 2, o resultado foi de
cariétipo normal.

Por meio do método de sequenciamento Sanger, foi confirmada a

presenca das altera¢gfes nas células UPC e hiPSCs dos pacientes.
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Figura 20: Carittipo normal 46,XY do clone de hiPSC 5.5.
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4.8 Diferenciacdo dos clones de hiPSCs em cardiomiocitos (hiPSC-
CMs)

4.8.1 Padronizacado do protocolo de diferenciacéo

As diferenciagbes das hiPSCs em cardiomiécitos foram feitas com
protocolo adaptado conforme previamente descrito, que se mostrou eficiente
para as hiPSCs utilizadas em nosso estudo. Como ponto de partida na
utilizagdo deste protocolo, foram realizados ensaios de padronizagdo para
cada clone no que diz respeito a concentracdo das “small-molecules’, BMP4
e Activina A, uma vez que cada linhagem celular possui diferente resposta a
estas moléculas e, consequentemente, a diferenciacdo. Foi realizada uma
curva de concentracbes para estas moléculas, para comparacdo e
determinacao da concentracdo ideal de BMP4 e Activina A. Comparou-se 24
condicbes: 3, 5, 10, 15 ng/mL de BMP4 combinados a 1,3,6,9,12 e 15 ng/mL
de Activina A (Figura 21).

Entretanto, apds diversas tentativas e ensaios de padronizacéo
feitos em 2 clones para cada paciente e 2 clones controles (que possuiam
cariétipo normal), foi observada reprodutibilidade quanto a pureza, eficiéncia
e viabilidade dos cardiomidcitos nas diferenciacdes de apenas 1 clone de
cada paciente e 1 clone controle (2.5-CAVD-CM, 5.5 CAVD-CM e controle-
CM (SS109)). Portanto, estes foram os clones utilizados para a realizagéo

de todos os experimentos subsequentes.
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Figura 21: Esquema da placa de 24 pocos com a estratégia de combinacdes
das concentragbes de BMP4 e Activina A utilizada para otimizag&o do protocolo
para cada clone de nosso estudo.

48.1.1 Eficiéncia do protocolo de diferenciacdo em cardiomiécitos

As medidas de eficiéncia das diferenciacbes foram realizadas por
citometria de fluxo. O surgimento de uma populacdo duplamente positiva (>
80%) no dia 3, com a marcacdo das amostras com o0s anticorpos CD56 e
PdgfR-a, indicava a presenca de progenitores mesoderme e a diferenciacao
prosseguiu a partir deste primeiro ponto de verificacdo. Para avaliacéo final de
eficiéncia, realizou-se no dia 20 da diferenciacédo, a verificacdo da presenca da
proteina especifica de cardiomidcitos, Troponina T e a proteina especifica de
progenitores de cardiomiocitos ventriculares, miosina de cadeia leve 2v
(MLC2v). Os valores de eficiéncia foram considerados quando a populacdo de
cardiomiécitos apresentou pureza acima de 75% (cTnT), baseado em
informacOes da literatura quanto a pureza de cardiomiécitos utilizados em
estudos de modelagem de doencas. O valor de reprodutibilidade foi
considerado alto quando, pelo menos, trés em quatro diferenciacdes
apresentaram eficiéncia aceitavel.

Identificou-se que a combinacéo de 10 ng/mL de BMP4 junto a 9ng/mL

de Activina A, foi a que apresentou melhor eficiéncia geral, na medida que
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procurou-se escolher uma mesma concentracdo a ser utilizada em todos os
clones estudados.

No entanto, apds diversas tentativas e ensaios de padronizacao feitos
em 2 clones para cada paciente e 2 clones controles (que possuiam cariotipo
normal), foi observada reprodutibilidade quanto a pureza, eficiéncia e viabilidade
dos cardiomidcitos nas diferenciacdes de apenas 1 clone de cada paciente e 1
clone controle (2.5-CAVD-CM, 5.5 CAVD-CM e controle-CM (SS109)). Portanto,
estes foram os clones utilizados para a realizacéo das diferenciacdes e todos os
experimentos subsequentes. A Figura 22 mostra todo processo, desde a pré-
diferenciacdo (hiPSCs) até o momento em que as ceélulas foram dissociadas

para se realizar os experimentos.
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Figura 22: Linha do tempo sobre o processo da diferenciacao dos clones até o
momento em que as células foram dissociadas (no dia 20) para experimentos
posteriores e/ou criopreservacao.

4.8.2 Caracterizacao dos cardiomiécitos

Os primeiros corpos embridides formados por cardiomidcitos, do
clone-controle (SS109) foram morfologicamente identificados e comecaram
a bater entre os dias 8-12 da diferenciacdo. Ja os clones dos pacientes
(CAVD-CMs), comecaram a bater tardiamente quando comparados aos

clones-controle, por volta do dia 13-16 da diferenciacdo (Figura 23). Ao
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atingirem o dia 20 da diferenciacdo, os corpos embriéides eram dissociados
para que se tornassem células individuais, que foram posterirormente
utilizadas para experimentos e/ou criopreservacao.

Além da caracterizacdo dos cardiomiocitos feita por citometria de
fluxo no dia 20 da diferenciacéo, a fim de se verificar a presenca da
proteina cardio-especifica Troponina-T, também foi realizada a analise por
microscopia confocal das células plaqueadas em monocamada no dia 30
da diferenciagdo, quanto a proteina cardio-especifica o-actinina. A
avaliacdo das imagens do ensaio de microscopia confocal dos hiPSC-CMs
(CAVD-CMs e controle-CM), evidenciou a presenca e organizacdo da
proteina estrutural e contratil dos cardiomiocitos adultos, necessaria na

fixacdo dos filamentos de actina no disco-Z (Figura 24).

Figura 23: Corpos embridides de cardiomiocitos no dia 15 da diferenciacao
(clone 5.5). (Escala:200uM).
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Figura 24: Imagem de microscopia confocal do ensaio de imunofluorescéncia
dos cardiomiécitos do clone 2.5 CAVD-CM no dia 30 da diferenciagdo, com
marcacao da proteina especifica de cardiomidcitos (a-actinina). DAPI (em azul)
marca 0s nucleos celulares. Objetiva utilizada para imagem: 60x. Escala:
20mm.

4.9 Ensaios fenotipicos e funcionais — modelagem celular da CAVD

Apbs o estabelecimento do protocolo e caracterizacdes realizadas, 0s
cardiomidcitos diferenciados, controle-CM (SS109) e os clones dos pacientes
(clones 5.5 CAVD-CM e 2.5 CAVD-CM), foram submetidos a uma série de
experimentos a fim de se verificar potenciais diferencas fenotipicas e
funcionais.

Foram realizados experimentos para verificagdo da organizacao ultra-
estrutural das células, verificagdo da expressdo das proteinas do complexo
desmossomal (PKP2, DSC2) e do marcador pro-adipogénico PPAR-y, analise
do perfil de gotas lipidicas presentes nas células, analise do tempo de duracao
do potencial de campo, propagacédo e velocidade de conducdo do impulso
elétrico, forgca de contracdo de organoides cardiacos.
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49.1 Expresséo das proteinas desmossomais

Visto que as alteracbes genéticas associadas a CAVD envolvem
principalmente proteinas desmossomais, realizamos uma anélise para verificar
se 0s pacientes expressavam uma quantidade alterada dessas proteinas em
relagdo aos controles também nas células. Para isso, foi utilizada a técnica de
PCR quantitativa em tempo real por transcriptase reversa (QRT-PCR) para a
quantificacdo da expressédo dos genes PKP2 e DSC2 nos respectivos clones
CAVD-CM e também no controle-CM.

Notou-se uma diminuicdo significativa de expressdao dos mesmos, nos
respectivos clones dos pacientes, quando comparados ao clone-controle (5.5
CAVD-CM, p=0.036; e 2.5 CAVD-CM, p<0.0001, respectivamente) (Figura 25),
0 que confirmou a alteracdo da expressédo destas proteinas nos cardiomidcitos
diferenciados.
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Figura 25: Expressdo dos genes desmossomais PKP2 e DSC2. A gPCR
mostrou uma diminui¢ao significativa de expressao nos clones CAVD-CMs em
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relacdo ao controle-CM (5.5 CAVD-CM, p=0.036; e 2.5 CAVD-CM, p<0.0001,
respectivamente). * representa diferenca estatistica.

49.2 Analise ultra-estrutural

Um dos principais efeitos das altera¢cdes genéticas em proteinas do
complexo desomossomal, que levam a CAVD, é o desarranjo estrutural a
nivel celular. Para avaliar o efeito das variantes encontradas nos pacientes
em relacdo as propriedades ultra-estruturais, realizou-se a analise de
microscopia eletrbnica de transmissdo nos cardiomiécitos diferenciados.
Tanto o controle-CM quanto os clones CAVD-CMs exibiram sarcOmeros
tipicos, separados por bandas Z paralelas (Figura 26). Ao analisarmos a
estrutura dos desmossomos, observou-se diferenca morfologica entre os
cardiomidécitos controle-CM (ss109-CM; Figura 18A e 18B) e os clones
CAVD-CM (2.5-CAVD-CM; Figura 18C e 18D e 5.5-CAVD-CM; Figura 18E e
18F). Pdde-se notar distorcdo estrutural assimétrica e aparéncia nebulosa
nos desmossomos dos CAVD-CMs (em graus variaveis), ausente no
controle saudavel (controle-CM), que por sua vez apresentou desmossomos
de aspecto comum. Ao realizarmos uma analise quantitativa morfométrica da
largura desmossomal, foi observado desmossomos significativamente mais
largos em ambos os clones CAVD-CM, quando comparados ao controle-CM
(p<0,0001 para ambos) (Figura 27). Ainda, notou-se uma diferenca
significativa na largura desmossomal do clone 5.5 CAVD-CM, sendo estes
maiores em comparacdo aos desmossomos do clone 2.5 CAVD-CM
(p=0,0058).
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Control-CM

4

Figura 26: Caracterizagdo ultraestrutural por microscopia eletronica de
transmissao dos cardiomiécitos derivados de hiPSC. A) do controle saudavel
(controle-CMs) com presenca de sarcémeros tipicos e desmossomos de
aspecto comum. B) do clone 2.5-CAVD-CM com presenca de uma estrutura
anormal do desmossomo, distorcido e assimétrico. C) do clone 5.5-CAVD-CM
com presengca uma estrutura anormal do desmossomo, distorcido e
assimétrico. CAVD indica Cardiomiopatia Arritmogénica do Ventriculo Direito;
D, desmossomo; S, sarcOmero. Escala das imagens a direita: 1um; a esquerda:
500nm.
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Figura 27: Avaliacdo quantitativa morfométrica da largura desmossomal. Nota-
se aumento significativo desses parametros nos clones CAVD-CMs, 2.5 CAVD-
CM e 5.5 CAVD-CM em relacédo ao controle-CM, bem como, um aumento da
largura do clone 5.5 CAVD-CM em relagao ao clone 2.5 CAVD-CM. (ANOVA,
p<0,0001, p<0,0001 e p=0,0058)

4.9.3 Expressao do gene marcador pro-adipogénico (PPAR-y)

A fim de caracterizar a doenca no modelo celular, foi feita uma
avaliacdo do nivel de expressdo do fator de transcricdo pro-adipogénico
peroxisome proliferator-activated receptor gamma” (PPAR-y), nos clones
CAVD-CM e controle saudavel de hiPSC-CMs, por meio da técnica de PCR
guantitativa em tempo real por transcriptase reversa (RT-gPCR).

Por meio de uma analise estatistica comparativa entre as médias de
expressao relativa de PPAR-y (ANOVA), observou-se que os cardiomidcitos do
paciente CAVD 2 (2.5-CAVD-CM) apresentaram expressao significativamente
maior que os cardiomiocitos-controle (p=0,0165) (Figura 28). N&o foi

observada diferenca estatistica de expressdo génica entre o clone 5.5 CAVD-
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CM em relagdo ao controle-CM (p=0,1817) e nem entre os CAVD-CMs (2.5
CAVD-CM versus 5.5 CAVD-CM, p=0,872).

PPAR-y
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Figura 28: Comparacéo da expressao do marcador pr6 adipogénico PPAR-y. A
gPCR mostrou um aumento significativo de expressao do gene no clone 2.5
CAVD-CM em relagéo ao controle (p=0.0165).* representa diferenca estatistica
entre paciente x controle.

Expressao de mRNA relativa ao GAPDH

4.9.4 Analise do perfil de gotas lipidicas das células

Para a deteccdo de goticulas lipidicas dentro das células, como uma
analise complementar a expressdo do marcador pro-adipogénico PPAR-y, foi
realizada a marcacdo das células com o fluoroforo Nile Red, analisada por
citometria de fluxo.

Uma propor¢ao significativamente maior de cardiomiocitos de ambos

os pacientes CAVD foi marcada positivamente pelo fluor6foro em comparagéo
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com o clone-controle (SS109-controle-CM) (2.5 CAVD-CM, p= 0,0232; e 5.5-
CAVD-CM, p=0,0438). Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa de

expressao entre os clones CAVD (Figura 29).
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Figura 29: Quantificacdo da expressdo média do marcador Nile Red para
analise do perfil de gotas lipidicas. Observa-se um aumento significativo de
células positivas para a marca¢ao nos clones CAVD-CM em relacao ao controle
(2.5 CAVD-CM, p= 0,0232 e 5.5 CAVD-CM, p= 0,0438). * representa diferenca
estatistica entre paciente x controle.

4.9.5 Duracao do potencial de campo celular

A analise da duracdo do potencial de campo (FPD, do inglés, field
potential duration) foi realizada de forma automatizada pelo software Mobius,
compativel ao equipamento MEDG64 utilizado para MEA (multi-electrode array).
A andlise do tempo de duracdo do potencial de campo serve como marcador
similar e/ou substituto para analise da duracdo do potencial de acdo celular. A

analise randomizada da distribuicdo de FPD dos clones ao longo dos eletrodos



Resultados 96

do chip do MEA revelou uma distribuicdo uniforme dos potenciais de acédo, sem
variagdo significativa entre os eletrodos (Figura 30). A analise do tempo médio
de FPD revelou um prolongamento significativo deste parametro nos clones
CAVD-CM (2.5 CAVD-CM e 5.5 CAVD-CM) gquando comparados com o
controle-CM saudavel (SS109) (721,87 + 39,77 ms; 684,92 + 10,26 ms versus
452,77 £ 26,64 ms, respectivamente; P <0.0001; Figura 31). Além disso, p6de-
se observar um leve prolongamento do parametro entre os clones CAVD,
sendo de maior duracdo no clone 2.5 CAVD-CM do que no 5.5 CAVD-CM
(p=0.0298).

Distribuicao da durac¢ao do potencial de agao ao longo dos
eletrodos no chip de MEA
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Figura 30: Analise randomizada da distribuicdo de FPD dos clones ao longo
dos eletrodos do chip do MEA, revelou uma distribuicdo uniforme dos
potenciais de acédo, sem variacao significativa entre os eletrodos.
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Figura 31: Comparacao da duracdo média de potencial de acéo (FPD) entre os
clones CAVD e controle. Observa-se um prolongamento significativo do
parametro nos clones CAVD-CM em relacdo ao controle-CM (ANOVA,
p<0.0001), bem como um leve prolongamento no clone 2.5 CAVD-CM em
comparacao ao 5.5 CAVD-CM (p=0.0298). * representa diferenca estatistica
entre os clones.

4.9.6 Propagacao e velocidade de conduc¢édo do impulso elétrico nos

microtecidos cardiacos (Heart-on-a-chip)

O mapeamento O6ptico foi utilizado para caracterizar a eletrofisiologia
dos microtecidos gerados, quanto ao perfil de propagacéo, duracdo e
velocidade de conducao do impulso elétrico, conforme descricdo nos metodos.
Os microtecidos dos clones controle-CM, 2.5 CAVD-CM e 5.5 CAVD-CM,
apresentaram um batimento espontaneo médio de 24 + 14 bpm, 15 + 7 bpm e
12 £ 8 bpm, no dia 10, respectivamente (n= 9 microtecidos de cada clone). Ao
estimula-los pontualmente com um eletrodo bipolar, a uma frequéncia de 1hz, a
duracdo média de APDgy (do inglés, action potential duration at 90% of
repolarization) Optica dos microtecidos foi significativamente maior nos clones
2.5 CAVD-CM e 5.5 CAVD-CM, de 405,0 + 26,21 ms e de 397,33 = 7,23 ms,
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enquanto para o clone-controle SS109-CM foi de 310,17 + 2,56 ms (ANOVA,
p=0,0006). A velocidade média de conducdo da propagacdo elétrica dos
microtecidos CAVD-CM estimulados foi de de 10,39 + 3,81 cm/s (2.5 CAVD-
CM) e de 10,91 + 0,35 cm/s (5.5 CAVD-CM), que € baixa em comparacdo com
a velocidade de conducédo do impulso elétrico no controle-CM, que foi de 26,08
* 6,54 cm/s (ANOVA, p=0,0073) (Figuras 32, 33 e 34).
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Figura 32: Graficos comparativos da média APDgy, e velocidade média de
conducdo do impulso elétrico entre os clones CAVD-CM e controle-CM. *
representa diferenca estatistica entre paciente x controle.
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Figura 33: Potenciais de acdo opticos unicos, de cada clone CAVD-CM (2.5
CAVD-CM em vermelho; 5.5 CAVD-CM em azul) e controle-CM (verde). Nota-
se um aumento visual significativo da duracdo do potencial nos clones CAVD-
CMs.
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Figura 34: Processamento dos sinais Opticos representados em mapas de
propagacdo do impulso elétrico (a esquerda) e potenciais de acado Opticos (a4
direita). Os microtecidos foram analisados sob estimulagéo controlada a 1Hz.
A) controle-CM; B) 2.5 CAVD-CM e C) 5.5 CAVD -CM. = estimulo elétrico
pontual.

4.9.7 Forcade contracdo dos microtecidos

Devido ao fato dos microtecidos estarem ligados as hastes de PDMS,
nas extremidades dos dispositivos, foi possivel estimar de forma néo invasiva
as forcas geradas pelos microtecidos em resposta a contracdo durante o

periodo de cultura, de acordo com a avaliacdo das imagens que levaram em
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consideracdo os padrdes de curvatura das hastes flexiveis. De acordo com o
método descrito anteriormente, as medidas de forca de contracdo dos tecidos
foram analisadas (Figura 35) e observou-se que a forca de contracéo ativa dos
microtecidos foi significativamente maior no clone controle-CM do que nos
CAVD-CMs (2.5 CAVD-CM e 5.5. CAVD-CM), tanto ap6s 5 dias (p=0,0157),
como apos 10 dias (p=0,0237) em cultura. No entanto, ndo foi observada

diferenca significativa na forca de contracao entre os clones dos pacientes.
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Figura 35: Grafico representando a forca de contracao ativa média para cada
clone, nos dias 2, 5 e 10 apds o plagueamento das células no dispositivo.
Observa-se uma maior for¢ca de contragéo ativa no clone controle-CM nos dias
5 (ANOVA, p=0,0157) e 10 (p=0,0237), em comparacdo aos clones dos
pacientes (2.5 CAVD-CM e 5.5 CAVD-CM).
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise do perfil genético da casuistica CAVD

Neste trabalho relatamos o primeiro estudo abrangente sobre o peffil
genético de uma casuistica de pacientes brasileiros portadores de formas
familiares ou esporadicas de CAVD. Contamos com a utilizacdo de um painel
genético estendido, desenhado especificamente para a detec¢cédo de alteracdes
associadas a arritmias e cardiomiopatia hereditarias, usando plataforma de
sequenciamento de nova geracdo (NGS).

E reconhecido que o perfil genético de determinada populagédo é
dependente da interagdo de genes que podem caracterizar o fendtipo,
juntamente com fatores ambientais. Até hoje, coortes ndo descendentes de
europeus sado pouco caracterizadas em termos do perfil genético e, portanto,
ndo sao contempladas na pratica clinica. Ha uma falta de informacédo
disponivel sobre o perfil genético dos pacientes com CAVD no Brasil, que
possui alto grau de miscigenagao.

Em 2015, o American College of Medical Genetics publicou uma diretriz

americana de andlise e classificacdo de variantes *°.

Durante o estudo,
baseamos a analise das variantes encontradas nesta diretriz, a fim de seguir
um critério mais rigoroso e internacional de classificagéo de variantes.

Estudos prévios mostraram que a porcentagem de positividade da
anélise genética para CAVD é em torno de 50-60% %, O bom desempenho
do sequenciamento de nova geracdo (NGS) e o uso dos critérios da ACMG
para interpretacdo e classificacdo das variantes nos permitiram obter um
namero consideravel de casos positivos para o teste genético, 18 (38,3%)
pacientes portadores de variantes causais (“‘patogénica” ou “provavel
patogénica”) entre os 47 casos-indice.

Em nosso estudo, o percentual de positividade leva em consideracao

os critérios de classificacdo de patogenicidade estabelecidos pela ACMG, o
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que nao foi contemplado em muitos dos estudos anteriores, que utilizaram
critérios diferentes para definir patogenicidade, freqiientemente de acordo com
critérios definidos arbitrariamente. Enquanto, com base na classificacdo da
ACMG, consideramos amostras positivas apenas aquelas classificadas como
“Patogénicas” ou “Provavelmente Patogénicas”, estudos anteriores podem ter
levado em consideracdo variantes que agora classificamos como VSI, em
calculos de positividade. Este fato poderia explicar a diferenca na positividade
encontrada em nosso estudo em comparagdo com a porcentagem encontrada
na literatura ndo recente. Novos estudos que passem a classificar variantes
genéticas encontradas de acordo com os critérios da ACMG, possivelmente
encontrardo uma positividade similar a de nosso estudo.

Em um trabalho realizado por Andreasen et al. **’, foi questionada a
patogenicidade atribuida a alteracbes depositadas como causais e a presenca
de variantes falso-positivas para algumas cardiomiopatias hereditarias
(inclusive CAVD). O grupo revisou as frequéncias populacionais das alteraces
depositadas no banco de dados ESP e foi observado, por exemplo, que as
alteracdes nos genes PKP2, DSP e DSG2 se apresentavam com frequéncias
acima do que o esperado sobre a prevaléncia fenotipica da doenca na
populacao geral. Desta forma, os autores sugeriram que a estimacao elevada
das variantes causais pode estar relacionada a uma forma ndo monogénica da
CAVD. Estes dados apenas reforcam a importancia de uma estratégia e
critérios de classificacdo de patogenicidade complexa e abrangente, com
multiplas informagBes, uma vez que s&o encontradas informacgbes
frequentemente conflitantes na literatura e em bancos de dados.

A maior parte das variantes causais encontradas em nosso estudo
estao relacionadas ao gene PKP2. Identificamos 7 (53,84%) variantes no gene
PKP2, enquanto outras 6 (46,15%) alteracfes estdo distribuidas entre outros
genes desmossomais (DSG2, DSC2, DSP). Embora a variagdo clinica de
pacientes com ARVC seja um fator critico, a frequéncia de alteracdes
encontradas no gene PKP2 estd dentro da faixa de variacdo relatada em
estudos anteriores, que apresentam uma presenca de 20-80% de alteracdes
genéticas nesse gene para casos de CAVD. Esse conjunto de resultados,

aliado ao fato de que a proteina PKP2 é parte do complexo desmossémal e



Discusséao 104

tem um papel importante na sinalizagéo celular, refor¢ca a importancia do gene
PKP2 na patogénese da doenca 08109110,

E interessante notar a presenca de um nimero consideravel de casos
com dupla heterozigose. Em nosso estudo, 3 (6,38%) pacientes apresentaram
mais de uma variante (considerando VSI), porcentagem esta que se mostrou
concordante com outros estudos, em que se sdo encontradas em 4-20% dos
casos. A literatura apresenta alguns casos de pacientes com CAVD com
multiplas variantes, incluindo heterozigosidade composta ou dupla, e a relacéo
gendtipo-fenétipo geralmente mostrou um maior risco de eventos malignos em
comparacdo a portadores de uma Unica variante 2 No entanto, isso nao
foi confirmado em nossa casuistica. Os pacientes portadores de mais de uma
alteracdo, apresentaram a mesma gravidade de eventos do que aqueles com
uma unica variante causal (1 ou 2). Este fato, reforca o entendimento sobre a
expressdo fenotipica variavel da doenca, podendo também variar de acordo
com a populacéo estudada 3.

Em relacdo as alteracbes encontradas nos sitios de splicing, foi
realizado um estudo do RNA (por meio da técnica RT-PCR) para comprovar a
alteracdo do quadro de leitura do gene, uma vez que as alteragbes em splicing
nao sao analisaveis nas ferramentas in silico. Dentre as variantes que foram
confirmadas, todas de fato alteravam o sitio doador ou receptor, interrompendo
ou excluindo um éxon no processo transcricional e, consequentemente,
alteravam a proteina. Diversos autores descreveram que alteracdes em sitios
de splicing em genes desmossomais como sendo patogénicas e altamente
danosas na CAVD, e encontramos uma alta prevaléncia (21,3%) dessas
alteracbes genéticas na nossa casuistica ***.

16115 3 idade média da

Contrariamente a descricbes prévias
manifestagéo inicial da doenca, em nossa casuistica, ndo foi diferente entre
portadores e nao portadores de variante causal rara. Esses achados poderiam
ser explicados por diferencas populacionais, pelo complexo papel dos fatores
ambientais e pelos diferentes critérios de classificacdo de patogenicidade **°.

Um dos principais desafios clinicos € a identificacdo de individuos que
se encontram em maior risco de desenvolver um primeiro evento clinico

arritmico grave apds o diagnostico ou até mesmo na auséncia de diagndstico
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117 Nossos resultados mostraram uma porcentagem maior de portadores de
uma variante causal com historia familiar positiva de morte subita cardiaca
(MSC) emlindividuos menores do que 35 anos, o que é considerado um critério
menor de acordo com os critérios Task Force Criteria 2010. Estes resultados
sugerem a possibilidade de reconhecer um subgrupo de pacientes com CAVD
na populagéo brasileira, que tém critérios menores quanto ao histérico familiar,
e que sao propensos a portar uma variante patogénica ou provavelmente
patogénica. Os achados indicam que a presenca de variante causal, para este
subgrupo de pacientes, é um fator de risco para morte subita cardiaca. I1sso
destaca a importancia da realizacdo da avaliacdo genética para todos o0s
pacientes com historia familiar de MSC ou CAVD, independentemente se
possuem critérios maiores ou menores quanto ao historico familiar. Desta
forma, para estes pacientes, pode ser indicado um tratamento clinico diferente
e um rigoroso rastreamento clinico e genético de seus familiares.

Aditivamente, nossos resultados mostraram uma maior porcentagem e
uma relacdo significativa dos pacientes portadores de CDI com alteracdo
causal no gene PKP2. Uma vez que a presenca de CDI por indicacdo de
profilaxia secundaria estd associada a um fendétipo mais grave, os achados
sugerem que pacientes com alteracdo causal em PKP2 tem uma maior
gravidade da apresentacao fenotipica arrimtogénica.

Ademais, nossos achados mostraram uma relacdo significativa entre
pacientes assintomaticos, com a presenca de alguma variante causal em um
gene desmossomal que ndo o PKP2. Este fato reforca mais uma vez o papel
do gene PKP2 na patogenicidade e manifestacéo clinica da doenca e sugere
que, pacientes diagnosticados com CAVD mas com auséncia de sintomas
inciais, tém maior propensao a apresentarem uma variante causal e esta se
encontrar em algum gene desmossomal que ndo o PKP2.

E importante notar a presenca de um elevado nimero de variantes
consideradas de significado incerto (VSI). Estas alteracbes n&o foram
informativas para o rastreamento familiar. Contudo, para essas variantes,
estudos de segregacao familiar, bem como estudos funcionais, podem ser um
fator determinante para a elucidacdo da variante em questdo quanto a sua

patogenicidade (podendo ainda ser classificada como uma variante patogénica
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ou patogénica provavel). Rastrear as VSI ao longo do tempo é relevante, uma
vez que essas variantes sdo elegiveis para reclassificacdo se novos critérios
forem adicionados e, consequentemente, podem afetar o a conduta clinica para
estes pacientes. Desta forma, a classificacdo das variantes € dinamica, e
depende de constante revisdo dos aspectos levados em consideragdo na
decisao final.

A associacao entre variantes em GSI e o fendtipo ainda é controversa.
Vérias cardiopatias tém sinais e sintomas similares aos da CAVD, algumas
delas, cardiomiopatias arritmogénicas, que podem ser erroneamente
diagnoticadas e consideradas uma forma da doenca. Alguns casos podem ser
diagnosticados como sendo parte de um espectro de doencas arritmogénicas
com envolvimento primario do musculo cardiaco (miopatias cardiacas
arritmogénicas). Ademais, alguns estudos descrevem a sobreposicéo clinica e
genética de algumas cardiopatias ou canalopatias arritmogénicas, como por
exemplo, a Sindrome de Brugada e a CAVD, e nao infrequentemente,
alteracdes em genes até entdo associados a uma determinada cardiopatia ou
canalopatia sdo encontradas em casos de pacientes diagnosticados com

alguma outra cardiopatia/canalopatia  *#*%°.

Um exemplo disso seriam
alteracdes no gene SCNb5A, incialmente e comumente associado a casos de
pacientes portadores da Sindrome de Brugada, que foram recentemente
encontradas em pacientes com CAVD *?*'?'_ Esse overlap clinico e genético é
um campo que ainda devera ser melhor esclarecido a fim de elucidar o papel
dos genes comuns a mais de uma doenca, especificamente para cada uma
delas, na busca do aperfeicoamento da analise genética para fins de
diagnostico diferencial para cada uma das doencas.

A auséncia completa de uma variante genética rara estava presente
em 25,5% dos pacientes da casuistica. Uma possivel explicacdo para estes
casos, seria que a base genética da doenga pode estar relacionada a genes
gue ainda sédo desconhecidos e possivelmente serdo identificados no futuro.

Os resultados de nosso estudo, especificos para esta casuistica,
confirmam o diagndéstico molecular como uma abordagem adicional e relevante
para o prognostico na prética clinica. Entretanto, pudemos perceber que a
avaliacdo necessita ser realizada com cuidado e rigor, ja que a associacdo
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entre uma variante rara e a doenca nédo é trivial de ser estabelecida e que a
falta de sistematizacdo na interpretacdo dos resultados ou de uma equipe
multidisciplinar para analise dos dados, pode resultar em problemas de manejo
clinico dos pacientes em risco e suas familias. Além disso, fatores como a
penetrancia incompleta e a possivel influéncia de diversos fatores genéticos e
ambientais no fendtipo clinico, realgam a importancia de aconselhamento
genético adequado para pacientes com a doenca e membros da familia que
estejam em risco.

Nao foi possivel relacionar outras variaveis clinicas com a gravidade da
doenca e a presenca ou auséncia de alteracdes genéticas em nossa
casuistica. Entretanto, € sabido que muitos fatores podem interferir nesta
analise e relacdo, como por exemplo, baixa acuracia nos exames de imagem
(ecocardiografia e/ou ressonancia magnética) ou numero pequeno de

representantes para inferir determinada informacéao.

5.2 Geracgéo de hiPSCs e hiPSC-CMs para a o modelo celular da CAVD

A identificacdo e confirmacdo de alteracbes genéticas que sé&o
consideradas causadoras de doencas cardiacas, inclusive a CAVD, sao em
sua maioria baseadas na segregacao familiar da alteracdo genética ou também
em analises in silico que, por meio de softwares de predicdo da conservacéo
da alteracdo proteica, podem sugerir a causalidade ou ndo de uma alteracéo
encontrada %,

Atualmente, é sabido que estudos genéticos moleculares tem um papel
significativo no conhecimento da base genética da CAVD. O presente estudo,
gue une o estudo do perfil genético a um estudo sobre o mecanismo molecular
e funcional da doenca, oferece a oportunidade de verificacdo da possivel
patogenicidade de alteracdes especificas. No caso, isso foi possivel por meio
de um estudo funcional in vitro em cardiomiécitos que apresentam tais

alteracdes genéticas (hiPSC-CMs), contribuindo para um maior entendimento
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dos processos envolvidos na patogénese da CAVD e da interagdo gendtipo-
fenotipo.

Estes cardiomiécitos podem ser diferenciados a partir de células-tronco
pluripotentes induzidas paciente-especificas ou modificados geneticamente de
maneira a se inserir a alteracdo genética em uma célula de um individuo
saudavel '*. No presente estudo, optou-se pela geracdo das hiPSCs dos
préprios pacientes.

A técnica para geracado de hiPSCs a partir das células progenitoras da
urina (UPCs), foi descrita em estudos recentes ** e por nosso grupo **, nos
quais foi confirmada a possibilidade de utiliza-las como substrato para a
reprogramacao em células-tronco. Essa estratégia foi a escolhida por se tratar
de um procedimento ndo-invasivo, que pode ser facilmente obtido de quase
todos os individuos. Os pacientes podem ser facilmente convencidos a coletar
urina, uma vez que se trata de um procedimento de rotina. Além disso, as
UPCs demonstram ter uma alta propensdo a serem reprogramadas, uma vez
que estas ja expressam alguns marcadores de pluripoténcia e sé&o
multipotentes *2°.

No caso de um dos pacientes (CAVD 2), ndo foi possivel a obtencao as
UPCs mesmo apoOs 3 tentativas. Assim sendo, realizamos a extracdo dos
fibroblastos do paciente. De acordo com outros trabalhos que vém sendo
realizados em nosso laboratério, podemos observar uma taxa de sucesso em
torno de 50% dos casos para esta metodologia de isolamento de UPCs (dados
ndo publicados). Esta taxa pode variar de acordo com diversos critérios, nao
bem estabelecidos ainda, mas que estdo sendo pesquisados.

No presente estudo, foram geradas células-tronco pluripotentes
induzidas (hiPSCs) de dois pacientes por meio do método de reprogramacao
nao-integrativo epissomal. Tal método de reprogramacéao foi escolhido pelo fato
dos plasmideos epissomais nao apresentarem capacidade de se integrar ao
genoma. J& o método de integracdo viral (antes bastante utilizado), possui
grande desvantagem ao apresentar riscos de mutagénese insercional, causada
pela integracdo de uma ou mais sequéncias virais no genoma, podendo

interferir na posterior capacidade de diferenciacdo °.
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As hiPSCs geradas, bem como as hiPSCs-controle, foram
caracterizadas quanto ao seu potencial de pluripoténcia a partir da realizacéo
de ensaios padronizados na literatura e apresentaram positividade na
expressdo de marcadores moleculares e proteicos para hiPSCs in vitro,
conforme esperado para este tipo celular.

Um ponto importante, que diz respeito a um controle de qualidade das
hiPSCs geradas, é a analise do caridtipo. Atualmente €& notadamente
reconhecido que as hiPSCs frequentemente apresentam anormalidade do
cariétipo, alteracdes genéticas pontuais ou até variagdo no niamero de copias
(CNV- Copy Number Variations) *?"1?8_ Estes dados reforcam a necessidade da
verificacdo da integridade cromossdmica logo no inicio do processo da selecéo
dos clones.

Foram encontrados alguns clones de hiPSCs dos pacientes com
cariétipos anormais. Entretanto, ndo acreditamos que as alteracbes possam
estar relacionadas ao processo de reprogramac¢ao, uma vez que outros clones
dos mesmos pacientes possuem cariétipo normal, 0 que sugere uma possivel
selecdo ao acaso no momento em que o0s clones foram selecionados e
amplificados. A interpretacdo dos resultados de cariétipo depende das futuras
aplicacdes das iPSCs no contexto do estudo (como exemplo, poderia ser
complicado usar células diferenciadas a partir iPSC que carregam anomalias e
alteracdes genéticas com impacto desconhecido para propositos de terapia
celular). Tratando-se de um modelo, a presenca de uma alteragcéo
cromossémica ndo € ideal e por isso, optamos por apenas utilizar os clones
gue apresentaram cariétipo normal.

Apesar de terem sido feitos apenas alguns ensaios para a verificacao
da pluripoténcia das hiPSCs, dentre uma gama de ensaios ideias, acreditamos
que foram testes suficientes para a execucdo do estudo, uma vez que 0sS
clones selecionados puderam ser diferenciados em cardiomiocitos
eficientemente. Dessa forma, evitou-se a experimentacdo animal para
realizacdo do ensaio de formacéo de teratoma.

A etapa de diferenciacdo das hiPSCs em cardiomiocitos foi a mais
laboriosa e extensa, devido a dificuldade de reproduzir a mesma eficiéncia

entre as diferenciacdes dos diversos clones. Além disso, a otimizagdo das



Discusséao 110

concentracdes das citocinas (BMP4 e Activina A) para cada linhagem celular
demandou um tempo consideravel ao longo do projeto.

Conforme descricdo nos resultados, a tentativa de diferenciacdo das
hiPSCs em cardiomidcitos foi realizada utilizando-se inicialmente dois clones
para cada paciente e dois clones controles. No entanto, ap6és um longo
periodo, mesmo com a otimiza¢do das concentracdes ideais de citocinas para
cada clone, a diferenciacdo foi apenas reprodutivel para 1 clone de cada
paciente e 1 controle. Desta forma, estes foram o0s clones utilizados nos
experimentos subsequentes. Esta falta de reprodutibilidade na eficiéncia entre
linhagens e clones celulares, frequentemente é discutida na literatura. Sabe-se
atualmente que a variabilidade genética, padrdo de expressdo de marcadores
de pluripoténcia ou de fatores de crescimento, inerentes de cada linhagem
celular, podem interferir no processo de diferenciacao.

Para os clones em que protocolo de diferenciacdo foi eficiente,
buscamos atender a critérios que minimizassem vieses de comparagcao entre
os clones e do modelo proprio modelo in vitro. O primeiro deles, foi a
determinacdo de uma concentragao ideal e semelhante de citocinas utilizadas
durante o protocolo, para todos os clones estudados. Contudo, variagcées na
pureza da populacdo de cardiomidcitos gerados podem ocorrer. Desta forma,
determinamos uma medida de eficiéncia minima aceitdvel de pureza das
diferenciacdes (>75% de cardiomiocitos na populacao celular gerada), baseado
em dados da literatura, para que pudessem ser utilizadas para os experimentos
funcionais e de caracterizagdo da doenca.

5.3 Modelagem e estudo funcional da CAVD com hiPSC-CMs

Um grande passo para o uso de cardiomiocitos derivados de hiPSC
para a modelagem de doencas, foi o entendimento aprofundado sobre o

desenvolvimento embrionario e as caracteristicas responsaveis por direcionar
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as células de forma especifica no embrido, de forma a mimetizar estas
condicdes in vitro para a diferenciacao das hiPSCs em cardiomidcitos.

Conforme descricdo na introducdo deste trabalho, alguns estudos
foram realizados e demonstraram a capacidade de modelagem da CAVD e/ou
de disturbios elétricos cardiacos, a nivel celular, com o uso de hiPSC-CMs
838485 No entanto, até onde pudemos pesquisar, este é o primeiro estudo que
apresenta um modelo que compara alteragcdes ndao contempladas em estudos
prévios (uma delas sem descricdo prévia na literatura), em 2 genes diferentes
relacionados a CAVD, com a utilizacdo de uma plataforma que permitiu a
formacao de microtecidos (Heart-on-a-chip) e a andlise funcional dos mesmos.
Acreditamos que isso aporta importantes implicagdes para o estudo da CAVD,
com grande potencial para traduzir o0 nosso avango na compreensao dos
fatores genéticos da doenca na busca de terapias e medicina personalizada.

De forma geral, nossos resultados demonstraram diferencas
fenotipicas significativas entre os CAVD-CMs comparados com os controle-
CMs, como: (i) identificacdo de reducdes significativas de expressao de genes
e proteinas desmossomais e desmossomos estruturalmente alterados nos
CAVD-CMs pela técnica de gRT-PCR e microscopia eletrbnica de
transmissao, respectivamente; (ii) deteccdo da presenca de marcadores do
acumulo de goticulas lipidicas e regulagdo aumentada do fator de transcricdo
proadipogénico PPAR-y nos clones CAVD-CMs ; (iii) identificacdo de um
aumento de duracao do potencial de campo (FPD) e de do potencial de acao
em 90% de repolarizacdo (APDgo) nos clones CAVD-CMs; (iiii) observacéo de
uma velocidade de conducdo mais lenta e uma for¢ca de contragdo menor nos
clones CAVD-CM.

Consistente com 0s achados genéticos nos dois pacientes estudados,
também identificamos em ambos, reducdo da expressdo das respectivas
proteinas desmossomais. Este fato, confirma a patogenicidade da alteracao
genética no modelo celular e a reforca a possibilidade de se usar
cardiomiécitos derivados de hiPSC paciente-especificos como modelo apto a
replicar caracteristicas da doenca in vitro. Como esperado da natureza de tais
alteracdes (no caso da insercdo em DSC2, levando a uma proteina truncada e

no caso da alteracdo missense em PKP2, a uma proteina com aminoacido



Discusséao 112

trocado), obtivemos como resultado uma reducdo significativa nos niveis de
expressao dos genes DSC2 e uma reducéo menor, dos niveis de PKP2.

Em ambos os pacientes, o modelo in vitro foi capaz de recapitular a
alteracdo estrutural desmossomal, que € uma caracteristica central da
patogénese da CAVD. Isso se manifestou na andlise ultraestrutural pela
significativa presenca de desmossomos anormais, dissimétricos e distorcidos,
fato semelhante a relatos anteriores em pacientes com CAVD e modelos

murinos %1%,

Interessantemente, quando quantificamos a largura dos
desmossomos analisados por microscopia eletrénica, os desmossomos do
clone 5.5 CAVD-CM se mostraram mais largos quando comparados ao clone
2.5 CAVD-CM. No entanto, este aumento da largura desmossomal para o
paciente em questdo, ndo se relacionou com nenhum outro achado nos
ensaios eletrofisiolégicos, podendo se tratar de uma diferenca estrutural sem
influéncia funcional grave.

No presente estudo pudemos detectar a presenca elevada de
marcadores de goticulas lipidicas, além de um aumento significativo da
expressdo do fator de transcricdo proadipogénico PPAR-y nos CAVD-CMs.
Embora o acimulo de lipidios seja considerado uma caracteristica da CAVD, a
visualizagéo e quantificacdo direta do conjunto de deposicéo fibro-gordurosa no
coragdo, por exames de imagem (como ressonancia magnética), € de dificil
identificacdo em escala macroscépica °. Autores descreveram a presenca
desta caracteristica nos modelos celulares quando sob influéncia de algum
meio lipogénico, indutor desta condigéo ®*®*. No entanto, existe uma incerteza
na literatura se este fenbmeno ocorre por acumulacao lipidica intramiocéardica

ou substituigdo por tecido fibro-adiposo no lugar do tecido miocardico necrotico.

5.3.1 Eletrofisiologia do modelo

Para avaliar se nossos achados estruturais e de expressao se
traduziam em alteragdes funcionais, medimos a duragdo do potencial de

campo, duracdo de potencial de acdo (em 90% de repolarizagcdo) e a
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velocidade de conducéo tanto nos CAVD-CMs como no controle-CMs. Halbach

et al. *?°

realizaram gravacoes extracelulares por microeletrodos simultaneos e
medicdes de potencial de acéo intracelular de cardiomiécitos de embrides, e
demonstraram que o potencial de campo se correlaciona altamente com o
potencial de ag&o e que tanto a excitabilidade, como a velocidade de conducao
reduzida podem ser identificadas associadas ao prolongamento deste
parametro. Nossos resultados foram coerentes com estes achados prévios,
onde vimos um prolongamento da duracédo do potencial de campo e de APDyg
e uma diminui¢cdo da velocidade de conducdo nos CAVD-CMs. Entretanto, néo
foi observada diferenca estatistica quanto a estes parametros eletrofisioldgicos,
entre os dois clones CAVD-CMs.

As alteracdes eletrocardiograficas caracteristicas na CAVD, como a
presenca de ondas épsilon e prolongamento do intervalo QRS podem refletir
em um defeito de conducéo elétrica, lenta e heterogéna. Como ja sugerido em
trabalhos anteriores, embora nao se saiba ao certo que mecanismo explicaria
esse fenbmeno, estes fatores podem contribuir para o aumento da
arritmogénese observada em pacientes com a doenca, independentemente do
desenvolvimento de alteracdes estruturais significativas **°.

As velocidades de conducdo do impulso elétrico dos microtecidos de
CAVD-CMs, observadas em nosso modelo, se mostraram mais lentas do que
as do controle-CM. Um dos principais fatores que influenciam a velocidade de
conducdo é a densidade e organizacao de juncdes comunicantes (do inglés,
gap junctions), que se co-localizam com canais de soédio nos discos
intercalados. O remodelamento das jungdes comunicantes foi incialmente
reportado em pacientes com manifestacdes cardiocutaneas da doenca

(sindrome de Naxos e Carvajal) 131132133

e diversos estudos ja demonstraram a
nivel celular, como as alteracbes nas proteinas desmossomais, podem afetar
outros componentes relacionados ao disco intercalado, inclusive as juncdes
comunicantes e os canais de sédio **,

Atualmente, diversos grupos tem colocado esforgcos na busca por
estratégias para induzir a maturacdo dos hiPSC-CMs. Estudos mais recentes
demonstram que, ao longo do tempo e com aumento da maturidade dos

cardiomiocitos em cultura, estes tém suas estruturas mais bem desenvolvidas,
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como os discos intercalados, e isso associou-se com o aumento da velocidade
de conducdo do impulso elétrico nas células cardiacas **°. Ao realizarmos
alguns ensaios iniciais para se medir a velocidade de condugcdo nos
cardiomiécitos em monocamada, observamos uma alta taxa de rotores
espontaneos. Ao oprtarmos pelo modelo dos microtecidos cardiacos (Heart-on-
a-chip), baseado em modelos previamente descritos "°, a nossa observacao de
rotores espontaneos nas culturas em monocamadas, ndo eram vistas.
Acreditamos que isso se deva ao fato de que os cardiomidcitos, quando
colocados no dispositivo, sofreram processo de maturacdo e com isso, a
velocidade de conducao nas células péde ser medida.

Outro ponto importante, relaciona-se com a populacdo de nao
cardiomiécitos presente em nosso modelo organoide cardiaco (Heart-on-a-
chip), onde adicionou-se de forma controlada, miofibroblastos. A avaliacdo da
propagacdo do impulso elétrico, geralmente baseia-se no pressuposto de que
cada célula do circuito cardiaco € um midcito cardiaco excitavel, quando na
realidade, o coracao € um sistema multicelular em que pelo menos metade das
células ndo sdo miocitos. Entre as populacbes de células cardiacas nao-
miocitos, os miofibroblastos representam a maior porcentagem. Sabe-se
atualmente que os miofibroblastos podem servir como uma ponte elétrica entre
midcitos. Portanto, uma vez que os miofibroblastos ndo sao células excitaveis,
seria esperado que estes se comportassem como dissipadores ou
blogueadores elétricos. Entretanto, diversos estudos sugerem efeitos positivos
das populacdes mistas e heterogéneas cardiacas na velocidade de conducéo
136137 E sabido que, em niveis muito baixos de acoplamento entre fibroblastos
e midcitos, um impulso elétrico vindo através dos miofibroblastos € insuficiente
para ser transmitido aos cardiomiocitos. Assim, hipotetizamos que no caso da
CAVD, como o acoplamento entre as células cardiacas sejam alteradas, além
de areas de excessiva fibrose, os miofibroblastos cardiacos se comportam
como dissipadores do impulso elétrico e dificultam a propagacdo bem-
sucedida, como visto nos clones CAVD-CM. Isso posto, é importante ressaltar
gue as consequéncias do acoplamento miofibroblasto-miécito sdo complexas, e
tal complexidade pode levar a implicagcdes clinicas importantes. Ademais, é

importante ressaltar que os miofibroblastos adicionados em conjunto aos
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cardiomiécitos nos microtecidos, ndo sao paciente-especificos, o que nos leva
a questionar se os efeitos fenotipicos poderiam ser intensificados ou
simplesmente diferentes, caso ambos os tipos celulares fossem paciente-
especificos e tivessem a mesma alteracédo genética.

Em relacdo aos achados de prolongamento da duracdo do potencial de
acao (em 90% de repolarizacédo) e uma menor for¢ca de contragcdo dos CAVD-
CMs, héa diversos mecanismos que podem contribuir e poderiam explicar este
resultado. De modo geral, o desacoplamento dos cardiomiocitos, pode gerar
um aumento dos efeitos de qualquer mecanismo de prolongamento do
potencial de acdo. Este desacoplamento miocardico facilita gradientes na
repolarizacdo, diminuindo o acoplamento eletroténico entre as células, e como
consequéncia, vemos um alargamento do intervalo QRS %1% Algm disso,
mudancgas funcionais nos canais idnicos, foram relacionados em estudos
prévios a alteracdes genéticas na CAVD. A exemplo, estudos associando a
corrente Iy, a alteracbes genéticas no gene PKP2, ou a colocalizagdo da
subunidade alfa do canal de sddio, Navl.5 com PKP2, forneceram evidéncias
de que a CAVD apresenta algumas caracteristicas de uma canalopatia *****.
Outro mecanismo que pode contribuir para a repolarizacdo prolongada é a
progressdo do fendtipo de insuficiéncia cardiaca associado a CAVD. A
insuficiéncia cardiaca é uma complicacdo, geralmente relacionada a um
estagio final da doenca, no entanto o comprometimento sistolico em pode
ocorrer em graus variados em ambos o0s ventriculos na auséncia de
insuficiéncia cardiaca clinica %3,

Embora nossa amostragem nao seja suficiente para tirar conclusdes
sobre este fendbmeno, a partir de nossos resultados, sugerimos que o potencial
de acédo prolongado nos pacientes com CAVD pode ser uma marca importante
a nivel celular.

Ainda que tenha sido possivel observar diversas diferengas fenotipicas,
estruturais, e funcionais nos clones CAVD-CMs em comparagdo ao clone
controle-CM, h& uma limitagdo quanto ao clone controle utilizado, uma vez que
um dos objetivos era de se entender o papel das diferentes alteracdes causais
no fenotipo celular. Em publicacdes mais recentes, estudos de modelagem de

doencas tém utilizado controles isogénicos, ou seja, células que sao
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selecionadas ou projetadas para modelar com precisdo a genética especifica
de pacientes, in vitro. No momento inicial da realizacdo deste trabalho, a
técnica de CRISPR/Cas9 ja existia e era empregada para a geracao de
linhagens projetadas. No entanto, esta abordagem ndo era comumente vista
nos estudos de modelagem para a doenga em questdo ou para outras
cardiopatias usando-se hiPSC-CMs. Além disso, em nosso grupo de pesquisa
ainda ndo havia experiéncia pratica para a geracao de controles isogénicos por
meio desta técnica, e optou-se por utilizar os clones controles ja caracterizados
e utilizados em trabalhos prévios do laboratério. Todavia, acreditamos que a
melhor estratégia para o entendimento do acometimento das variantes
encontradas no fenoétipo celular seria modificar o genoma das células, por meio
da técnica de CRISPR/Cas9, de forma a corrigir as alteracdes genéticas
pontualmente, e analisar se o fendtipo celular observado seria revertido.

Embora nao tenha sido possivel a validacdo destes resultados em um
segundo clone de cada individuo, e, portanto, nossos achados ndo serem
suficientes para tirar conclusées sobre a distingéo fenotipica celular sob alguns
aspectos funcionais entre os dois pacientes CAVD, podemos sugerir que 0
modelo celular aqui proposto, reproduziu diversas caracteristicas fenotipicas da
CAVD. Além disso, foi possivel observar uma consideravel semelhanca
fenotipica entre os clones dos pacientes, enquanto que os mesmos diferiram
significativamente do controle. A congruéncia fenotipica encontrada nos clones
de ambos os pacientes, sugere que os diferentes gendtipos levam a fenétipos
muito similares em nosso modelo celular para a CAVD.

A fim de realizarmos a validacdo de nosso modelo, nosso grupo
pretende especificamente investir na melhora da eficiéncia entre diferentes
linhagens celulares, para serem usados na possivel reproducéo dos resultados

aqui obtidos.
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6 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Este é o primeiro trabalho que caracteriza o perfil genético da CAVD,
abrangendo todos os genes descritos até 0 momento relacionados a doenca,
na populagéo brasileira. No presente estudo, mais de um tergco dos casos-
indices com CAVD (38,3%) apresentaram uma variante patogénica ou provavel
patogénica, e estas se encontraram principalmente no gene PKP2.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que, pacientes com
diagndstico clinico confirmado e historia familiar de MSC (<35 anos) tém maior
probabilidade de portar uma variante causal. Para estes pacientes, pode ser
indicado um rigoroso rastreamento clinico e genético de seus familiares. Além
disso, nossos resultados mostraram uma maior porcentagem e uma relacao
significativa dos pacientes portadores de CDI, por indicagcdo de profilaxia
secundaria, com alteracdo causal no gene PKP2. Este resultado sugere que
pacientes com alteracdo causal em PKP2 tem uma maior gravidade da
apresentacao fenotipica arritmica.

O trabalho nos ajudou a reforgar que a interpretacéo e classificacéo
das variantes podem ser desafiadoras. Assim, destacamos a importancia de
atencao e rigor na classificacdo das variantes, baseadas no fenétipo clinico, a
fim de ndo superestimar os casos positivos. Da mesma forma, o rastreamento
das VSI ao longo do tempo é algo importante de se ressaltar, uma vez que
estas podem ser reclassificadas de acordo com mudancas nos critérios ou
aumento da quantidade de dados disponiveis, e consequentemente, afetar o
manejo dos pacientes.

Neste trabalho, foi possivel estabelecer um protocolo robusto de
reprogramacao de hiPSCs a partir de células progenitoras de urina (UPCs),
gue foi publicado. As hiPSCs foram posteriormente diferenciadas em
cardiomidécitos funcionais com sucesso. Uma vez que estes protocolos se
mostraram eficazes, os cardiomiocitos foram utilizados para uma série de
ensaios para a caracterizacdo e avaliacao da funcionalidade para a modelagem
da CAVD.
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No6s demonstramos neste estudo que os cardiomiécitos derivados de
hiPSC dos pacientes com CAVD selecionados a partir de nossa casuistica,
exibem algumas das principais caracteristicas da doenca. Dentre elas, uma
reducdo das proteinas desmossomais, alteracbes nos desmossomos, um
fendtipo sugestivo de adipogénese, bem como alteragbes eletrofisiologicas.
Além disso, foi possivel observar uma consideravel semelhanca fenotipica
entre os clones dos pacientes, enquanto que o0s mesmos diferiram
significativamente do controle. A congruéncia fenotipica encontrada nos clones
de ambos os pacientes, sugere que os diferentes gendtipos levam a fenétipos
muito similares em nosso modelo celular para a CAVD. O presente modelo,
que contemplou células paciente-especificas com diferentes alteracbes das
estudadas até o presente momento, pode ser um acréscimo as ferramentas
disponiveis para estudar o mecanismo desta doenga complexa.

Mais estudos envolvendo modelos e abordagens funcionais e
moleculares para estudar as consequéncias de alteracdes genéticas em genes
desmossomais ou ndo-desmossomais podem ajudar na compreensao dos
mecanismos moleculares da CAVD e servir como informacdo adicional para a
classificacdo de variantes em relacdo a patogenicidade. Ainda, existem outros
fatores que podem ter um papel relevante na patogénese e mecanismo da
doenca, como as interacdes entre diversos tipos celulares, as propriedades
tridimensionais do tecido e forcas mecanicas externas, que poderéo ser melhor
compreendidas conforme os avancos no campo da engenharia de tecidos in
vitro.

Com base na experiéncia da realizacdo deste trabalho e todas as
limitagbes envolvidas, acreditamos que nosso estudo direciona a algumas
possiveis perspectivas na continuacdo deste ou de trabalhos futuros. Seriam
elas: 1) o rastreamento genético em cascata para os familiares dos casos-
indices portadores de uma alteracdo genética causal confirmada 2) o
desenvolvimento de modelos preditivos da positividade do teste genético; 3) a
validacéo dos resultados obtidos até o presente momento no modelo celular; 4)
o aperfeicoamento do modelo celular, incluindo a geracdo de linhagens
controles isogénicas, para estudar a doenca e possivelmente outras

cardiomiopatias/canalopatias pesquisadas em nosso laboratorio; 5) a utilizagdo
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do modelo celular proposto para responder a novas questdes sobre o
mecanismo molecular que possam ser clinicamente relevantes; 6) a utilizacao
do modelo celular como substrato para a pesquisa de alvos terapéuticos,

terapia celular e medicina personalizada para a CAVD.
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7. ANEXOS

ANEXO A — Aprovacéo pela Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
(CAPPesq)

U ad
\ Hospital das Clinicas da FMUSP
b Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

PROJETO DE PESQUISA

Titulo: ESTUDO GENETICO EM ARRITMIAS CARDIACAS: AVALIACAO DE PACIENTES E
FAMILIARES.

Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Mauricio Ibrahim Versdo: 3

Scanavacca

Pesquisador Executante: Dra. Luciana Sacilotto CAAE: 39327214.8.0000.0068
Coautores: Dra. Denise Tessariol Hachul, Dr. Francisco Carlos da Costa Darrieux, Dr. Alexandre
da Costa Pereira

Finalidade Académica: Doutorado

Orientador: Dr. Francisco Carlos da Costa Darrieux

Instituigdo: HCFMUSP

Departamento: COMISSAQ CIENTIFICA DO INCOR

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Registro on-line: 11113
Namero do Parecer: 1.152.883
Data da Relatoria: 15/07/2015

Apresentagdo do Projeto: Trata-se do subprojeto de dissertagdo de mestrado da aluna Fanny
Wulkan, sob orientagdo do Dr. Alexandre da Costa Pereira, intitulado "Andlise Genética de
Pacientes Portadores de Displasia Arritmogénica do Ventriculo Direito (DAVD) e Caracterizagdo
Funcional em Cardiomidcitos Diferenciados (iPSC-CM)", que apresenta como objetivo a
padronizacdo e aplicagdo de plataformas de sequenciamento de nova geracdo no diagndstico
molecular da DAVD e a correlagdo entre carga mutacional e a expressdo fenotipica da
doencga.Os objetivos estdo claros, metodologia adequada e o desenvolvimento do projeto ndo
trara riscos para o sujeito da pesquisa.

Objetivo da Pesquisa: O objetivo para a dissertacdo de mestrado serd estudar a relagdo de
diversos genes que podem ser responsaveis pela heranca oligogénica da DAVD e correlacionar
a carga de mutagdes com a expressdo fenotipica celular em casos familiares. O objetivo esta

claro e a metodologia aplicada é pertinente a proposta do projeto.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios: Os riscos para os sujeitos da pesquisa sdo minimos, serdo

coletadas amostras de sangue que posteriormente serdo submetidas a avaliacdo genética

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administragdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
55 11 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa - CAPPesq

molecular e poderdo trazer beneficios futuros ndo sé para os sujeitos da pesquisa, assim como

para seus familiares.
Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa: Um projeto de re]evéncia na drea médica.

ConsideragBes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria: O Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido apresenta-se adequado e dentro das normas éticas desta comiss3o.

Recomendagdes: Sem recomendagdes.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Recomendamos suas aprovagdo.
Situagdo do Parecer: Aprovado.

Necessita Apreciagdo da CONEP: Ndo.

S&o Paulo, 15 de Julho de 2015
CONISSAQ CIENTIF1LA
RECEBIGO
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Prof. Dr. Alfredo José Mansur
Coordenador
Comissdo de Etica para Andlise
de Projefos de Pesquisa - CAPPesq

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracdo - 52 andar
CEP 05403-010 - Sdo Paulo - SP.
5511 2661-7585 - 55 11 2661-6442 ramais: 16, 17, 18 | marcia.carvalho@hc.fm.usp.br
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ANEXO B - Painel de Genes personalizado para miocardiopatias e canalopatias.

GENE

ABCC9
ACTA2
ACTC1
ACTN2
AGTR1
AKAP9
ANK2
ASPH
CI90RF3
CACNA1C
CACNA2D1
CACNB2
CALM1
CALM2
CALR3
CASQ2
CAV1
CAV3
CTNNA3
DES
DMD
DSC2
DSG2
DsP
DTNA
EMD
EYA4
FBN1
FHL2
FKTN
FLNC
GJA1
GJAS
GLA
GPD1L
HCN1
HCN2
HCN4
ILK
JPH2
JUP
KCNAS5
KCND2
KCND3
KCNE1

DOENCA RELACIONADA

FA, SB
AC
CMH, MNC
CMH

FA
LQT11
LQT4, TVPC
FA

FA

SB, LQT8, RP
SB, sQT
SB, RP
LQT14
LQT15
CMH
TVPC

FA

LQT9
CAVD
CAVD
CMD
CAVD
CAVD
CAVD
NCVE
CMD

AC
Fibrilinopatias
CMH
CMD
CMH
MSI

FA

CMH
MSI
MULTI
MULTI
SB, FA
CMD
CMH, FA
CAVD

FA

MS

SB

LQTS5, FA

GENE

KCNJ2
KCNJ5
KCNJ8
KCNK17
KCNN3
KCNQ1
LMF1
LMNA
MYBPC3
mMyL2
MYL3
MYLK2
MYOZz2
MYPN
NEXN
NKX2-5
NPPA
PDLIM3
PITX2
PKP2
PRKAG2
PRRX1
RANGRF
RYR2
SCN10A
SCN1B
SCN2B
SCN3B
SCN4B
SCN5A
SLMAP
SNTA1
SYNE2
SYNPO2L
TAZ
TBX5
TCAP
TGFB3
TMEMA43
TNNC1
TNNI3
TNNI3K
TNNT2
TPM1
TRDN

DOENCA RELACIONADA

LQT7, FA, LQT3
LQT13, SINCOPE
SB, RP

FA

FA

LQT1, FA
HTG

CMD, CAVD
CMH, MNC
CMH

CMH

CMH

CMH

CMH

CMH

FA

FA

CMH

FA

CAVD

CMH

FA

SB

TVPC, CAVD
SB

SB

FA, SB

SB

LQT10

SB, LQT3, FA
SB12
LQT12

FA

FA

CMD

CMH

CMH, CMD
CAVD
CMH, CAVD
CMH

CMH

FA

CMH, MNC
CMH

TVPC



Anexos 125

KCNE1L FA TRIMG63 CMH

KCNE2 LQT6 TRPM4 SB

KCNE3 SB TTN MS, CMD, CMH, SB, CAVD
KCNE4 FA ZFHX3 FA

KCNH2 LQT2 PMVK FA

Legenda: FA - Fibrilacdo Atrial, SB - Sindrome de Brugada, LQT- Sindrome do QT longo, CAVD -
Cardiomiopatia Arritmogénica do Ventriculo Direito, CMH - Cardiomiopatia Hipertréfica, MNC -
Miocardiopatia ndo-compactada , MULTI - mdltiplas arritmias , MSI - Morte Subita Infantil , TVPC -
Taquicardia Ventricular Polimorfica Catecolaminérgica, AC - Anomalias Cardiovasculares, SQT -
Sindrome do QT curto, HTG - Hipertrigliceridemia, CMD - Cardiomiopatia dilatada, NCVE - Nao
Compactacdo do Ventriculo Esquerdo, MS - Morte Sibita.
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ANEXO C - Termos de Consentimento Livre e Esclarescido.

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGCAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO: ........ oo l.....
ENDEREQCO ...t NO APTO:
BAIRRO: ..o, CIDADE.........i it

BAIRRO ...t CIDADE:

(o= = TELEFONE: DDD (.......... ) ettt

DADOS SOBRE A PESQUISA

1.TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo genético em arritmias cardiacas: avaliacdo de

pacientes e familiares.

SUBPROJETO: Andlise Genética de Pacientes Portadores de Displasia Arritmogénica do
Ventriculo Direito (DAVD) e Caracterizagdo Funcional em Cardiomidcitos Diferenciados (iPSC-

CM).
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PESQUISADOR: Mauricio Ibrahim Scanavacca
NUMERO INSCRICAO CRM: 33507
CARGO/FUNCAO: Médico Diretor da Unidade Clinica de Arritmia e Marcapasso

UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coragdo

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

Risco Minimo X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA: 36 meses

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Descricdo e objetivo da pesquisa:

O Sr. (a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem por objetivo
avaliar uma doenca genética (hereditaria) que leva a alguns tipos de problemas do
ritmo do coracgdo (arritmias). A arritmia genética que sera investigada € a Displasia
Arritmogénica do Ventriculo Direito (DAVD), que é uma doenga que vocé possa ter ou
algum membro da sua familia.

Neste projeto vamos estudar um tipo de célula semelhante as células de seu coracao.
O objetivo do estudo é saber como a alteragdo no seu material genético (DNA) vai

levar @ mudancas na célula do coracao e consequentemente a doenca do coracéo.

Il - PROCEDIMENTOS QUE PODERAO SER REALIZADOS:

Coleta de urina: sera coletada uma quantidade entre 50ml e 250ml de urina em

frascos coletores estéreis de 50ml. N&o € necessario estar de jejum e € aconselhavel

ingerir liquidos entre 1:00h e 30 minutos antes da coleta.
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Biopsia de pele: serd feita uma pequena incisdo através de uma agulha de ponta
arredondada que ira retirar um pequeno fragmento de aproximadamente 3mm da pele
da porgdo anterior do antebraco (regido que tem menor quantidade de vasos
sanguineos). Antes da realizacdo dessa punc¢éo de pele o local serd cuidadosamente
limpo para se evitar infeccédo e a pele ser4 anestesiada no local, para que o Sr(a), ndo
sinta dor.

Tanto as células da urina, quanto as da pele terdo como propdésito ser o ponto de

partida para uma provavel obtencéo final de uma célula do coracao.

lll - RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS:

Coleta de urina: Risco ausente.

Bi6psia de pele: O local serd anestesiado e limpo durante o procedimento para se
evitar infeccdo, entretanto, podera ocorrer infeccdo local, porém caso o Sr(a).
manipule o local apés o procedimento podera haver infec¢do. O Sr(a). podera sentir
um pequeno ardor no momento da aplicacdo da agulha com anestésico, que passara
rapidamente com a infusdo do liquido de anestésico na pele. Também pode
apresentar uma sensacao de formigamento no momento da aplicacdo da anestesia,
gue também passara rapidamente. Durante o processo de cicatrizacdo o Sr(a). deve
manter o curativo (ponto falso) para que as bordas da cicatriz ndo se abram e evite
tanto infeccdo, quanto a formacdo de um tecido fibroso no local (queloide). Uma
pequena marca cicatricial, de 3mm, pode aparecer no local. Esse procedimento é

considerado de muito baixo risco.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNADO

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para eventuais davidas;

2. O Sr.(a) tem plena liberdade de n&o autorizar a utilizacdo da coleta do seu
sangue para ser usado nessa pesquisa e isso nao lhe trard nenhum prejuizo.

Portanto, o uso do material sanguineo para essa pesquisa soO sera feito apds a
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leitura, entendimento e consentimento das informagdes contidas nesse termo
de consentimento.

Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento de participar do
estudo.

Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Para manter sua
privacidade, sera fornecido um numero de registro a sua amostra. Dessa
forma, seu nome sera mantido no mais absoluto sigilo e ndo seré divulgado em
nenhum momento da pesquisa. Esses dados estardo apenas disponiveis ao
coordenador do projeto.

Os resultados obtidos que estiverem associados a sua identificagdo néo seréo
de forma nenhuma divulgados a terceiros.

Vocé nédo tera nenhuma despesa proveniente da participagdo nesse estudo,
mas também néo terd nenhum ganho material.

Os pacientes que concordarem em participar do projeto deverdo assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido. O n&o consentimento n&o
acarretara na falta de atendimento no Instituto do Coracao/HCFMUSP ou de
qualquer outra instituicdo participante/colaboradora desse projeto.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O principal investigador € o Dr. Mauricio Ibrahim Scanavacca que
podera ser encontrado no endereco Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, n° 44,
andar AB. Telefone: 11 2661-5341. Se o Sr (a) tiver alguma consideracéo ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br.

O sangue coletado sera processado e armazenado em banco/repositorio do
InCor. O mesmo sera utilizado para sequenciamento de DNA e identificacdo da
presenca de mutacdo. ApOs os testes, o DNA serd mantido no
banco/repositério, localizado no Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular - 10° andar, Bloco 2 — InCor, para identificacbes futuras de novas
mutacdes e para futuros estudos envolvendo este ou outro projeto relacionado
as Arritmias Cardiacas. O material sera mantido no banco/repositério durante
os trés anos de vigor do Projeto, mas este prazo podera ser maior caso 0

Projeto seja renovado.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Dr. Mauricio Ibrahim Scanavacca sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdao os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante
o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA NASCIMENTO: ......../occcco......
ENDERECO ..o ee s NI APTO: .....
BAIRRO: ..o, (1] 0.\ o) =T
CEP e, TELEFONE: DDD (............ T

2. RESPONSAVEL LEGAL ....oouiuiiiitiiieieie ettt ettt eae st s sae e
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, CUradOr E1C.) .......oiueriiiiiiriiee e et riiieee e siireee e

DOCUMENTO DE IDENTIDADE:............cccoi i, SEXO: MO F O

DATA NASCIMENTO: ...... [ l.....

ENDEREQCO: ..ottt NO e APTO: ..o
BAIRRO: ..ot CIDADE: ...
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) e

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Estudo genético em arritmias cardiacas: avaliagdo de

pacientes e familiares.

SUBPROJETO: Andlise Genética de Pacientes Portadores de Displasia Arritmogénica do
Ventriculo Direito (DAVD) e Caracterizagdo Funcional em Cardiomidcitos Diferenciados (iPSC-

CM).
PESQUISADOR: Mauricio Ibrahim Scanavacca
NUMERO INSCRICAO CRM: 33507

CARGO/FUNCAO: Médico Diretor da Unidade Clinica de Arritmia e Marcapasso
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UNIDADE DO HCFMUSP: Instituto do Coragao

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

Risco MiniMmo X RISCOMEDIO [

RISCOBAIXO [ RISCOMAIOR [

4.DURACAO DA PESQUISA: 36 meses

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Descricao e objetivo da pesquisa:

O Sr. (a) estad sendo convidado(a) a participar de um estudo que tem por objetivo
avaliar uma doenca genética (hereditaria) que leva a alguns tipos de problemas do
ritmo do coracdo (arritmias). A arritmia genética que serd investigada é a Displasia
Arritmogénica do Ventriculo Direito (DAVD), que é uma doenga que vocé possa ter ou
algum membro da sua familia.

Com este estudo poderemos buscar informagdes importantes, por exemplo, em
relacdo aos diferentes sintomas e as respostas ao tratamento entre pessoas com o0
mesmo tipo de doenca. O exame genético pode identificar melhor a doenca em seus
familiares, que devem realizar acompanhamento médico, quando indicado. Além
disso, serd possivel identificar familiares portadores da alteracdo genética, mesmo

com exames cardioldgico normais.

Para participar desse projeto de pesquisa, basta ceder uma amostra de sangue. Sera
efetuada coleta de 10ml de sangue em tubo com EDTA. A coleta deve seguir todas as

normas de higiene e seguranca estabelecidas para este fim. Esta sera efetuada por
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profissionais enfermeiros treinados e participantes do projeto. Desta amostra de
sangue seré pesquisada a alteracdo genética.

Il - RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS:

O Unico desconforto pode ser a picada de agulha em seu braco (como em qualquer
exame de sangue). O risco minimo, neste caso, se refere a possibilidade de um
pequeno hematoma (roxo ou vermelhiddo) no local da coleta de sangue, além da
possibilidade de dor minima na regido do procedimento. Todo material utilizado é
descartavel e a coleta sera feita por um profissional capacitado.

Beneficios: Trata-se de estudo genético observacional, que visa identificar a alteragéo
genética que causa as Arritmias Cardiacas. Caso seja possivel identificar a mutacao,
vocé tera o beneficio de diagnosticar os seus familiares que podem estar afetados e

nao sabem. O diagndstico precoce possibilita um melhor tratamento.

IV - ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS DO
SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNADO

1. Acesso, a qualquer tempo, as informacdes sobre procedimentos, riscos e
beneficios relacionados a pesquisa, inclusive para eventuais davidas;

2. O Sr.(a) tem plena liberdade de ndo autorizar a utilizagdo da coleta do seu
sangue para ser usado nessa pesquisa e isso nao lhe trara nenhum prejuizo.
Portanto, o uso do material sanguineo para essa pesquisa s sera feito apés a
leitura, entendimento e consentimento das informacdes contidas nesse termo
de consentimento.

3. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento de participar do
estudo.

4. Salvaguarda da confidencialidade, sigilo e privacidade. Para manter sua
privacidade, serd fornecido um numero de registro a sua amostra. Dessa
forma, seu nome serd mantido no mais absoluto sigilo e ndo sera divulgado em
nenhum momento da pesquisa. Esses dados estardo apenas disponiveis ao

coordenador do projeto.
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Os resultados obtidos que estiverem associados a sua identificacdo nédo serdo
de forma nenhuma divulgados a terceiros.

Vocé ndo tera nenhuma despesa proveniente da participagdo nesse estudo,
mas também néo ter4 nenhum ganho material.

Os pacientes que concordarem em participar do projeto deverdo assinar o
termo de consentimento livre e esclarecido. O ndo consentimento néo
acarretara na falta de atendimento no Instituto do Coracdo/HCFMUSP ou de

qualquer outra instituicdo participante/colaboradora desse projeto.

Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O principal investigador € o Dr. Mauricio Ibrahim Scanavacca que
podera ser encontrado no endereco Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, n° 44,
andar AB. Telefone: 11 2661-5341. Se o Sr (a) tiver alguma consideracao ou
duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 2661-
6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 2661-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br.

O sangue coletado sera processado e armazenado em banco/repositério do
InCor. O mesmo sera utilizado para sequenciamento de DNA e identificacao da
presenca de mutacdo. Apés os testes, o DNA serd mantido no
banco/repositorio, localizado no Laboratério de Genética e Cardiologia
Molecular - 10° andar, Bloco 2 — InCor, para identificacfes futuras de novas
mutacdes e para futuros estudos envolvendo este ou outro projeto relacionado
as Arritmias Cardiacas. O material ser& mantido no banco/repositério durante
os trés anos de vigor do Projeto, mas este prazo podera ser maior caso 0

Projeto seja renovado.


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Eu discuti com o Dr. Mauricio Ibrahim Scanavacca sobre a minha decisao
em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdao os
propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualqguer momento, antes ou durante
o0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que

eu possa ter adquirido, ou ho meu atendimento neste Servico.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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ANEXO D - Primers utilizados para o estudo das alteragdes em splicing.

Gene - localizagéo Senso Anti-senso

PKP2 - intron 13-14 | ATGCACGCGACCTTCTAAAC CCACTATTTGTCGAGCCTGTG
PKP2 — intron 3-4 GGGAAGTGGGAATCTGCTC AGTTTCTCAAGGCCCCACAC
DSG2 - intron 5-6 TGATCTTGCAGAAGAAAGAGGA | GAGGATAAGCAGGCTCCAGA
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