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RESUMO

A Sindrome de Prader-Willi, caracterizada por hipotonia infantil, hipogonadismo, atraso mental,

e obesidade infantil na sequéncia da hiperfagia, e a obesidade néo sindrémica estdo associadas a
doencas cardiovasculares. A cardiomiopatia hipertréfica e outras alteracdes cardiacas sdo causadas
por mutacdes em genes com expressao preferencial no tecido cardiaco. O objectivo do estudo

foi o recurso a técnicas moleculares para uma triagem répida e precoce da patologia cardiaca. A
partir do RNA do sangue e do ADN extraido dos leucdcitos os autores recorreram a sondas corres-
pondentes as mutacdes génicas para a amplificacdo e sequenciacdo directa do RNA. Foram detec-
tadas mutacdes genotipicas na proteina ligante da miosina cardiaca. Conclui-se pela aplicacdo da
tecnologia RNA visando o futuro equacionamento genético e clinico da patologia cardiovascular.

PALAVRAS-CHAVE
Marcadores moleculares; Testes genéticos; Doenca cardiovascular; Obesidade; Sindrome de
Prader-Willi.

SUMMARY

Prader-Willi Syndrome is characterized by hypotonia, hypogonadism, mental retardation and infan-
tile obesity as a consequence of hyperphagia. The PWS and non syndromic obesity are associated to
cardiovascular disease. Hypertrophic cardiomiopathy and other cardiac disorders are caused by genetic
mutations of genes with a preferential expression in the cardiac tissue. The purpose of the research was
to apply molecular techniques viewing a rapid screening of cardiac implications. With blood extrac-

ted RNA and lymphocytic DNA, cDNA probes linked to the genetic mutations for amplification and
direct RNA sequencing were tested. Genotypic mutations of the cardiac myosin binding protein were
detected. The Authors believe that the resource to RNA technology will facilitate the genetic and clinic
handling of cardiovascular diseases.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Prader-Willi (PWS) é ca-
racterizada por hipotonia infantil, problemas
alimentares, hipogonadismo, maos e pés de
dimensoes inferiores as normais, atraso mental,
problemas de comportamento e a hiperfagia que
é responsavel pela obesidade, que se manifesta
precocemente na infancia'. Citogeneticamente
traduz-se por uma deleccdo no braco longo do
cromossoma 15 (15q11-q13), e caracteriza-se,
em geral, por uma isodisomiase paterna. Esta
entidade sindrémica foi reconhecida como o
primeiro exemplo de impressdo genémica no ser
humano, ou seja, exemplo da diferenciacao ex-
perimental de informacdo genética dependente
da origem parental?®. O PWS constitui a causa
mais conhecida da obesidade mérbida. A obe-
sidade associada ao PWS parece contribuir para
um elevado risco de diabetes e doencas cardio-
vasculares. Actualmente os individuos com PWS
sdo diagnosticados mais precocemente do que
se passava ha alguns anos. A vida média destes
doentes é mais prolongada, aumentando, desta
forma, o risco de desenvolverem doencas car-
diovasculares e outras alteracdes relacionadas
com a obesidade, a medida que envelhecem.
Existem casos bem documentados de doencas
cardiovasculares em doentes com PWS*3,

A doenca vascular isquémica estd normal-
mente associada a obesidade na populagdo
em geral®’8.

Diversos tipos de doencas cardiovasculares
tém uma base genética. A triagem destas alte-
ragdes revela-se de uma grande importancia,
visando uma abordagem pré-sintomatica e
aconselhamento genético precoce®!®!l. No
entanto a disponibilidade de testes genéticos
para as doencas cardiovasculares é limitada.
A maior parte destas doengas é reconhecida
na idade adulta, limitando as oportunidades
para a identificacdo génica através da anali-
se ou polimorfismos de restricdio, por falta de
membros familiares disponiveis para os testes
genéticos. As razdes da execugdo técnica dos
testes sdo igualmente prevalecentes. Muitas
doencas cardiovasculares sdo produzidas por
varias mutagdes em genes extensos.

Por exemplo, a cardiomiopatia hipertréfica
é provocada por cerca de 200 mutac¢des em cerca
de 10 genes codificantes, de proteinas do sarcé-
mero. A dilatacdo cardiomiopatica associa-se
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a mutacdes em 17 genes distintos!'?13. Os testes
génicos usados tém implicado a sequenciacdo
generalizada dos exdes a partir da amplificacgéio
gendémica do ADN linfocitdrio ou a desnatura-
¢do por cromatografia liquida de alta pressdo
(DHPLC) a qual se segue a sequenciacdo gene-
ralizada dos exdes anormais'*!s.

A sequenciacdo do ARNmensageiro
(mRNA) codificado pelos genes inerentes as
doencgas cardiovasculares revela-se uma alter-
nativa valida's. Dado que o RNAm é processado
com a elimina¢do da maioria das sequéncias
ndo codificantes, a quantidade do material
genético disponivel para os testes permite uma
andlise eficaz por sequéncia directa.

Os autores descrevem a incorporagdo da
tecnologia do RNA purificado num método de
triagem génica que permite a amplificagdo de
RNA e a sequéncia directa de alguns dos genes
associados a patologia cardiovascular presente
nos obesos em geral e nos obesos PWS.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se doentes obesos e com PWS,
conforme as normas éticas vigentes para estudos
experimentais congéneres, tendo sido obtido o
consentimento para a doagdo de sangue visando
os testes genéticos. Os proposita que aderiram
ao estudo foram seleccionados segundo corre-
lacdo genoétipo/fendtipo, entre doentes PWS e
obesos seguidos nas consultas de Endocrinologia.
Estudaram-se 8 doentes com PWS (6 homens
e 2 mulheres); idades médias (DP)=23,5+10,5
anos, limites etdrios=10 a 48 anos; Indice Mé-
dio da Massa Corporal (IMC)=35,2+10,5 e 10
individuos obesos ndo sindromicos (2 homens
e 8 mulheres) com obesidade de etiologia ndo
determinada; idade média (DP)=32,0+12,0
anos; limites etarios 12-53 anos; IMC=34,6+5,7
(termo comparativo). Todos os proposita tinham
o diagnostico ecografico de hipertrofia cardiaca,
tendo sido submetidos a par do perfil quimico
analitico a estudos endocrinoldgicos exaustivos
incluindo insulina plasmatica, glicemias pds-
prandiais, peptideo C, cortisol, doseamento das
hormonas sexuais, tiroideias e niveis de leptina.
O diagnéstico clinico de PWS foi geneticamente
confirmado por estudos cromossémicos com
FISH, estudos de metilacdo do ADN e andlise
microsatelitizada cromossémica 15q11-q13; os
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individuos obesos ndo sindrémicos tinham os
testes citogenéticos normais. Os doentes PWS ndo
tinham sido submetidos a terapia com hormona
de crescimento.

O ADN gendmico foi preparado a partir de
linfécitos periféricos!” com o kit de isolamento
da Gentra Systems, aplicando-se os respectivos
protocolos. Obteve-se ARN a partir de 3 ml do
sangue periférico total colectado em tubos Pax-
gene (Quiagen Inc). As amostras de sangue
foram armazenadas a 4° C e processadas nas
96 h seguintes, de acordo com as especificacdes
do fabricante. Efectuou-se a transcri¢ao reversa
com o aparelho de Transcri¢do Rtase da Roche
Applied Science, recorrendo-se a hexameros
aleatoérios como “primers” para cada uma das
reaccbes enzimaticas. Seguiram-se as reaccdes
PCR com templato Rtase, “primers” especificos,
MgCl2, dNTPs, betaina e tampdo q.b., para 1
unidade de Taq polimerase. O dimensionamen-
to dos “primers” foi efectuado com software da
Invitrogene Corp.

Ap6s a purificagdo dos produtos PCR (proto-
colos da Quigen Inc), processou-se a respectiva
quantificacdo por geles electroforéticos e recurso
a reagentes da Applied Biosystems (ABI) em
reacgdes ciclicas de sequenciacdo. Os produtos
foram subsequentemente analisados mediante
o Analisador Génico da ABI e respectivo softwa-
re. Recorreu-se, igualmente, a andlise de concor-
dancia da expressdo alélica para a definigéio dos
genotipos RNA/ADN e detecgdo de SNP's (single

FIGURA 1. Representacao diagramatica geral dos SNP’s, haplotipos e SNP’s marcadores

nucleotide polimorphism) comuns. A fim de se
detectar mutagdes do gene da proteina C ligante
da miosina cardiaca (MYBPC3), recorreu-se a
um SNP bialélico no exdo 31%.

RESULTADOS

O principio geral da leitura das sequéncias
génicas neste estudo estd delineado na Fig. 1,
com a representacdo dos SNp’s e combinacdes
haplotipicas possiveis.

As mutag¢des MYBPC3, subjacentes a cerca
de 50% das mutacdes associadas a Cardiomio-
patia Hipertréfica, encontravam-se presentes
em todos os doente PWS estudados. Com a
amplificacdo MYBPC3 a partir do RNA com
recurso a “primers” especificos para a andlise
SNP foi possivel detectar 3 mutagdes genotipicas
no exdo 31 (Fig. 2).

O varrimento (scanning) das sequéncias da
proteina ligante da miosina cardiaca (sequéncia
nucleotidica MYBPC3=1-3825 pb (Database:
http://ncbi.nlm.nih.gov(entrez/query.fagi?),
recorrendo a trés “primers” oligonucleotidicos
de 23pb,21pb e 20 pb, comprovou o estado de
heterozigotia nos individuos obesos ndo sin-
drémicos (Fig. 3). No entanto em quatro destes
obesos estudados (resultados ndo apresenta-
dos) o padrdo ndo era conclusivo, indicando,
eventualmente a existéncia de outra variante
de cardiopatia a par da CMH a ser detectada
por sequéncias génicas distintas
e correspondentes SNP’s.

O estudo da concordancia

Artigos Originais

SNP SNP SNP L. .

8 SNPy 1 ' i gendtipo RNA/ADN visando a
AACACGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCGACCG.... deteCQﬁO da mUtQQﬁO alélica
AACACGCCA....TTCGAGOGTC.... AGTCA ACCG.... bem como dos alelos Selvagens
AACATGCCA.... TTCGGGGTC.... AGTCA ACCG.... -
AAGACGGCA.... TTECGGGGTC.uss AGTCGACGG.... demonstrou que a mutagao

— | e detectada na andlise inicial do
— = i 2

G T ‘;h/ RNA também se encontrava
Haplolype | CTCAAAGTACBGTTCAGGCA presente na correspondente se-
H: 2 TTGATTGCGCAACAGT TA A . .

H:x::i! CCCGATCTGTYTGATACT :27(5 quenC]'a ADN' A Flg' 4 apresenta
Haplotlyped TCOATTCCGCGGTTCAGACA a concordancia genotipica em
‘ Il ' T
N 5 dois individuos PWS estudados.
Tag SNPs - - - A gs A .
e s ¢ o Idéntica concordancia (resulta-

dos néio apresentados) foi obser-
vada nos individuos obesos ndo
sindrémicos, a excepgdo dos ja
referidos quatro obesos com pa-
drdo de sequenciacdo RNA ndo
conclusivo.

a. Sequéncias oligonucleotidicas curtas correspondentes a mesma regiao cromossomatica em individuos
diferentes. A maior parte das sequéncias ADN é idéntica, mas evidenciam-se trés bases onde ocorre a
mutacao. Cada SNP tem dois alelos possiveis; o 1° SNP no painel a tem os alelos Ce T.

b. Um haplétipo é feito de uma combinacéo alélica especifica de SNP’s adjacentes. O diagrama apresenta
0s gendtipos possiveis para os SNP’s ao longo de uma extensdo de centenas de pares de bases de ADN.
S6 estdo representadas as bases com mutagGes, incluindo os 3 SNP’s apresentados no painel a.

c. A genotipagem de 3 SNP’s marcadores é suficiente para a identificagdo dos 4 referidos hapldtipos.

Adaptado do International HapMap Project — sendo o 1°. Autor deste estudo participante no projecto
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FIGURA 2. Sequenciacdo RNA em 8 doentes PWS, (exdo 31 gene MYBPC3) com detecgédo DISCUSSAO

de mutagdes genotipicas indicadas pela substituicdo das respectivas bases nucleotidicas:

T/T (timidina/timidina): T/C (timidina/citosina); C/C (citosina/citosina).

Cédigo de cores: T: Cor encarnada ; G: Azul escuro , C; Azul claro; A : Verde. As doengas mais prevalecen-

tes como as doencas cardiovas-
culares, obesidade, diabetes e
outras sdo causadas pela com-
binagdo alélica de maultiplos
factores genéticos e ambientais®.
A descoberta destes factores ge-
néticos tem vindo a modificar a
percepgdo da patogénese, diag-
néstico e tratamento das doencas
humanas. Os estudos de ligagdo
(polimorfismos de restrigdo géni-
ca) nem sempre localizam as va-
riantes genéticas que afectam as

FI~GURA 3. Sf:qgenqagéo RNA em 6 doentes obesos?. Os t'ra(;ados nao repjroduzem afexFeP- doengas ditas complean, dado
sdo da sequéncia génica e foram agregados para evidenciarem as muta¢des da substituicdo d . individual
das bases. Encontram-se realgadas as 3 mutagdes genotipicas (exdo 31 — MYBPC3) que cada variante individua

Cédigo de cores: T: Cor encarnada; G: Azul escuro, C; Azul claro; A : Verde. mais prevalecente contribui de

uma forma relativa para o risco
patolégico?02!,

Um elevado numero de es-
tudos de associacdo entre uma
variante genética especifica e
a doenca, permite comparar
grupos de individuos afectados
com grupos de controlos ndo
afectados*. Uma das aborda-
gens para efectuar estudos de
associacdo implica testar cada
variante causal putativo para a
correlagdo com a doenca, e, de-

signa-se de abordagem directa®.
FIGURA 4. Sequenciacdo ARN e ADN apresentando a concordancia genotipica ARN/ADN O escrutinio do genoma comple-
observada em dois individuos PWS estudados.
Cddigo de cores: T: Cor encarnada; G: Azul escuro, C; Azul claro; A: Verde.

to de inumeros doentes para as
associagdes patoldgicas incorre-
ria em custos elevados para a
identificagdo de genes variantes
candidatos. Actualmente, este
tipo de método directo limita-se a
sequenciacdo de partes de genes
candidatos ou seleccionados com
base numa hipétese funcional ou
genética pré-existente. Uma tec-
nologia alternativa, designada
de metodologia indirecta, recorre
a um conjunto de sequéncias
variantes no genoma como mar-
cadores genéticos para detectar
a associacdo entre uma determinada regido
gendmica e a doencga, quer os marcadores
tenham ou ndo efeitos funcionais. Desta for-
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ma, a definicdo das variantes causativas seria
limitada para regides génicas demonstrando
associacdo com a doenca ou doengas afins. A
segunda metodologia permite definir a maior
parte das sequéncias humanas variantes, néo s6
porque 90% da variagdo das sequéncias génicas
incluidas deve-se a variantes comuns??, como
pelo facto de essas mesmas variantes resultarem
de eventos mutacionais unicos associados a
variantes génicas adjacentes presentes no cro-
mossoma ancestral em que a dita mutacdo tera
ocorrido. Deste modo, a metodologia indirecta
permite estudar variantes em genes candidatos,
regides cromossomaticas ou até regides presen-
tes em todo 0 genoma humano. Esta abordagem
indirecta utiliza informagdo de um pequeno
numero de variantes que englobam a maioria
dos padrdes comuns de alteracdo génica, de
forma a que cada regido ou gene possa ser
testado para a associagdo com uma ou mais
doencas com uma elevada probabilidade de
que essa associagdo serd detectada caso exista
efectivamente.

Duas cépias do genoma humano diferem
uma da outra por cerca de 0,1% de locais nu-
cleotidicos. O tipo de polimorfismo mais comum
— 0 SNP - ¢ a diferenca entre cromossomas na
respectiva base nucleotidica presente num
determinado local de uma sequéncia de ADN.
A presenca dos alelos de um dado SNP é deter-
minada pela genotipagem de uma amostra de
ADN genémico. De acordo com as modernas
tecnologias, como a usada no presente trabalho
0os ARNs podem ser rapidamente detectados no
sangue periférico sem passar por estadios de pu-
rificac@o genética ou culturas celulares, poden-
do ser usado como material primdrio para uma
triagem rapida e de alta defini¢do de sequéncias
codificantes e mutagdes “splicing” em genes
associados com doencas cardiovasculares como
€ o caso do gene MYBPC3. A sequenciagio do
RNA tem a vantagem de revelar significativas
mutacgdes funcionais que poderiam passar des-
percebidas com a andlise funcional do ADN ge-
ndémico. As sequéncias de “splicing” ou material
excisado, sdo sequéncias degenerativas e como
tal ndo identificaveis de uma forma clara nos
dados gendémicos. O recurso ao RNA do sangue
identifica mutag¢des com menos 6nus financeiro
relativamente a sequenciagdo do ADN, sendo,
igualmente, de execuc¢do mais rapida. O RNA
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permite obter resultados de uma ou vdrias
amostras de sangue enquanto que os ensaios
com ADN requerem o uso de amostras multiplas
e 0 processamento simultdneo de controlos. A
transcri¢do ectdpica tem sido detectada para
um grande nimero de genes!® com expressdo
intercalar do gene da cadeia pesada da miosina
beta (MyH7); da troponina cardiaca T (TNNTZ2)
e da proteina - C ligante da miosina especifica
do miocardio (MYBPC3)Y.

O numero de doentes ora apresentado ndo
permite uma determinac¢do quantitativa espe-
cifica. A deteccdo de mutacdo com frequéncias
semelhantes na PWS e na sindrome metabdlica
da obesidade advoga o uso de testes de ARN que
poderdo obter sensibilidades comparativas aos
meétodos classicos DHPLC e outros. Recentemen-
te, outros investigadores!? obtiveram resultados
com valor progndstico e resposta terapéutica na
cardiopatia LQTS (Long QT Syndrome), baseada
na mutacdo de um locus génico. Na HCM o risco
de arritmias e morte sibita pode ser influencia-
do pelo gendétipo?:. Em todas estas situacdes o
aporte genético podera ser fundamental para
o diagnéstico clinico essencialmente no estado
pré-sintomatico ou em doentes com heredogra-
mas familiares negativos?%.

Em Portugal existem Laboratérios de Inves-
tigacdo com equipamento altamente sofisticado
e técnicos superiores especializados na metodo-
logia do RNA. A extrapolacdo desta tecnologia
para os Laboratoérios Clinicos permite antecipar
um método de diagnéstico preciso, sem custos
altamente empolados. Tornam-se necessarios
estudos mais amplos contemplando a triagem
de doencgas cardiovasculares na sindrome me-
tabodlica da obesidade, com a sua expressdo
extrema na PWS, ndo sé para aprofundar a
informacdo dos repositorios genotipicos destas
patologias, como para uma melhor compreen-
sto do binémio gendtipo-fendtipo.
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