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RESUMO

A Morte Subita Cardiaca (MSC) em jovens, entre 0s 18 e 0s 40 anos, assintomaticos é
um evento que devia, em todos os casos, conduzir a uma autopsia médico-legal para
investigar a causa da morte. Contudo, a autdpsia medico-legal nos casos de MSC em
jovens revela um coracdo estrutural e histologicamente normal, em cerca de um terco dos
casos. Nesses casos, em que 0 exame toxicoldgico é negativo e na auséncia de agédo
traumatica, a causa de morte permanece inexplicavel. Deste modo, a anélise genética é
recomendada.

Em Portugal, atualmente, a analise genética so excecionalmente é parte integrante de uma
investigacdo médico-legal de MSC em jovens.

Estudos genéticos revelaram que sindromes arritmicas, onde se inclui a Taquicardia
Ventricular Polimorfica Catecolaminérgica (TVPC), podem ser responsaveis por 30-50%
das mortes, em jovens até aos 40 anos de idade. A TVPC é uma canalopatia hereditaria,
caracterizada por sincope e morte subita. O exercicio fisico ou uma emocao aguda podem
desencadear um episédio de TVPC. A TVPC é causada por movimentagoes intracelulares
anormais de calcio (Ca2") resultante de mutacBes no gene RyR2. A contribuicdo da
genética nestes casos de Morte Subita (MS) € importante ndo s6 para o diagndstico da
causa da morte, mas também porque permite prevenir outras mortes entre os familiares
da vitima em primeiro grau, que tenham a mesma informacdo genética. Nos casos de
MSC em jovens, as analises genéticas devem ser parte integrante da pratica da Patologia

Forense.

Palavras-chave: Morte Subita Cardiaca; Canalopatias; Disturbios genéticos cardiacos;

Post-mortem.
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Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

1.1. Morte subita cardiaca

A Morte Subita Cardiaca (MSC) pode ser definida como uma morte inesperada,
devido a patologia cardiaca, que ocorre dentro de um curto periodo de tempo a partir do
inicio de quaisquer sintomas relacionados com o coragdo (Kauferstein et al., 2013) numa
pessoa com ou sem doenca cardiaca pré-existente conhecida (Sen-Chowdhry and
McKenna, 2006).

Considera-se uma morte natural de causa cardiaca, a que se manifesta pela cessacdo
repentina da atividade cardiaca e consequente deterioracdo rapida do estado de
consciéncia levando a auséncia de atividade respiratdria e da circulagdo sanguinea
(Siscovick DS, 2010). Nessas circunstancias, a investigacdo forense assume uma
importancia consideravel, com a necessidade de determinar a causa e o diagnostico
diferencial ou etiologia médico-legal da morte (Ackerman, 2009).

As causas de MSC diferem com a idade do paciente (Rodriguez-Calvo et al., 2008) e
embora a maioria das vitimas de MSC sejam idosas, muitas criancas e jovens adultos,
com idade inferior a 35 anos, morrem todos os anos devido a diversas patologias cardiacas
(Farrugia et al., 2015). A doenca arterial coronaria € a condi¢do patoldgica, subjacente a
MSC, mais comum (~40-60%), mais particularmente em doentes com idade igual ou
superior a 50 anos (Chanavat et al., 2016), seguindo-se a doenca cardiaca isquémica e as
doencas miocéardicas primérias: cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia dilatada e
displasia arritmogénica do ventriculo direito. Ja nos jovens, entre 1 e 39 anos de idade,
varios estudos tém relatado que um exame post-mortem completo pode ndo revelar uma
causa de morte em cerca de 30% dos casos (Tester and Ackerman, 2012). Esses casos sdo
geralmente designados como casos de Morte Subita Inexplicavel (MSI).

A MSI corresponde a uma causa de morte que permanece desconhecida depois de
uma autopsia médico-legal completa incluindo a realizacdo de exames complementares
de diagnostico (toxicoldgicos e histologicos), a avaliacdo da historia clinica e a
investigacdo das circunstancias da morte. Para esses casos inexplicados, uma contribuicao
diagndstica importante pode ser fornecida pela analise genética, que deve ser aplicada
durante a investigacdo sobre a origem da morte (Campuzano et al., 2014),(Oliva et al.,
2017).

Durante a ultima década, foram feitos avancos significativos na compreensao da base
clinica e genética da MSC e presume-se, que muitas das causas de MS, especialmente em

jovens, sdo devidas a distdrbios genéticos com repercussdo a nivel cardiaco (Rodriguez-
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Calvo et al., 2008). Estima-se que 10-35% das MSI possam ser explicadas por
canalopatias cardiacas (Wang et al., 2014), patologias que correspondem a alteracfes
genéticas, as quais predispdem ao aparecimento de arritmias ventriculares em coragdes

estruturalmente normais.

1.1.1. Incidéncia da morte subita cardiaca

A MSC representa um problema cada vez mais atual que gera uma preocupagéo
crescente na populacdo em geral.

Nos paises desenvolvidos, a MSC é considerada uma das causas mais comuns de
morte, representando um importante problema de salde publica (Basso et al.,
2008),(Doolan et al., 2008).

Em Portugal, a MSC corresponde a 20% de todas as mortes, com uma incidéncia de
cerca de 1/1000 habitantes/ano (Gomes, 2014). Contudo, a incidéncia da MSC,
especificamente nos jovens, varia dependendo da populagéo estudada e das metodologias
usadas nesses estudos (Semsarian et al., 2015). Além disso, a verdadeira incidéncia da
MSC é suscetivel de estar subestimada (Semsarian et al., 2015), uma vez que os distdrbios
arritmogeénicos primarios podem predispor a mortes em contexto aparentemente
acidental. Nessas circunstancias, a causa da morte pode ser erradamente atribuida ao
acidente, por exemplo, as mortes de jovens atribuidas a eventos como afogamento e
acidentes com veiculos motorizados, podem ter sido diretamente precipitadas por uma

arritmia ventricular (Semsarian et al., 2015).

1.2. Canalopatias cardiacas

As canalopatias cardiacas podem ser patologias hereditarias causadas por mutacdes
em genes gue codificam para os canais i0nicos transmembranares e para 0s seus recetores,
ou podem ainda ser adquiridas como resultado da exposi¢do a farmacos, imunoglobulinas
ou toxinas que modificam a fung&o do canal idnico (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013).

A maioria das mutagdes conduzem a disfungdes dos canais idnicos que regem o fluxo
de sodio (Na*), potassio (K*) ou de célcio (Ca?*) nas membranas dos cardiomidcitos.
Como os ides sdo moléculas carregadas, esses fluxos idnicos produzem correntes elétricas
e desempenham um papel importante na determinacédo de diferencas de potencial elétrico
transmembranar (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). A atividade elétrica de uma célula
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cardiaca é caracterizada pelo potencial de acéo cardiaco gerado pela atividade dos canais
ionicos (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013) e depende largamente da funcdo destes. A
perturbacdo no fluxo de ides altera a atividade elétrica no coragdo e é o substrato para o
desencadeamento de arritmias ventriculares que podem causar sincope e aumento do risco
de MSC (Stattin et al., 2016) com um coracao estruturalmente normal e sem que se
observem, na microscopia, alteragdes morfoldgicas do tecido cardiaco. A sincope € o
sintoma mais comum nos disturbios de canais i6nicos do coragdo, embora a paragem
cardiaca possa ser a primeira manifestacao clinica em individuos assintomaticos (Stattin
etal., 2016).

As alteracbes genéticas associadas as canalopatias cardiacas sdo complexas. A
maioria das sindromes associadas a estes disturbios arritmicos pode ser causada por
mutacdes em genes diferentes, ou por varias mutacfes num anico gene (Abriel and
Zaklyazminskaya, 2013). Ambas as situacGes podem estar na origem de diferentes
fendtipos. Os principais fendtipos observados nos pacientes portadores dessas mutacoes
sdo: a Sindrome de QT Longo (SQTL), a Sindrome de QT Curto (SQTC), a Sindrome de
Brugada (SBr) e a Taquicardia Ventricular Polimorfica Catecolaminérgica (TVPC)
(Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). Estudos realizados demonstraram que estas
sindromes podem ser detetadas atraves do estudo de muta¢des nos genes KCNQ1 (SQTL
do tipo 1), KCNH2 (SQTL do tipo 2 e SQTC), SCN5A (SBr do tipo 1 e SQTL do tipo 3)
e RyR2 (TVPC do tipo 1), os quais, ja se sabe que mais frequentemente estao associados
a estas patologias.

Considerando que as analises clinicas e post-mortem sugerem que aproximadamente
um terco dos casos de MSI, apds o primeiro ano de vida, pode ser o resultado de uma
canalopatia hereditaria, a triagem genética post-mortem assume um papel muito
importante no esclarecimento da causa de morte e deve ser sempre realizada nos casos de
MSI (Ackerman, 2009),(Ingles and Semsarian, 2007).

1.3. Taquicardia ventricular polimdrfica catecolaminérgica

A TVPC é uma arritmia hereditaria rara (Yu et al., 2016) potencialmente letal que se
manifesta frequentemente como arritmias ventriculares, caracterizada por sincope e
paragem cardiaca e que ocorre, habitualmente, durante o exercicio ou em situagdes de

stress emocional intenso. E de salientar que o proprio exercicio no aumenta o risco de
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MSC, mas as adaptacOes cardiacas induzidas pela atividade atlética podem ser
inaceitaveis para coragdes com doenca subjacente (Grani et al., 2016), (Chappex et al.,
2015), (Sarquella-Brugada et al., 2013). Isso enfatiza o papel da atividade fisica como um
gatilho para arritmia cardiaca em pessoas com doenca cardiaca desconhecida (Oliva et
al., 2017), (Germann and Perron, 2005).

Clinicamente, a TVPC é causada por instabilidade cardiaca elétrica exacerbada pela
ativacdo aguda do sistema nervoso adrenérgico (D'Ovidio et al., 2017), o que pode
conduzir a contragdes ventriculares prematuras e taquiarritmias ventriculares
bidirecionais (Kawata et al., 2016), e consequentemente, a MSC na auséncia de alteracfes
cardiacas estruturais.

Em termos fisiopatoldgicos, a TVPC resulta de alteragdes intracelulares ao nivel do
canal de libertag3o do calcio (Ca?*) provocando sobrecarga de Ca?*, o que altera o balango
de correntes ionicas, que geram o potencial de acdo cardiaca e que controlam o
acoplamento excitagdo-contracdo nos cardiomiocitos, favorecendo o aparecimento de
arritmias fatais (Imberti et al., 2016).

A primeira manifestacdo desta sindrome arritmica ocorre geralmente na infancia ou
no inicio da juventude, com idades compreendidas entre os 7 e 12 anos, embora existam
casos relatados com inicio na idade adulta (Pflaumer and Davis, 2012).
Aproximadamente 30% dos individuos afetados apresentam sintomas antes dos 10 anos,
sendo que a maioria (60%-80%) apresenta um ou mais episodios de arritmia sintomatica,
antes dos 40 anos (Leenhardt et al., 1995),(Priori et al., 2002),(Sumitomo et al.,
2003),(Postma et al., 2005). Cerca de 30% dos pacientes tém antecedentes familiares de
tais eventos (Leren et al., 2010) (Elger et al., 2010).

Quando ndo tratada, a evolucdo clinica da TVPC é grave (Imberti et al., 2016).
Estima-se que, na TVPC, a morte parece ser a primeira manifestacéo clinica em 30% dos
casos (Stattin et al., 2016).

Vérias mutacdes genéticas tém sido relacionadas com a TVPC, incluindo as que
ocorrem nos genes RYR2, CASQ2, KCNJ2, TRDN, CALM1 e CALM2 (Ohno et al.,
2015). Contudo, a forma mais frequente (cerca de 60% dos casos) (Ackerman et al., 2011)
esta relacionada com mutacdes autossomicas dominantes no gene RyR2 (localizado no
braco longo do cromossoma 1 na posicéo 43) que codifica para o recetor de rianodina do
tipo 2 (Priori et al., 2002) e que é classificada como TVPC de tipo 1 (TVPC1). As

mutacdes na calsequestrina codificada por CASQ2 séo responsaveis por uma forma muito
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rara, autossémica recessiva, conhecida como TVPC de tipo 2 (TVPC2) (Swan et al.,
1999),(Postma et al., 2002).

1.3.1. Prevalénciada TVPC

A TVPC ¢é uma das -canalopatias cardiacas mais malignas expressas
predominantemente nos jovens e foi reconhecida como uma causa significativa de MSC
em criancas e adultos jovens (Kawata et al., 2016).

A taxa de eventos arritmicos em pacientes nao tratados foi estimada em 58% (van der
Werf et al., 2012b), sendo que, as taxas de mortalidade de TVPC néo tratadas sdo de 30-
50% aos 40 anos (Priori et al., 2002).

A TVPC é considerada uma patologia rara, com uma estimativa de prevaléncia de 1:
10 000 (Haugaa et al., 2010) (Pflaumer and Davis, 2012). Contudo, devemos estar
conscientes de que verdadeira prevaléncia na populacao geral é desconhecida (Imberti et
al., 2016). Dada a dificuldade no seu diagndstico e a alta letalidade, juntamente com a
complexidade para fazer um diagndstico post-mortem, pode facilmente subestimar-se a

prevaléncia desta doenca (Pflaumer, 2017).

1.3.2. Recetor de rianodina tipo 2

O recetor de rianodina tipo 2 (RyR2), codificado pelo gene RyR2 que contém 105
exdes, € uma das maiores e mais complexas proteinas de canal i6nico, compreendendo
4967 aminoacidos (Medeiros-Domingo et al., 2009). Localiza-se no reticulo
sarcoplasmatico (RS) das células do musculo cardiaco e desempenha um papel essencial
no acoplamento excita¢do-contracdo nos cardiomidécitos (George CH, 2006), uma vez que
regula a duracdo e a amplitude do fluxo de calcio (Ca®*) a partir do reticulo RS (Galati et
al., 2016), por despolarizacdo da membrana celular, conduzindo a contragéo cardiaca.

Em condic@es fisiologicas, o0 RyR2 abre brevemente e medeia uma liberacio de Ca®*
do RS iniciando-se a contracao do cardiomidcito (isto €, a fase sistélica do ciclo cardiaco)
(Bers, 2002). Ap6s a conclusio da sistole, os ides de Ca?* sdo ativamente transferidos
para a RS pela (SR)-Ca?*-ATPase (SERCAZ2a) para permitir o relaxamento do musculo
cardiaco (ou seja, a fase diastolica), completando-se o ciclo de Ca?* (Fabiato, 1983). No
entanto, mutacdes de RyR2 causam libertacio espontinea de ides Ca?* do RS na diastole,
particularmente durante uma ativacdo adrenérgica intensa (Imberti et al., 2016), como
ocorre em situagdes de atividade fisica ou emocdes intensas. A saida anormal de Ca?* do

RS, devido a disfuncdes no RyR2, altera a homeostase do Ca?* nos cardiomidcitos e gera
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pos-despolarizacdes tardias causando TVPC (George et al., 2006), o que acaba por
conduzir a arritmias letais. Grande parte das mutacGes de RyR2, identificadas na TVPC,
sd0, na sua maioria, mutagdes de Missense onde substituicdes de um Unico par de bases
conduzem a substituicdo de aminoacidos (Rodriguez-Calvo et al., 2008) e resultam num
aumento de funcao (Roston et al., 2017a).

Um estudo realizado por Tester et al. em 2004 sugeriu que as mutacdes em RyR2
podem contribuir para, pelo menos, um em cada sete casos de MSI (Tester et al., 2004).
Deste modo, a analise da expresséo e de alteracGes no gene RyR2 deve ser realizada em
estudos post-mortem em todos os casos em que se pretenda determinar se a TVPC foi a
causa de MSI em individuos assintomaticos. Esta analise genética deve ser também
realizada quando se pretenda diagnosticar a TVPC em familiares de individuos vitimas
de MSC. Contudo, o diagndéstico genético de mutacdes no gene RyR2 é complexo devido
ao grande tamanho do gene (105 exdes traduzidos e ~16,5kb mRNA, codificando 4967
aminoacidos) (Abriel and Zaklyazminskaya, 2013). Todavia, o estudo realizado por
Medeiros-Domingo et al. das 128 mutagdes descritas associadas a TVPC1, demonstrou que
apenas 45 dos 105 exdes traduzidos do gene RyR2 apresentam mutacdes associadas a
TVPC estando essas mutacdes agrupadas em trés “Hot-Spot” denominados dominios I, 11
e Il (Figura 1). Este fenbmeno de agrupamento de muta¢Bes podera resultar numa
abordagem mais econémica para o teste genético para diagnostico da TVPC (Medeiros-
Domingo et al., 2009).

| 11 111
0 1000 2000 3000 4000 4967
s | | g— __[C
77-466 2246-2534 3778-4959 |AA
N-terminal Central Regido de canal

Figura 1: Representacdo das mutacGes agrupadas no recetor de rianodina do tipo 2
(RyR2) distribuidas em 3 regides "Hot-Spot" denominadas dominios | (N-terminal), Il

(central) e 111 (regi@o de canal). Adaptado de: The RYR2-Encoded Ryanodine Receptor/Calcium Release
Channel in Patients Diagnosed Previously With Either Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia or
Genotype Negative, Exercise-Induced Long QT Syndrome, Journal of the American College of Cardiology, Vol. 54,
No. 22, 2009

AA-NUmero estimado de amino&cidos para cada dominio.

Além disso, este estudo conclui que cerca de 65% das mutagdes no gene RyR2 podem

ser detetadas pelo rastreio de 16 exdes (Medeiros-Domingo et al., 2009) - 3, 8, 14, 45, 46,
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47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103 - que podem conter trés ou mais mutacdes
associadas a TVPC (Figura 2).

1 10 1 20 21 30 31 40
N—( OO R EOR S AR Ee i OO0

41 50 51 60 61 70 7 80

81 290 91 100 101 105

L ON08RE-I00NI0E—BRI0E—< RYR?

1° Nivel: 3, 8, 14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 ¢ 103 (exdes com >3 mutagdes)
2° Nivel: 10, 12, 15, 37, 41, 44, 50, 83, 94, 95, 99, 102, 105 (exbes com 2 mutagdes)
3° Nivel: 13,17, 19, 21, 26, 27, 28, 40, 42, 43, 48, 75, 86, 87, 91, 104 (exbes com 1 mutagdo)

Ex0es sem mutagdes relatadas

O =

Figura 2: Representacdo esquematica dos 105 exdes de codificacdo do gene RyR2
divididos em trés niveis, com base no nimero de mutacBes contidas em cada exdo. As
caixas coloridas representam todas as mutacdes contendo exdes relatadas até a data, j& as
caixas brancas representam o0s exdes livres de mutacdes relatadas. O primeiro nivel
incluiu 16 exdes conhecidos por hospedar trés ou mais mutacdes associadas a TVPC; O
segundo nivel, 13 exdes com, pelo menos, duas mutages relatadas; E o terceiro nivel, 16

exdes com apenas uma muta(;éo. Adaptado de: The RYR2-Encoded Ryanodine Receptor/Calcium Release
Channel in Patients Diagnosed Previously With Either Catecholaminergic Polymorphic Ventricular Tachycardia or
Genotype Negative, Exercise-Induced Long QT Syndrome, Journal of the American College of Cardiology, Vol. 54,
No. 22, 2009

1.3.3. Diagnostico post-mortem e gestdo do estudo dos familiares de um jovem
com MSC

Em caso de MS em jovens, idealmente deve ser realizado um exame post-mortem
completo (Priori et al., 2013b),(Ackerman et al., 2011),(Skinner et al., 2008). Tal,
pressupde uma avaliacdo macroscopica e histoldgica detalhada do coragdo, bem como de
outros orgaos-chave, a realizacdo de exames complementares toxicoldgicos, e ainda a
avaliacdo da historia clinica e a investigacdo das circunstancias da morte. Se no final da
autopsia médico-legal ndo forem demonstradas anomalias morfoldgicas significativas a
nivel cardiaco, ou de outros Orgaos e sistemas, e os resultados toxicoldgicos forem
negativos, a investigacdo de mutagdes ligadas a patologia cardiaca funcional, é a melhor
abordagem para poder explicar essas MS (Rodriguez-Calvo et al., 2008), uma vez que a

morte pode ser o primeiro e Unico sintoma de doenca genética.
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Estabelecer um diagndstico correto post-mortem, numa vitima de MSC, pode revelar-
se fundamental para os familiares da vitima. Com base nesse diagnéstico, podera ser
possivel evitar outras mortes, em familiares proximos, prevenindo futuros eventos
cardiacos fatais através de aconselhamento genético e de cardiologia especializados, do
ajuste do estilo de vida ou iniciando tratamento farmacoldgico, se disponivel (Michaud
et al., 2011), para tratar doencas cardiacas que até ai eram totalmente desconhecidas.

Mais de 95% dos disturbios genéticos cardiacos na populacdo em geral s&o herdados
de forma autossomica dominante, de tal forma que os familiares de primeiro grau tém
50% de probabilidade de herdar a mesma mutacdo de um gene (Cerrone and Priori,
2011),(Wilde and Behr, 2013). Deste modo, um diagndéstico post-mortem preciso da
doenca cardiaca subjacente com base em técnicas avangadas de Genética Molecular é
essencial.

Considerando que cerca de 15% dos individuos com MSI apresentam TVPC (Tester
et al., 2012) relacionada com mutagdes no gene RyR2, identificar um familiar
potencialmente vulneravel a esta sindrome, o mais cedo possivel, € uma contribuicdo
terapéutica indireta vidvel a partir da realizacdo dos testes genéticos (Schwartz et al.,
2013).

A gestdo do estudo familiar de um jovem com MSC é complexa e deve ser idealmente
adaptada a uma abordagem multidisciplinar especializada (Semsarian et al., 2015), que
deve englobar a medicina geral e familiar, a cardiologia e a genética.

Devido a natureza dindmica das arritmias associadas a TVPC, o eletrocardiograma
(ECG) de esforco é a ferramenta de diagndstico mais Util para o estudo de pacientes, pois
oferece a possibilidade de reproduzir as condi¢cbes que favorecem a taquiarritmia
ventricular. Durante o teste de esfor¢o, a suspeita de TVPC é geralmente formulada com
0 aparecimento de alguns sinais eletrocardiograficos que podem incluir contracGes
ventriculares prematuras isoladas (CVP), CVP bigeminadas, CVP em pares, taquicardia
ventricular (trés ou mais CVPs consecutivas) e taquicardia ventricular bidirecional ou
polimorfica (Hayashi et al., 2012),(Tan and Scheinman, 2008). Quanto ao ECG de 12
derivacOes em repouso, este é frequentemente normal, apesar de uma bradicardia sinusal
relativa ou ondas U proeminentes poderem estar presentes, sendo, contudo, estes achados
néo especificos (Ylanen et al., 2010). Este estudo deve ainda ser complementado por um
registo Holter de 24 horas, que ¢ especialmente valioso em criangas (Imberti et al., 2016)
e permite a identificagdo dos achados tipicos do ECG durante o exercicio ou 0 stress

emaocional.
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Apesar da importancia que estas ferramentas possuem no diagndéstico dos familiares
de vitimas de MSC, um estudo de realizado por Hayashi et al. em 2009 constatou que 0s
episodios cardiacos também ocorrem em individuos que possuem mutagdo genética e
com prova de esforco normal (Hayashi et al., 2009). Estes factos realcam a importancia
do rastreio familiar, incluindo o teste genético, mesmo ap6s uma prova de esforco
negativa.

Deste modo, o estudo genético de familiares é particularmente importante porque, se
ndo for tratada, a TVPC é uma patologia com mau prognostico, mas este pode melhorar
significativamente quando a doenca é corretamente identificada e a terapia é de imediato
implementada (Rodriguez-Calvo et al., 2008).

Em 2015, a Sociedade Europeia de Cardiologia publicou um artigo com
recomendacdes para a abordagem de doentes com arritmias ventriculares e para a

prevencdo de MSC onde inclui recomendacdes para o diagnostico da TVPC (Figura 3).

Diagnéstica de taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica (TVPC)

Recomendacoes Classe®| Nivel®

A TVPC e diagnosticada na presenca de um coragao estrutural-
mente normal, de um ECG normal e de TV polimorfica ou bidirec- |
cional induzida pelo esfor¢o ou emocgao.

ATVPC é diagnosticada em doentes portadores de mutagao(oes)
patogénica(s) dos genes RyR2 ou CASQ2.

ECG = eletrocardiograma; TV = taquicardia ventricular;
TVPC = taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica.
*Classe de recomendacio. *Nivel de evidéncia.

Figura 3: Recomendac6es da Sociedade Europeia de Cardiologia para o diagnostico da
TVPC. O nivel de evidéncia e a classe da recomendacdo de opcBes de gerenciamento
especificas foram tidas em conta e classificados de acordo com escalas predefinidas, pelos

especialistas de Sociedade Europeia de Cardiologia, conforme descrito no Anexo 1.
Adaptado de: Recomendagfes da ESC para a abordagem de Doentes com Arritmias Ventriculares e
Prevencdo de Morte Subita Cardiaca, European Heart Journal, 2015

1.3.4. Prevencdo e tratamento em casos de TVPC

Dado que, tanto o stress fisico como o emocional podem desencadear a TVPC,
mudangas do estilo de vida, que podem passar por limitar ou evitar o desporto
competitivo, 0 exercicio extenuante e a exposicao a ambientes stressantes podem revelar-
-se fundamentais (Hammond-Haley et al., 2016). Os limites para a atividade fisica
permitida podem ser definidos com base no resultado do ECG de esforco, realizados em

ambiente hospitalar. O uso de dispositivos de monitorizacdo da frequéncia cardiaca,
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durante a atividade fisica, podem ser Gteis para manter a frequéncia cardiaca dentro de
um intervalo seguro (Imberti et al., 2016).

A abordagem terapéutica em pacientes com TVPC, pode passar ainda por medidas
farmacoldgicas, pela intervencdo na inervacdo do ventriculo esquerdo e pelo uso de
desfibriladores implantaveis. A terapia farmacoldgica mais eficaz nos individuos
sintométicos sdo os farmacos antiarritmicos, os beta-bloqueadores. Além disso, a
intervencdo na inervacdo do ventriculo esquerdo, pode ser equacionada como forma de
tratamento nos individuos que sdo resistentes ao tratamento farmacoldgico (Priori et al.,
2013c). A colocacdo de um desfibrilador implantavel também deve ser considerada em
pacientes com TVPC gue ndo respondem a beta-bloqueadores nem a flecainida (Priori et
al., 2013a). No entanto, para certos autores esta deve ser considerada como a Ultima opcéao
terapéutica, tendo como principal indicacdo os individuos com maior risco de
manifestarem TVPC (Mohamed et al., 2006),(Pizzale et al., 2008).

Além do diagndstico da TVPC, a Sociedade Europeia de Cardiologia publicou ainda,
no artigo com recomendacdes para a abordagem de doentes com arritmias ventriculares
e para a prevencao de MSC, as recomendacdes para a estratificacao de risco e tratamento
da TVPC (Figura 4).

Recomendacoes

Gl ] Nt
Sdo recomendadas as seguintes alteragées do estilo de vida em todos

os doentes com diagnostico de TVPC: eviccao de desportos compe- C
titivos, exercicio fisico vigoroso e ambientes com stress.

Sao recomendados os betabloqueantes em todos os doentes com
um diagnéstico clinico de TVPC, baseado na documentagao da pre-
senca de AVs espontineas ou induzidas por stress.

E recomendada a implantagio de um CDI, para além dos betable-
queantes com ou sem flecainida, em doentes com um diagnostico de
TVPC que apresentem paragem cardiaca, sincope recorrente ou TV
polimorfica/bidireccional apesar da terapéutica otimizada.

Deve ser considerada a terapéutica com betabloqueantes para os membros da
familia geneticamente positivos, mesmo apos uma prova de esforgo negativa.

Deve ser considerada a flecainida além dos betabloqueantes nos
doentes com diagnostico de TVPC que tiveram sincope recorrente
ou TV polimorfica/bidireccional enquanto medicados com betablo-
queantes, quando ha risco/contraindicagoes para um CDI, ou quando
o CDI nao esta disponivel ou é recusado pelo doente.

Deve ser considerada a flecainida além dos betabloqueantes nos
doentes com diagnostico de TVPC e portadores de um CDI para re-
duzir os choques apropriados pelo CDI.
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Pode ser considerada a desnervagao simpatica cardiaca esquerda em doentes

com diagnostico de TVPC que tiveram sincope recorrente ou TV polimor-
fica/bidireccional/diversos choques apropriados por CDI enquanto medica-
dos com betablogueantes ou com betabloqueantes mais flecainida ou em
doentes intolerantes ou com contraindicagoes acs betabloqueantes.

Naio & recomendado o EEF com EVP na estratificacio de risco da morte
subita cardiaca.

AV = arritmia ventricular; CDI = cardioversor desfibrilhador implantavel; EEF = estudo eletrofisiologico; EVP = esti-
mulagio ventricular programada; MSC = morte sibita cardiaca; TV = taquicardia ventricular; TYPC = taquicardia ven-
tricular polimorfica catecolaminérgica. *Classe de recomendagio. "Mivel de evidéncia.

Figura 4: Recomendacdes da Sociedade Europeia de Cardiologia para a estratificacao de
risco e tratamento da TVPC. O nivel de evidéncia e a classe da recomendacao de opcdes
de gerenciamento especificas foram tidas em conta e classificados de acordo com escalas
predefinidas, pelos especialistas de Sociedade Europeia de Cardiologia, conforme

descrito no Anexo 1. Adaptado de: Recomendagdes da ESC para a abordagem de Doentes com
Arritmias Ventriculares e Prevencdo de Morte Subita Cardiaca, European Heart Journal, 2015
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Esta investigacdo incidiu no estudo de possiveis variacdes genéticas no gene
RyR2 numa populagdo de 50 individuos saudaveis, com idades compreendidas entre os
18 e o0s 40 anos, residentes no Norte de Portugal e praticantes regulares de atividades
desportivas.

Posto isto, 0s principais objetivos foram:

- padronizar um protocolo experimental para a analise de possiveis

variagcdes genéticas no gene RyR2;

- estudar o gene RyR2 como potencial marcador da presenca de
taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica, ou seja, analisar as
sequéncias obtidas, em software apropriado, por comparagdo com as sequéncias
referéncia, a fim de se detetar possiveis variagdes genéticas;

- comparar 0s resultados obtidos, para uma populacdo do Norte de

Portugal, com outros estudos relacionados com o gene RyR2, efetuados noutras

populagdes.
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3.1. Colheita de Amostras Bioldgicas

A populacdo estudada inclui 50 individuos saudaveis (do género masculino e
feminino) e com idades compreendidas entre os 18 e os 40. Estes voluntarios séo
residentes no Norte de Portugal e praticantes regulares de atividades desportivas.

Antes da realizagéo da colheita de amostras foi entregue um documento com todas a
informacdes (Anexo 2), acerca do estudo que se pretendia realizar, ou seja, 0S Seus
objetivos, métodos e beneficios previstos, e facultada uma explicacdo a todos os
participantes. Posteriormente, foi assinado pelos voluntarios um documento onde
expressaram o seu consentimento informado, esclarecido e livre para a participagéo neste
estudo genético (Anexo 3).

A colheita das amostras bioldgicas foi realizada atraves de um método indolor e ndo
invasivo, que consiste na utilizagdo de uma zaragatoa Whatman™ (Sigma-Aldrich) para
recolher algumas células da mucosa bucal. Ap6s a colheita, as amostras foram
devidamente identificadas, secas a temperatura ambiente e posteriormente armazenadas

num local limpo e seco.

3.2. Desenho dos Primers

Antes do inicio da execucdo do protocolo experimental foi decidido que apenas se
iriam estudar 3 dos 105 exdes do gene RyR2.

Como referido anteriormente, estudos diversos apontam para que cerca de 65% das
mutacdes no gene RyR2 podem ser detetadas pelo rastreio de 16 exdes, os exdes: 3, 8,
14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103 e por essa razdo selecionamos
trés destes exdes. Além disso, na escolha dos exBes para o estudo, teve-se em atencdo o
tamanho dos exdes (Tabela 1), para que estes nao fossem demasiado pequenos de modo
a facilitar o desenho dos primers, nem muito grandes, para facilitar a posterior analise e
interpretacdo. Deste modo, optou-se pela escolha do exdo 3, localizado no dominio I (N-
terminal e dos exdes 93, e 103 que se localizam no dominio Il (regido de canal) que € o

mais representativo.
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Tabela 1: Tamanho (em par de bases) dos 16 exfes nos quais podem ser detetadas 65%
das mutacdes do gene RyR2.

Exdo Tamanho® | Exdo Tamanho®| Exdéo Tamanho”| Exdo Tamanho*
3 105 46 106 89 82 97 134
8 113 47 121 90 1298 100 135
14 122 49 170 93 87 101 157
45 136 88 105 96 43 103 101

*0 tamanho é expresso em pb (par de bases)

Selecionados os exdes, procedemos ao desenho dos respetivos primers foward e
reverse. O processo teve inicio com a procura da sequéncia nucleotidica dos exdes 3, 93
e 103 do gene RyR2 atravées do  browser Ensembl  genome
(http://www.ensembl.org/index.htm). De seguida, foram exportadas as sequéncias dos
trés exdes garantindo que cada uma possuia 250 nucleétidos nas zonas flanqueantes 5°e
3" (Tabela 2), uma vez que sera nessas zonas intronicas que se devera selecionarar o0s
primers de forma a que mesmo com a perda das extremidades durante a sequenciacao
(comum devido a falha de leitura de algumas bases), seja possivel analisar o exdo por

completo.

Tabela 2: Primers foward e reverse (representado a amarelo) Selecionados para os fragmentos
correspondentes aos exdes 3, 93 e 103 (possivel de visualizar a cinzento) d0 gene RyR2.

Exédo 3
TCCGCCCACCTCGGCCTCCCAGAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCCGGCC
ACTATCTCTGGTTTTTTAAAATGTATTAAACATGAGGAGTAATGACAGTGTTTCTTGATGA
CTGGGGAACTTGCAGTAGAAAGTTGACAAATACTGTTTCTATGAAAGAAACTGGAGCCTC
CTAAGGTAAGCTGGGTCTGGATGCTTGATGAAGATGATGCTGCTGACTGCTCTTCCTCTTT
CTGTGCAGAATGTGCCCCCAGACCTCTCCATCTGCACCTTTGTGCTGGAGCAGTCCCTCTC
TGTCCGGGCGCTGCAGGAGATGCTGGCTAACACCGTGGAGAAATCAGAAGGGGCAAGTA
CCCAATTTATGTAGACTTGTAGTATTTTAATGAGCTCAGCTACTATAGGAACAATTTCTTT
CACAGGTGTCAGAGATTTTCTTTTTGCTAAAATAAGTCCATGCCTTTCAGTTGGAATGTCC
TTAGGTTTGACTTTCTGCTTTATCTAGCATATTTGTGGTGTCTTGAAAACTAAAAAAATAT
ATCCAAGCTTGATGTGATCTGTGTCACTAGGCCTCGTGCTTATGTCTGTTGTTTAAAACC

Ex&o 93

TCTTCTTAGCATTTAACATTCTCTGAAATTATGTTTTTCACTTGCGGGTATGCTTTTTTATTC
TTTGTCTCCTCCATGGTGGCAGAAATGTTCTCCCTCACTTTTAGGTCTGCAGCACCAAGAA
TGGTGCTTGAAACAGTAGGCTTGCGATCAATTGTTTGGGGTAAATGAATGAATGCTTTATT
TAAATTGACTGCAGGTTTCAAGCCTGTTGATTCAGTGACCTTTTCATAATGTTTTTCACCCT
CAGAACTATTTTGCTCGCAACTTTTACAACATGAGAATGTTAGCCTTATTTGTCGCATTTG
CTATCAATTTCATCTTGCTCTTTTATAAGGTACGTACATCTCACTGTTTTAATTACTGGTAT
AAAACTCCAAATAGAAATGAATGTAAAGATTTCACGATGAACGTATCTACTACTGCTAGT
GAACATGTCTAAACCTATTATGAAATACTGGTGCCTAGGCACTGATATCACTGTTATCTAG
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Continuacdo Tabela 2

GAAGGCAAGATAGATTTGTTCCTGAGAAGTGAGAAATGCCTCAACTGAAGGGCATTTGAT
TTAGCAGAGGGCTTCCCCACAGTATTCCCAGCCTAA

Exao 103

TCATCATCATCTTGTTCCCTGTCTGCGTCTGCTACTTCTTGCTGCTGGTACCTGTGTCATTT
AAGCCAACACCAAGATATAGTTACAGCGACAGTTCCATTTATATTCGTGGGCTTGGCACA
GCCTCCATGTGATGATCTTTGACGTGTATTGAGTGAACCAAATAATAGCTGCCCCTACATG
GCGAGTTGTGTTTTCCTTTTGTTTTGCTTTCTGAACTCTGACGTTAATATTTCCCTTTGTTTT
CTAGACCAAATGCTTCATCTGTGGGATAGGCAATGATTACTTCGACACAGTGCCACATGG
CTTTGAAACCCACACTTTACAGGAGCACAACTTGGCTAATTACTTGTGAGTGTGCCCGTTT
CAGAATCTTCCACCTCTCCAGTAGACGCCACTGGTCCCTGCCCATCTCAGAATAGAGAGG
AAGTTTTTGTTTATTGTTTAAAAAATAATTGCTGCAGATACTTTAAAAGAAAGTCCAACAG
CTAATGGCTCTCTTTTCCTCTGGAGTAGGTTGACTTAAGAGGTTAAGTTGCAGCTCTTCAT
GTAAGTGATGCTTTCTAGAACTTGAAATGAAGAGGTGGACAGGGAGGAGCA

Para a selecdo de cada par de primers recorremos ao programa PerlPrimer. Essa
selecdo obedeceu a uma série de critérios (Tabela 3) descritos a seguir pela ordem de
importancia.

Em primeiro lugar, e além da complementaridade com a sequéncia alvo, a sequéncia
de bases dos primers foward e reverse ndo devem ter dimeros extensiveis (Ext dimer dG
=0), ou seja, ndo deve haver complementaridade entre 0s primers, uma vez que isso pode
diminuir a capacidade de detecdo da técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) e
aumentar os riscos de aparecimento de resultados falsos negativos.

Em segundo lugar, a energia do Full dimer dG (Kcal/mol) deve ser a mais positiva
possivel (>-3), pois se 0s primers apresentam valores muito negativos de dG, a quantidade
de energia necessaria para romper o dimero é maior, ou seja, seriam necessarias
temperaturas mais altas, o que pode perturbar a reagdo PCR.

Por Gltimo, o par de primers deve possuir temperaturas de melting (Tm) semelhantes,
ou seja, 0s respetivos pontos de fusdo médios devem ser proximos de modo a facilitar o
annealing e possibilitar a continuidade dos ciclos.

A confirmacéo da especificidade dos primers foi realizada por meio de consulta na
base de dados Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Este

passo é importante porque os primers podem ser semelhantes a duas ou mais regides do
genoma, e, ao contrario do esperado, poderdo ser amplificadas outras regides para além
das de interesse para o estudo. Além disso, colocaram-se as sequéncias dos primers

foward e reverse dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 na base de dados NIST (National
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Institute of Standards and Technology)

(https://www-
s.nist.gov/dnaAnalysis/primerToolsPage.do) de modo a verificar-se, através dos

resultados do Auto Dimer, que os primers dos exdes ndo formavam dimeros entre si.

Tabela 3: Carateristicas dos pares de primers selecionados para as sequéncias dos exdes

3, 93 e 103 do gene RyR2 com 250 nucle6tidos nas zonas flanqueantes 5°e 3".

Posicdo Tamanho Tm"
(pb) (°C)
Exdo 3

Forward primer ATGAAGATGATGCTGCTGAC 208 20 58.51
Reverse primer | CACCTGTGAAAGAAATTGTTCC 430 22 58.51
Extension dG 0
Full dimer dG -1,94

Exdo 93
Forward primer AAGCCTGTTGATTCAGTGAC 204 20 58.57
Reverse primer | GGTTTAGACATGTTCACTAGCAG 444 23 59.57
Extension dG 0
Full dimer dG -3,68

Exao 103
Forward primer | TGAACCAAATAATAGCTGCCC 155 21 58.83
Reverse primer | GGTGGAAGATTCTGAAACGG 381 20 59.02
Extension dG 0
Full dimer dG -2,17

*Temperatura de melting

3.3. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir de zaragatoas bucais foi efetuada numa cdmara com uma
fonte de raios U.V. (Aura PCR, EuroClone®) com recurso ao Kit Prep-n-Go™ Buffer
(Applied Biosystems®).

Em cada zaragatoa bucal foi cortada a sua extremidade e colocada num tubo de 1,5
mL, devidamente identificado. A cada tubo com amostra foram adicionados 200 pL de
agua DNase-free (Applied Biosystems®) e 200uL de Prep-n-Go™ Buffer (Applied
Biosystems®), realizando-se também o controlo negativo da extracdo. Posteriormente
incubaram-se os tubos num termobloco a 90°C durante 20 minutos.

Por fim, armazenaram-se as amostras extraidas a uma temperatura de -20°C.
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3.4. Amplificacdo do DNA

No processo de reacdo em cadeia da polimerase, dos exdes 9, 93 e 103 do gene RyR2,
as amostras foram amplificadas utilizando o termociclador GeneAmp® PCR System 9700
(Applied Biosystems ®), e com recurso ao Kit HotStarTag® Plus Master Mix (Qiagen).

As condicdes da reacdo de amplificagdo utilizando a HotStarTagq® Plus Master Mix
(Qiagen) preconizadas no protocolo fornecido pelo fabricante estdo descritas na Tabela
4,

Tabela 4: Configuracdo da reacdo de amplificacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2
usando a HotStarTaq® Plus Master Mix (Qiagen).

Componente Volume/reacao Concentracao final
HotStarTaq Plus 10 pl 1 unidade de HotStarTaq Plus DNA
Master Mix, 2x Polymerase

1x PCR Buffer*
200 UM de cada dNTP

Primers:
Foward Variavel 0.1-0.5 uM
Reverse Variavel 0.1-0.5 uM
H20 DNase-free Variavel -
Amostra Variavel <200 ng/reacdo
Volume total da reacao 20 pl

* Contém 1.5 mM MgCla.

A fim de se determinar um protocolo otimizado para a amplificacdo dos trés exdes,
utilizando a HotStarTag® Plus Master Mix (Qiagen), variou-se a concentragio dos
primers foward e reverse em 0.25 e 0.5uM, como descrito nas Tabelas 5 e 6,

respetivamente. Cada primer foi utilizado numa concentracao de 10uM.
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Tabela 5: CondicGes da reacdo de amplificacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 com
utilizacdo dos primers foward e reverse a uma concentracdo de 0.25uM em cada reagao.

Componente Volume/reacao Concentracéo final
HotStarTaq Plus 10 pl 1 unidade de HotStarTaq Plus DNA
Master Mix, 2x Polymerase

1x PCR Buffer*
200 uM de cada ANTP

Primers:
Foward 0.5 ul 0.25 uM
Reverse 0.5 ul 0.25 uM
H20 DNase-free 8 ul -
Amostra 1l
Volume total da reacao 20 pl

Tabela 6: CondicGes da reacdo de amplificacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 com
utilizacdo dos primers foward e reverse a uma concentracao de 0.5uM em cada reacéo.

Componente Volume/reacao Concentracao final
HotStarTaq Plus 10 pl 1 unidade de HotStarTaq Plus DNA
Master Mix, 2x Polymerase

1x PCR Buffer*
200 UM de cada dNTP

Primers:
Foward 1pl 0.5 uM
Reverse 1pl 0.5 uM
H20 DNase-free 7 ul -
Amostra 1l
Volume total da reacao 20 pl

Com base nos resultados obtidos apds a amplificacdo realizada com diferentes
concentragOes de primers foward e reverse no volume final de cada reagéo determinou-
-se que se deveria efetuar a reacao de todas as amostras com 0.5 uM de cada primer. As
reacOes de amplificagio foram realizadas em tubos MicroAmp® de 0,2mL (Applied
Biosystems®).

Embora aquando do desenho dos primers fosse verificado que os pares de primers
selecionados dos exdes em estudo do gene RyR2 ndo formavam dimeros entre si optou-

se por, neste protocolo, apenas utilizar um par de primers por reacdo uma vez que a
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presenca de diversos pares de primers pode diminuir consideravelmente a sensibilidade
dareacdo (Bellau-Pujol et al., 2005). Posto isto, em cada tubo de reacéo foi pipetado 19uL
de mix, previamente elaborada para cada par de primers, e contendo HotStarTaq Plus
Master Mix 2x, os primers foward e reverse e a H,O DNase-free (Applied Biosystems®)
de acordo com a Tabela 6.

Posteriormente adicionou-se 1L de amostra, em cada tudo de reacéo de cada par de
primers dos trés exdes em estudo.

A reacdo de PCR exibiu 3 fases onde as amostras foram submetidas a uma
combinacdo adequada de tempo e temperatura seguindo as recomendac@es do fabricante
do Kit de amplificagdo HotStarTag® Plus Master Mix (Qiagen), de acordo com a Tabela
1.

Tabela 7: Configuracao da reacdo usando o HotStarTaq Plus Master Mix (Qiagen)

Fases Tempo Temperatura
1 Ciclo
1 | Ativagdo inicial 5 min 95°C
38 Ciclos
Desnaturacéo 30s 94°C
2 Annealing 30s 50°C-68°C
Extensao 1 min 72°C
1 Ciclo
3 Extenséo final 10 min 72°C

Fase 1- Ativacdo inicial. No primeiro ciclo é realizada uma ativacdo inicial de modo a
ativar a HotStarTaqg Plus DNA Polymerase otimizando a fase de desnaturacao.
Fase 2- Esta fase € dividida em 3 etapas: a desnaturacdo, o annealing e a extensdo. A
cada ciclo de amplificacdo, o nUmero de cdpias da sequéncia-alvo é duplicado e, com a
evolucdo dos ciclos da reacdo, ocorre aumento exponencial do nimero dessas sequéncias.

Fase 3- Extensao final.

De modo a verificar-se qual a temperatura ideal de annealing dos primers foward e
reverse dos exdes 3,93 e 103, realizou-se uma analise HRM (High Resolution Melting).
A HRM ajuda na escolha da melhor temperatura de annealing dos primers porque

sendo um PCR em tempo real (g-PCR) pode observar-se a curva de amplificacédo, a
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inclinacdo e o ciclo limiar em que a amplificacdo inicia. Na PCR normal apenas se pode

observar o resultado final de amplificagdo, o que também ajuda a escolher a temperatura

de annealing se ndo houver outra opgao, contudo consegue-se obter mais dados com a g-

PCR.

Para a realizacdo da analise de HRM seguiu-se o protocolo otimizado do grupo de

investigagcdo BIOMICs (Bioscience & Microtechnologies) da Universidade do Pais Basco

com recurso ao EvaGreen® Master Mix (Biotium). Além disso, foram utilizadas trés

amostras referéncia estando as condicOes da reacédo descritas na Tabela 8.

Tabela 8: CondicGes da reacdo de g-PCR dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 usando a

EvaGreen® Master Mix (Biotium).

Componente Volume/reacao Concentracéo final
EvaGreen® Master Mix 2.5 ul -
Primers:

Foward 0.5 ul -

Reverse 0.5 ul -
H20 DNase-free 0.5 ul -
Amostra 1l 1 ng/ul
Volume total da reacao 5ul

O processo foi realizado no termociclador CFX96™ [VD Real-Time PCR Systems

(BIO-RAD) programado para que as temperaturas de annealing dos primers variassem

num intervalo dos 58°C aos 63°C, como descrito na Figura 5.
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Figura 5: Programagédo do termociclador onde se demonstra o tempo, temperatura e
namero de ciclos de cada uma das fases da g-PCR.
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Face aos resultados obtidos, as reacdes de amplificacdo das amostras contendo os
pares de primers dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 foram realizadas com uma
temperatura de annealing de 61°C. Desta forma, o termociclador foi programado de

acordo com o esquema da Figura 6.

1 Ciclo 38 Ciclos 1 Ciclo
95°C 94°C
5 307 72°C 72°C
61°C 1 10°
307

Figura 6: Demonstracdo esquematica da programacdo no termociclador com tempo,
temperatura e nimero de ciclos de cada uma das fases da PCR.

3.5. Eletroforese capilar automatizada

De modo a verificar o sucesso da amplificagdo do DNA das amostras realizamos uma
eletroforese capilar automatizada utilizando o sistema QIAxel (Qiagen).

O sistema QIAxcel realiza a separacdo totalmente automatizada de fragmentos de
DNA de acordo com seu peso molecular. O instrumento QIlAxcel Advanced inclui uma
série de diodos emissores de luz e coletores micro-6ticos que se encaixam em capilares
dentro de cartuchos de gel QIAxcel. Os fragmentos de DNA migram depois através de
uma matriz de gel dentro dos pontos de excitacdo e detecdo de passagem no capilar e 0
sinal é transmitido através de um tubo fotomultiplicador para o software QIAxcel
ScreenGel para interpretacdo de dados. Os resultados sdo depois apresentados num
relatério final, no qual consta a imagem do gel, com os marcadores de tamanho, e 0s
eletroferogramas das amostras.

Como o consumo de amostra é inferior a 0,1l as amostras podem ser utilizadas para

analises posteriores.
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3.6.  Purificacdo do produto amplificado
Apbs a amplificacdo, os dNTPs e 0s primers ndo consumidos na reacao permanecem
em contacto com os produtos da PCR, podendo interferir negativamente na reacdo de
sequenciacdo. Por esse motivo, o produto amplificado resultante da PCR foi purificado
COM recurso a um sistema enzimatico ExoSAP-IT® (Affymetrix) que trata os produtos da
PCR, removendo os primers e dNTPs nao utilizados, sem que ocorra perda de amostra.
O protocolo de purificacao foi o seguinte:
1. Adicionar, diretamente aos tubos contendo os produtos da rea¢éo ap6s PCR, 5uL
de ExoSAP-IT® (Affymetrix);
2. No termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems®):
a. Incubar as amostras a 37°C durante 15 minutos, para degradar os restantes
primers e nucle6tidos;
b. Incubar as amostras 80°C durante 15 minutos, para inativar o reagente
Ex0SAP-IT® (Affymetrix).
3. Armazenar os produtos da PCR tratados a -20°C para posterior utilizacdo na

sequenciacdo das amostras.

Este protocolo baseia-se na agéo da enzima Exonuclease | que degrada os primers e
dNTPs ndo consumidos a temperatura de 37°C. De seguida, a enzima € inativada por meio
de calor excessivo durante a incubacdo a 80°C.

As principais vantagens deste protocolo sdo a rapidez e o nimero reduzido de passos

a executar e de reagentes a utilizar.

3.7. Sequenciacdo do DNA

A reacdo de sequenciacdo € similar a uma reacdo de PCR, na qual a amostra de DNA
é amplificada milhares de vezes in vitro, porém, na sequenciagdo apenas um primer
forward (sentido 5°-3”) ou reverse (sentido 3°-5”) ¢é utilizado para sintese das cadeias de
DNA. Neste estudo optou-se por utilizar apenas o primer foward, para a reagdo de
sequenciagdo, embora 0 uso do primer reverse possa também ser considerado nos casos
em que os resultados de algumas amostras ndo sejam satisfatorios.

Durante a reacdo, a DNA polimerase sintetiza novas cadeias de DNA, o primer liga-

se a sequéncia complementar e os nucledtidos sdo incorporados de acordo com a cadeia
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de DNA molde. Ocorre tanto a incorporacdo dos nucle6tidos livres ndo marcados, 0s
desoxinucleotidos comuns (ANTPs), quanto a de nucle6tidos marcados com fluorescéncia
(“dye terminators”), 0s didesoxinucleotidos (ddNTPs), nos quais foi removido o grupo
hidroxila na posi¢ao 3’ terminal (Figura 7). Os ddNTPs sdo também chamados de
nucleotidos de terminacdo uma vez que ocorre a ligagdo de uma cadeia molde de DNA
aos ddNTPs a leitura € interrompida gerando um fragmento de tamanho correspondente
ao local onde o nucleétido de terminacgéo foi incorporado na cadeia de DNA molde pois
sem o grupo hidroxila 3° terminal dos ddNTPs ndo ¢ possivel ocorrer a ligagao peptidica
determinando a interrupcdo da fase de extensdao. No final da reacdo sdo gerados
fragmentos de vérios tamanhos, uma vez que a adi¢cdo de ddNTPs marcados ocorre
aleatoriamente durante a reacédo de sequenciacao.

Base Base
T T, o T
g .
0 0] O 4C cv 0 0 O 4C cr
I\H H /| I\H H /|
H 1 | H 1 |
4C—C, ;C—C,,
I |
OH H H H
| I
3’- OH necessario para o Sem 3’- OH termina a
alongamento da cadeia extensdo cadeia

Figura 7: Representacdo esquematica de um desoxinucleotido (ANTP), (a esquerda) e de
um didesoxinucleotido (ddNTP) (a direita), no qual foi removido o grupo hidroxila na

posi¢do 3’ terminal. Adaptado de: Whole Genome Sequencing. (2017). In ScienceAid. Accessed
March 12, 2017, from https://scienceaid.net/Whole_Genome_Sequencing

Neste estudo a sequenciacdo do DNA das amostras foi realizada com recurso ao Kit
de reacdo BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®). Este
kit & constituido por desoxinucle6tidos (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), buffer Tris-HCI,
cloreto de magnésio (MgClz), Ampli Tag DNA polimerase e didesoxinucleotidos
(ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) ligados a moléculas fluorescentes de alta sensibilidade,
denominadas dicloro-rodaminas. As dicloro-rodaminas dicloro R6G, dicloro ROX,
dicloro R110 e dicloro TAMRA séo ligadas respetivamente aos didesoxinucleotidos. As
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diclororodaminas sdo moléculas aceptoras de fluorescéncia e séo ligadas, por sua vez, a
moléculas doadoras de fluorescéncia, a 6-carboxi-fluoresceina (6 FAM).

As condicOes da reacdo de sequenciacdo foram as preconizadas no protocolo
fornecido pelo fabricante do Kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing, sendo que

o volume foi reduzido para os valores observados na Tabela 9.

Tabela 9: Condigdes da reacdo de sequenciacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2
com utilizacdo do BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®) num volume final de 10 pL.

Componente Foward Reverse
BigDye™ Terminator 3.1 Ready 2 uL 2 UL
Reaction Mix

BigDye™ Terminator vl.1 & v3.1 5X 1L luL
Sequencing Buffer

Primer (3.2 pM) luL lpuL
H20 DNase-free 5puL 5puL
Amostra 1l 1l
Volume total da reacao 10 ul 10 ul

Seguindo-se as recomendactes do fabricante, para um volume de BigDye™
Terminator 3.1 Ready Reaction Mix (Applied Biosystems®) inferior a 8 pL, deve ser
utilizado o tampdo BigDye™ Terminator vi.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer (Applied
Biosystems®). O uso deste tamp&o permite reduzir os custos da sequenciacdo sem afetar
a precisao da sequéncia ou o comprimento da leitura.

As reacBes foram realizadas em placas de 96 orificios (VWR®) devidamente seladas
com pelicula térmica (Axygen®) no selador térmico 5390 (Eppendorf®).

O processo de sequenciacéo foi realizado no termociclador GeneAmp® PCR System
9700 (Applied Biosystems®) programado segundo as recomendacdes de fabricante do

BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit, descrito no esquema da Figura 8.

40



Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

Incubacéo Etapas Espera
25 Ciclos
Desnaturagdo Annealing Extencdo
1°C/segundo
96°C 96°C
1 10~ 60°C
60°C 4
5
4°C
o0

Figura 8: Demonstracdo esquematica da programacdo no termociclador para a
sequenciacao das amostras.

3.8. Purificacdo do produto sequenciado

A purificacdo do produto da reacdo da sequenciacdo tem o objetivo de eliminar
residuos da solucdo de forma a que estes ndo interfiram na leitura realizada pelo
sequenciador. Desta forma, os terminadores ddNTPs marcados com fluorescéncia, 0s
dNTPs e os sais devem ser removidos dos produtos da sequenciacao antes da anéalise de
eletroforese capilar de modo a aumentar a qualidade das sequéncias produzidas.

As reaccdes de sequenciagdo foram purificadas com o Kit de purificagdo BigDye®
Xterminator™ (Applied Biosystems®), que remove eficientemente os terminadores
BigDye nédo incorporados sem perda de amostra e num curto espaco de tempo.

A solugdo XTerminator™ Solution, atua por ligagdo as impurezas, mantendo na
solugdo somente os fragmentos para a sequenciagdo. O reagente Sam™ Solution, remove
0s ddNTPs residuais e estabiliza os fragmentos remanescentes para a sequenciagéo.

O protocolo de purificacdo, sequindo as recomendacdes do fabricante, foi 0 seguinte:

1. Na placa de reacdo de sequenciagéo, pipetar:

a) 45uL de Sam™ Solution;

b) 10uL de XTerminator™ Solution.

Nota: Antes de pipetar a solugdo XTerminator™ realizar um vortex de 10 segundos, uma
vez que este produto é muito viscoso e de dificil pipetagem. Deve voltar-se a fazé-lo

sempre que se considere necessario.
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2. Selar novamente a placa de reacdo com a pelicula de vedagdo térmica (Axygen®)
no selador térmico.

3. Colocar a placa no agitador de placas IKA MS3 digital (IKA®) durante 30 minutos
a 2.000 rotacGes por minuto.

4. Centrifugar a placa a 1000xg durante 2 minutos na centrifuga 5810 (Eppendorf™).

A centrifugacdo de 2 minutos tem como objetivo deslocar as impurezas residuais para
o fundo do tubo de reacdo, o que reduz a intensidade de ruidos na sequenciacao no
sequenciador automatico.

Apos a purificagdo as amostras devem ser processadas no sequenciador num prazo de
48 horas de modo a prevenir a degradacéo da fluorescéncia, 0 que poderia comprometer

o sinal durante a sequenciacao.

3.9. Sequenciacdo automatica de DNA

A sequenciacdo automatica permite determinar a sequéncia dos nucledtidos num
determinado fragmento de DNA, através de um sequenciador automatico. Este método
baseia-se na capacidade da DNA polimerase incorporar ddNTPs e na eficiéncia da
eletroforese capilar que separa os fragmentos de DNA.

Assim, para a sequenciacdo automatica foram preparadas placas PCR-96-AB-C
(Axygen®) contendo 6 pL de HiDi™ Formamide (Applied Biosystems®) e 10 pL de
suspensdo dos produtos da PCR de sequenciacdo purificados. Seguidamente, as amostras
foram submetidas a uma eletroforese capilar no sequenciador automatico ABI Prism®
3130xI Genetic Analyser (Applied Biosystems®). Neste sequenciador, de 16 capilares, 0s
fragmentos a serem sequenciados sao injetados para o interior do capilar entrando nesta
fase em contacto com o polimero. Quando submetidos a alta voltagem, esses fragmentos
tendem a mover-se, no interior do capilar preenchido com o polimero, do polo negativo
em direcdo para o polo positivo. Assim, os fragmentos marcados em diferentes locais
com ddNTPs fluorescentes migram progressivamente, de acordo com 0 Seu peso
molecular. Os resultados sdo depois transferidos para software do equipamento onde sdo

transformados, por processamento algoritmico quimiométrico, em eletroferogramas.
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3.10. Analise dos resultados

Os dados obtidos, apds sequenciacdo automatica, foram analisados nos software
SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) e Sequencing Analysis® v.5.4 (Applied
Biosystems®), com o objetivo de se averiguar a presenca das variagdes de sequéncia das
amostras em estudo por comparacdo com as sequéncias de referéncia dos exdes 3, 93 e
103 do gene RyR2 obtidas na base de dados Ensembl (http://www.ensembl.org).

3.11. Analise estatistica

Foram realizados célculos estatisticos a fim de ser determinar a probabilidade de
na nossa amostragem de 50 individuos existir pelo menos uma variagdo genética nos
exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2.

Esta analise foi efetuada com recurso a calculos de probabilidade condicionada e

ao Teorema de Bayes que foram realizados na folha de célculo do Microsoft Exel.

43


http://www.ensembl.org/

4. RESULTADOS



Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

De seguida sdo apresentados os resultados obtidos nos varios processos realizados ao

longo deste estudo, com o intuito de identificar possiveis variagdes genéticas nos exoes
3,93 e 103 do gene RyR2.

4.1. Padronizacdo da concentracdo dos primers foward e reverse para

a amplificacdo dos exbes 3, 93 e 103 do gene RyR2 utilizando
HotStarTaqg® Plus Master Mix (Qiagen)

o —
N 0
(=2 (=3
5 = B = ® = o s |l 5 = ©
N o N 0 N ) S S N ) N 0
(=3 2 (=2 (=2 [=H (=3 = = (=3 (=3 =} (=3
m m [a] [a] m [a] (=4 (=4 [a] [a] m m
s |  s|lg gl 8|lg|l & 2| | =8
3 3 2 2 2 2 o o 2 2 3 2
o o o o o o ‘E ‘E o o o o
IS £ S S £ g 5] o] g g g g
< < < < < < o o < < < <
tel o
a0 = =10 _
B0 m
£00 £00
— — 50
400 400
8 a0 1 T
i §
x I
: #
L E— 3
0 =0
10 — 20
150 150
A0 o}
&l —
- I _- _
Primers do exao 3 Primers do exdo 93

Figura 9




Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

7 — 7o) —_
N in N in
(=3 (=3 (=3 (=3
8 & g gl1d ® & ® & mw g 8
(=3 [=3 = = (=3 (=3 (=N (=3 (=3 (=3 = =
172} [72) 1%} w
o (92} o o — — N N [92] ™ o o
m ] a a m m M M m M a a
s g 2 2| s s s s s s 2 2
T 8 2 £|% 8 3 % 8 8 B2 &
€ g S & £ € € € € € & &
< < (@) (@) < < < < < < O (&)
[Er] [bpl]
1000 = = 1010 _
Mg B
B0 0D
510 — — 500
40 A
@ in wm g
3 ¥
% e "
: S 5
L ]
il =
W |
150 150
g1} 1
50 —_—E
15 = .
Primers do ex&o 93 Primers do exdo 103
Figura 10

Figura 9 e 10: Imagem obtida a partir do software QIlAxcel ScreenGel com o0s
eletroferogramas, e os marcadores de tamanho (representado a verde), apds corrida
eletroforética das amostras amplificadas com concentracGes de 0.25 e 0,5uM dos primers
dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2.

Os eletroferogramas demonstram que a concentragao de 0.5uM dos primers dos exdes
3, 93 e 103 do gene RyR2, as amostram tiveram uma melhor amplificagdo uma vez que

a maioria das amostras, a esta concentracdo, migraram mais linearmente durante a corrida
eletroforeética.
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4.2. Padronizacdo da temperatura de annealing para a amplificacéo
dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 a partir de DNA de referéncia

Amplification Iﬂ

[] LogScale

Figura 11: Grafico obtido durante a amplificacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2
das amostras do DNA de referéncia.

O gréfico representa o aumento da fluorescéncia (e, por conseguinte, do nimero de

copias da sequéncia de interesse) ao longo dos ciclos da g-PCR.
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Figura 12 e 13: Visualizacdo dos resultados obtidos durante a g-PCR dos exdes 3, 93 e
103 do gene RyR2 das amostras do DNA de referéncia (Figura 11).

Na Figura 13 observa-se a temperatura a qual a fluorescéncia excede o limiar e inicia
a curva de amplificacdo (Cq). Verifica-se que as amostras da linha D, que amplificam a

uma temperatura de 61°C (annealing), excedem o limiar no mesmo ciclo de amplificacéo
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(~26), com um desvio muito pequeno para todas. A 60°C o annealing também funciona,
contudo o desvio do valor do ciclo limiar onde comeca a curva de amplificacdo é maior.
Deste modo, a temperatura de annealing a 61°C sera a recomendada.

4.3. Eletroforese capilar automatizada das amostras para comprovar

a amplificacdo dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2
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Figura 14: Imagem obtida apos eletroforese no QIAxcel ScreenGel evidenciando 0s
fragmentos amplificados dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 das amostras 18, 19 e 20,
e 0os marcadores de tamanho (representado a verde).

Na imagem é possivel observar as bandas correspondentes a amplificacdo de algumas

amostras para alguns exdes do gene RyR2.
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4.4. Eletroferogramas das sequéncias obtidas atraves da sequenciagao
dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2

Através dos eletroferogramas que se seguem, obtidos no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), pode observar-se a composi¢do em nucledtidos
dos fragmentos de DNA. O software Sequencing Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®)
permitiu analisar os dados produzidos no sequenciador automatico ABI Prism® 3130xl
Genetic Analyser (Applied Biosystems®). No esquema de cores da leitura dos nucleétidos
a base A esta representada a verde; a base T a vermelho; a base C a azul e a base G a
preto.

17 25 33 41

ﬁwwmﬁmMAMMMMijpugMLmﬁctmiz 5w
AMM\M i J\M\/\ e A/\ 'A o ﬂ /M /\NI‘ A im ﬂ J‘I‘H“.f\,"u"\h
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Figura 15: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do ex&o 3 do gene RyR2.
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Figura 16: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do exdo 93 do gene RyR2.
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Figura 17: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa
bucal da amostra B4, sequenciado com o primer foward do ex&o 103 do gene RyR2.

Uma vez que os resultados referentes as amostras sequenciadas com o primer foward
do exdo 93 do gene RyR2 ndo estavam a ser satisfatdrias, na medida em que a havia
perdas na leitura de algumas bases no inicio da sequéncia durante a sequenciagdo (Figuras
16 e 18), optou-se por realizar também a analise do exao 93 com o primer reverse (Figura
19). Acredita-se que estas perdas na leitura das extremidades durante a sequenciacao

ocorreram devido a falhas na hibridizacéo do primer foward na amostra.

AMA M\/\ WY 'J\_ﬂf\ il /\ AL ) MM

Figura 18: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa
bucal da amostra B5, sequenciado com o primer foward do ex&o 93 do gene RyR2.
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Figura 19: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software Sequencing
Analysis® v.5.4 (Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa
bucal da amostra B5, sequenciado com o primer reverse do exdo 93 do gene RyR2.

4.5. Analise das sequéncias obtidas das amostras de DNA atraveés da
comparacao com a sequéncias referéncia dos exdes 3, 93 e 103 do gene
RyR2

Através dos eletroferogramas apresentados de seguida, obtidos no software
SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®), pode observar-se a composi¢do em nucleotidos
dos fragmentos de DNA. O software SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) permitiu a
comparacdo da sequéncia obtida, apds sequenciacdo, com a sequéncia referéncia,
previamente selecionada a partir da base de dados Ensembl, permitindo detetar e assinalar
possiveis variacfes genéticas. No esquema de cores da leitura dos nucleétidos a base A

esta representada a verde; a base T a vermelho; a base C a azul e a base G a preto.

o1



Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

1 1 1
N e e F R T RN RARR N RN RARR RN

E3 4_An1

W RN A NNM;J\U\M\/\ YA

21

nnnnnnnnnn

F3 4 ANt

C c € T € € 6 6 6 € G C T G C G G T &6 C T G G C T ‘ c c ¢ G G
1 1 1 1 1

.ﬁ'\ il n ./\
\J I‘I |“ | n‘l‘ I“l .[\\
JAWAR*\

Canseﬂsus

Fa 4 ANt

Figura 20: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa bucal da amostra
B4, sequenciado com o primer foward do ex&o 3 do gene RyR2.
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Figura 21: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa bucal da amostra
B4, sequenciado com o primer foward do exdo 93 do gene RyR2.
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Figura 22: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3
(Applied Biosystems®), de um fragmento de DNA extraido da zaragatoa bucal da amostra

B4, sequenciado com o primer foward do exdo 103 do gene RyR2.

No eletroferograma da Figura 23 pode observar-se a composi¢do em nucle6tidos dos
fragmentos de DNA, obtidos no software SeqScape® v.3 (Applied Biosystems®) que
permitiu a comparacdo das sequéncias obtidas, apds sequenciacdo com os primers foward
e reverse do exao 93 do gene RyR2, com a sequéncia referéncia. No esquema de cores da
leitura dos nucle6tidos a base A esta representada a verde; a base T a vermelho; a base C

a azul e a base G a preto.
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Figura 23: Exemplo de um eletroferograma, visualizado no software SeqScape® v.3
(Applied Biosystems®), dos fragmentos de DNA extraidos da zaragatoa bucal da amostra
B5, sequenciados com os primer foward e reverse do exdo 93 do gene RyR2.

54



5.DISCUSSAO



Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

A MSC pode ocorrer em todas as idades e, em geral, a doenca arterial coronaria e
o enfarte agudo do miocardio representam mais de 90% dos casos (Zipes and Wellens,
1998), (Eckart et al., 2011). Contudo, quando se considera a MSC em jovens (< 40 anos)
estima-se que 30% de todas as mortes ndo traumaticas sdo causadas por uma variedade
de disturbios arritmogénicos (Germann and Perron, 2005) (Gréafico 1). Uma vez que esses
disturbios ndo causam qualquer alteragdo estrutural no corac¢do, nenhuma causa de morte
é geralmente identificada na autépsia médico-legal completa e esses casos sdo designados
como MSI. Diversos estudos mais recentes, citados de seguida, estdo em conformidade
com os de Germann et al. (Germann and Perron, 2005).

Nos estudos de Kauferstein et al. foi realizada a analise genética em 15 casos de
MSI de modo a detetarem mutacGes nos principais genes que causam canalopatias
cardiacas. O teste genético revelou mutacdes que podem explicar a causa da morte em 4
dos 15 casos de MSI (27%) (Kauferstein et al., 2013). Também o estudo de Campuzano
et al. realizou andlises genéticas, nos principais genes associados a MSC, em 29 casos de
MSI em jovens (<15 anos) (Campuzano et al., 2014). Nessa analise foram identificadas
variacdes genéticas potencialmente patogénicas em 41% dos casos (sendo que cerca de
30% foram em genes arritmogenicos). Ja Gladding et al. usaram amostras de recém-
nascidos, vitimas de MSI, e identificaram variagdes genéticas causadoras de doenca em
4 dos 19 casos (21 %) (Gladding et al., 2010). Entre 2009 e 2011, a analise genética de
15 vitimas jovens de MSI provenientes de departamentos de medicina forense da Suécia
revelou que 6 das vitimas (40%) apresentavam mutacdes patogénicas como possivel
causa de MSC sendo que 2 delas (~13%) se encontravam no gene RyR2 (Stattin et al.,
2016).

Admite-se que cerca de 15% dos individuos com MSI apresentam TVPC (Tester et
al., 2012) e 60% desses casos estdo relacionados com mutacdes autossdmicas dominantes
no gene RyR2. Em conformidade com isso, entre 2008 e 2014 Yu et al. realizaram um
estudo em Hong Kong a fim de detetarem mutagdes no gene RyR2 em 10 criangas
diagnosticadas com TVPC, confirmando-se mutacdes nesse gene em 6 delas (60%) (Yu
et al., 2016). Também Roston et al. realizou um estudo em jovens (<19 anos de idade)
com TVPC e nos seus familiares de primeiro grau. O teste genético foi realizado em 194
individuos sendo que 117 (60%) apresentava TVPC1 associada a muta¢des no gene RyR2
(Roston et al., 2017b).

O estudo de Medeiros-Domingo et al. aponta que 65% das mutacdes no gene RyR2,

associadas a TVPC, podem ser detetadas pelo rastreio de 16 dos 105 exdes do gene RyR2
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- 3, 8, 14, 45, 46, 47, 49, 88, 89, 90, 93, 96, 97, 100, 101 e 103. (Medeiros-Domingo et
al., 2009). No presente estudo foi definido que apenas se estudariam 3 destes 16 exdes do
gene RyR2, os exdes 3, 93 e 103.

Grafico 1: Representacdo grafica onde se demonstram as percentagens de: MSC com
origem em sindromes arritmicas; relevancia da TVPC entre as sindromes arritmicas;
relacdo da TVPC com o gene RyR2; distribuicdo das mutagdes nos exdes do gene RyR2.

Morte Subita Cardiaca Sindromes Arritmicas TVPC Gene RyR2
30% 159%
0 0,
70% 0 7 i 35%
9% 65%
Sindromes Arritmicas Taquicardia ventricular Gene RyR2 16 exdes

polimdfica catecolaminégica

QOutras causas Outros genes Restantes exdes

Outras Sindromes

Os célculos estatisticos deste estudo mostraram que a probabilidade de na nossa
amostra de 50 individuos estes apresentarem, pelo menos, uma variacdo genética nos
ex0des 3, 93 e 103 do gene RyR2 é de 0.3%. Esta probabilidade € reduzida, como seria de
esperar, uma vez que partimos de amostras de individuos saudaveis e ndo de amostras
post-mortem de individuos cuja causa de morte permanece desconhecida depois de uma
autopsia médico-legal completa, incluindo a realizacdo de exames complementares de
diagnostico (toxicoldgicos e histoldgicos), a avaliacdo da historia clinica e a investigacédo
das circunstancias da morte.

Apos a analise completa no grupo de amostragem deste estudo, ndo foi encontrada
nenhuma variacdo genética nos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2. Nao podemos, contudo,
afirmar se estes resultados se encontram ou ndo em conformidade com os estudos citados
em bibliografia, uma vez que ndo ha nenhum estudo publicado onde a amostragem
corresponde a uma populagédo assintomatica, sem diagnostico de TVPC nem relato de
casos de MSC na familia.

E ainda de realcar que o gene RyR2 ndo foi totalmente sequenciado, nem o rastreio

dos 16 ex0Oes, recomendado por Medeiros-Domingo et al., foi realizado. De referir
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igualmente que, o numero de voluntarios (n=50) é reduzido, tendo em consideracdo que
a incidéncia dos individuos apresentarem pelo menos uma varia¢ao genética nos exdes 3,
93 e 103 do gene RyR2 é de 3/1000. Desta forma, ndo se pode concluir que os individuos
ndo apresentam TVPC associada a mutacdes no gene RyR2, uma vez que, para isso, ter-
se-ia de fazer um rastreio mais completo.

Considerando estas limitacOes, e embora ndo fossem detetadas quaisquer variagdes
genéticas nos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 das amostras analisadas, o protocolo
experimental desta investigacdo demonstrou ter bons resultados face ao que era
pretendido estudar.

Com este estudo, embora com limitacGes, foi possivel demonstrar a possibilidade de
serem realizados testes genéticos para o rastreio de sindromes arritmicas, como a TVPC.
No entanto, atualmente existem métodos como a Next Generation Sequencing (NGS) e o
Whole Exome Sequencing (WES) que serdo, provavelmente, a estratégia mais eficaz para
descobrir a etiologia das sindromes arritmicas possivelmente responsaveis pela MSC
(Stattin et al., 2016).

A NGS é um método de detecdo de variacdes genéticas rapido, barato, sensivel e de
alto rendimento que pode ser implementado na pratica diaria quotidiana em Genética
Forense, proporcionando novos conhecimentos sobre fisiopatologia da MSC (Chanavat
etal., 2016). Contudo, dada a enorme quantidade de informacdes geradas pela NGS, seria
crucial uma estratégia rigorosa de filtragem das variac@es identificadas, juntamente com
uma colaboracdo multidisciplinar, a fim de se determinar o seu potencial papel patogénico
na causa da morte (Farrugia et al., 2015). Ja a WES é uma estratégia eficiente para detetar
variacOes genéticas, raras e potencialmente patogénicas, no exoma, e que possam estar
subjacentes a causa de MSI (Neubauer et al., 2016). Porém, a possivel identificacdo de
variantes de significancia desconhecida torna desafiadora a interpretacdo dos resultados.

Apesar da atual falta de conhecimento na classificacdo de patogenicidade de variantes
genéticas ambiguas, a identificacdo de variacOes genéticas patogénicas ou potencialmente
patogénicas em casos de MSI permite a realizacdo de avaliacao clinica, aconselhamento
genético e medidas preventivas de parentes em risco, com o objetivo de prevenir novos
casos de MS na mesma familia (Campuzano et al., 2014). Face a isso, seria bastante
proveitoso que num futuro proximo se iniciassem exames geneticos de forma mais
rotineira num laboratério forense, como Laboratdrio de Biologia e Genética Forenses do
INMLCEF, I.P., principalmente em casos de MSI, a fim de se estabelecer um diagndstico

post-mortem correto. Para tal, no exame médico-legal post-mortem dever-se-ia incluir a
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colheita e preservacéo de tecido cardiaco, assim como de sangue periférico, para permitir
a andlise genética sempre que seja admissivel que a morte possa estar relacionada com
alteracOes genéticas hereditarias com repercussdes no ritmo cardiaco, tal como acontece
na TVPC (Priori et al., 2016). Assim, um correto diagnostico post-mortem poderia, nestes
casos, revelar-se fundamental para os familiares da vitima, uma vez que as mutacdes no
gene RyR2, associadas a TVPC, tém um padrdo de heranca autossémica dominante
(Priori and Chen, 2011).

Entre 2005 e 2013 foi realizado um estudo genético no Japdo em individuos com
mutacdes no gene RyR2 e nos seus pais, confirmando a origem hereditaria das respetivas
mutacgdes (Ohno et al., 2015). Contudo, este estudo constatou que a heranca das mutacées
no gene RYR?2 foi significativamente mais frequente nas mées (34,3%). Também o estudo
de Priori et al. confirmou uma maior frequéncia na heranca materna comparativamente
com a parterna (Priori et al., 2002). No entanto, acredita-se que essa baixa frequéncia de
heranca paterna pode resultar do mau prognostico de pacientes do sexo masculino, em
comparagdo com mulheres (Priori et al., 2002), morrendo estes antes da idade de
reproducéo.

Porém, dados limitados suportam uma elevada taxa de mutacdes de novo no gene
RyR2 (van der Werf et al., 2012a), (Kawamura et al., 2013), o que significa que nenhum
dos progenitores detém a mutacdo genética. Numa analise de coorte japonesa de 14
individuos com TVPC, o teste genético resultou numa taxa de mutacdes de novo no gene
RyR2 de 57% (Kawamura et al., 2013). Também o estudo de 15 familias holandesas
revelou variantes RyR2 de novo em quase metade dos individuos (van der Werf et al.,
2012a). Todavia, com base nos estudos existentes, & impossivel calcular a verdadeira taxa
de variantes de novo devido ao rastreio parental incompleto (Roston et al., 2017b).

O rastreio parental, principalmente em parentes assintomaticos, pode fornecer
resultados diagnosticos potencialmente explicativos que podem ajudar a identificar
individuos que possam estar em risco. Foi realizado um estudo no Canada envolvendo 96
individuos, familiares de primeiro grau de pacientes com paragem cardiaca ou vitimas de
MSI, com fenétipo para anormalidades cardiacas (Steinberg et al., 2016). Detetaram-se
mutacg0es causadoras de doencas identificadas em 20 dos familiares testados (21%) sendo
que as mutagdes no gene RyR2 foram das mais comuns, apresentando a TVPC uma
correlagédo fendtipo-gendtipo de 75%. Entre 1994 e 2007, apds um estudo genealogico
em 4 familias com varios episédios de MSC em individuos jovens, 1404 individuos

aparentados da lha da Gran Canaria (Espanha) foram sujeitos a testes genéticos a fim de
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se determinar uma causa genética para esses eventos fatais (Wanguemert et al., 2015).
Neste estudo identificou-se uma mutagdo missense no exao 13 do gene RyR2 em 185
(~13%) dos individuos aparentados, sendo 6 destes vitimas de MSC.

Posto isto, é altamente recomendavel uma avaliacdo interdisciplinar abrangente dos
familiares em primeiro grau das vitimas MSI, uma vez que dessa forma podera ser
possivel evitar outras mortes, prevenindo-se futuros eventos cardiacos fatais, através de
um aconselhamento genético e de cardiologia especializados, do ajuste do estilo de vida
ou iniciando tratamento farmacolégico, ou outro, se disponivel (Michaud et al., 2011),
com vista ao tratamento de doencas cardiacas que até ai eram totalmente desconhecidas

para estes pacientes.

60



6. CONCLUSOES



Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressao do gene RyR2

As conclusdes do presente estudo foram:

1. O protocolo para a analise dos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 foi padronizado e
concretizado com sucesso;

2. As sequéncias obtidas foram estudadas em software apropriados, através da
comparagdo com sequéncias de referéncia, ndo se detetando variagdes genéticas
nos exdes 3, 93 e 103 do gene RyR2 na populacéo estudada;

3. Apesar de ndo serem encontradas quaisquer variages genéticas nos exdes 3, 93 e
103, da populacdo estudada, ndo podemos excluir o gene RyR2 como possivel
marcador da TVPC uma vez que ndo se realizou um rastreio completo de todo o
gene nem de todos os exdes recomendados. Além disso, a inexisténcia de
variacdes nestes 3 exfes ndo nos permite afastar a hipdtese de esta populacdo
estudada vir a desenvolver TVPC,;

4. A incluséo de estudos genéticos post-mortem, em casos de MSC, em individuos

com coragdes estruturalmente normais é altamente recomendavel.

Deste modo, consideramos ser necessario e importante a integracdo de estudos
genéticos, para o despiste das canalopatias mais frequentes, na investigacdo da MSC de
individuos jovens em Portugal. Os testes genéticos post-mortem quando realizados
rotineiramente nos casos de MSI podem ter uma acuidade diagndstica maior e 0s
familiares em primeiro grau das vitimas podiam ser avaliados sobre o risco de possuir
uma condicdo cardiaca fatal. Além disso, a avaliacdo por testes genéticos de familiares
de vitimas de MSC poderia reduzir a morbilidade e a mortalidade através do envio deste
individuos para consulta de especialidade de forma a ser monitorizada a sua funcéao

cardiaca.
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ANEXOS

Anexo 1: Classificacdo dos niveis de evidéncia e das classes da recomendagcéo, de

acordo com escalas predefinidas pelos especialistas de sociedade europeia de cardiologia,
para o diagndstico, estratificacdo de risco e tratamento da TVPC.

Classes de recomendagdes

Classes de
recomendagdes

Terminologia

Definiclo a utilizar

Niveis de evidéncia

Nivel de Informacio recolhida a partir de varios ensaios
Evidéncia A clinicos aleatorizados ou de meta-analises.

Nivel de Informacio recolhida a partir de um dnico ensaio dinico
Evidéncia B aleatorizado ou estudos alargados nio aleatorizados.

Nivel de Opinido consensual dos especialistas e/ou pequenos
Evidéncia C estudos, estudos retrospetivos e registos.
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Anexo 2: Documento entregue aos participantes com informacéo acerca estudo que se

pretendia realizar, dos seus objetivos, métodos e beneficios previstos.

Informacéo ao Participante

1. IDENTIFICACAO DO ESTUDO

[ a Designacao do estudo

Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressdo do gene RyR2

b. Investigadora Responsavel

Ana Beatriz Carneiro Abreu

¢. Entidade Promotora
Faculdade de Medicina da Universidade do Porto

d. Descricdo e Objetivo do Estudo
A morte subita cardiaca ¢ definida como uma morte inesperada, devido a patologia cardiaca, que
ocorre dentro de um curto periodo de tempo a partir do inicio de quaisquer sintomas relacionados
ao corag@o em uma pessoa com ou sem doenga cardiaca pré-existente conhecida.
Estudos genéticos tem vindo a mostrar que algumas das patologias cardiacas, que levam a morte
subita em jovens, sdo devidas a anomalias genéticas, onde se inclui a taquicardia ventricular
polimorfica catecolaminérgica.
A taquicardia ventricular polimoérfica catecolaminérgica € uma doenca hereditaria que € estimulada
pela pratica de exercicio fisico ou por emogdes extenuantes e causada por movimentagdes
intracelulares anormais de Ca®* no tecido cardiaco resultante de mutagdes no gene RyR2.
Uma vez que estas anomalias genéticas podem ser responsaveis por 30-50% das mortes, em jovens
até aos 40 anos de idade, sera objetivo desta investigacdo a analise de possiveis mutagdes no gene
RyR2 numa populagio de jovens-adultos, com idaddes compreendidas entre os 18 e os 40 anos,

residentes no norte de Portugal e que pratiquem exercicio fisico regularmente.

e. Métodos do Estudo
A recolha de amostras serd realizada através um método rapido, indolor e ndo invasivo, que
consiste na utilizacdo de uma zaragatoa para recolher algumas células da mucosa bucal.
Posteriormente as amostras colhidas passardo por processos de extracdo, quantificagdo,
amplificacdo e sequenciacdo do material genético para que possamos analisar os possiveis

polimorfismos do gene RyR2.
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2. CARACTER VOLUNTARIO DA PARTICIPACAO

r

I.  Estainvestigacdo é de caracter voluntario e nio serdo atribuidas quaisquer renumeragoes
para a participacao;
I1. O voluntario tera toda a liberdade para decidir se aceita ou ndo participar podendo refletir
sobre o pedido de participacdo e inclusive poder ouvir opinido de familiares e/ou amigos;
I11.  Existe a possibilidade do participante saber o resultado do teste genético tendo para tal de
manifestar essa intengdo em local apropriado na Folha de Consentimento informado,

esclarecido e livre.

3. APROVACAO DO ESTUDO

Esta investigacdo foi submetida a aprovagio pela Comissdo de Etica para a Sadde do Centro
Hospitalar S. Jodo — EPE.
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Anexo 3: Template do Consentimento informado, esclarecido e livre entregue a todos

0s participantes deste estudo.

Consentimento informado, esclarecido e livre

p
Designacao do estudo

Taquicardia ventricular polimorfica catecolaminérgica e expressio do gene RyR2

Confirmo que expliquei ao participante a investigagdo referida, de forma adequada e compreensivel, e os
beneficios e riscos associadas a sua realizagdo.

Informagdo escrita em anexo: D Ndo |Z| Sim (N2 de pdginas: 2 )

A Investigadora responsdvel
Nome: Ana Beatriz Carneiro Abreu

assinatura

-
Identificacdo do participante

Nome:

BI/CC ne: Idade: Naturalidade:

Telemovel: E-mail:

Participante

- Compreendi a explicacdo que me foi facultada acerca do estudo que se tenciona realizar: os objetivos, os
meétodos, os beneficios previstos, os riscos potenciais e o eventual desconforto.

- Solicitei todas as informagdes de que necessitei, sabendo que o esclarecimento é fundamental para uma
boa decisdo.

- Fui informado da possibilidade de livremente recusar a participagdo no estudo, sem que isso possa ter
como efeito qualquer prejuizo na assisténcia que é prestada.

Concordo com a participacdo neste estudo, de acordo com os esclarecimentos que me
foram prestados, no documento do qual me foi entregue uma cépia, e pretendo |:| ou
nao pretendo D ser informado acerca do resultado do teste genético.

Data: / /

assinatura
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Anexo 4: Documento com a aprovagdo do estudo pela Comissio de Etica para a satde

do Hospital Séo Jodo.

Comissio de Etica para a Saide do HSJ
Parecer
Projeto de investigaciio: “Taquicardia ventricular polimérfica catecolaminérgica e

expressio do gene RyR27.

Promotor:
- Faculdade de Medicina da Universidade do Porto.

Concepedio e pertinéncia do estudo

o  Trata-se de um estudo a realizar no dmbito do Mestrado em Ciéncias Forenses
na Faculdade de Medicina da Universidade do porto (FMUP), que tem como
objetive a andlise da expressio e de possivels mutagdes no gene RyR2 numa
populagio portuguesa com idades compreendidas entre 0s 18 ¢ 0s 40 anos,

o O estudo terminard em agosto de 2017 ¢ serd financiado por verbas provenientes
do Mestrado em Ciéncias Forenses.

s Um grupo de 30 individuos serd previamente seleccionado segundo os seguintes
critérios de inclusiio: 1) idades compreendidas entre o3 18 ¢ 05 40 anos; 2) que
realizem actividade fisica rotineira; uma amostra de sangue serd colhida (picada
de um dedo) e transportada em candes FTAY para que posteriormente se possa
extrair, purificar e amplificar o material genético (DNA — PCR em tempo real;
gene que codifica os RyR2 receplors).

s O estudo ¢ pertinente, muito importante e estd muito bem fundamentado.

o O critérios de inclusio ¢ de exclusio estio suficientemente detalhados,; no
entmite, ndo consia no profocolo sibmerido g CES a origem da popilacdo o

seF Fecrutada pord o extude ¢ também ndo consta gue procedimentos vio ser

B2 oy conio hen

deserite na introdugde estd asseciado a morle subita (constard ha Folha de

Informacdo o Participante se_exte_guererd saber o resullade do sen leste

gendtice?),

o A Investigadora Principal, Ana Beatriz Carneiro Abrew, Licenciada em Biologia
(com Pds-Graduagio em Antropologia Forense e a frequentar o Mestrado em
Ciéncias Forenses na FMUP, dispde das competéneias téenicas e cientilicas para
a realizaglio do estudo [Orientadora da Dissertagdio: Professora Laura Caind
{FMUPY): Co-orientadores: Professor Agostinho Santos (FMUP): Benedita Abreu

Silva (Institute Nacional de Medicina Legal e Ciéneias Forenses)|.
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o 0 estudo serd realizado no Servico de Genética e Ciéneias Forenses do Instituto
Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses da Delegagio do Norte que
dispGe das condigdes necessirias para a realizagio do estudo, mas ndo estd

referenciodo _ne _profocelo _submetide d CES o aworizagdo de Diretor de

Servigo.

— Beneficio/Risco
o Dada a naturera do estudo ndo haverd benelicios, riscos ou incdmodos (para

além de wma colheita de sangue por picada de um dedo) para o participante no
estudo.
Respeito pela liberdade e autonomia do sujeito do ensaio

Dacla o hipiiese do estudo pendtico em cansa poder identificar individues em risco de

morie_sibila deve fiprar na folha do consentinento o possibilidade do participanie

‘i

werer saher ow ndo o resultads do tesie ¢ casa sef wesengd da muta

g origRlaede exid preconizada,

— Confidencialidade dos dados
A confidencialidade dos dados estd garantida.
— Indemnizacio por danos
Nio aplicivel.
~ Continuagio do tratamento
Nio aplicavel.
- Propricdade dos dados

Nio aplicdvel.

Conclusin

Em face da andlise do protocolo do estudo “Taquicardia ventricular polimdrfica
catecolaminérgica e expressio do gene RyR27, proponho a sua aprovacio pela CES do
HSIFMUP, apos a obtengio de respostas as questdes formuladas em sublinhado ¢ em
italico.

Porto, 17 de junho de 2016

iz
O Relator /X#L/J %Z

y f. Manuel Vaz Silva .-/

I
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