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Resumo

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma doenga do miocardio caracterizada por dilatagdo
ventricular e depressdo da fungado sistdlica, constituindo a causa mais frequente de
insuficiéncia cardiaca. E uma das doencas cardiovasculares mais comuns da pratica clinica,

cuja etiologia é complexa e, muitas vezes, dificil de determinar.

O objectivo do trabalho realizado foi o desenvolvimento de uma técnica molecular de
diagndéstico da CMD canina que, ndo permitindo obter resultados definitivos pela escassez de
tempo e de meios, pudesse servir de base a estudos posteriores sobre o assunto. Foi
pesquisado um gene especifico anteriormente descrito em casos de CMD associada a
disturbios de condu¢cdo em humanos (Olson et al. 2005) que codifica um canal iénico, uma
abordagem diferente daquela que tem sido empregue em estudos na espécie canina onde a
estratégia tem sido pesquisar genes ligados a componentes do citosqueleto. Foi estudada a
raca de caes da Serra da Estrela pela presenca de uma arritmia de caracteristicas semelhantes
aquelas observadas em humanos e utilizando dados de diagndstico clinico e amostras
recolhidas num trabalho anterior (Lobo et al. 2008). Mais do que chegar a conclusbes sobre a
influéncia do gene na CMD, procurou-se ampliar conhecimentos na area da Biologia Molecular
através do estudo e aplicagao pratica de técnicas como extracgao de acido desoxirribonucleico
(ADN), amplificacdo por reaccdo em cadeia da polimerase (PCR — Polymerase Chain
Reaction), sequenciacao e analise e interpretagado de electroferogramas. Os resultados obtidos
sdo bastantes promissores no que respeita a relagdo do gene estudado com a doenga, todavia
mais estudos devem ser continuados para permitir a obtencdo de resultados definitivos.
Resultaram deste trabalho também a aquisicdo de competéncias no ambito da Biologia
Molecular e a aplicagdo bem sucedida das varias técnicas. Esta € uma ciéncia que
necessariamente adquirira um papel fundamental na pratica clinica onde a sua aplicacéo é de

indubitavel relevancia.
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Introdugao/ Revisao Bibliografica

Cardiomiopatia dilatada

A cardiomiopatia dilatada (CMD) é uma patologia miocardica primaria de ocorréncia em
animais de companhia e em seres humanos que se caracteriza por dilatagcdo das camaras
cardiacas (sobretudo esquerdas), disfuncao sistélica (maioritariamente) ou diastélica por perda
da forga de contraccdo miocardica e aumento da esfericidade do coracdo na auséncia de
outras patologias cardiacas clinicamente importantes (Tidholm et al. 2001) e que, na maioria
dos casos, evolui para insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (Borgarelli et al. 2001). Em caes,
existe normalmente uma fase pré-clinica ou assintomatica da doenca, em que varios
mecanismos compensatoérios estdo a actuar para manter o débito cardiaco e prevenir a ICC,
que pode ser detectada por testes clinicos, mas que normalmente passa despercebida ao
proprietario e ao clinico. A esta segue-se a fase sintomatica apdés um periodo de tempo
variavel, sendo que a taxa de progressao da doenga ndo é conhecida (Borgarelli et al. 2001).
Na fase sintomatica, os sinais sdo tipicos de ICC esquerda ou bilateral, causados por
congestao (edema pulmonar, dispneia, tosse) e débito diminuido (depressao, perda de peso,
intolerdncia ao exercicio). Podem detectar-se arritmias acompanhando fases avancadas da
doenca ou ICC, mas que também podem estar presentes antes da ICC em pacientes com
CMD hereditaria, e que, apesar de serem comuns, ndo sao especificas da doenca (fibrilhagao
atrial (FA) e contracgdes ventriculares prematuras (VPC'’s)). O sinal radiografico mais comum
em pacientes sintomaticos € o edema pulmonar, mas também podem ser observados sinais de
insuficiéncia cardiaca (IC) direita (derrame pleural e pericardico e ascite) (Hershberger et al.
2009, Tidholm et al. 2001).

A etiologia da hipocinese miocardica € raramente conhecida no caso da CMD canina isolada,
mas tém sido discutidas varias teorias acerca da sua origem: genética, nutricional, metabdlica,

inflamatoria, infecciosa ou induzida por toxinas ou farmacos (Tidholm et al. 2001).

A CMD apresenta uma certa uniformidade dentro de determinadas racas de caes, que
representam populagdes fechadas com uma elevada prevaléncia, levando a classificacao de
familiar; por isto, ha muito que se suspeita que tenha uma origem genética, ao contrario do que
tem acontecido na medicina humana onde, s6 recentemente se assumiu que seria esta a
origem em cerca de 30% dos casos. Alias, foi provado que a CMD é hereditaria em varias
ragas caninas, incluindo Doberman pinscher, Dogue alemao, Terra Nova, Wolfhound Irlandés e
Cao de Agua Portugués (Meurs 2010). Por este motivo, tem havido um interesse crescente em
investigar a base genética da CMD em racgas especificas, sobretudo porque as familias de caes

oferecem vantagens sobre as humanas, uma vez que s&o maiores, tém um tempo de geragao
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rapido, facilmente se pode aceder a 3 ou mais gera¢gdes ao mesmo tempo e tém uma evolugao
mais rapida da doenca. Face a grande heterogeneidade observada em humanos, o cdo surge,
assim, como um modelo interessante para este tipo de estudos. No entanto, estes estudos
exigem que se faga um diagndstico correcto da doenga; por esse motivo, tém sido feitos
esforgos para a criagdo de sistemas de classificagdo precisos (Dukes-McEwan et al. 2003, Distl
et al. 2007). A elevada percentagem de similaridade entre as espécies torna a relagdo entre
elas vantajosa para ambas as partes, isto é, pesquisas de muta¢cdes em cades para patologias
de fendtipos semelhantes aos dos humanos fornecem uma base para estudos nesta espécie e
vice-versa, permitindo evolugdo na compreensido da CMD em ambas (Dukes-McEwan et al.
2003).

Para estudar as formas genéticas de CMD é primeiro necessario distingui-las das varias
causas adquiridas da doenga. Apos exclusdo destes diagndsticos, classifica-se como CMD
idiopatica, que inclui as causas genéticas. Quando a 2 ou mais membros proximos de uma
familia é atribuida esta classificacao, faz-se o diagndstico de CMD familiar, prosseguindo com
estudos que incluam a historia familiar e testes de genética molecular disponiveis em

laboratério (Hershberger et al. 2007).

Foram descritos varios modos de transmissdo da CMD, mas a autossémica dominante é a
mais comum em CMD humana nao associada a outro tipo de patologias do sistema musculo
esquelético, tendo sido descritos 24 loci com mutagcdes causadores de CMD (Tabela 1,
Anexos); além destes, foram descritos 2 loci ligados ao cromossoma X e 1 autossémico
recessivo (Hershberger et al. 2007). Em céaes, a transmissao autossdmica dominante foi
associada as racas Wolfhound, Terra Nova e Doberman (Dukes-McEwan et al. 2003), embora
outros modos também tenham sido descritos. Muitas regides foram mapeadas nesta espécie,

mas o gene ainda nao foi identificado (Distl et al. 2007).

Em humanos, a maioria dos genes identificados como causadores de CMD codificam proteinas
estruturais do aparelho contractii e do citosqueleto. No entanto, recentemente tém sido
descritos defeitos genéticos associados a disturbios da condugdo com CMD concomitante
(Greenlee et al. 1986, Kaas et al. 1994, Olson & Keating 1996, McNair et al. 2004, Olson et al.
2005, Bezzina et al. 2003, Chen et al. 2002, Hoorntje et al. 1999, Bienengraeber et al. 2004,
Tiso et al. 2001, Taylor et al. 2003, Wolf et al. 2007), apesar de as mutagbes em genes que
codificam canais idnicos sejam a base molecular de arritmias atriais e ventriculares
normalmente isoladas. As mutagdes no gene da proteina da membrana nuclear lamin A/C tém
manifestagdes pleiotropicas cardiacas e nao cardiacas incluindo CMD (Taylor et al. 2003, Wolf
et al. 2008), FA e disturbios de condugao, apesar do mecanismo exacto pelo qual as mutacgoes

causam patologia cardiaca mecénica e/ou eléctrica ndo ser conhecido (Olson et al. 2005).
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Também se demonstrou que alteragdes nas proteinas de canais idnicos HERG (Bezzina et al.
2003) e ABCC9 (Bienengraeber et al. 2004) conferem susceptibilidade para CMD, pois
impedem ajustes do potencial de membrana, bem como alteragbes na circulagdo do calcio
intracelular por mutagdes da proteina fosfolamban (Olson et al. 2005, Bienengraeber et al.
2004, Hoorntje et al. 1999). Mutagbes no gene codificador do receptor de rianodina provocam
um fendtipo semelhante, a displasia ventricular arritmogénica tipo 2 (ARVD2) (Tiso et al. 2001)
e um fendtipo de CMD relacionado com problemas de condugdo, CMD1E, também foi descrito
(McNair et al. 2004). Todos estes estudos levam a possibilidade de a CMD resultar ndo so6 de
alteragdes estruturais nos midcitos, mas também de alteracées da homeostase idnica. Estudos
iniciais ndo conseguiram localizar a zona da mutacdo (Greenlee et al. 1986), mas a
investigagdo subsequente permitiu restringir areas associadas a ambas as condicoes, isto &,
disturbios de automaticidade e conducdo e CMD. Uma area definida foi a do cromossoma
3p22-p25 (Olson & Keating 1996) que contém o gene da subunidade a do canal de sddio
dependente da voltagem (SCN5A), o qual tinha sido associado com varios disturbios de
conducgao: disturbio de conducado cardiaca progressivo (sindrome de Lenégre), defeito de
conducgao cardiaca isolado, bloqueio atrioventricular (AV), sindrome do seio doente, sindrome
da morte subita infantil, sindrome de QT longo e sindrome de Brugada. Esta regido contém
ainda o locus para CMD ventricular direita, o que a tornou um potencial candidato para CMD
relacionada com problemas de canais idnicos, obtendo-se confirmag¢ao posteriormente (McNair
et al. 2004, Hesse et al. 2007). A CMD devida a mutagdes no gene SCNSA foi descrita em
sindrome do QT longo de tipo 3 (LQT3) e disturbio de condugcdo congénito (Hoorntje et al.
1999).

Em caes, ainda ndo foram identificadas mutagdes associadas a CMD. No entanto, ha varios
estudos realizados ou ainda em curso (Spier et al. 2001, Meurs et al. 2001, Stabey et al. 2004)
e foi feito trabalho com o objectivo de seleccionar genes candidatos (a partir de dados de
medicina humana) para que a pesquisa fosse aprofundada, embora se foquem essencialmente
em defeitos de componentes do citosqueleto, pois pensa-se que sera o mais légico, dado o

fendtipo associado as formas tardias de CMD na maior parte das racgas (Wiersma et al. 2004).

Diagnostico genético

Os testes de genética molecular (molecular genetic testing), também chamados de testes
baseados em ADN ou testes de ADN, envolvem o estudo desta molécula através de analise de
associacdo ou linkage analysis, sequenciagdo ou um dos varios métodos de deteccédo de
mutagdes (Pagon et al. 1993-2007).

Os testes moleculares podem ser divididos em grupos de acordo com o objectivo da sua

utilizagdo. Estes testes sdo usados: (i) para confirmar ou excluir um diagnéstico duma
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determinada doencga genética num individuo sintomatico; (ii) em triagem pré-natal e neonatal
quando um membro da familia esta afectado por uma mutacdo causadora de doenga para
identificar membros da familia que possam estar em risco de ter a mesma mutacido ou para
discriminar portadores obrigatérios que, sendo assintomaticos, tém a mutagao (por analise da
histéria familiar) e podem transmiti-la a sua descendéncia (sobretudo em autossémicas
dominantes e recessivas ligadas ao cromossoma X); (iii) para identificar individuos que viréo a
apresentar a doenga hereditaria numa fase mais tardia (sobretudo doengas autossdmicas
dominantes); (iv) para avaliar a susceptibilidade genética a doencas multifactoriais ou

complexas; e (v) para testar a resposta a medicamentos (Pagon et al. 1993-2007).

Nao existe um método padronizado de abordagem deste tipo de estudos, mas, em todos os
casos, é essencial que haja uma estreita ligacdo entre trabalho clinico, testes laboratoriais e
analise informatica. Todos os métodos convergem para a anadlise de mutagbes num gene
candidato, tornando, por isso, fundamental, a sua identificagdo. Os métodos de identificacao
podem dividir-se naqueles que ndo exigem que se conheca a localizagdo cromossdmica da
doenca e naqueles que dependem deste conhecimento, mas, na realidade, os projectos
tendem a adoptar varias vias paralelas também de acordo com o desenvolvimento das técnicas

que possa ocorrer (Strachan & Read 1999).

Os critérios para a escolha de um gene candidato s&do o padrdao de expressao e fungbes
compativeis com o fenétipo da doenca e a homologia com outros genes da mesma espécie ou
de outra na qual o gene apresenta os mesmos padroes de expressao ou fungido (Aguirre-
Hernandez & Sargan 2005). Este ultimo é particularmente util devido a elevada percentagem
de similaridade estrutural e funcional entre espécies muito pouco relacionadas (e.g., entre
humanos e ratos praticamente todos os genes tém um correspondente). Uma maneira bastante
utilizada de seleccionar genes candidatos € consultar as bases de dados na procura de genes
homodlogos naqueles organismos modelo muito bem estudados; se for detectada homologia,
pode-se saber aquilo que é esta descrito sobre a sua funcdo, permitindo conhecer qual o
padrdao de expressao e o fenétipo dos mutantes (Strachan & Read 1999). No entanto, este
método do gene candidato nem sempre é aplicavel, pois a conservagao de sintenia (os loci tém
de estar juntos num mesmo cromossoma em ambos 0s organismos) em muitos casos néo &
suficiente para identificar candidatos posicionais (Strachan & Read 1999). Em alternativa,
pode-se analisar a percentagem de similaridade entre sequéncias de ADN através de uma

andlise BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, www.ncbi.nim.nih.gov/Blast) seguida de

uma analise de associagdo que consiste em testar polimorfismos na sequéncia de ADN

(variantes normais) que estao proximos ou incluidos num determinado gene de interesse para



avaliar, dentro duma familia, a heritabilidade duma mutacdo causadora de doenga. (Pagon et
al. 1993-2007).

Ao contrario do que habitualmente se pensa, o cdo apresenta uma grande semelhanga de
sequéncias codificantes com o ser humano, maior do que deste com o rato, apesar dos ultimos
terem um ancestral comum mais recente. Alids, das mais de 350 doencas hereditarias
descritas no cao, mais de 50% sdo comuns aos humanos, levando a escolha desta espécie
como modelo para estudo de varias doengas (e.g., distrofia muscular, disturbios de
coagulagédo, entre outras) e desenvolvimento de terapias antes de serem testadas em
humanos. Os métodos de pesquisa de mutagcbes sao também os descritos anteriormente,
havendo estudos que indicam que a analise de associacdo obtém melhores resultados

(Aguirre-Hernandez & Sargan 2005).

Apds a analise do gendtipo, € necessario fazer a reconstituicdo do fendtipo normal in vitro e
criacdo de modelos da doenga em animais para se estabelecer a correlacado gendtipo-fendtipo,
isto &, a associacdo entre uma determinada variagao ou variacbes de sequéncia e o padrao de
anomalias resultante. Uma grande correlagdo permite a inferéncia fiavel sobre um fendétipo,
dado o gendtipo. A questdo pode ser colocada ao contrario, isto €, perante um fenétipo, qual
sera o gendtipo mais provavel? Esta correlacdo fendtipo-gendtipo permite indicar quais os
testes indicados para detecgdo de variagbes de sequéncia (Pagon et al. 1993-2007). Apds

confirmacao do gene candidato, estuda-se a sua fung¢éo (Strachan & Read 1999).
Técnicas de Biologia Molecular

Extraccdo de ADN

Em qualquer estudo que envolva analise de material genético é necessario obter amostras de

material biolégico que o contenham. Estas podem ser de varios tipos, como sangue, tecidos,
fezes, entre outras, nas quais, as moléculas dos acidos nucleicos nao estdo livres, mas sim
contidas em células. E, por isso, necessario isolar estas moléculas num processo denominado

de extracgcdo de ADN.

A extracgdo € um processo que consiste em isolar as moléculas de ADN. Para isso, é
necessario promover a digestao dos tecidos ou células para que estas percam a sua estrutura
e exponham o ADN. Este processo pode ser realizado por métodos fisicos ou quimicos. E
igualmente necessario inactivar as nucleases para que ndo actuem degradando o ADN
(adicionando, por exemplo, um agente quelante de metais como o EDTA); segue-se a lise das
membranas celulares e a eliminacdo de proteinas, normalmente por adicdo de proteases e
detergentes; e a remogao do acido ribonucleico (ARN) residual por adicdo de ARNases para
nao interferir com os testes subsequentes. Apds estes passos, pode-se provocar a
5



concentragcao de ADN por precipitacdo num meio alcodlico, pois aquele ndo é soluvel e as suas
moléculas agregam-se, permitindo a sua separagdo por centrifugagdo. Nos métodos que
utilizam colunas com fases sélidas adsorventes do ADN, estas possuem matrizes de silica ou
outras fases as quais o ADN se liga, na presenga de um meio salino adequado; sao feitas
varias lavagens com solugdes tamponadas para remogao de impurezas e finalmente o ADN é
eluido com agua ou com tampdes de eluigdo aquosos com baixa concentragdo de sal e pH=8
(Invitrogen™ 2007).

Electroforese

A electroforese, apesar da sua simplicidade em termos conceptuais e de técnica, é das
principais ferramentas utilizadas em Biologia Molecular. Baseia-se na aplicagdo de corrente
eléctrica sob a ac¢do da qual moléculas electricamente carregadas se movem, separando-se
de acordo com o seu tamanho, forma e carga. A electroforese pode ser aplicada a moléculas
de ADN e ARN, mas também a proteinas. Permite: separacdo de ADN com tamanho entre 100
bp e 50 Kbp, incluindo ADN gendmico digerido por enzimas de restricao, antes da transferéncia
por Southern Blot ou para ARN antes de transferéncia Northern Blot, analise de produtos de
PCR para verificar a eficiéncia da amplificacdo; estimativa do tamanho de moléculas de ADN
usando marcadores ou ladders que contém fragmentos de varios tamanhos conhecidos;
estimativa aproximada da quantidade (usando o marcador Lambda ADN) e qualidade de ADN
(auséncia de produtos inespecificos e contaminantes); e separagdo para outras técnicas,

incluindo ADN fingerprinting (Brown 2002).

Inicialmente, a electroforese era conduzida num meio liquido, mas n&o era eficiente na
separagao de ADN, pois, numa solugao, os principais factores que influenciam a velocidade de
migracao sao a forma e a carga eléctrica da molécula e, no caso do ADN, as moléculas sao
maioritariamente de forma linear e ndo possuem diferencas de carga (que variam com o
tamanho da molécula) suficientes para que haja uma separagao eficaz (Brown 2002). Assim, &
necessario criar uma espécie de crivo através do qual as moléculas tém de passar para atingir
o polo positivo. Isto é possivel com um gel (de agarose ou de poliacrilamida), pois este forma
uma rede de poros através da qual as moléculas de ADN tém de passar; neste caso, a carga e
a forma das moléculas € menos importante e o tamanho da molécula passa a ser determinante
para a velocidade de migragéo; as mais pequenas atravessem a rede mais facilmente e, por
isso, movem-se mais rapidamente ao contrario do que acontece com moléculas de maiores
dimensdes. O gel pode ter diferentes concentragdes: mais concentrado forma uma rede mais
estreita e, por isso, s6 moléculas de pequenas dimensdes o atravessam (e.g. produtos de
PCR); e menos concentrado forma uma rede mais larga e pode ser, por isso, aplicado a

moléculas maiores (e.g. amostras de extracgdo de ADN). Por exemplo, um gel de 0,3% pode



ser usado para moléculas com 5 a 50 kbp e um gel de 5% para moléculas com 100 a 500 bp
(Brown 2002). O tipo de gel mais comummente utilizado é o gel de agarose; o gel de
poliacrilamida é usado sobretudo em sequenciagao, pois tem uma resolugdo muito superior ao

de agarose, permitindo distinguir fragmentos com diferenga de apenas 1 nucleétido.

O gel € uma placa horizontal obtida dissolvendo agarose em p6é numa solugdo tampao (TAE
(Tris Acetate EDTA) ou TBE (Tris Borate EDTA)) em propor¢cdes que variam com a
concentracao que se pretende. O TAE é o mais utilizado, pois, apesar de ser o que tem menor
efeito tampéao e de precisar de uma menor voltagem e de mais tempo, € o que permite melhor
resolugdo para fragmentos de ADN maiores. A solugdo €, entdo, colocada em placas que
servem de molde para o gel onde este solidifica, sendo colocado um pente para formar
diferentes pocos onde sao depositadas as amostras a serem analisadas simultaneamente. Os
pocos ficam numa extremidade do gel e sdo colocados do lado do eléctrodo negativo para que
as moléculas de ADN migrem através do gel no sentido do eléctrodo positivo, uma vez que se
encontram carregadas negativamente a pH=8 devido & ionizacdo do grupo fosfato. E usado um
corante de carregamento que se mistura com as amostras para lhes conferir densidade que faz
com que nao saiam dos pocos € para que se possa visualizar a migragao dos fragmentos. Os
corantes de carregamento mais usados sdo o azul de bromofenol e o xileno de cianol; a
densidade é conferida por sacarose ou glicerol. Ambos sao carregados negativamente €, como
tal, migram na mesma direccdo do ADN. A electroforese é realizada submergindo o gel no
mesmo tamp&o usado na sua composicdo. E também colocado, num dos pogos, um marcador,
uma amostra com fragmentos de ADN conhecidos, para inferir sobre o tamanho dos produtos
obtidos.

Esta técnica exige ainda que se use um agente intercalante que se liga as moléculas
(intercalando-se com os pares de bases), conferindo-lhes fluorescéncia para que seja possivel
observar as bandas sob luz UV. O agente mais usado € o brometo de etidio em forma de
solugao na qual o gel é submergido apés a electroforese. Actualmente, surgiu um outro agente,
o GelRed™ da Biotium (Hayward, CA), que é um substituto directo do brometo de etidio, pois
possui praticamente 0 mesmo espectro e é aplicavel a ADN e ARN, mas que tem a vantagem
de nao ter o potencial citotoxico e mutagénico deste, de ter sensibilidade superior e muito boa
estabilidade a temperatura ambiente e de ser resistente a altas temperaturas pelo que é

aplicado a solugao do gel ainda néao solidificado.

Para que se dé a migragcao dos acidos nucleicos, aplica-se uma diferenga de potencial de cerca
de 5V/cm de distancia entre os 2 pélos. E possivel usar diferentes voltagens para se obter

diferentes velocidades de migracdo, mas nao se deve correr o gel rapidamente logo no inicio,



pois isto pode aquecé-lo, levando-o a fusdo, comprometendo seriamente a resolugao (Brown
2002).

Concluida a electroforese, os géis sdo observados sob luz UV para que as bandas fiquem
fluorescentes e visiveis. Nesta fase, podem ser confirmados os tamanhos dos fragmentos de
acordo com o marcador usado e, no caso das extraccoes destinadas a serem submetidas a
amplificagdo por PCR, decidida a diluicdo que deve ser feita de acordo com a intensidade da

banda.

Amplificacéo

A amplificacao por PCR é um método que permite obter milhdes de cépias de um determinado
segmento de ADN partindo de uma quantidade diminuta de amostra. A sua descoberta
simplificou em larga medida e, em alguns casos, viabilizou, os processos de clonagem, analise
e modificacdo de ADN, sendo talvez a mais importante de todas a sequenciacdo gendmica em
grande escala, revolucionando a investigacdo em Biologia Molecular e a biotecnologia.
Surgiram rapidamente melhoramentos e variagdes no processo, existindo actualmente
centenas de aplicagbes baseadas em PCR utilizadas em diversos campos de investigagao.
Pode ser usada para gerar quantidades suficientes de ADN utilizado em testes subsequentes
(e.g., sequenciagdo, pesquisa de mutag¢des) ou pode funcionar como um teste em si mesma

(por exemplo, allele-specific amplification, nucleotide repeat quantification).

O método consiste em separar a cadeia dupla de ADN em 2 cadeias simples (templates),
adicionar 1 par de pequenas sequéncias oligonucleotidicas especificas iniciadoras de cerca de
20 bp (primers), que se ligam as regides complementares do template e que servem de limite
do segmento de ADN a amplificar sendo, também, o ponto de partida para a enzima Taq
polimerase sintetizar uma cadeia complementar, usando desoxirribonucleétidos (dNTPs)
presentes no meio. E necessario, para que ocorra reaccao, adicionar ainda um tampao da Taq
polimerase, MgCl, e agua bidestilada ou ultra-pura. Pode ainda ser adicionada BSA (Bovine
Serum Albumin) com o intuito de reduzir ligagdo ndo especifica da enzima. A mistura destes
reagentes e dos referidos anteriormente chama-se Master Mix. Esta é colocada em micro-tubos
aos quais se adiciona a amostra do ADN extraido, colocando-se depois os tubos num
termociclador que é programado para executar 30-40 ciclos de desnaturacao, hibridizacao e
extensdo com tempos e temperaturas especificos em fungao do fragmento a ser amplificado

(Figura 1, Anexos).

Os ciclos comegam com a desnaturagdo, um aquecimento até os 94°C durante cerca de 30
segundos que provoca separacao das cadeias de ADN por quebra das pontes de hidrogénio e

para todas as reaccdes enzimaticas. A ADN polimerase proveniente da bactéria E.coli usada
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inicialmente era destruida nesta fase de desnaturacido e, por isso, tinha de ser novamente
adicionada a cada ciclo. A Taq polimerase usada actualmente provém da bactéria
Thermophilus aquaticus Yellowstone type-1 que, sendo termofilica, resiste a temperatura de
desnaturacgao, permitindo a realizacao de todos os ciclos sem necessidade de ser adicionada a
cada ciclo. Segue-se um arrefecimento rapido até a temperatura de hibridizagdo (Ty) ou de
anneling especifica para cada primer que, apesar de permitir alguma re-hibridizacdo das
cadeias de ADN, permite o emparelhamento dos primers com os templates; ligacbes mais
estaveis, isto &, locais onde os primers sao complementares, permanecem mais tempo. Esta é
a fase de hibridizagdo. Neste momento, a temperatura volta novamente a subir para os 72°C,
temperatura oOptima de actividade da Taq polimerase, que se liga aos primers na sua
extremidade 3, e comega a adicionar dNTPs complementares as bases do template na
direccao 5’ —3’, sintetizando a cadeia complementar do template a partir do primer (extenséo);
a medida que as ligagbes se vao formando, as forcas idnicas tornam-se tao fortes que as
ligacdes entre primer e template nao se perdem; pelo contrario, primers que nao encontraram a
base complementar, separam-se devido as elevadas temperaturas. Em seguida, comega um
novo ciclo (Brown 2002). Neste primeiro ciclo, sdo formados produtos longos com
extremidades 5’ idénticas, mas 3’ aleatdrias correspondendo aos locais onde a sintese termina
ao acaso. No 2° ciclo, os produtos do 1° servem de template dando origem a produtos curtos
ou amplicons com as extremidades 5’ e 3’ definidas pelas posicbes de emparelhamento dos
primers. Nos ciclos seguintes, estes produtos curtos sdao amplificados a uma taxa de replicagéo
exponencial até que um dos reagentes se esgota e param as reacgbes. Com quantidades
diminutas de ADN (e.g. uma unica molécula) conseguem-se grandes quantidades de produtos

de PCR. Uma visdo esquematica da técnica esta presente na Figura 1 dos Anexos.

Os resultados podem ser visualizados de varias maneiras, sendo a mais comum a
electroforese em gel de agarose que, idealmente, demonstraria uma Unica banda se o PCR
tiver funcionado e se um unico segmento do ADN analisado tiver sido amplificado. Como este
método é muito sensivel, € necessario executa-lo com muito cuidado para que ndo existam

contaminagdes que seriam igualmente amplificadas, alterando os resultados finais.

Apesar das grandes melhorias que este método trouxe, ha algumas desvantagens, como a
limitacdo em termos de tamanhos de produtos, uma vez que nao é possivel copiar produtos
com mais e 100 Kbp (projectos de sequenciagdo de genomas) e a necessidade de
conhecimento das sequéncias onde os primers vao emparelhar para que estes possam ser
sintetizados, impedindo a utilizagao deste método em casos de fragmentos cuja sequéncia seja

desconhecida. No entanto, este ultimo problema pode ser obviado se a clonagem de ADN for



feita através de vectores, pois, desse modo, podem ser usados primers universais que

correspondem a regides do vector e ndo da sequéncia a amplificar (Brown 2002).

Sequenciacéo
A sequenciagao consiste em determinar qual a sequéncia de nucleétidos - A, T, G e C - de um

determinado fragmento de ADN, sendo considerada o método mais adequado para detecgao
de mutacdes (GBTEH 2006). E um método que envolve uma reacgdo, uma separagdo, um
processo de deteccido e analise de dados. As técnicas podem envolver reaccbes de bases
especificas ou extensdes enzimaticas através de ADN polimerases. A separagdo é feita
normalmente por electroforese de gel de poliacrilamida ou capilar. Os métodos mais comuns
de deteccao sao feitos por fluorescéncia, embora a radioactividade também tenha sido usada

anteriormente (Nunally 2005).

Dois métodos surgiram, quase que simultaneamente, em 1977, propostos por Sanger (método
chain-termination), no qual a sequéncia de ADN de cadeia simples é determinada por sintese
enzimatica de cadeias polinucleotidicas complementares que terminam em posicoes
nucleotidicas especificas, e por Maxam-Gilbert, (método chemical degradation) no qual a
sequéncia é determinada por tratamento com quimicos que clivam a molécula em posicoes
nucleotidicas especificas marcadas (Brown 2002). Esta pode ser aplicada a cadeias simples e
duplas de ADN e néao implica a utilizagdo de ADN polimerases. Quatro amostras de fragmentos
marcados radioactivamente sao clivados quimicamente em bases especificas e separados por
electroforese em 4 linhas diferentes com base nas reaccbes especificas aplicadas (Nunally
2005). O método de Sanger inicia-se com a desnaturacao de varias copias de ADN de cadeia
dupla em cadeias simples. Estas eram misturadas com uma ADN polimerase, um primer,
dNTPs de todas as quatro bases e tamp&o para minimizar alteragdes de pH. A mistura era
dividida em aliquotas e colocada em 4 tubos diferentes com uma pequena quantidade de
didesoxirribonucledtidos (ddNTPs) que sdo dNTPs aos quais foi retirado um grupo hidroxilo da
extremidade 3’ e que eram marcados radioactivamente. Quando um destes fragmentos era
incorporado na nova molécula, a reacg¢ao parava e o fragmento nao sofria mais extensao. As
reaccoes eram separadas em 4 tubos, cada um com um tipo de ddNTP, formando produtos de
cada um dos grupos (ddATP, ddTTP, ddCTP e ddGTP). Estes produtos eram depois sujeitos a
electroforese em gel de poliacrilamida e ureia com cada um dos grupos numa linha individual.
As bandas resultantes eram depois visualizadas por auto-radiografia ou sob luz UV e a
sequéncia era determinada por observagdo da pelicula de raio-X ou da imagem do gel e
comparagdao de bandas em cada linha, devendo existir uma banda para cada posicéo; a

sequéncia era lida do fundo do gel (5’) para o topo (3’) (Nunally 2005).

10



O meétodo de Sanger (Figura 2, Anexos) tornou-se a técnica de eleicdo pela sua simplicidade,
mas também porque foi mais facil de automatizar, tornando possivel realizar projectos de
sequenciacao de genomas em periodos de tempo mais curtos (Brown 2002, Nunally 2005). A
marcacao por produtos radioactivos foi sendo eliminada, pois a revelagcdo por raios-X
demorava cerca de 24-36 horas a realizar para obter sequéncias de 500 bases, requeria
licenciamento especial e maiores cuidados de maneio de substancias; foi, assim, substituida
por fluordforos que, por apresentarem cores diferentes para cada nucleétido, permitem que as
reaccoes com os 4 ddNTPs sejam feitas em conjunto (Nunally 2005). Além disto, a substituicao
da electroforese em gel de poliacrilamida por electroforese capilar permitiram aplicar um
sistema de leitura de sequéncias e de analise de dados por computador, resultando em

obtencéo de dados em tempo real.

Actualmente, a sequenciacdo é feita através de reaccbes em tudo semelhantes as de
amplificagdo por PCR, com a diferenga de incluir os ddNTPs marcados com fluoréforos para
serem detectados. A sequenciacao pode ser dividida em 4 fases: preparagdo do ADN, reacgao
de sequenciacgio, electroforese capilar e analise informatica. A preparacdo de ADN ¢ feita por
extraccao deste, seguida de replicacdo por vectores (plasmideos, bacteriéfago M13 ou
fagomideo) ou ainda por PCR para obter multiplas copias dos fragmentos que o constituem
(Brown 2002). Na reaccao de sequenciagado ha desnaturacéo da cadeia dupla, resultando em 2
cadeias simples; o primer liga-se ao template (s6 € usado um primer, ao contrario da reaccao
de PCR); a ADN polimerase sintetiza uma nova cadeia complementar ao template comegando
na extremidade 3’ do primer, como sé existe um primer, sé uma das cadeias é copiada e, por
isso, a taxa de replicacdo & linear e ndo exponencial. E nesta fase que surge outra diferenca:
na sintese da nova cadeia, a ADN polimerase usa os dNTPs que estdo disponiveis, mas
também os ddNTPs, incluindo-os ocasionalmente, provocando a terminacdo da sintese da
nova cadeia. Os ddNTPs tém de estar em muito menor concentracdo que os dNTPs para néo
serem incluidos com tanta frequéncia, obtendo-se, assim, varios fragmentos com todos os
tamanhos possiveis. Esta reaccdao de sequenciacdo pode ser realizada em ciclos de
aquecimento e arrefecimento num termociclador, permitindo a obtengdo de mais produtos
sequenciados a partir de uma quantidade diminuta de template, sem necessidade de clonagem
prévia (Brown 2002). Segue-se a electroforese capilar que permite a separagao das moléculas
obtidas por tamanhos. A mistura é aquecida por forma a desnaturar as cadeias para impedir a
hibridizacdo com o template; cada nova cadeia esta marcada com uma das 4 cores conferidas
por cada um dos ddNTPs. Estas cadeias sdo colocadas num tubo muito estreito (capilar)
contendo um gel de poliacrilamida no seu interior, que possui um comprimento suficiente para
que as cadeias sejam separadas por tamanho, diferindo em apenas 1 base. Segundo os

principios ja descritos anteriormente, as moléculas mais pequenas migram mais rapidamente
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que as maiores, eluindo em primeiro lugar. A medida que v&o saindo, passam por um laser que
provoca excitagdo do corante fluorescente ligado ao ddNTP, o que faz com que este emita
fluorescéncia ou brilho num comprimento de onda ou cor especificos. Esta informagao é
processada sob a forma de electroferogramas, um tragado do sinal recebido por um
fotodetector em cada um dos 4 comprimentos de onda emitidos pelos ddNTPs. Além disto,
associa a cada cor a letra da base correspondente. Como a sequéncia de picos do
electroferograma corresponde a segmentos de ADN com apenas 1 nucledtido de diferenca
entre si, a sequéncia de picos revela a sequéncia de bases na amostra de ADN inicial (Brown
2002).

Para realizar a sequenciagao, é necessario que o produto de PCR ou de clonagem seja o unico
presente na amostra, sendo, por isso, necessario fazer uma purificacdo para eliminar restos de
reagentes, sobretudo dNTPs, primers e enzimas que possam alterar os resultados. Os
métodos de purificacdo existentes sédo purificagdo em colunas (baseados na separacao de
dNTPs e primers dos produtos de PCR que sao maiores, por filtracao) e em gel e precipitagao
PEG (precipitagdo em polietilenoglicol e MgCl,) ou em etanol e digestdo enzimatica dos

produtos interferentes.

As principais limitacdes desta técnica de sequenciacao sao a fraca qualidade das primeiras 15-
40 bases e também a partir de 700-900 bases, a inclusdo de partes da sequéncia do vector, se
for este 0 método usado na clonagem do ADN, ou do intrdo, se for um produto de PCR cujos
primers foram desenhados na regiao intrénica e a limitacdo da sequenciagdo a moléculas
relativamente pequenas (300-1000 bp) em cada reacgdo, pois, acima disso, o poder de
resolucao € insuficiente (Brown 2002). As técnicas de sequenciagcdo continuam a evoluir na
tentativa de diminuir a quantidade de amostra e de tempo necessarios para gerar uma
sequéncia e de melhorar a precisao, incluindo métodos com outros tipos de deteccao de
fluorescéncia, uso de espectrofotometria de massa e deteccdo de moléculas Unicas (Nunally
2005).

Mutation scanning

As mutagcbes sdo alteracbes do gene em relagdo ao seu estado natural que podem ser
causadoras de ou predisponentes para doencgas, de significado desconhecido ou variantes
normais benignas (normalmente designadas por polimorfismos) (Pagon et al. 1993-2007).
Existem mutagdes espontaneas ou induzidas por mutagénios (agentes quimicos ou fisicos) que
podem ser classificadas de acordo com o seu efeito na estrutura da molécula de ADN, na
funcdo, na heritabilidade, no padrdao de heritabilidade e na sequéncia proteica, e nas

consequéncias para o organismo.
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Como foi referido anteriormente, o método padrdo para identificacdo de mutagdes em
segmentos de ADN € a sequenciacao, pois € aquele que fornece melhor resolugdo ao permitir
analisar cada um dos nucledtidos da sequéncia. No entanto, a limitacdo no niumero de bases
sequenciadas por este método leva a que, em genes de maiores dimensdes, o custo da sua
aplicagao seja muito elevado. Assim, podem ser usadas como alternativa algumas técnicas de
mutation scanning, um processo que consiste em analisar um segmento de ADN com o intuito
de identificar regides variaveis num gene. E necessario amplificar os segmentos de ADN em
estudo para obter ADN/amplicons suficientes para proceder a analise. Os amplicons sao
comparados entre si por um dos métodos referidos a seguir, ficando em evidéncia quais os que
apresentam variagbes. Como estes métodos ndo indicam especificamente os nucledtidos
envolvidos, é necessario prosseguir a analise daquelas regides, por sequenciacdo ou por
analise de mutacgdes, para confirmar a alteracdo especifica na sequéncia. Pode ser analisado
todo o gene ou so6 regides especificas (e.g., exdes, as regidbes codificantes dos genes

presentes no ARN mensageiro maduro apos splicing) (Pagon et al. 1993-2007).

As técnicas de mutation scanning podem ser divididas em grupos, de acordo com os principios
aplicados. Algumas baseiam-se nas diferencas de mobilidade em electroforese de fragmentos
com sequéncias de ADN wild-type e mutante: DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism), HA (Heteroduplex
Analysis) e CSGE (Conformation Sensitive Gel Electrophoresis) (GBETH 2006). Outras
técnicas tém por principio a clivagem de bases nao emparelhadas em heteroduplexes (CCM —
Chemical Cleavage Method e EMC — Enzyme Mismatch Cleavage). E outras ainda que
detectam alteragbes na proteina transcrita por um determinado fragmento de ADN (PTT —
Protein Truncation Test) (GBETH 2006, Pagon et al. 1993-2007).

As mais utilizadas sdo a SSCP e a HA, mas recentemente tem sido utilizada também a técnica
de DHPLC (Denaturing High-Performance Liquid Chromatography) na analise de
heteroduplexes. Nesta técnica, sdo comparados 2 ou mais cromossomas como uma mistura de
amplicons de PCR desnaturados e re-hibridizados, revelando a presenga de uma mutagao pela
retencao diferencial de homo e heteroduplexes da fase sélida da cromatografia em condi¢des
parcialmente desnaturantes (Xiao & Oefner 2001). Esta técnica tem a vantagem de possibilitar
a automacdo de uma boa parte das suas reac¢des e a analise de um grande numero de
amostras, permitindo a detecgdo de mutagdes e descoberta de SNPs em grande escala (Yu et
al. 2006). Além disso, como possibilita a analise simultinea de mutagbes conhecidas e
desconhecidas, assumiu um papel preponderante na analise genética de diversas doencas
(Frueh & Noyer-Weidner 2003).
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Neste projecto, pretendeu-se fazer o isolamento e a sequenciagdo parciais do gene SCN5A
com o intuito de pesquisar variagdes de sequéncia em alguns dos exdes do gene (descritos em
humanos como estando associados a CMD (Olson et al. 2005)) que pudessem estar
implicados na CMD canina, através da aplicacdo de varias técnicas de biologia molecular,
permitindo também a aquisicdo de conhecimentos nesta area. Posteriormente, dever-se-a
aprofundar a anadlise para determinar se as variagdes de sequéncia observadas séao
responsaveis pelo fendtipo de CMD nos cédes da raca da Serra da Estrela (SE) e,

eventualmente, noutras ragas caninas.

Material e Métodos

Escolha dos animais / Exame clinico

Foram incluidos no projecto caes da ragca SE provenientes de criadores e proprietarios
particulares que tinham sido incluidos num estudo prospectivo onde se analisava a histéria
natural da CMD na raca, e caes de ragas diferentes (Boxer, Pastor Alemao e SRD) para
servirem de controlo (Tabela 2, Anexos). Os animais foram submetidos a um exame fisico geral
e a um exame dirigido ao aparelho cardiovascular, tendo sido realizados exames
electrocardiografico, ecocardiografico e medicdo da pressdo arterial. Os cées foram
classificados como normais ou como doentes (com CMD) de acordo com as directivas
propostas por Dukes-McEwan et al. 2003 e com os valores de referéncia ecocardiograficos

publicados para a espécie em questao (Lobo et al. 2008).

Recolha de amostras
Foram recolhidas previamente amostras de sangue dos animais usando tubos com ou sem
anticoagulante, por forma a obter amostras de sangue total, soro e plasma. Todas as amostras

foram devidamente identificadas, através de numeros, e conservadas a -18°C.

Escolha de amostras/ organizagéo do estudo

Numa primeira fase, foram escolhidas amostras dos varios tipos de material bioldégico (sangue
total, soro e plasma) para testar a viabilidade do trabalho com os 2 ultimos tipos de amostra
(que teriam quantidades diminutas de ADN) e animais com diversas classificagées (SE doente,
SE nao doente, controlos) para observar a qualidade dos produtos de PCR e das sequéncias
obtidas (Grupo 1). Numa segunda fase, foram feitas extrac¢cdes de todos os animais
classificados como doentes e dos controlos (excluindo o Boxer que é uma raga onde a CMD
ocorre com elevada prevaléncia e que, por isso, poderia ter alguma alteragédo no gene) para
servirem de controlo (Grupo 2). Foram escolhidas 4 amostras especificas (incluidas no grupo
1) que serviram de base ao estudo: trés cédes de raga SE (dois doentes partindo de uma

amostra de sangue total num deles e de plasma no outro, e um ndo doente partindo de uma
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amostra de sangue total) e um controlo (partindo de uma amostra de sangue total). A
amplificacdo por PCR foi realizada primeiro para o Grupo 1 e para os exdes 6, 9, 13, 17, 21 e

27; depois amplificaram-se s6 as 4 amostras principais para testar os primers 2, 14 e 20.

Extraccdo de ADN

Todas as amostras estudadas foram processadas para extracgdo de ADN com o Purelink™
Genomic DNA Mini Kit Invitrogen™ seguindo as instrugdes do fabricante. Este kit consiste na
extraccdo através de centrifugagdo repetida com colunas com fases sélidas adsorventes do
ADN que possuem uma matriz de silica a qual este se liga selectivamente (na presenca de sais
caotrépicos) durante os procedimentos de lavagem e da qual se separa na fase de eluigao,
resultando num produto apropriado para PCR, enzimas de restricdo ou Southern Blotting
(Invitrogen™ 2007). Escolheu-se um kit de extraccdo que, apesar de indicado apenas para
sangue total, proporcionou bons resultados em ensaios preliminares em soro e plasma. Isto
pbdde ser comprovado, ndo imediatamente pelos géis de extracgdo, mas pelos primeiros
produtos de amplificacdo por PCR. Mesmo ndo apresentando bandas visiveis na extracgao e,

por isso, usando-as puras, as amostras foram amplificadas com sucesso.

Foram seguidas as instru¢des do fabricante, realizando-se uma centrifugagao adicional apds a
adicdo da 22 solugdo tamponada de lavagem para eliminar todo o etanol presente, usando-se
um volume de eluicdo de 50 L e realizando-se uma 22 eluicdo com o mesmo volume, tendo
estes dois produtos finais sido armazenados em separado. Para os testes subsequentes, foi
usado essencialmente o produto da primeira elui¢cdo, ficando o produto da segunda reservado
para casos em que o primeiro fosse insuficiente. Todos os produtos de extraccdo foram

armazenados a 4°C.

A presenca de ADN foi testada através de electroforese num gel de 7x15 cm de 0,8% de
agarose preparado com TAE 1X e com 1uL Gel Red™ por cada 50uL de gel como agente
intercalante, usando uma corrente de 120 volt, durante cerca de 30 minutos, numa tina de
electroforese de aproximadamente 30 cm de comprimento igualmente com TAE 1X. O numero
de pocos foi ajustado ao numero de amostras. O gel foi carregado com 5 uL de amostra e 3 L
de corante (azul de bromofenol). Utilizaram-se 2 uL de 100 bp DNA /adder (Solis BioDyne), um
marcador com 12 fragmentos de ADN entre 100 bp e 3000 bp pronto a usar (ja com o corante
azul de bromofenol incorporado). Observou-se o gel sob luz UV num transiluminador Gel Doc
XR+ da Bio-Rad Laboratories, obtendo-se imagens em formato digital. Fez-se a analise
qualitativa das amostras de extracgdo com base na intensidade da banda obtida, procedendo-
se a subsequente diluicdo dos produtos de acordo com essa analise. Produtos que nao

apresentassem bandas visiveis, foram amplificados n&o diluidos.
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Amplificagdo por PCR
A sequéncia completa e os exdes do gene em estudo foram consultados na base de dados
GenBank do NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/; NCBI Reference Sequence: NC_006605.2).

Foram desenhados primers para 9 dos 28 exdes do gene em estudo (Figura 3, Anexos) sendo

4 aqueles nos quais tinham sido identificadas mutagdes em humanos (exdes 6, 16, 17 e 21)
(Olson et al. 2005), recorrendo ao software online Primer 3 Input, resultando em sequéncias de
18 a 23 bp (Tabela 2, Anexos) e fornecendo também a informagé&o relativa ao tamanho dos
produtos de PCR esperados. No caso do exdo 21, as 4 primeiras sequéncias dos primers
resultantes continham hairpins, pelo que teve de se optar pelo 5° oligonucleétido. O ex&o 16 foi
excluido, apesar de ser um dos indicados em humanos (Olson et al. 2005), por ser de tamanho
diminuto (8 bp). A producdo dos primers foi feita pela Invitrogen™ e os produtos foram
enviados na forma de liofilizados e conservados a uma temperatura de 4°C até hidratagao.

Apos hidratagao, foram conservados a -18°C em aliquotas.

A ADN polimerase ideal deve ter uma rapida taxa de incorporacdo de dNTPs, auséncia de
actividade exonuclease e nao discriminar analogos nucleotidicos, sendo que a alta fiabilidade
também ¢é importante (Nunally 2005). Assim, a escolha recaiu sobre a Platinum® Taq
Polymerase (Invitrogen™ fornecida a 5 U/uL), uma vez que esta esta associada a um anticorpo
que bloqueia a actividade de polimerase a temperatura ambiente, sendo que é restaurada apoés
0 passo de desnaturagdo a 94°C, realizando um hot start que aumenta a especificidade,
sensibilidade e quantidade de produto obtido. O uso deste anticorpo ajuda a reduzir os
requisitos de optimizacdo de PCR, o tempo e o esforco de preparagdo, manipulagcao de

componentes da reacgao e risco de contaminagao.

As concentragdes dos componentes das reacgdes de PCR iniciais foram as seguintes: 1,5 mM
de MgCl,, 0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen™ fornecida a 10mM), 0,5 uM de cada primer
(forward e reverse), 0,2 U/tubo de Platinum Taq e 0,4 pg/uL de BSA. Foi ainda usado tampao
Taq a 1X. Cada tubo de PCR tinha, inicialmente, 9uL de Master Mix e 1uL de ADN, passando
depois a ter 19uL e 1L respectivamente. As condi¢cdes de PCR foram desnaturagao inicial a
94°C durante 5 minutos seguidos de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos,
hibridizagao a 48-54°C (dependendo da Ty dos primers) durante 30 segundos e uma extensao
a 72°C durante 1 minuto terminando com uma extensao final a 72°C durante 7 minutos. Os
produtos foram mantidos a 4°C ap6s a reacgdo. Todas as reacc¢des de PCR foram realizadas
no termociclador T3 Thermocycler da Biometra GmbH. As Ty para cada primer foram obtidas

usando o software online Oligocalc (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html),

tendo sido escolhida a temperatura indicada como nearest neighbor, para cada par de primers

(forward e reverse). A temperatura usada nas reacgbes de PCR foi calculada subtraindo 5°C a
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temperatura mais baixa do par de primers. Partindo destas condi¢bes iniciais e consoante os
resultados obtidos, foram tentadas novas concentragbes de MgCl, (2,5mM) e de Ty (aumentos
ou diminui¢cdes de 2-3°C) para aqueles primers nos quais o primeiro protocolo nao tivesse
resultado (exdes 9, 13, 17, 20, 21, 27). Numa primeira fase, para efeitos de controlo, usou-se

agua; numa fase seguinte, usou-se o controlo das extracgdes.

Comecou por se fazer a amplificacdo para os exdes indicados como tendo mutagcbes em
humanos (6, 17, 21 e 27) e também dos exdes 9 e 13 para as amostras do grupo 1 e, numa 22
fase, foram testados os restantes pares de primers (2, 14 e 20) para as 4 amostras principais
até se optimizarem as condigdes de PCR. Os exdes 9 e 20 foram descartados, pois nao
tiveram produtos de PCR satisfatérios (Figura 4, Anexos). Apos a obtencao de bons produtos
de PCR para todos os restantes primers, fez-se a amplificagdo de extractos de ADN do Grupo
2 das amostras (todos os animais classificados como doentes). Nesta fase, e para ultrapassar
alguns resultados menos bons, tentaram-se varias alteragdes: para fazer face aos controlos
positivos, fizeram-se novas solugbes de trabalho dos pares de primers, novas dNTP mixes,
usaram-se novos tubos de agua e mudaram-se, ainda, as caixas de pontas de pipetas e de
eppendorfs e microtubos; para obter produtos de PCR com bandas da intensidade desejada,
fez-se o mesmo em relagéo aos primers e aos dNTPs, mas também se mudou o tubo de BSA e
fez-se novas extracgdes das mesmas amostras, uma vez que as iniciais poderiam estar

degradadas depois de varios meses a serem usadas.

A presenca dos produtos de PCR foi testada através de electroforese num gel de 7x15 cm de
2% de agarose preparado com TAE 1X e com 1uL Gel Red™ por cada 50uL de gel como
agente intercalante, usando uma corrente de 120 volt, durante cerca de 60 minutos, numa tina
de electroforese de aproximadamente 30 cm de comprimento igualmente com TAE 1X. O gel
foi carregado com 5 L de produto de PCR e 3 uL de corante (azul de bromofenol). Utilizaram-
se 2 YL do mesmo marcador descrito anteriormente para confirmar os tamanhos dos
fragmentos dos produtos de PCR. Observou-se o gel sob luz UV num transiluminador Gel Doc
XR+ da Bio-Rad Laboratories, obtendo-se imagens em formato digital. Produtos que
apresentassem bandas pouco visiveis ou ausentes, foram repetidos adicionando 2uL de ADN

em vez de 1.

Purificagdo/ Sequenciagao de produtos amplificados

Apods amplificagao, os produtos de PCR foram purificados para retirar o excesso de dNTPs,
primers e restantes reagentes. Foi usado o Jetquick PCR Product Purification Spin Kit/50 da
Genomed GmbH de acordo com as indicagdes do fabricante, usando TE Buffer (fornecido com
o Kit) aquecido a uma temperatura de 65°C para eluigdo e partindo dum volume de PCR de 15

ML. Apos purificagdo, as amostras foram conservadas a 4°C durante o menor tempo possivel e
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depois enviadas para o laboratério StabVida para sequenciagdo. Foram igualmente enviados
os primers respectivos a 10 pmol/uL. As amostras escolhidas foram as 4 principais. Numa
primeira fase, foram unicamente pedidas as sequéncias forward dos exdes 6, 13, 17, 21 e 27,
apesar de, sozinhas, ndo serem validas, de forma a verificar a qualidade das sequéncias e
fazer um screening inicial dos exdes. Apos essa fase e mantendo as mesmas 4 amostras,
foram pedidas as sequéncias reverse dos mesmos exdes e as forward e reverse dos exdes 2 e
14.

Analise de sequéncias/ electroferogramas

As sequéncias obtidas foram comparadas com a sequéncia de referéncia publicada na base de
dados GenBank do NCBI (NCBI Reference Sequence: NC_006605.2). Os electroferogramas
foram analisados recorrendo a diversas ferramentas informaticas. Para alinhar as sequéncias
das varias amostras entre si e com a sequéncia referéncia, corrigi-las e localizar zonas de
variabilidade, foi usado o programa BioEdit (Hall 1999). Para analisar as zonas dubias dos
electroferogramas e comparar entre as varias amostras, foram usados os softwares Codon
Code Aligner e Finch TV. Para definir as zonas a traduzir e analisar as sequéncias de
aminoacidos obtidas, foi usado o programa MEGA 4.1 (Tamura et al. 2007), definindo o gene

domain para cada exao.

Foi feita a analise do tipo de aminoacido presente em cada caso quanto as suas propriedades

fisico-quimicas e quanto a sua estrutura.

Resultados

Extraccdo de ADN

Foram obtidas bandas de varias intensidades no gel resultante da electroforese das
extracgoes, mas, em geral, obedecendo a um padrao: bandas mais fortes para amostras de
sangue total e bandas mais fracas ou ausentes para amostras de soro e plasma. Apesar disso,
todas as amostras resultaram em produtos de PCR com bandas visiveis. A Figura 5 dos
Anexos corresponde ao gel da primeira fase das extracgdes; as fases seguintes apresentaram
padroes semelhantes. Com base na intensidade das bandas, foram feitas diluigbes das
amostras: 1:10 nas amostras 501 ST, 142 ST, 189 ST, 197 ST, 202 ST e 209 ST; 1:20 na

amostra 502 ST; 1:2 na amostra 089 P; e as restantes foram usadas nao diluidas.

Amplificagdo por PCR

Apo6s amplificacao por PCR, foram feitos géis de agarose a 2% para confirmar a presenga dos
produtos, usando o marcador referido para confirmar os tamanhos dos produtos esperados
(dados pelos software online Primer 3 Input). O objectivo foi obter um gel com todas as

amostras amplificadas, sem produtos inespecificos e com controlos negativos (exemplo da
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Figura 6-C, Anexos). Nem todos os géis cumpriram estes requisitos e, como referido
anteriormente, foi necessario ajustar as condi¢des de PCR, nomeadamente em termos de
concentracdo de MgCl, e da Ty, tendo o aumento da concentracdo de MgCl, mostrado os
melhores resultados (Figura 6, Anexos). Em alguns casos, o aumento da concentracao de
MgCl, levou ao aparecimento de produtos inespecificos; para os eliminar, associou-se ao

aumento de MgCl, o aumento da Ty,.

Para a primeira fase de amostras (Grupo 1), conseguiu-se com sucesso obter produtos de PCR
para todos os exdes, com excep¢ao do 9, que, mesmo com os ajustes de condigdes referidos,
nunca produziu nenhuma banda visivel, tendo sido, por isso, descartado. Na segunda fase de
amostras e apesar de os pares de primers terem funcionado bem na primeira, os resultados
foram inconstantes, tendo sido necessario tentar todas as hipoteses referidas anteriormente.
Apesar destes problemas, conseguiu-se amplificar, para as 4 amostras principais, 7 dos 9
exodes testados (foram eliminados 0 9 e 0 20, que apesar de apresentar bandas visiveis, tinha

produtos inespecificos que nao se conseguiram eliminar (Figura 4, Anexos).

Até ao final do periodo de estagio, ndo foram concluidos todos os PCRs para o Grupo 2 de
amostras, pelo que os resultados das sequenciagcbes se cingem unicamente as 4 amostras

principais.

Electroferogramas

Os electroferogramas obtidos na primeira fase (s6 forward) apresentavam boa qualidade
(Figura 7, Anexos) e, das 20 reacg¢des sequenciadas, s6 1 ndo resultou numa boa sequéncia e
outra resultou numa sequéncia parcial. O resumo das mutagcdes observadas encontra-se
descrito na Tabela 3 dos Anexos. Para os exdes 17, 21 e 27 ndo foram detectadas zonas de
variabilidade. No exdo 6, foram observadas 2 variagdes de sequéncia: uma dos 4 animais em
relagdo a sequéncia de referéncia (NC_006605.2:g. 21278T>C) que resulta numa mudanga de
aminoacido Leucina (L) — Serina (S) (NC_006605.2:p.Leu7093Ser), e uma
(NC_006605.2:9.21323C>T) em que os animais SE doentes eram heterozigoéticos (Y = Citosina
(C) ou Timina (T)) e o SE nao doente era homozigdtico (TT), resultando numa mudanga de
aminoacido S — Fenilalanina (F) (NC_006605.2:p.Ser7108Phe) (Figura 8, Anexos). No exao
13, foi detectada uma zona de variabilidade (NC_006605.2:9.33686C>T) em que um dos SE
doentes era heterozigotico (Y = C ou T) e o SE nao doente era homozigético (TT) resultando
numa alteracdo de aminoacido S — L (NC_006605.2:p.Ser11229Leu).

A segunda fase de sequenciacdo apresentou novamente sequéncias de boa qualidade com a

excepgao das do exdo 2 e de uma amostra na sequenciagdo reverse do exao 17. Estas
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sequéncias confirmaram a variabilidade observada nos exdes 6 e 13 e ndo demonstraram

nenhuma variagcado de sequéncia no exao 14.

Discussao

Este projecto de investigagdo tinha como objectivo delinear um protocolo de pesquisa de
mutacdes que pudessem estar associadas a CMD canina. Utilizou-se o método do gene
candidato, partindo de varios estudos de medicina humana que o identificaram como causador
de um fenétipo de CMD secundario a arritmias e disturbios de condugcédo (CMD1E) (Greenlee et
al. 1986, Olson & Keating 1996, McNair et al. 2004, Olson et al. 2005, Ge et al. 2010, Bezzina
et al. 2003, Chen et al. 2002) ou mesmo de CMD como patologia primaria (Hesse et al. 2007).
Pretendeu-se criar uma técnica para o estudo do referido gene, adequando os procedimentos
laboratoriais ao projecto em questdo e fazer um screening inicial dos exdes. Um estudo
conclusivo implicaria um periodo de tempo superior, um maior investimento e meios técnicos

de um nivel mais elevado.

Existe alguma variabilidade na apresentacao clinica da CMD em caes, mas, por norma, &

detectado um ritmo de galope protodiastdlico (S,), de baixa frequéncia a auscultagdo cardiaca,

sons broncovesiculares, estertores e crepitagcbes a auscultacdo pulmonar devidas a IC
esquerda e edema pulmonar e pulso fraco, rapido, irregular e assincrono quando existe arritmia
associada. E importante identificar a presenca ou ndo de arritmia e o tipo através do exame
electrocardiografico. As diferentes ragas podem ter resultados diferentes, podendo alguns ser
normais, enquanto outros podem ter sinais de dilatagdo das camaras cardiacas. As arritmias
mais frequentes sao a FA (ragas gigantes e onde podemos incluir o cao SE) e VPCs (e.g., em
Dobermans e Boxers). O monitor ambulatério (Holter) também pode ser util para fazer uma
detecgao precoce da doenga (na fase pré-clinica), evidenciando presenga de arritmias, a sua
frequéncia e complexidade (Lobo & Pereira 2002). No exame radiografico pode-se fazer a
avaliacdo do tamanho das camaras cardiacas e observar a presenca de edema pulmonar ou
derrame pleural, sendo comum a presenga de cardiomegalia generalizada (mais ou menos
marcada) ou dilatagdo do atrio esquerdo. Normalmente, o diagnéstico definitivo é feito pelo
exame ecocardiografico, pela presengca de ambos os seguintes critérios: dilatagdo ventricular
esquerda, observada mais comummente por ecocardiografia em modo M ou bidimensional (2-
D), e disfungao sistdlica por diminuicdo da forga de contracgdo do miocardio. Para este ultimo,
as medidas mais usadas sao a fracgao de ejecgao do ventriculo esquerdo em 2-D, a fracgéo de
encurtamento e a velocidade média de encurtamento circunferencial, todas elas diminuidas na

CMD. O Doppler pode ajudar a determinar a fungao cardiaca (Hershberger et al. 2007, Lobo &
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Pereira 2002). Um diagndstico clinico assertivo é essencial em estudos genéticos, pois é muito

importante a distingdo entre animais doentes e ndo doentes.

O desenvolvimento de um teste genético para a CMD humana actualmente é complicado pela
heterogeneidade de locus e alélica e pela evidéncia de que uma proporcao significativa dos
casos nao é atribuivel a nenhum dos genes conhecidos. Ainda assim, esta patologia tem sido
extensivamente estudada, adoptando-se abordagens a mecanismos diferentes que expliquem
a CMD, tendo-se conseguido identificar alteragdes em 25 locus (Tabela 1, Anexos) que incluem
proteinas estruturais do sarcémero (que transmitem forga contractil) e proteinas associadas a
homeostase do calcio. Recentemente, tem-se feito associacdo da CMD com mutagbes em
genes de canais iénicos (ABCC9 (canal de potassio) e SCN5A (subunidade a do principal canal
de sdédio cardiaco)). O gene SCN5A ja foi identificado em problemas de conducdo e outros
fendtipos electrofisiolégicos, como sindrome de QT longo (por mutagdes que causam ganho de
funcdo) e de Brugada (perda de funcgdo), mas a implicacdo na CMD nao é pacifica, pois esta
pode ser secundaria a arritmias atriais prolongadas ou induzida por taquicardia. As diferengas
da média de idades dos varios estudos, assim como dos resultados observados, indicam um
efeito intrinseco aos midcitos provocado pelas mutagdes no gene SCN5SA que causa perda de
contractilidade e alteragdes cardiomiopaticas que, por sua vez, levam a dilatacdo. No entanto,
um estudo realizado em ratos, identificou a CMD como patologia primaria numa muta¢do no
gene SCNb5A resultante na expresséo reduzida da subunidade a do canal de sodio, mas com
uma ligagdo temporal entre a reducdo das correntes de sddio e a CMD progressiva, isto é,
quanto maior a redugdo na corrente, mais rapida a instalagdo da CMD (Hesse et al. 2007).
Uma explicagdo avangada por Olson et al. 2005 para a influéncia de mutagbes no canal de
sédio na CMD foi que: (i) a entrada diminuida de sdédio nos midcitos leva a actividade
aumentada compensatoria dos trocadores de sédio e calcio e de sodio e hidrogénio e
consequente diminuigdo do calcio intracelular e do pH, tornando deficitarias a producao de foga
de contracgdo miocelular mediada por célcio e de energia pelas mitocondrias; (ii) os agonistas
dos canais de sédio aumentam a contractilidade miocardica, enquanto os bloqueadores a
diminuem; (iii) mutagdes no gene homodlogo dos canais de sddio esqueléticos (SCN4A) causa
uma doenga caracterizada por fraqueza muscular e miopatia degenerativa progressiva
analogas a doenga muscular cardiaca observada na CMD; e (iv) foram relatados 2 casos
isolados de cardiomiopatia em familias pequenas com disturbios do ritmo que tinham mutagdes

do SCN5A heterozigoéticas ou heterozigoticas compostas.

A elevada prevaléncia da CMD canina e as caracteristicas distintivas que exibe dentro de
algumas racas ou familias de determinada raca levam a suspeita de uma origem genética. Ja

foram feitos varios estudos, inclusivamente alguns deles analogos a testes em humanos, mas
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sem sucesso (Lobo & Pereira 2002). A abordagem tende a ser focada em proteinas estruturais
do citosqueleto e, até agora, ndo se conseguiu, ainda, fazer uma associagédo positiva desta
doenga com algum gene ou locus. Parece, por isso, util tentar abordagens diferentes, seguindo
0s passos da investigagdo em humanos, até pela percentagem de similaridade existente entre
as 2 especies, que, no caso especifico do gene SCN5A, é de 94,6% (Figura 9, Anexos)
(Unigene NCBI).

No que toca a execugao do projecto, ha varias considera¢des que podem ser feitas. A selecgéo
dos caes da ragca SE prendeu-se com o facto de estar a ser conduzido um projecto de
doutoramento sobre a CMD nestes animais (Lobo et al. 2007, Lobo et al. 2010), tendo sido
estendida a analise a genética. Desta forma, os dados e as amostras utilizados por nés foram
recolhidos nesses estudos. E uma raca grande que tem tido grande expans&o nos Ultimos

anos, levando a identificagado e descricdo da CMD nestes animais.

A escolha de um modo de pesquisa baseado na amplificacao de alguns dos exdes de um gene
candidato e subsequente sequenciacao dos produtos de PCR deveu-se ao conhecimento das
regides a amplificar por transposicao das zonas identificadas em seres humanos, ndo havendo
necessidade de recorrer nenhum processo de mutation scanning entre os 2. Os exdes
escolhidos para serem testados foram os descritos num artigo de medicina humana — 6, 17, 21
e 27 - (Olson et al. 2005), tendo sido excluido o 16 por ser demasiado pequeno (8 pb). Foram
acrescentados a estes os exdes 2, 9, 13, 14 e 20 e ndo outros, pois tinham um tamanho
apropriado para o desenho de primers e amplificacdo, isto €, ndo eram muito pequenos nem
demasiado grandes (119 — 570 pb).

O tipo de amostras utilizado foi definido pela impossibilidade destes animais estarem presentes
na altura do estudo, uma vez que, dos animais com CMD, s6 1 estava ainda vivo. Assim, as
amostras foram recolhidas previamente no decurso de outros projectos (Lobo et al. 2007, Lobo
et al. 2010) ao longo de 5 anos, foram processadas e armazenadas. Teoricamente, as
amostras usadas para extracgdo de ADN teriam de ser de sangue total, pois o0 ADN encontra-
se nas células e estas ndo entram na constituicdo do soro nem do plasma. No entanto, os
processos utilizados para separacao do soro e do plasma tém uma componente manual que,
apesar de eficaz para os propdsitos habituais, permite que algumas células nucleadas
(leucécitos) permanegcam neste tipo de amostras. Comecgou-se por utilizar um pequeno grupo
de animais com varias classificacbes em relacdo a doenga e com os varios tipos de amostra
precisamente para testar a viabilidade da utilizacdo destes materiais biolégicos. As amostras
de plasma obtiveram resultados mais convincentes do que as de soro e, por isso, apds a

primeira fase de amplificacdes, estas foram abandonadas.
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A escolha de poucos animais numa fase inicial prendeu-se com o facto de haver uma
necessidade de testar a viabilidade do estudo. Ele foi todo concebido por transposicao directa
dos dados de medicina humana e, como tal, ndo se sabia até que ponto as técnicas iriam
resultar. Nado se achou, por isso, conveniente analisar logo uma grande quantidade de
amostras. Este foi também o motivo da testagem dos primers em duas fases, comegando por
aqueles que tinham sido indicados em estudos de medicina humana (Olson et al. 2005). Por
estes motivos, nesta fase os animais foram escolhidos independentemente de terem ou nao a
doencga; sO apds optimizagdo das condigdes de isolamento dos exbes pretendidos se
analisaram unicamente animais doentes. No entanto, esta segunda fase nao foi concluida

antes do final do periodo de estagio.

Ainda sobre o kit de extracg¢ao, a escolha de um kit baseado em colunas com fases solidas
adsorventes do ADN trouxe grandes vantagens em termos de qualidade do ADN extraido e
também da rapidez do método. Foi realizada uma centrifugagdo adicional ap6s adigdo das
solugcdes tamponadas de lavagem para ser retirado todo o etanol, uma vez que poderia
interferir com estudos subsequentes. Foi também efectuada uma segunda eluicdo para
aumentar o rendimento de uma mesma amostra e para que existisse uma fonte de ADN
adicional e mais puro, caso os produtos das primeiras extrac¢des se deteriorassem, o que se
veio a verificar. Na segunda fase de amplificagcbes por PCR, apés mudanca de todos os
reagentes, os resultados foram manifestamente insatisfatorios, pensando-se que o problema
estaria precisamente nas amostras das extrac¢ées. Como estas foram usadas muitas vezes e,
de cada vez, retiradas do frigorifico por periodos de tempo de cerca de 30-60 minutos,
provavelmente perderam qualidade e tiveram de ser substituidas por novas extracgbes, uma
vez que os produtos da 22 eluicdo também ndo obtiveram resultados satisfatorios; mesmo
quando usado puros, resultaram em bandas relativamente ténues, apesar de néo ser claro se
foi este o factor determinante ou se outros reagentes tiveram influéncia. Teria sido vantajoso
fazer aliquotas dos produtos de extracgdo para nao serem sujeitos a tantas variagbes de

temperatura.

Em todos os processos de confirmacao de obtencao de fragmentos de ADN, quer fossem de
extracgado ou de amplificagao por PCR, foi usado gel de agarose na concentragéo adequada e
utilizado Gel Red™ como agente intercalante. A concentragdo do gel foi ajustada aos produtos
em questao (0,8% para extracgdes e 2% para produtos de PCR). Muitas vezes, os géis foram
reutilizados, isto €, re-dissolvidos por aquecimento, adicionando-se sempre o agente
intercalante, apesar da indicagao de resisténcia a temperaturas altas. Os resultados foram
bons, ndo se tendo observado nenhum problema com esta técnica, com excepg¢ao da

diminuicdo de volume aquando de re-dissolugdes subsequentes (uma parte do gel ficava
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aderida aos erlenmeyers), o que foi perfeitamente ultrapassado usando mais quantidade de gel
previamente utilizado. O unico efeito observado foi o aparecimento de pequenos detritos na
visualizacao sob UV (visiveis nas Figuras 4 e 6, Anexos), mas que nao prejudicou em nada os
resultados. A escolha do agente intercalante, em detrimento do Brometo de Etidio deve-se
sobretudo a simplicidade da sua utilizacdo, a maior seguranga e também a disponibilidade no

laboratorio.

O tamanho dos primers e a sua sequéncia sao muito importantes para o sucesso de uma
amplificagcdo e ambos fazem variar a Ty, um factor crucial na execucdo de PCR. Deve-se
procurar desenhar primers com sequéncias complexas o suficiente para que n&o hibridizem
com outras zonas do template que nao as pretendidas. Neste aspecto, também a Ty tem um
papel importante, uma vez que, se for muito baixa (mais de 5°C abaixo da temperatura do par
de primers mais baixa), pode haver hibridizagdo néo especifica. Pelo contrario, se for muito
alta, vai-se formar muito pouco produto, pois a probabilidade de hibridizacdo do primer diminui.
Aconselha-se a utilizacao de primers de 17-28 bp para amplificagcdo de ADN gendmico. Deve-
se evitar criar primers com sequéncias complementares nas extremidades 3’ para evitar a
formacao de primer dimers e nao devem ser complementares a eles proprios para evitar a
formacao de hairpins (Rybicki et al. 2001). Para o desenho dos primers recorrendo ao software
Primer 3 Input, usou-se a sequéncia de referéncia (NCBI Reference Sequence: NC_006605.2),
procurando incluir uma porcao relativamente extensa da regido intronica. Isto foi feito para
evitar perda de informacao relativa aos limites do exdao, uma vez que as sequéncias tendem a
apresentar as zonas inicial e final com pouca qualidade, e também para permitir a obtencao de
varios primers, caso 0s primeiros tivessem problemas (por ex. hairpins) (Figura 10, Anexos).
Assim, estariam presentes as regides exonicas e de transi¢cao intrdo-exdo nas quais é mais
comum ocorrerem mutagdes (Pagon et al. 1993-2007). No entanto, os produtos da
sequenciacao forward e da reverse apresentaram tamanhos diferentes, pelo que, essa analise
ficou limitada em alguns casos. Cada par de primers tem uma Ty Optima dependente da
constituicdo dos mesmos, sobretudo no que diz respeito a percentagem de G-C. Quanto ao
protocolo utilizado, ha autores que defendem que a desnaturagao inicial e a extensao final sdo
opcionais e que a sua auséncia ndo afecta o produto final (Yale University 1997). No entanto,
também nao lhes apontam nenhum efeito deletério, pelo que, por norma, muitos investigadores

as usam, tendo acontecido o mesmo com o este estudo.

A escolha da ADN polimerase revelou-se acertada, pois os produtos de PCR obtidos foram

bons, como se pdde comprovar pela qualidade das sequéncias.

O MgCl, é um elemento importante na constituicdo da Master Mix para o PCR, pois este afecta
a hibridizacado dos primers e a temperatura correspondente, a especificidade dos produtos € a
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actividade da enzima. A sua concentragado deve ser ajustada de forma a que, mesmo com o
efeito quelante dos restantes produtos sobre este catido, a concentracdo se mantenha
suficiente para a actividade da Taq polimerase; assim, deve-se procurar ter uma concentragao
de MgCl, 0,5-2,5mM superior a de dNTPs (Rybicki 2001), o que foi cumprido neste estudo.
Pudemos também comprovar a influéncia que este elemento tem na formagédo de produtos
inespecificos, mas também na amplificacdo de produtos que de outra forma nao tinha sido

conseguida.

As sequéncias obtidas foram, regra geral, duma qualidade muito superior a que se esperava e
puderam ser identificadas 3 variacbes de sequéncia, duas num dos exdes referidos em
humanos (ex&o 6) (Olson et al. 2005) e uma num exao adicional (exdo 13). No entanto, o que
seria de esperar era um genétipo diferente s6 para os animais doentes e tal ndo se verificou. A
variacdo de sequéncia NC_006605.2:g. 21278T>C do exao 6 nao foi dada muita relevancia,
porque se trata duma diferenca de todos os animais testados em relacdo a sequéncia de
referéncia (NC_006605.2). No caso da variacdo de sequéncia NC_006605.2:9.21323C>T do
exao 6, o facto de os doentes serem heterozigoticos constituiria uma evidéncia interessante
(nos casos reportados em humanos, o padrdo é igual), ndo fosse o facto de o animal nao
doente ser homozigotico para a variagdo. Poder-se-ia pensar que um gendtipo homozigotico
mutante tivesse um fendtipo mais grave (e.g., morte subita, um acontecimento relativamente
frequente em casos de CMD), mas aqui acontece o oposto. Na variacdo de sequéncia do exao
13 (NC_006605.2:g. 33686C>T), o padrao é semelhante ao caso anteriore, com a excepc¢ao de
um dos animais doentes nao ter variabilidade. Estas variacdes de sequéncia resultaram em
alteragdes dos aminoacidos da sequéncia polipeptidica, sendo que, no exao 6, o resultado
foram 2 mudangas de aminoacidos, uma de L para S (NC_006605.2:p.Leu7093Ser) e outra de
S para F (NC_006605.2: p.Ser7108Phe), e, no exao 13, a alteragdo foi de S para L
(NC_006605.2:p.Ser11229Leu). Tratando-se de um canal idnico, a alteragédo do aminoacido na
cadeia proteica pode levar a alteracbes na capacidade funcional daquele, isto é, a cadeia
lateral do aminoacido pode influenciar o fluxo de i6es através do canal (Figura 11, Anexos). A
fenilalanina e a leucina sdo aminoacidos apolares, enquanto a serina é polar. Além disto, a
leucina e a fenilalanina sdo moléculas hidrofébicas, sendo esta ultima também aromatica,
enquanto a serina é electricamente neutra. Nao foi possivel determinar neste projecto a
localizacao das variacdes de sequéncia no canal de sédio, pelo que ndo sabemos que tipo de

influéncia poderao ter na sua estrutura.

Com os dados disponiveis até ao momento, ndo € possivel tirar conclusdes definitivas sobre a
influéncia do gene em causa (SCN5A) na CMD. Seria necessaria uma analise mais

aprofundada com mais amostras sequenciadas de animais doentes, ndo doentes e controlos,
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com separagdo com base no exame electrocardiografico e também com testes fisioldgicos que
pudessem demonstrar a associagao gendtipo-fenétipo. Pensamos, por isso, que este trabalho
constitui uma base importante para estudos subsequentes sobre este gene. Apesar de, em
caes, ndo se fazerem abordagens a problemas de condugdo e de canais idnicos, mas
unicamente a alteracdes do citosqueleto e das proteinas contrateis, pensamos que aqui pode

estar alguma evidéncia de que ha associagcado daquelas com a CMD nesta espécie.
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Anexos

Gene

Nome da proteina

Autossémica dominante

Disturbios alélicos*

ACTC1 Actina, a musculo cardiaco 1 FHC (cardiomiopatia hipertréfica familiar)
DES Desmina A Desminopatia, miopatia fibrilar
LMNA Lamin-A/C Lipodistrofia parcial, CMT2B1, distrofia muscular Emery-
Dreifuss , Sindrome progeria Hutchinson-Gilford syndrome,
LGMD1B
SGCD Delta-sarcoglicano d-sarcoglicanopatiaDelta (LGMD2F)
MYH7 Miosina-7 Miopatia distal de Laing, FHC
TNNT2 Troponina T, musculo cardiaco FHC
TPM1 Tropomiosina cadeia a-1 FHC
TTN Titina Miopatia distal de Udd
VCL Vinculina
MYBPC3 | Proteina C miosin-binding, tipo cardiaco | FHC
PLN Fosfolamban cardiaca
LDB3 LIM domain-binding protein 3
ACTN2 a-actinina-2
CSRP3 Proteina 3 rica em cisteina e glicina
MYH6 Miosina-6 FHC
ABCC9 ATP-binding cassette transporter sub-
familia C membro 9
TNNC1 Troponina C, musculos esqueléticos e
cardiacos lentos
TCAP Teletonina LGMD2G
SCN5A Proteina do canal de soédio tipo 5 | Sindrome QT Longo tipo 3, Sindrome de Brugada,
subunidade a Fibrilhag&o ventricular idiopéatica, Sindrome do seio
enfermo, doenca do sistema de conducgéo cardiaco
EYA4 Eyes absent homolog 4
TMPO Thymopoietin
PSEN1 Presenilina-1 Alzheimer precoce
PSEN2 Presenilina-2 Alzheimer precoce e tardio
FCMD Fukutina Distrofia muscular congénita de Fukuyama
Ligada ao cromossoma X
DMD Distrofina Distrofinopatias (distrofias musculares de Duchenne e de
Becker)
TAZ Tafazina Barth syndrome, fibroelastose endocadica tipo 2, non-

compaction isolada do miocardio ventricular esquerdo

AutossOmica recessiva

TNNI3

Troponina I, musculo cardiaco

CHF e cardiomiopatia restrictiva

Tabela 1: Genética Molecular de CMD Familiar (adaptado de Hershberger et al. 2007); * outros fendtipos

causados

por mutagdes no mesmo gene
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Figura 1: Primeira (esquerda) e 22 fases da reacg¢éo de PCR (adaptado de Brown 2002)
Amostra | Codigo Eco Amostra | Cédigo Eco Amostra | Caédigo Eco
1 089 S CMD-A 13 221 ST CMD 25 178P CMD-S
2 089 P CMD-A 14 011P CMD-S 26 192ST CMD-S
3 007 S N 15 034P CMD-S 27 196ST CMD-S
4 007 P N 16 038P CMD-S 28 199ST CMD-S
5 004 ST N 17 044P CMD-S 29 200ST CMD-S
6 142 ST N 18 062P CMD-S 30 501 ST | Controlo
7 189 ST N 19 070P CMD-S 31 502 ST | Controlo
8 197 ST N 20 078P CMD-S 32 503ST Controlo
9 202 ST N 21 082ST CMD-S 33 504ST Controlo
10 209 ST N 22 085P CMD-S 34 505ST Controlo
11 210 ST CMD-A 23 110P CMD-S 35 506ST Controlo
12 052 ST CMD-A 24 146P CMD-S 36 507ST Controlo

Tabela 2: Amostras usadas no estudo. Legenda: CMD-A — CMD assintomatica; CMD-S — CMD
sintomatica; Eco — Classificagdo com base no exame ecocardiografico; N — Normal; S — soro; P —
Plasma; ST — sangue total
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FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCY.

p ddCTP

p drrp 1.Do one sequencing reaction

contains ddATP, ddTTP, ddGTP,

ddATP * 3P adTiP m instead of four. Reaction mix

TP dGTe .
DNA polymerase

Template DNA
«uG @ wah o

ddCTP with distinct fluorescent
markers. [With radioactive labels,
four reactions are needed—one
labeled ddNTP at a time.)

irafy ,r G 2: Fragl:ne nts that result have
Sl distinctive labels.

o

Long

fragments i

E G
' | C
IéE C
h T

A

1 A

| " T

Short & G
fragments . oillary Output

tube

3. Separate fragments via electro-
phoresis in mass-produced, gel-
filled capillary tubes. Automated
sequencing machine reads output.

Figura 2: Sequenciagéo pelo método de Sanger com uso de fluorescéncia (adaptado

de http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/techniques.htm)

Exao

Primer Forward
5-CCC AAAATC CTC TCT CCA CA-¥

Primer Reverse
5-GAA ACT CGT GGC AGG GAC T-3

5’-GTG ACA CCC CTG CTC ATT CT-3’

5-GGG GGA AGG TCT ATC TCT GG-3’

5’-GAT AAC CTC TGT TGC CTT ACT CC -3’

5-CTT GGC TGC ATG CTC ACT C-3

5-CTG TCA CAT AGC AGC CCT GA-3

5-CCATTT GAC AGT TGG CTG GT-3’

5-TGG GAA CCC TGATCT CTC TG-3’

5’-CCC CTATAG TGG ACC CAG TTG-3

5'-CCT GAC AAG CCT GAT CCATT-3

5’-CTG CCT CTA CCT CCACCC TA-3’

5’-CAT ATG CAG GCC CTG ACC-3

5-CCC TTC TCC ATC CCT CTC C-3’

5-ACA TCC TGT CCC CCT TGT C-3

5-GAT CTC CCC TGG CCT CTT C-3

5-TCCTTT GCC TCT CCT TTC AG-3’

5-TTA AGT CCA GAC CCC AGA CG-3’

Tabela 3:

Sequéncia dos primers para amplificagdo dos exdes
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-11,380,339 : -11,279,252 (101,088 bases shown, negative strand) Open Full View [~/ 7|

L FipStrands || @, @, TG | & & | Configure
380K 11,370 K 11,360 K 11,350 K 411,340 K A11,330 K 11,320 K 11,310 K 11,300 K 11,290 K 11,28
T t 1 1 t 1 1 t 1 t t
- Genes
SCNSA
NM_001002994 11 > | > [ — [ 1 — | > [ R > o b= HEE » I NP 001002994.1

Lo

HM_S42711

Exdn 2 Ex8n6 Ex@o9g Exap13 Exap 14 Exdol7 Exdo 21 Exdo 27
Exdo 20

Figura 3: Grafico da estrutura do gene SCN5A canino; os exdes estudados foram marcados com setas
(adaptado de GenBank NCBI)

Figura 4: Bandas resultar;tes da amplificagdo por  Figura 3: Bandas resultantes da extraccdo de DNA de
PCR do exdo 20 de amostras de sangue, soro e amostras de sangue, soro e plasma. Legenda: nUmeros

plasma. Legenda: numeros — identificagdo do - identificacdo do animal; CN — controlo negativo; L —
animal; CN - controlo negativo; L — marcador marcador (ladder); P — plasma; S — soro; ST — sangue
(ladder); P — plasma; S — soro; ST — sangue total. total.

Figura 6: Bandas resultantes da amplificagdo por PCR
do exdo 27 de amostras de sangue, soro e plasma. A:
[MgClo] = 1,5mM; Ty = 51°C; B: [MgCly] = 1,5mM; Ty =
48°C; C: [MgCly] = 2,5mM; Ty = 51°C; Legenda:
nimeros — identificacdo do animal; CN — controlo
negativo; L — marcador (ladder); P — plasma; S — soro;
ST — sangue total.
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Figura 7: Output de um alinhamento das
sequéncias forward do exdo 13 (Codon Code
Aligner). As setas indicam o local de
variabilidade. Legenda: A — controlo; B e C —
caes SE doentes; D — cdo SE ndo doente

Ref T L C S C S
501 ST C S Cc S C S
089 P C S Y ? Y ?
221 ST C S Y ? Cc S
202 ST Cc S T F T L
Variagao g.21278T>C | p.Leu7093Ser | g.21323C>T | p.Ser7108Phe | g.33686C>T | p.Ser11229Leu
Local Exéo 6 Exéao 13

Tabela 4: Resumo das mutagbes observadas nas sequéncias analisadas (exdes 6 e 13); Legenda: Ref — sequéncia
de referéncia (NC_006605.2); 501 ST — animal controlo; 089 P e 221 ST — cédes SE doentes; 202 ST — cdo SE nao

doente; A.A. — aminoacido; T — timina; C —citosina; Y —Cou T; L —
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leucina; S — serina; F — fenilalanina



E M4.1 (Beta 3): View Sequence Data—lglﬂlg E M1 (Beta 3): View Sequence Data (27

Data Display Highlight Statistics Help Data Display Highlight Statistics Help

L Eln-(znl ?Llc-s‘\tl %l‘v“l 12 U%Phel CIV PilSl Ol 2| 4| Ml Hln-t%nl ?Llc-s‘\rl %l*v"l T8 T CIV Pilsl 'Dl 2| 4| Ml
I I ol

)1, giT4034080,011308576 11280917 Canis fam | © | G | T | T | A | T | C | G| G || |1 gi74024080:011388a76- 11290817 Ganiz fam | T |G | TG |G |G | C | A A
[¥]2. DOt SD1STPE-FEF 13 cle|t]e|a|T|c|e]|c|[llw2 Dot so1sTReFEF 13 TlelTlelc|elcala
[¥]3. E01 D23Fe+PEF 13 clec|t]e|a|T|c|e|c [z co1cesrerer 19 TieTlvlclelcala
[V 4. FO1 Z21STRE+FEF 13 clec|t]e|a|T|c|e|c|[liws For 221sTRewrEF 13 TieTlvlclelclala
[W|5. GO 2025TFE-FEF 13 o c| TEE~ T cle o|[lvs oo znesTresreF 13 Tle THlc clc ala
J [ 3 | K ™| »
21278/77760 Variable: 4/77760 | A 232377750 Variable: 2/77760 pata B,
[MA] M4.1 (Beta 3): View Sequence Data b=k lFigura 8: Output
Data Display Highlight Statistics Help Mega 4.1 exao 6;
A: mutagcdo na
3|33 T4| Phe ; Pi 2| 4 ica
El ““"l "Llcs”l %l“l ==|P'Luuc Clv P‘l Sl 'Jl | | ﬂ posicdo 21278;
B: mutagdo na
1. gil74034050:c11268676-11250917 Canis fam s/L F/L s alc/s/s L wv T -~ p/T s v s al T|s||posicdo21323;
[v|Z. D01 501STRE+FAF 13 s/L P s slac/ s &L wv T - p/T s v e aT|e[lC tradugdo do
[v|2. E01 0BSFE+FEF 18 s/L/F s s AacCc/ s 5 Lwv T|- DT s v s aT|/sf|lexdqo mostrando
V] 4. FO1 Z21STFE+FEF 13 s/L P s s|ac s s Lwv T o T s v F a T slfalteragbes nos
[#]5. GO1 202STPE+PEF 19 s|L|P # s alCc 5 s L wv T/~ DT s v F a T sl|laminoacidos
(L—S e S—F).
« = v
21277,21278,21279 [32/77]  |Variable: 2/77 |Data C.
SCHSA, H.sapiens NP 001092874 1 —m=p-mm—r— i ——
sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit 2016 aa
SCNSA, C.lupus NP 001002994 1 e i S0 e 500 S S e S e
sodium channel, voltage-gated, type V, alpha subunit 2013 aa

Figura 9: Similaridade entre a sequéncia dos dominios conservados da proteina associada ao gene SCN5A
de Homo sapiens e de Canis lupus; a ver de claro estdo os dominios ligados ao transporte de ides, a azul os
associados ao transportede do ido sédio e a verde escuro os de fungdo desconhecida (adaptado de
HomoloGene).

AGCCAGGGTACAGTCAGAGCTTGCAGC CCAGGAGGGGGACCCTGTGGGAGCARAGAGTCAG
ARRGCAGGGCACCCCTCCTGGCCCAAGGGTCTTT CCAGCCCARATACTGGGRAACCCTGAT
CTCTCTGTCCCTCACCAGGTCTTCACAGGGATCTTCACCGCAGAGATGACTTTCAAGATC
ATCGCTCTGGACCCCTACTACTACTTCCAGCAGGGCTGGAACATCTTTGACAGCATCATT
GTCATCCTGAGCCTCATGGAGCTGCGGCCTGTCCCGCATGGGCAACCTCTCAGTGCTGCGC
TCCTTCCGCCTGGTACCCRAACTGGGTCCACTATAGGGGGGCAGEET GEGEGTATGGGECA
CTAAGGCAACTCCCTCTGAGGTCACCGCTCAGTCACCCCTACTCTGATCCATCTTGACTT

Figura 10: Exemplo da localizagcdo dos primers em relacdo a sequéncia do exao; o exao 14 estd sombreado a
rosa e os primers a amarelo (adaptado de GenBank NCBI).

[N o o

H:N HoN H,N" TCOOH
Sernra (S S) Lewcne (Leu, L) Phenylilanewe (Pha. F)
MW 87.08. pKgy - 16 MW 11218 MW: 14718

Figura 11: Aminoacidos envolvidos nas alteragbes observadas e respectivos pesos
moleculares (adaptado de HubPages: Building Blocks of Life: Amino Acids)
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