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RESUMO

A cardiomiopatia hipertréfica (CMH) ¢ uma doenca genética caracterizada por hipertrofia
ventricular esquerda (HVE) na auséncia de outra condicdo cardiaca, sistémica ou metabdlica.
A investigacdo através dos painéis genéticos possibilitaaidentificacdo de fenocdpias, dentre as
quais a doenca de Fabry (DF), cuja forma classica ndo apresenta controvérsias quanto ao
tratamento, porém as de apresentacdo tardia sdo objeto de discussdo, incorrendo nainvestigacao
de novos biomarcadores. Neste estudo, trés microRNAs (miRNAs) foram avaliados como
possiveis marcadores na forma tardia cardiaca da DF. Foram incluidos 131 pcts com o
diagndstico ecocardiografico de CMH submetidos ainvestigacdo genéticaparaaDF, dos quais
76 através do sequenciamento do gene GLA e 55 pelo painel genético para CMH. Em sete pcts
(5,34%) foram encontradas as seguintes mutacoes no gene GLA: umac.967C>A (p.Pro323Thr),
quatro ¢.352C>T(p.Argl18Cys) eduas ¢.937G>T(p.Asp313Tyr), osquais realizaram o painel
para CMH ou cardiomiopatias. Destes, trés (com ap.Argl18Cys) apresentaram mutactes em
outros genes. A triagem familiar revelou 17 individuos com mutagdes no gene GLA, dois
irméos com avariante ¢.937G>T(p.Asp313Tyr) apresentavam HVE. A dosagem do liso-Gb3 e
aandlise dos miR-1291, miR-214 e miR-505 foram coletados em 20 individuos com mutacdes
no gene GLA (8 com HVE e 12 sem HVE). Houve tendéncia a superexpressao nos individuos
que apresentam HVE, principalmente para 0 miR-1291. Quando comparados a individuos
saudaveis a expressdo do miR-214 naqueles com HVE foi significativamente menor do que nos
sem HVE (p=0,0416) e para 0 miR-505 houve uma expressao significativa independente da
presenca de HVE (p=0,0195). O miR-505 e 0 miR-214 apresentaram uma correlacéo
significativa e diretamente proporcional com o liso-Gb3 nos pcts agrupados (com e sem HVE).
Todos osindividuos apresentaram os niveis do liso-Gb3 normais. Neste estudo afrequénciade
mutacdo no gene GLA em pcts com CMH foi 5,34%. A coleta do painel molecular para
cardiomiopatias hereditarias ndo detectou outras variantes que justifiguem a HV E em pcts com
as mutagdes €.967C>A (p.Pro323Thr) e ¢.937G>T(p.Asp313Tyr), classificadas como variantes
de significado incerto (VUS). Este estudo contribui com evidéncias de que o aumento na
expressdo do miR-505 e do miR-1291 e a subexpressdo do miR-214 nagueles com HV E podem
ser marcadores de patogenicidade na DF. No entanto, sdo necessérias maiores investigacoes
destes microRNASs com um nimero maior de individuos.

Palavras-chave: cardiomiopatia hipertréfica; doenca de Fabry; variante cardiaca;
p.Asp313Tyr; miR-1291; miR-214; miR-505; microRNAS.



ABSTRACT

Hypertrophic cardiomyopathy (HCM) is a genetic disease characterized by left ventricular
hypertrophy (LVH) in the absence of another cardiac, systemic, or metabolic condition. The
investigation through genetic panels makes it possible to identify phenocopies, among which
Fabry disease (FD), whose classic form is not controversia in terms of treatment, but those
with late presentation are the subject of discussion, incurring further investigation of new
biomarkers. In this study, three microRNAs (miRNAS) were evaluated as possible markersin
the late cardiac form of FD. A total of 131 patients with an echocardiographic diagnosis of
HCM who underwent genetic investigation for FD were included, of which 76 through
sequencing the GLA gene and 55 by the genetic panel for HCM. In seven pts (5.34%) the
following mutations were found in the GLA gene: one c.967C>A(p.Pro323Thr), four
¢.352C>T(p.Argl18Cys), and two ¢.937G>T(p .Asp313Tyr). They performed the panel for
HCM or cardiomyopathies, of these, three (with p.Arg118Cys) had mutations in other genes.
Family screening revealed 17 individuals with mutations in the GLA gene, two brothers with
the ¢.937G>T(p.Asp313Tyr) variant had LVH. Lyso-Gb3 assay and analysis of miR-1291,
miR-214 and miR-505 were collected in 20 individuals with mutationsin the GLA gene (8 with
LVH and 12 without LVH). There was a tendency to overexpression in individuals with LVH,
mainly for miR-1291. When compared to healthy individual s, miR-214 expression in those with
LVH was significantly lower than in those without LVH (p=0.0416) and for miR-505 there was
asignificant expression regardless of the presence of LVH (p=0.0195). The miR-505 and miR-
214 showed a significant and directly proportional correlation with lyso-Gb3 in pooled
individuals (with and without LVH). All subjects had normal lyso-Gb3 levels. In this study, the
frequency of mutation in the GLA gene in HCM pts was 5.34%. The molecular panel for
hereditary cardiomyopathies did not detect other variants that justify LVH in those with
mutations ¢.967C>A(p.Pro323Thr) and ¢.937G>T(p.Asp313Tyr), classified as variants of
uncertain significance (VUS). This study provides evidence that the overexpression of miR-
505 and miR-1291 and the under expression of miR-214 in those with LVH may be
pathogenicity markersin FD. However, further investigations of these microRNAswith alarger
number of individuals are needed.

Keywords:. hypertrophic cardiomyopathy; Fabry disease; cardiac variant; p.Asp313Tyr; miR-
1291; miR-214; miR-505; microRNAS.



LISTA DE ABREVIATURASE SIGLAS

a-GAL A — a-galactosidase A

AHA — American Heart Association (Associacdo Americana do Coracdo)
CDI — cardiodesfibrilador implantéavel

CMH — cardiomiopatia hipertréfica

DAC — doenca arterial coronariana

DDL — doenca de deposito lisossomal

DF — doenca de Fabry

ECG — detrocardiograma

ESC — European Society of Cardiology (Sociedade Europeia de Cardiologia)
ETT — ecocardiograma transtoracico

FE — fragdo de gjecéo

Gb3 — globotriaozilceramida

HVE — hipertrofia ventricular esquerda

HVM — hipertrofia ventricular maxima

liso-Gb3 — globotriaosilesfingosina

MS — morte subita

MVT — myocardial ventricular thickness (espessura ventricular miocéardica)
PCTS — pacientes

QRS — complexo QRS fragmentado

RMc — ressonancia magnética cardiaca

RNA — &cido ribonucleico

RT —realcetardio

TV —taquicardia ventricular

TVNS - taquicardia ventricular ndo sustentada

VE — ventriculo esquerdo

VSVE - viade saida do ventriculo esquerdo
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1 INTRODUGCAO

A cardiomiopatia hipertrofica (CMH) é uma doenca genética, caracterizada por
hipertrofia ventricular esquerda (HVE) na auséncia de outra condicdo cardiaca, sistémica ou
metabolica (OMMEN et al, 2020). Tem cardter autossdbmico dominante, com penetracéo
varidvel, tendo sido descritas, aproximadamente, 1.500 variantes em genes do sarcdmero
cardiaco ou estruturas relacionadas. A prevaléncia estimada nos EUA encontra-se entre 1:200
a1:500 adultos (OMMEN et al, 2020). A investigacdo molecular através dos painéis genéticos,
possibilita tanto a identificac@o de mutactes causais da CMH como de fenocdpias que cursam
com HVE (MARIAN & BRAUNWALD, 2017; CHAVES-MARKMAN et al, 2019; CAIRNS
et al, 2018). Variantes nos genes dacadeiapesadada 3 -miosinacardiaca(MYH7) edaproteina
C de ligacdo a miosina (MYBPC3) sdo responsaveis por até 70% das causas de CMH
(MARIAN & BRAUNWALD, 2017).

Entretanto, outras desordens que cursam com HVE podem levar a confusdo no
diagnostico. Em situacdes mais comuns, temos aquelas que levam a HVE secundaria, como o
remodelamento do ventriculo esquerdo (VE) no coracéo de atleta, na estenose adrtica e na
hipertensdo arterial sistémica (OMMEN et al, 2020). Além de doencas consideradas raras,
como as rasopatias, miopatias mitocondriais, amiloidose, sarcoidose, hemocromatose, algumas
distrofias musculares, doencas de depdsito de glicogénio e lisossomais, como as doencas de
Fabry (DF), de Pompe e de Danon (OMMEN et al, 2020; MARIAN & BRAUNWALD, 2017).
A importancia da identificaco destes individuos é a possibilidade do tratamento especifico
precoce levando a uma mudanca na histéria natural.

1.1 DOENCAS DE DEPOSITOS LISOSSOMAIS

Os lisossomos, particulas com propriedades liticas, foram inicialmente descritas por de
DUVE et al em 1955, desde entdo ha grande interesse nas doencas que resultam de faléncia
enziméatica incorrendo no mal funcionamento dos lisossomos. As doencas de depdsitos
lisossomais (DDL) compreendem um grupo heterogénio de enfermidades causadas por
distarbios genéticos que levam ao acimul o progressivo de algum substrato intralisossomal. S&o
classificadas, de acordo com a substancia acumulada, em: mucopolissacaridoses (MPS),
oligossacaridoses, esfingolipidoses, gangliosidoses, dentre outras. (WANG et al, 2011).

As DDLs, em conjunto, apresentam uma frequéncia de um para 5.000 nascidos vivos
(BOUSTANY, 2013), embora possa variar de acordo com a regido geografica, a depender da
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enfermidade. A maioria apresenta padréo de heranca autossomica recessiva, exceto as doengas
de Fabry, MPS tipo |l (doenga de Hunter) e Danon, ligadas ao X. Geralmente, a manifestacéo
fenotipica e os sintomas dependem da atividade residual de uma Unicaenzima, embora algumas
destas doencas possam ser causadas por mais de um defeito enzimético. A idade de
apresentacdo, a severidade e os 6rgéos afetados podem variar entre membros de uma mesma
familiae, € comum o acometimento do sistemanervoso central (SNC) (HOLLAK eWIJBURG,
2014).

Nos ultimos 20 anos, a terapia de reposicéo enzimatica (TRE) tem se mostrado efetiva
para algumas DDLSs, dentre as quais a DF, MPS I, I, IV e VI, e a doenga de Pompe (DP)
(HOLLAK e WIJBURG, 2014). Atualmente, alguns estudos investigam novos métodos de
tratamento a fim de minimizar efeitos colaterais, resisténcia e maior aderéncia do paciente,
como as enzimas intratecais que melhoram a acéo no SNC, aterapia genética e drogas por via
ora, chaperonas farmacolOgicas que aumentam a atividade e o transporte de enzimas
lisossdbmicas (ORTOLANO et al, 2014).

O tratamento das DDL s variana préticaclinica, devido acontrovérsias quanto ao inicio,
manutencdo e término da terapia. Em alguns casos, as discussdes relacionam-se ao custo das
drogas, porém em outras situacdes advém da falta de estudos devido ao nimero insuficiente de
pacientes. Individuos assintométicos, diagnosticados, apresentam limitagdes quanto a tomada
de decisao relacionadaao inicio dainstituicao terapéutica. A respostaclinicaévariavel aterapia
e 0 tempo necessario para a melhoria ou estabilizacdo também carece de grandes estudos de

histéria natural para comparagao.

1.2 DOENCA DE FABRY

A DF (OMIM 301500), uma DDL classificada como esfingolipidose, causada por
mutacdes no gene GLA, localizado no cromossomo X (Xg22.1) e tem sido investigada como
diagnostico diferencial da CMH. Tais mutacdes levam a alteragdo na produgdo da enzima a-
galactosidase A (a-GAL A) e acumulo dos metabdlitos globotriaozilceramida (Gb3) e
globotriaosilesfingosina (liso-Gb3) nos lisossomos, especialmente, dos tecidos renal, cardiaco,
endotelial e neurologico (CHAVES-MARKMAN et al, 2019; CAIRNS et al, 2018). A
prevaléncia da DF encontra-se entre 1:40.000 a 117.000 individuos, porém em paises que
realizam a triagem em recém-nascidos pode variar de 1:1.368 a 1:8.882 (CAIRNS &t al, 2018;
BURLINA et al, 2017; LIN et al, 2009; MECHTLER et al, 2012) e nos pacientes com HVE
pode chegar a 12%, a depender da coorte avaliada (LINHART et al, 2020). Mais de 1000
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variantes com diferentes efeitos sobre a atividade enzimatica da o-Ga foram descritas
(HUGHES, 2016; LINHART et al, 2020). Algumas destas, relacionam-se ao fendtipo tardio,
com acometimento cardiaco isolado ou predominante, cuja principal manifestacdo € a HVE
(CHAVES et al, 2021; CSANY! et al, 2017; HSU et al, 2016), embora o papel de variantes
individuais na geragéo de diferentes niveis de substrato e 0 seu impacto nos 6rgaos ndo é bem
compreendido (HUGHES, 2016).

Dois fendtipos sdo reconhecidos. uma forma classica de inicio precoce manifestando-
se nainfancia e umatardia que, frequentemente, atinge um unico 6rgdo (HUGHES, 2016). A
forma classica tem uma apresentacdo heterogénia caracterizada por acometimento
multissistémico que envolve o sistema neurovegetativo incorrendo em acroparestesia, hipo ou
hiperidrose, ateracbes gastrointestinais, intolerancia ao exercicio e ataques de febre
(KAMINSKY et a, 2013). Pode ocorrer ainda a presenca de angiogueratomas e opacidade da
coérnea (cdrnea verticilata). Entretanto as principais complicactes da DF sdo alesdo endotelial
gueincorre em acidente vascular cerebral (AVC), cardiomiopatia, hipertensdo arterial resistente
e insuficiéncia renal progressiva (ZARATE e HOPKIN, 2008). O envolvimento cardiaco
parece estar presente no inicio davida, mas ndo é detectado clinicamente até aterceiraou quarta
década (CHAVES et al, 2021). E frequente a deposicdo de glicoesfingolipideos no miocardio,
valvas e vasos coronarios, sendo causa de bloqueio atrioventricular completo, insuficiéncia
mitral, hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) e isquemia miocérdica (LINHART &
ELLIOT, 2007).

Gerdmente, ha uma atraso de anos para o diagnéstico da DF devido ao
desconhecimento da doenca, porém desde 2001 com o inicio do tratamento através da TRE e
mais recentemente através de uma chaperona por via ora para aguns tipos de mutactes
(HUGHES et al, 2017), ainvestigacao tem sido realizada com mais frequéncia(MONSERRAT
et al, 2007; ELLIOT et al, 2011; KUBO et al, 2017; ARENDS et al, 2017) o que levou a
identificagdo de algumas variantes associadas a forma tradia com acometimento cardiaco
semel hante fenotipicamente a CMH (CSANY | et al, 2017; HSU et al, 2016). A DF aumenta o
risco de AVC, morte stibita cardiaca e insuficiéncia renal. Por esta raz&o, 0s pacientes podem
beneficiar-se com o tratamento precoce especifico (GERMAIN et al, 2015; BIEGSTRAATEN
et al, 2015; HUGHES et al, 2017; KAMPMANN, PERRIN & BECK, 2015). Ta como a
heterogeneidade genética, a expressdo fenotipica da doenca apresenta grande variabilidade.
Familiares com amesmamutagdo podem apresentar-se de formadiferente devido acombinacéo
de vérios fatores, tais como a presenca de multiplas variantes funcionais, expressdo de genes

modificadores, fenocopias, fatores epigenéticos, modificacdes pds-traducionais de proteinas e
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fatores ambientais. Em vérias situagfes, os biomarcadores sdo utilizados para identificagdo de
um processo biolégico vinculado as manifestagdes clinicas de uma determinada doenca.

1.3 BIOMARCADORES

Os biomarcadores sdo entidades quimicas que indicam a presenca de um processo
biol 6gico vinculado as manifestactes clinicas de umadeterminadadoenca. A maioriadasDDLs
ndo possui biomarcadores Uteis e aceitos para a tomada de decisdes terapéuticas, mas sao
amplamente utilizados na prética clinica, como a medida da glicemia ou hemoglobina
glicosilada em diabéticos. Quanto as DDLs os biomarcadores dividem-se em duas categorias.
O primeiro grupo consiste em moléculas que se acumulam em tecidos e fluidos corporais
diretamente devido ao defeito enzimético. O segundo, inclui moléculas produzidas por
armazenamento celular especifico e pode ser medido no plasma, urina ou liquido
cefalorraquidiano (LCR) (AERTS et al, 2014). Na DF o Gb3 converte-se em liso-Gb3 por agcdo
da ceramidase acida dentro dos tecidos e € detectavel por bidpsia de érgaos af etados, no sangue
e na urina. Ambos parecem exercer um papel na génese da fibrose, além de serem Uteis na
triagem, diagndstico e acompanhamento dos pacientes com DF (NOWAK et al, 2017; TOLDO,
MARCONETTO & CAMACHO, 2017). A dosagem do liso-Gb3 tem sido utilizada como um
marcador de patogenicidade, Gtil na decisdo de inicio da terapéutica e na diferenciacdo das
formas classicas e das de inicio tardio, porém nas variantes de significado incerto (VUS) o seu
valor é controverso (NOWAK et al, 2017; SMID et al, 2015; NIEMANN et al, 2014).

O papel biolégico dos microRNASs (miRNAS) no sistema cardiovascular tornou-se um
campo de pesquisa, e estudos tém demonstrado a importancia destas micromoléculas na no
endotélio vascular, no processo de inflamacdo e na fibrose dos tecidos, incluindo o rim e o
coracdo (RONCARATI et al, 2014; CHUNG & LAN, 2015; GURHA, 2016; O’REILLY,
2016).

1.4 MICRORNAS

Os miRNAs foram identificados no soro e plasma humanos em 2008 e, posteriormente,
detectados em outros fluidos bioldgicos, tais como a urina, a saliva e o cerebroespinhal
(ROMAINE et al, 2016). Por serem notavelmente estaveis no sangue, aparecerem em

concentragbes mensuraveis e por, provavelmente, se tornarem desregulados antes que 0s
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sintomas fisicos da doenca se tornem aparentes, tornaram-se avos atrentes para a pesguisa
(CREEMERS, TIJSEN & PINTO, 2012).

Os miRNAs sdo pequenas mol écul as enddgenas de acido ribonucleico (RNA) em cadeia
simples, ndo codificantes, com cerca de 22 nucleétidos, que atuam como reguladores da
expressao geneética ao nivel pos-transcricional, através da clivagem de um RNA mensageiro
(mRNA) (NAVICKAS et al, 2016). O desenvolvimento do tecido cardiaco depende de uma
expressao correta de determinados miRNAs especificos que estdo presentes em diferentes
células cardiacas (QUIAT & OLSON, 2013; THUM & CONDORELLI, 2015). O miR-1 €0
MiRNA mais abundante em cardiomidcitos, e foi o primeiro implicado no desenvolvimento
cardiaco (ZHAO et al, 2007). Um grupo de miRNAs expresso de modo seletivo nos
cardiomiécitos sdo os “myomirs” (do inglés, muscle specific mIRNAs) miR-208a, miR-208b e
miR499 (VAN ROOIJ, LIU & OLSON, 2008). Diversas experiéncias tém demosntrado que
cada doenca cardiaca apresenta um padréo de expressdo de determinados miRNAs distintos, o
que parece ser necessario para induzir o estado patologico (VAN ROOIJ, LIU & OLSON,
2008). O perfil de expressdo dos miRNAs sofre ateracdes durante o desenvolvimento cardiaco
e muitos significativamente expressos no coracao fetal humano, serdo reexpressos no estado de
patologia (THUM et al, 2007). Alguns miRNAs ja foram implicados em cardiopatias
especificas, tais como 0 miR-1 e 0 MiR133 em arritmias; 0 miR-21 e 0 miR-195 em apoptose;
0 miR-208 nadiminuic¢éo dacontractilidade; os miR-214, miR-29 e miR-21 em fibrose; o miR-
21, 0 miR-133, 0 miR-195 e 0 miR-214 em hipertrofia dos cardiomiécitos (VAN ROOIJ et
al,2008; SMALL & OLSON, 2011; YANG et al, 2019); os miR-505, miR-214 na doenca
endotelial e hipertensdo (JIN et al, 2014; ROMAINE et al, 2016; CHEN et al, 2019; WANG et
al, 2017) e o miR-1291 na cardiopatiaisquémica (PENG et al, 2014; CHEN et al, 2021).

O coracdo é um Orgdo muito sensivel a estimulos fisiolégicos, e mesmo ligeiras
perturbacdes podem levar a remodel acBes cardiacas graves e a situagfes patolgicas, as quais
envolvem uma alteracdo global no perfil de expressdo de varios genes e leva are-expressao de
genes fetais (THUM et al, 2007). Esta mudanca no perfil de expressédo de determinados
miRNAs em tecido cardiaco, alterando a regulacdo pos-transcricional dos seus genes avo,
assume um papel crucial no crescimento hipertréfico patoldgico, caracteristico da hipertrofia
cardiaca (SAYED et al, 2007). RONCARATI e colaboradoes (2014) encontraram 12 miRNA
circulantes significativamente aumentados em portadores de CMH, sendo um miR-29a
associado tanto a hipertrofia quanto a fibrose miocérdicas. O perfil de expressdo de miRNAs
em tecido cardiaco foi estudado por VAN ROOQOIJ e colaboradores (2006), os resultados

revelaram que os perfis de expressdo de miRNAs dependem do estimulo responsavel pela
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hipertrofia cardiaca e da duragdo do tratamento. Isto sugere que diferentes estimulos
hipertréficos e fases divergentes do desenvolvimento da hipertrofia cardiaca requerem o
envolvimento de miRNAs distintos. Outros resultados baseados em estudos utilizando model os
animais de hipertrofia cardiaca, indicam que alguns miRNASs sdo considerados como anti- ou
pré-hipertroficos consoante 0 seu padrdo de expressdo (DA COSTA MARTINS & DEWINDT,
2012). Por esta razdo, especula-se que os mMiRNAs podem ser considerados como
biomarcadores moleculares com importantes aplicacBes clinicas nas doencas cardiacas
(SMALL & OLSON, 2011). Desde a descoberta na corrente sanguinea, os miRNAS circulantes
tém sido utilizados como biomarcadores para infarto agudo do miocérdio, insuficiéncia
cardiaca, doenga coronariana cronica e diabetes mellitus, como exemplo 0 miR-214 e o miR-
1291 implicado no processo de ateroesclerose e doenca arterial coronariana (DAC) (PENG et
al, 2014; JIN et al, 2014; WANG et al, 2017).

A aterosclerose, caracterizada por lesdo das células endoteliais, envolve inflamacdo
crénica e formas de remodelacdo vascular. A disfuncdo das células endoteliais tem sido
considerada como a fase inicial na progresséo da aterosclerose, dando origem a formacéo de
placas ateroscleréticas e subsequentes complicacdes cardiovasculares (DAVIGNON & GANZ,
2004). Portanto, o interesse pela aterosclerose levou a terapias inovadoras que visam prevenir
ou reverter o processo fisiopatoldgico. A autofagia € um processo dindmico no qual organelas
sd0 engolfadas dentro de uma vesicula de membrana dupla chamada autofagossomo, o qual é
responsavel pela para degradacéo e reciclagem das macromoléculas nos lisossomos (CHO et
al, 2014). Recentemente, a autofagia € vista como um comportamento defensivo durante o
desenvolvimento da aterosclerose, no entanto, os potenciais mecanismos moleculares que
conectam a autofagia diminuida com a disfuncdo endotelia na aterosclerose ndo foram
completamente investigados (MARTINET & De MEYER, 2009). Um numero crescente de
dados mostra gue os miRNAs assumem um papel central naregulacéo da autofagia e, portanto,
na disfuncdo endotelial relacionada a aterosclerose (XU et al, 2012).

Quanto a novas formas terapéuticas, uma aternativa prende-se com a regulagéo da
expressao dos miRNAS que se apresentam super ou sub expressos na hipertrofia cardiaca e
ateracdo endotelial, tentando normalizar o seu padréo de expressdo. O nivel de expressdo de
um determinado miRNA identificado como alterado, podera ser normalizado, quer sejainibindo
um mMiRNA super expresso quer sga induzindo a expressdo de um miRNA sub expresso
(THUM et al, 2007; VAN ROOIJ, LI1U & OLSON, 2008).
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1.4.1 miR-505

Estudos indicam que os miRNAS apresentam um papel importante na regulacéo do
processo da proliferacéo, diferenciacdo, apoptose e inflamacgdo celular (CHU et al, 2019; ZHU
et al, 2019) e que alguns regulam negativamente ainflamagdo e af etam a expressdo de proteinas
sinalizadoras (MA et al, 2019). O miR-505 tem sido implicado como regulador importante na
inflamacdo cronica e em um estudo a sua superexpressao neutralizou a producéo de algumas
citogquinas pré-inflamatorias (L1U et al, 2020). CHEN e colaboradores (2019) demonstraram
que o miR-505 estdimplicado no processo patol 6gico da ateroesclerose e outra pesquisa sugere
gue sgjaum marcador parahipertensdo arterial e desempenhe um papel naangiogénese (YANG
et al, 2014). ROMAINE et al. (2016) sugere que 0 miR-505 represente biomarcador de pré-
hipertenséo, bem como de hipertensdo e YANG et al. (2014) demonstrou que o0 aumento dos

niveis do miR-505 tém um papel na angiogénese e na doenca endotelial.

142 miR-214

O miR-214 contribui para a patogénese de vérias condi¢des patol dgicas, incluindo as
doencas cardiovasculares. Considerado um marcador promissor no prognéstico, diagnéstico e
tratamento destes distarbios (ZHAO et al, 2017), demonstrou exercer um papel nos estégios
iniciais na patogénese da aterosclerose (WANG et al, 2017). Em um estudo que abordaa DAC,
LU e colegas (2013) sugerem que o miR-214 apresenta um fator de protecéo e que é um
marcador promissor para alertar sobre DAC severa e a vulnerabidade da placa e angiogénese,
porém o seu pape definitivo requer investigacdo subsequente (CHAN et a, 2009), pois a
reducdo da circulacdo do miR-214 pode ocorrer em decorréncia de lesdes ateroesclerdticas (LU
et al, 2013). Além destes achados, YANG et al. (2019) demonstraram gue a deficiéncia do
miR-214-3p pode ser um novo marcador para a fibrose cardiaca. Em outro estudo foi
demonstrado que o miR-214 regula o efeito pro-hipertrofia cardiaca e exerce um efeito

cardioprotetor reduzindo a area acometida no infarto agudo do miocardio (LV et al, 2018).
1.4.3 miR-1291
PENG e colaboradores (2014) demonstraram que o miR-1291 apresenta-se super

expresso em pcts com infarto agudo do mioardio (IAM) quando comparados com pcts com

controles sadios e que apds o tratamento cirdrgico apresentavam-se subexpressos, o que sugere
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seu papel no prognostico destes pets. Um estudo através de andlise de bioinformatica também
associaram 0 miR-1291 ao diagnostico do IAM (WU et al, 2018), assim como uma pesquisa
com 80 pcts com IAM sugerem que 0 miR-1291 é um biomarcador precoce para esta condicdo
(CHEN et al, 2021).

1.5 0OBJETIVOS

1.5.1 Primério

Investigar aexpressdo do miR-505, miR-214 e do miR-1291 naformatardiada DF com

acometimento cardiaco

1.5.2 Secundéarios

e Correlacionar o resultado do miRNA com o liso-Gb3
e Comparar o resultado do miRNA entre os pacientes com HVE e os individuos sem

HVE, ambos com mutacéo no gene GLA

2HIPOTESES

e Um miRNA pode ser um biomarcador precoce para avariante cardiacada DF
e O biomarcador liso-Gb3 em pacientes com mutacdo no gene GLA que apresentam a
variante cardiaca, ndo deve ser utilizado como unico indicador de patogenicidade.
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4 METODOS

4.1 TIPO ELOCAL DO ESTUDO

Estudo transversal com amostra de conveniéncia de pacientes atendidos no ambulatorio
de cardiologia do hospital das Clinicas da Universidade Federa de PE e no Rarus, servico de

doencas raras, em Recife, PE, Brasil entre marco de 2018 e marco de 2021.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes com diagnéstico ecocardiografico de CMH com base nos critérios da
European Society of Cardiology (OMMEN et al, 2020).

Para 0 grupo controle foram utilizadas 15 amostras de individuos controles, 7 do sexo
feminino e 8 do masculino, com idades entre 12 e 58 anos, obtidos do Biorrepositério do Aggeu

Magal hdes que permitiram gue fossem armazenadas e utilizadas para fins de pesquisa.

421 Critériosdeinclusdo e exclusio

Foram incluidos os pacientes que tenham sido submetidos ainvestigacdo da DF, através
da andlise do sequenciamento do gene GLA ou a avaliacao do painel genético para CMH.
Foram excluidos pacientes com doenca arteria coronariana, valvopatias e

cardiomiopatia hipertensiva.

4.2.2 Coleta dedados

Os dados foram col etados dos prontuarios dos pacientes a medida que foram incluidos
no estudo. Aqueles que apresentaram mutacao no gene GLA foram submetidos a realizagdo do
painel molecular para CMH ou ao painel para cardiomiopatias hereditarias e a dosagem do liso-
Gb3.

Os familiares dos pacientes que apresentaram mutagdo no gene GLA foram submetidos
aavaliacdo genética através do sequenciamento do gene GLA. Os familiares que apresentaram

mutac&o no gene GLA foram submetidos a dosagem do biomarcador liso-Gb3.
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Asvariaves clinicas coletadas foram: idade, sexo, dados clinicos (sintomas cardiacos,
sintomas gerais), dados dos exames complementares (hipertrofia miocardica e percentua de
fibrose miocérdica), dados moleculares (tipo da mutacéo, localizacéo e classificacdo), dados do
biomarcador liso- Gb3. Os pacientes e os familiares com mutacdo no gene GLA seréo

submetidos a extragdo do miRNA e ser verificado se ha correlaco com a presengadaHVE.
4.3 DEFINICAO DE CMH

Foi definido como CMH, individuos que apresentem ao ecocardiograma transtoracico
(ETT): hipertrofia ventricular maxima (HVM) inexplicavel > 15 mm em qualquer segmento
cardiaco ou HVM > 13 mm em um paciente com histéria familiar de CMH. A apresentagio
obstrutivafoi definida por um gradiente davia de saida do ventriculo esquerdo > 30 mmHg em

repouso ou apds manobrade Valsalva ou em ortostatismo (OMMEN et al, 2020).

4.4 ECOCARDIOGRAMA TRANSTORACIO

O ETT foi previamente realizado, por dois ecocardiografistas, em todos os individuos

para estabel ecer o diagnostico de CMH (Vivid 7 ou Vivid E9 GE) com analise de conjuntos de
dados off-line (EchoPac®, GE Hedlthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Os diametros do

septo interventricular e da parede posterior do VE, volume diastélico fina do VE e volume
sistolico final do VE foram determinados pelo modo M ou daimagem em 2D. O MV T detodos
0s segmentos foi medido no eixo curto paraesternal. A fragdo de gegao (FE) e a fungao
diastolica foram calculadas pelo método de Simpson e pelo Doppler pulsatil, respectivamente
(NAGUEH et al, 2016; STEEDS et al, 2017).

4.5 RESSONANCIA MAGNETICA CARDIACA

A ressonancia magnética cardiaca (RMc) foi analisada por um unico examinador e a
quantificacdo da fibrose miocardica foi avaliada através da técnica de reace tardio com
gadolineo. A imagens foram obtidas no eixo cardiaco curto, da base ao dpex, em cortes de 8
mm e intervaos de 2 mm usando a sequéncia de ecogradiente ponderada em T1. A aquisicéo
foi feita 8-10 min apds a infuséo do contraste gadolinio (0,2 mmol/kg) utilizando um escaner
de1,5T (MAGNETOM Essenza, SiemensHeal thcare, Erlangen, Germany) (SARA et al, 2014).
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4.6 AVALIACAO MOLECULAR

4.6.1 Sequenciamento do gene GLA

O sequenciamento do gene GLA foi realizado através de dois laboratorios. O Centogene
Laboratory (Rostock, Alemanha) utilizou a técnica por PCR e sequenciamento de toda regido
codificante e das regides de juncdo éxon-intron altamente conservadas, através dadigito pungéo
de sangue capilar coletadas em papel de filtro. O laboratério Mendelics, extraiu o DNA no
SWAB bucal, cuja metologia foi a captura de exons com Nextera Rapid Capture Mendelics
Custom Panel V2 seguida por sequenciamento de nova geragdo com Illumina HiSeq.
Alinhamento e identificagdo de variantes utilizando protocol os de bioinformatica, tendo como
referéncia aversdo GRCh37 do genoma humano.

O sequenciamento do gene GLA foi realizado nos individuos do sexo feminino como
exame de triagem para investigacdo da DF, no masculino, apenas, apos a evidéncia de baixa
atividade de a-Gal A.

4.6.2. Painel molecular para cardiomiopatia hipertrofica

O laboratorio responsavel pelo paingl para cardiomiopatia hipertréfica foi o DLE, no
estado de S&o Paulo, Brasil. O DNA foi extraido através datécnica de digito puncéo de sangue
capilar coletadas em papel de filtro, entdo submetido a captura de regides de interesse e
sequenciamento de nova geracéo. Metodologia eficaz na deteccdo de variacdes de ponto e
pequenas insergdes e delecdes (indels). Foram investigados 18 genes. ACTCL, DES, FLNC,
GLA,LAMP2, MYBPC3,MYH7,MYL2, MYL3, MYPN, PLN, PRKAGZ2, PTPN11, TNNC1,
TNNI3, TNNT2, TPM1eTTR.

4.6.3. Painel molecular para cardiomiopatias hereditarias

O laboratério responsavel pelo painel das cardiomiopatias foi laboratério Mendelics no
estado de S&o Paulo, através da extragdo do DNA por SWAB bucal. A metodologia utilizada
foi a captura de regides avo utilizando sondas para sequenciamento de nova geragdo com
tecnologia Illumina. Alinhamento e identificacdo de variantes utilizando protocolos de

bioinformatica, tendo como referéncia a versdo GRCh37 do genoma humano. Os paréametros
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de qualidade de sequenciamento foram: porcentagem de bases-alvo com pelo menos 10 leituras:
95,9%; nimero médio de vezes que cada base foi lida: 88 e 0 nUmero de sequéncias geradas.
59.581.782. Foram analizados 206 genes (anexo 1): AARS2, ABCC6, ABCC9, ACAD8, ACADS9,
ACADS ACADVL, ACTAL, ACTC1, ACTN2, ADCY5, AGK, AGL, AHCY, ALG1, ALG12,
ALMSL, ALPK3, ANKS5, APOPT1, ARSB, ATAD3A, ATP5F1, ATPAF2, BAG3, BCSLL, BMP2,
BOLA3, BRAF, BSCL2, C10QBP, CACNA1C, CALR3, CAV3, CAVIN1, CENPE, CEP19,
CHKB, CLIC2, CLN3, COA5, COAG, COQ2, COQ4, COX10, COX14, COX15, COX20,
COX6B1, COX7B, CPT1A, CPT2, CRYAB, CSRP3, D2HGDH, DCAF8, DES DLD, DMD,
DNAJC19, DOLK, DPM3, DPP6, DSG2, DSP, DTNA, ECHSL, ELAC2, EMD, EPG5, ERBB3,
EYA4, FAH, FASTKDZ2, FBXL4, FHL1, FIG4, FKRP, FKTN, FLAD1, FLNC, FOXRED1, FTO,
FUCA1L, FXN, GAA, GATAD1, GBE1, GLA, GLB1, GMPPB, GNPTAB, GNS, GPC3, GS\,
GTPBP3, GYS1, HADH, HADHA, HADHB, HCCS HGSNAT, HPS1, HRAS H3SD17B10,
IDH2, IDUA, ITPA, JPH2, JUP, KCNEL, KCNH1, KCNJ2, KCNQ1, LAMA4, LAMP2, LDBS3,
LIAS LMNA, MAP2K1, MAP2K2, MCCC2, MGMEL1, MIB1, MLYCD, MRPL3, MRPL44,
MRPX22, MRPS/, MTEMT, MTO1, MUT, MYBPC3, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYLKZ2,
MYO6, MYOT, MYOZ2, MYPN, NAGLU, NDUFA1, NDUFA10, NDUFA1l, NDUFA12,
NDUFA2, NDUFAG6, NDUFA9, NDUFAF1, NDUFAF2, NDUFAF3, NDUFAF4, NDUFAFS5,
NDUFAF6, NDUFB11, NDUFB3, NDUFB8, NDUFB9, NDUFS1, NDUFS2, NDUFS3,
NDUFSA4, NDUFS5, NDUFS7, NDUFS3, NDUFV1, NDUFV2, NEU1, NEXN, NKX2-5,
NONO, NUBPL, PAM16, PCCA, PCCB, PET100, PGM1, PHYH, PIGT, PLN, PMMZ2,
PNPLA2, POLG, POMT1, PPCS PRDM16, PRG4, PRKAG2, PRKAR1A, PSEN1, PSMB4,
PSVIB8, PSVIB9, RAB3GAP2, RAF1, RBCK1, RBM20, RIT1, RMND1, RYR2, SCN5A, SCO1,
SCO2, SDHA, SDHAF1, SDHD, SELENON, SGCA, SGCB, SGCD, SGCG, SGSH, SHOC2,
SLC19A2, SLC22A5, S.C25A20, SLC25A26, 9. C25A3, SLC25A4, 0S1, SPEG, SURF1,
SYNEL, SYNE2, TACOL, TANGOZ2, TAPT1, TAZ, TBX1, TBX3, TBX5, TCAP, TF, TIMMDC1,
TMEM126A, TMEM126B, TMEM43, TMEM70, TMPO, TNNC1, TNNI3, TNNI3K, TNNT2,
TOP3A, TPM1, TPM3, TRIT1, TRMT5, TRNT1, TSC1, TSFM, TTN, TTR, TWNK, UBR1, VCL,
VPS33A, WFSL, XK, XPNPEP3, YARX2.

4.7 DOSAGEM DO LISO-GB3 E ATIVIDADE DA A-GAL A

O laboratorio responsavel pela pesquisa do liso-Gb3 ada o-GAL A foi o DLE, em SP,
Brasil. O nivel de expressdo do biomarcador liso-Gb3 e da atividade enzimatica da a-GAL

foram redlizado através de sangue em papel filtro, identificados através da cromatografia
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liquida/ espectrometria de massa Tandem (LC-MS/MS) e da espectrometria de massas de alta
resolucdo (QTOF), respectivamente. Foram considerados normais valores entre 1,68 a 13,63

mcmol/L/h para a atividade da a-GAL einferior a 2,0 ng/mL paraa dosagem do liso-Gb3.

4.8 EXTRACAO DO MIRNA

4.8.1 I solamento de Células M ononucleares do Sangue Periférico (PBMCs) e isolamento
de RNA

As células mononucleares do sangue foram isoladas a partir do sangue periférico
coletado em tubo Edta, através do método de separacdo por gradiente, utilizando Ficoll-Paque,
com centrifugacdo a400g por 30 minutos em temperatura ambiente, as células coletadas foram
lavadas em PBS (1x), sendo centrifugadas mais uma vez por 5 minutos. Apos descarte do
sobrenadante, o pellet de PBMC foi ressuspendido em Trizol e armazenado em -80°C, por

aproximadamente um ano, ao final do recrutamento de todos os individuos da pesquisa.

4.8.2 Purificacdo de RNA total, Sintese de cDNA e Ensaio de miRNA TagMan

Logo apds a purificacdo do RNA total, o cDNA foi preparado com 10 ng de RNA total
usando TagMan™ MicroRNA Reverse Transcription Kit. A expressdo diferencial de miR-
1291, miR-214 e miR-505 foi avaliada em individuos com Doenca de Fabry e com mutacdo no
gene GLA, comparando entre os pacientes com HV E e osindividuos sem HV E, usando Tagman
MicroRNA Assay, seguindo instru¢des manufaturadas em QuantStudio 5™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystem). Os dados foram normalizados usando RNU48 como controle

endogeno. A expressao relativa foi calculada pelo método 2—AACt method.

4.8.3 Andlises Estatisticas

As andlises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism Software version 5. Para
andlise de distribuicdo de variaveis foi utilizado Shapiro-Wilk test, e para cacular a
significancia foi realizado o Student’s t test, exceto quando alguma varidvel ndo apresentou
distribuicdo normal foi realizado o Wilcoxon matched-pairs signed rank test (Two-tailed). Para
analise de correlacdo entre os val ores numericos de liso-Gb3 e os microRNAS: miR-1291, miR-

214 and miR-505 foi utilizado o coeficiente de correlagdo Pearson ou Spearman quando no
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teste de distribuicdo normal a populacdo ndo apresentou distribuicéo gaussiana. Também foi
utilizado o ExpressionSuit Software Version 1.3 para Person’s correlation, clustering method.

4.8.4 Predicéo de genes e manifestacdes comunsna doenca de Fabry associada a expr essao
demiR-1291, miR-214 e miR-505

Foi usada a plataforma miRNET 2.0 disponivel através de uma interface web
(https://www.mirnet.cal) para busca de uma rede de genes envolvidos na regulacdo dos
microRNAS estudados (tabela 1), o software escolhido foi 0 miRTarBase v8.0 e nenhum filtro
foi adicionado. A partir dos genes encontrados, foi possivel também utilizar esta plataforma
para inferir doencas relacionadas aos genes da rede, através dos dados fornecidos, na versao

2.0, pela plataforma associada - DisGENET (também acessivel por http://www.disgenet.org).

Selecionamos as manifestacBes clinicas relevantes na DF e avaliamos o valor de p, sendo
considerado significativo p<0.05.

Tabela 1l — Genes envolvidos na regulacdo dos hsa-miR-505; hsa-miR-1291; hsa-miR-214

miRBase ID
Chromosome Mature miRNA sequence Targets
location (miRDB)
hsa-miR-505 chrX: 139924148- GGGAGCCAGGAAGUAUUGAUGU 406 predicted
139924231 [-] targets
hsa-miR-1291 chr12: 48654444- UGGCCCUGACUGAAGACCAGCAGU 636 predicted
48654530 [-] targets
hsa-miR-214 chrl: 172138798- UGCCUGUCUACACUUGCUGUGC 322 predicted

172138907 [-] targets
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4.9 PADROESETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité que avaliou e considera que os procedimentos
metodol 6gicos do Projeto em questdo estdo condizentes com a conduta ética que deve nortear
pesqui sas envolvendo seres humanos, de acordo com o Codigo de Etica, Resolugdo 466/12 do
Conselho Nacional de Salde, de 12 de dezembro de 2012 e complementares.

CAEE: 02109018.0.0000.5190 (anexo 2).
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S RESULTADOS

Foram incluidos, 131 pacientes com o diagnéstico ecocardiografico de CMH (OMMEN
et al, 2020), dos quais 76 realizaram o0 sequenciamento do gene GLA e 55 o painel genético
para CMH que inclui o sequenciamento do GLA (figural).

Figura 1 — Delineamento dos pacientes

131 pacientes com diagnéstico de CMH:

Q 76 coletaram sequenciamento GLA
Q55 coletaram painel molecular CMH

Q 7 pacientes (5,34%) com mutagdes no GLA
U 32 pacientes com outras muta¢des

Mutagoes GLA: Mutagdes ndo GLA:

U 1 —variante ¢.967C>A (p.Pro323Thr) U 10 cadeia pesada da miosina

U 4 —variante ¢.352C>T (p.Arg118Cys) U 7 proteina C ligante da miosina
U 2 — variante ¢.937G>T (p.Asp313Tyr) U 6 filamina

O 15 outras mutagdes

CMH: cardiomiopatia hipertréfica; GLA: gene da alfagalactosidase A
Fonte: a autora (2021).

As mutagbes no gene GLA encontradas nos sete pacientes foram: c.937G>T
(p-Asp313Tyr), c.967C>A (p.Pro323Thr) e c.352C<T (p.Arg118Cys). O painel molecular para
CMH (18 genes) foi coletado nos sete pacientes, e em trés, todos com a variante p.Argl118Cys,
foram encontradas outras mutagdes (tabela 2). Naqueles que o painel molecular para CMH n&o
encontrou variantes aém das no gene GLA, foi coletado o pained molecular para

cardiomiopatias hereditarias (206 genes), mas nenhuma outra variante foi identificada. Todos
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0s pacientes com mutaces no gene GLA apresentaram nivel do biomarcador liso-Gb3, dentro

dos valores normais (tabela 2). As caracteristicas e as localizagdes das mutagdes encontradas

no painel encontram-se descritas nas tabelas 3 e 4.

Tabela 2 - Pacientes com mutacdo no gene GLA

Pct Idade Sexo GLA* Outras mutacgdes Class. Liso-GB3
1 68 F C.967C>A (p.Pro323Thr) NAO 07
2 71 F c.352C>T (p.Argl18Cys)  MYBPC3:c.484G>A (p.Argd95GIn)  Patog. 05
3 53 M €.352C>T(p.Arg118Cys)¥ MYPNG>A (p.Ala1265Thr) VUS 1,2
4 44 F €.937G>T (p.Asp313Tyr) NAO 1,3
5 73 F ¢.352C<T (p.Arg118Cys) NAO 1,4
6 71 F ¢.352C<T (p.Argl18Cys) TNNI3:¢.347C>G(p.Alal16Gly) VUS 20"
7 70 F €.937G>T (p.Asp313Tyr) NAO 1,07

Pct: paciente; GLA: gene da alfa galactosidase A; Class. classificacdo; F. feminino; M: masculino; Patog:
patogénica; VUS: variantes de significado incerto.

* Todas a mutacBes no gene do GLA sdo consideradas VUS.

¥ Exceto pelamutacéo GLA do paciente 3, todas as outras mutagdes sdo heterozigoticas.
™ Valor de referéncia: < 2 ng/ml; para as demais nio sinalizadas: < 1,8 ng/ml.
Fonte: a autora (2021).
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Tabela 3 — Caracteristicas e localizagdo das mutagGes identificadas no painel genético para cardiomiopatia hipertrofica.

Gene Ch Local Variante Class.
€.1357C>T;p.(Arg453Cys) Patog.
€.2155C>T;p.(Arg719Trp) Patog
C. [611G>A(;)4558G>A];p.[(Arg204His) PP

MYH7: Cadeia pesada de c. [611G>A(;)4558G>A];p.[(Gly1520Arg)] VUS

o 14  Sarcbmero

miosina €.1750G>C;p.(Gly584ArQ) Patog
€.2389G>A;p.(Alar97Thr) Patog.
€.2451C>A;p.(Asn817Lys) VUS
€.788T>C;p.(11€263Thr) PP
€.1484G>A;p.(Arg495GIn) Patog.

MYBPC3: proteina C3 ¢.1519G>A;p.(Gly507Arg) VUS

) o 11  Sarcbmero

ligadora de miosina €.1526_1527delGA;p.(Arg509Thrfs* 21) Patog
¢.1565C>T;p.(Ala522val) ¥ VUS
€.1348G>A;p.(Val450Met) VUS
€.1435G>A;p.(Alad79Thr VUS
¢.5128G>A;p. (Glul710Lys) VUS

FLNC: filaminaC 7 Sarcomero
€.6419G>A;p.(Arg2140GIn) VUS
€.7235C>T;p.(Thr2412lle) VUS
€.5221G>A;p.(Glul741Lys) VUS
C.635G>A (p.Arg212Gln) VUS

DES: desmina 2 Disco Z
¢.109C>T (p.Arg37Trp) VUS

MYL2: cadeia leve €.112C>A;p.(GIn38LyYS) Patog

o 12 Sarcbmero
reguladora de miosina 2 C.484G>A;p.(Gly162Arg) PP
o €.62G>T;p.(Arg21L eu) VUS

TPM1: tropomiosina 1 15 Sarcbmero
¢.515T>C;p.(11€172Thr) VUS

MY PN: miopaadina 10 Sarcbmero Chr10 G > A p.Alal265Thr VUS

PRKAG2 N&o-sarcomérica ¢.521C>T;p.(Thrl74Met) VUS

PTPN11: tirosinafosfatase 12  Nao-sarcomérica €.1528C>G;p.(GIN510Glu) Patog.

SYNE2 14  Transmembrana Chr14 A>G p.lle94va VUS

TNNI3: troponinal 19 Sarcbmero €.347C>G;p.(Alal16Gly) VUS

TNNTZ2: troponinaT 1 Sarcdmero ¢.305G>A;p.(Argl02GIn) Patog.

VCL: vinculina 10 Sarcbmero Chr10 G>T p.Lys881Asn VUS

LAMP2 X Néo-sarcomérica €.973dupC;p.(Leu325Profs* 25) Patog.
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Ch: cromosso; N: nimero absoluto; class.: classificacéo; Patog: patogénica; PP: provavel mente partogénica; VUS:; variante
de significado incerto; SYNE2: Spectrin Repeat Containing Nuclear Envelope Protein 2; PRKAG2: protein kinase AMP-
activated non-catalytic subunit gamma 2; ¥ Homozigose. Fonte: a autora (2021).
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Tabela 4 — Frequéncia das mutacdes encontradas no painel genético para cardiomiopatia hipertréfica

Pacientes com painel genético 55 (42%)
Pacientes com mutagdes 32 (58%)
Total de mutacdes 45
Sarcoméricas 31 (70%)

N&o sarcoméricas 14 (30%)

Proteinas afetadas

Cadeia pesada da miosina 10 (22,2%)

Proteina C ligante de miosina 7 (15,5%)

Filamina 6 (13,3%)

Diversas 15 (33,3%)

2 ou + mutacoes 8
Patogénica ou provavel 18 (40%)

Fonte: a autora (2021).

A triagem familiar identificou 17 individuos com mutagdes no gene GLA, dos quais 16
coletaram o lisoGb3, todos com valores dentro da normalidade (tabela 5). Dois familiares do
sexo masculino e da mesma familia, com a mutacéo p.Asp313Tyr, apresentaram hipertrofia
miocérdica. Em um deles, foi coletado o painel para CMH e ndo foi identificada nenhuma outra

mutacao.



Quantificacéo relativa

Tabela 5 — Caracteristicas dos pacientes investigados a partir da triagem familiar dos casos-indice
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indice Idade  Sexo GLA Liso-GB3 a-Gal
19 F heterozigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,1ng/ml ND
4 F heterozigética c.937G>T (p.Asp313Tyr) 0,8ng/ml ND
39 F heterozigética c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,2ng/ml ND
16 F heterozigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,0ng/ml ND
3 M hemizigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,0ng/ml ND
Cas0 1 37 M hemizigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,3ng/ml 2,0
42 M hemizigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 0,9ng/ml 1,2
33 F heterozigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,3ng/ml ND
10 M hemizigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,2ng/ml ND
18 M hemizigdtica c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,3ng/ml 33
58 F heterozigética c.937G>T (p.Asp313Tyr) 1,5ng/ml ND
36 F heterozigética c.967C>A (p.Pro323Thr) 1,0ng/ml ND
Caso 2 37 M hemizigética c.967C>A (p.Pro323Thr) 1,0ng/ml 1,6
16 M hemizigética c.967C>A (p.Pro323Thr) 0,9ng/ml 1,7
56 F heterozigética c.352C<T (p.Argl118Cys) - -
Caso 3 51 F heterozigética c.352C<T (p.Argl18Cys) - -
25 M hemizigética ¢.352C>T (p.Argl18Cys) 1,2ng/ml ND

F: feminino; M: masculino; GLA: afa-galactosidase A; a-Gal: atividade enzimética da alfa-galactosidade A; ND:

ndo dosado. Valores dereferéncia: Liso-Gb3 < 1,8ng/ml; a-Gal > 2,6mol/l/h.

Na comparagdo entre individuos com HVE e sem HVE, ambos apresentando mutagdes

no gene GLA, n&o houve diferenca significativa para o miR-1291, miR-214 e miR-505 (figura

2), entretanto a expressdo relativa destes microRNAs demonstrou ser upregulated nos

individuos que apresentaram HVE, principalmente parao miR-1291 (figura 3).

Figura 2 - Quantificagdo relativa de microRNAS, comparando individuos com HVE e sem HVE, ambos com
mutagdes no gene GLA (A) hsa-miR-1291 (B) hsa-miR-214 (C) hsa-miR-505. Teste de classificagdo assinado de
pares combinados de Wilcoxon.
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Figura 3 - Heatmap de hsaemiR-1291, hsa-miR-214 e hsaamiR-505. As amostras em roxo sdo individuos sem
HVE e as amostras em rosa sdo individuos com HVE. Medida de distancia: Correlacdo de Pearson-s, Método de
agrupamento: Ligacdo média, Tipo de mapa: Global (ACt) (Software ExpressionSuite v1.3).
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Na figura 4 so apresentadas as comparagdes entre os individuos com mutagdes no gene GLA
caracterizadas com e sem HVE (DF) e tendo como referéncia o perfil de expressdo de
individuos saudéveis. Nafigura 5 os grupos séo subdivididos, e o miR-214 apresenta um nivel
de expressdo significativamente maior no grupo de individuos com a DF sem HVE quando
comparado com individuos apresentando HVE (p=0.0416; rs(Spearman): 0.9, Wilcoxon
matched-pairs signed rank test). Para o miR-505 n&do houve diferencas significativas quando
subdivididos os grupos dos individuos com Doenca de Fabry carregando o gene GLA,
entretanto, ao unir os dois grupos de individuos com Doenca de Fabry a expressao do miR-505

se apresentou aumentada quando comparado com individuos saudaveis (figura 5).
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Figura 4- Quantificacdo Relativa (2- AACT method) dos microRNAs hsa-miR-214e hsa-miR-505) nosindividuos
com mutacdo no gene GLA + (com e sem HVE), comparado com individuos controle. *p:0.0195 (Wilcoxon test,

rs Spearman: 0.9) and ns: ndo significante.
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Figura5 - Quantificagdo Relativa (2- AACT method) dos microRNAs hsa-miR-214e hsa-miR-505) nosindividuos
com Doenca de Fabry (GLA + com e sem HVE), e individuos controle que ndo apresentam Doenca de Fabry.
*p:0.0417 (Wilcoxon test, rs Spearman: 0.9) and ns: ndo significante.
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Na figura 6 sdo apresentadas as analises de correlagdo entre o miR-214 e o miR-505
com liso Gb3, onde é observada uma correlagdo significativa e diretamente proporcional nos
individuos com mutacdes no gene GLA (quando agrupados com e sem HVE) (a,d), quando

separados (b,c, e, f) ndo sdo observadas correl agdes significativas entre as duas variavels.

Figura 6 - Andlises de correlagéo entre a quantificagdo relativa do hsa-miR-214 e hsa-miR-505 com Liso-Gb3 nos
grupos de individuos com mutagéo no gene GLA (GLA +). As correlagdes foram analisadas por Pearson’s r

(Unicaudal).
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6 DISCUSSAO

A deficiéncia da enzima a-Ga A na DF levaao acimulo do liso-Gb3 nos lisossomos de
vé&rios 0rgdos e tecidos, especiamente o endotelial (CAIRNS et al, 2018; CHAVES-
MARKMAN et al, 2019; XIAU et al, 2019). Dentre as principais complicacdes da lesao
endotelial na DF estdo o AVC, a cardiopatia isquémica, a hipertenséo arterial resistente e a
insuficiénciarenal progressiva (ZARATE & HOPKIN, 2008). O papel bioldgico dos miRNAs
tem demonstrado aimportancia destas micromol éculas no processo de inflamagéo do endotélio
vascular e na fibrose dos tecidos, incluindo o rim e o coracdo (RONCARATI et al, 2014;
CHUNG & LAN, 2015; GURHA, 2016; O’REILLY, 2016). O presente estudo tem como
populacdo pcts com acometimento cardiaco na formatardia da DF e individuos com mutactes
no gene GLA, identificados através da investigacdo dos familiares. Devido as controvérsias
sobre a patogenicidade das variantes encontradas, 0s autores levantaram a hipétese de que
outros biomarcadores poderiam ter maior sensibilidade nos estagios precoces da DF. Estudos
sugerem que os miRNAs tornam-se desregulados antes da manifestacdo fisica de uma
determinada doenca, por esta razdo estdo sendo utilizados precocemente para identificacdo de
processos biol6gicos (CREEMERS, TIJSEN & PINTO, 2012).

O objetivo deste estudo foi a investigagdo de miRNAs em pcts com a formatardia da
DF e acometimento cardiaco, pois apesar dos niveis do liso-Gb3 estarem normais, quatro pcts
indices e dois decorrentes da triagem familiar ndo apresentavam mutagdes em outros genes que
justificassem aHVE. Na DF a dosagem do liso-Gb3 tem sido utilizada como um marcador de
patogenicidade, porém ha controvérsias quanto ao seu papel na forma tardia e com variantes
classificadas como VUS (NOWAK et al, 2017; SMID et al, 2015; NIEMANN et al, 2014).

Alguns miRNAs ja foram implicados em cardiopatias especificas, como a isquemia
miocardica, aém de doencas endoteliais e hipertensdo, dentre os quais 0s miR-214, miR-505
emiR-1291 (VAN ROOIJet al,2008; SMALL & OLSON, 2011; JIN et al, 2014; PENG et al,
2014; ROMAINE et al, 2016; WANG et al, 2017; YANG et al, 2019; CHEN et al, 2019; CHEN
et al, 2021). Na DF, XIAU e colaboradores (2019), verificaram que 0 miR-21 e o0 miR-210
apresentam expressao reduzida nagueles com insuficiéncia renal cronica. E desde 2006 VAN
ROOIJ e colaboradores, em estudo com o tecido cardiaco revelaram que os perfis de expressao
de miRNAs dependem do estimulo responsavel pela hipertrofia miocardica, além disso outros
estudos indicam que alguns miRNAs sdo considerados como anti- ou pro-hipertréficos a
depender do seu padréo de expresséo (DA COSTA MARTINS & DE WINDT, 2012).
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As mutacOes encontradas nos sete pcts indices s@o consideradas VUS, sendo a
€.967C>A (p.Pro323Thr) por apresentar dados insuficientes naliteratura, tendo sido citadapela
primeira vez por CHAVES-MARKMAN et al em 2019. As outras mutacfes, a c.937G>T
(p.Asp313Tyr) e a ¢.352C<T (p.Argl18Cys), vém sendo citadas com dados controversos
(KOULOUSIOS et al, 2017; ORTIZ et a, 2018). Em trés pcts com a variante ¢.352C<T
(p.Argl18Cys), foram identificadas mutacbes em outros genes que poderiam justificar a
hipertrofia miocérdica, porém em apenas um, a mutacdo foi classificada como patogénica. Os
autores levantam o guestionamento sobre qual variante seria causadora do fendtipo da
hipertrofia miocérdica naguel es que ambas foram classificadas como VUS, além do que em um
dos pcts com a variante ¢.352C<T (p.Argl18Cys) ndo foi identificada nenhuma mutagdo no
painel de 206 genes que justifique a HVE. No pct com a variante c.967C>A (p.Pro323Thr),
cuja escassez literéria a classifica como VUS, o painel molecular com 206 genes também nédo
encontrou outra variante. Em relacdo a ¢.937G>T (p.Asp313Tyr), cuja literatura é bastante
controversa (DU MOULIN et al, 2017; HASHOLT et al, 2017; KOULOUSIOS et al, 2017),
inclusive com estudos que a classificam como benigna (ORTIZ et a, 2018) o painel molecular
de 206 genes foi coletado na pct indice e em um dos seus irmaos com HVE, porém néo foi
identificada nenhuma variante. Ressalta-se que a pct indice encontra-se em tratamento com
TRE e que seus sintomas prévios e a hipertensdo arterial que era de dificil manuseio, estdo
totalmente controlados apds a ingtituicdo da terapia especifica. O questionamento rel acionado
a patogenicidade destas mutactes levou os autores a investigacdes de novos biomarcadores.

Os miRNAs circulantes na corrente sanguinea tém sido utilizados como biomarcadores
Nno processo da ateroesclerose e devido ao acometimento endovascular na DF, neste estudo foi
avaliada a expressdo dos miR-1291, miR-214 e miR-505, os quais ndo apresentaram diferenca
significativa na comparacéo entre pcts com HVE e nos individuos sem HVE. Entretanto a
expressdo relativa destes microRNAs demonstrou ser upregulated nos pcts com HVE,
principalmente parao miR-1291. Ao se usar individuos saudaveis como referéncia a expressdo
destes mMiRNAS, 0 miR-214 apresenta um nivel de expressdo significativamente aumentado
naquel es com mutacao no gene GLA sem HV E quando comparado com pctscom HVE. Japara
0 miR-505 ndo houve diferencas significativas entre os grupos com e sem HVE, porém auniéo
destes dois grupos demosntrou que a expressao do miR-505 se apresenta aumentada quando
comparado aindividuos saudaveis. Além destes achados, o miR-505 e 0 mir-214 apresentaram
uma correlacdo significativa e diretamente proporciona com o liso-Gb3, quando os agrupados
os individuos com e sem HVE. Estes dados corroboram que os miRNAS apresentam um papel

central na disfuncéo endotelial relacionada a aterosclerose (XU et al, 2012) e que podem
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apresentar-se como uma nova formaterapéutica, pois o nivel de expresséo de um determinado
miRNA aterado, podera ser normalizado, quer sgja inibindo um miRNA super expresso quer
sgjainduzindo aexpressdo de um miRNA sub expresso (THUM et al, 2007; VAN ROOIJ, LI1U
& OLSON, 2008).

O aumento da expressdo do miR-505 e do miR-214 nos individuos com mutacdo no
gene GLA quando comparados a controles saudaveis, a correlagdo do miR-505 e do miR-214
com o liso-GB3 e a expressdo aumentada do miR-214 nos individuos com mutacéo no gene
GLA sem HVE, enfatiza aimportancia deste trabalho quanto a questéo sobre a classificacdo
das mutagdes tidas como VUS, devendo-se levar em consideracéo fatores epigenéticos e do
meio ambiente e sugere que as variantes ¢.937G>T (p.Asp313Tyr), ac.352C<T (p.Argl18Cys)
eac.967C>A (p.Pro323Thr) ndo tenham tido seus estudos esgotados e possam ser patogénicas
a depender da area geogréfica e dos marcadores avaliados.

Este estudo apresenta como principal limitacéo o pequeno nimero de individuos com
mutacdo no GLA quer sgja com manifestagdo cardiaca ou, assintomaticos. Novas pesguisas
devem ser direcionadas para novos biomarcadores, como os miRNAS que além de serem
estavei s e encontrados em varios fluidos corporais, sdo facei s de ser coletados, ndo necessitando

de exames invasivos como a bisopsiarenal ou cardiaca.
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7 CONCLUSAO

Os dados deste estudo corroboram que os miRNAS exercem um papel central na
disfuncdo endotelial e podem ser biomarcadores na forma tardia da DF. Quanto as mutactes
p.Argl18Cyse p.Asp313Tyr devem ser considerados fatores epigenéticos, do meio ambiente e
da &rea geogréfica para defini~céo de suas classificagoes.
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ANEXO A - LISTA DOS GENES

AARS2 — Alanyl-TRNA Synthetase 2 (alanine tRNA sintetase 2)

ABCC6 — ATP binding cassette subfamily C member 6 (membro 6 da Subfamilia C do Cassete
deligacdo de ATP)

ABCC9 - ATP binding cassette subfamily C member 9 (membro 9 da Subfamilia C do Cassete
deligacdo de ATP)

ACAD8 — Acyl-CoA dehydrogenase family member 8 (membro 8 da familia acil-CoA
desidrogenase)

ACAD9 - Acyl-CoA dehydrogenase family member 9 (membro 9 da familia acil-CoA
desidrogenase)

ACADS - Acyl-Coenzyme A dehydrogenase (Acil-Coenzima A desidrogenase)

ACADVL - Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain (Acil-Coenzima A
desidrogenase, cadeia muito longa)

ACTC1 - actin alpha cardiac muscle 1(a-actina cardiaca)

ACTN2 — Actin alpha cardiac muscle 2 (Actinaafa 2 musculo cardiaco)

ADCY5 - Adenylate cyclase 5 (adenilato ciclase 5)

AGK — Acylglycerol kinase (Acilglicerol quinase)

AGL - Amylo-dphal, 6-glucosidase, 4-apha-glucanotransferase (Amilo-afa-l, 6-
glicosidase, 4-alfa-glucanotransferase)

AHCY — Adenosylhomocysteinase (Adenosilhomocisteinase)

ALG1 — Asparagine-linked glycosylation 1 homolog (Asparagina ligada ao Homdlogo de
glicosilagdo 1)

ALG12 — Asparagine-linked glycosylation 12 homolog (Asparagina ligada ao Homélogo de
glicosilacéo 12)

ALMSI1 - Centrosome and basal body associated protein (centrossomo e proteina associada ao
corpo basal)

ALPK3 - Alphakinase 3 (alfa quinase 3)

ANKS6 — Ankyrin repeat and sterile alpha motif domain containing 6 (dominio de motivo
contendo alfa estéril 6)

APOPT1 — Apoptogenic protein 1 (Proteina apoptogénica 1)

ARSB — Arylsulfatase B (Arilsulfatase B)

ATAD3A — ATPase family AAA domain containing 3A (familia AAA contendo dominio 3A
daATPase)
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ATP5F1 — ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 1 (Fator 1 de montagem
do complexo F1 mitocondrial ATP sintase)

ATPAF2 — ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly factor 2 (Fator 2 de montagem
do complexo F1 mitocondrial ATP sintase)

BAG3 - BAG cochaperone 3

BCSIL — BCS1 homolog, ubiquinol-cytochrome ¢ reductase complex chaperone (Homaologo
BCS1, acompanhante do complexo ubiquinol-citocromo ¢ redutase)

BMP2 — Bone morphogenetic protein 2 (Proteina 2 morfogenética 0ssea)

BOLAS3 - bolA family member 3 (membro da familiabolA 3)

BRAF — B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase (B-Raf proto-oncogene,
serinaltreoni na quinase)

BSCL2 - BSCL2 lipid droplet biogenesis associated, seipin (Biogénese de goticulas lipidicas
BSCL2)

C10QBP - Complement C1q binding protein (proteina de ligacdo do complemento C1q)
CACNA1C — Calcium voltage-gated channel subunit alphal C (subunidade alfal C do canal
dependente de voltagem de célcio)

CALR3 - Calreticulin 3 (careticulina 3)

CAV3 - Caveolin 3 (caveolina 3)

CAVINL1 - Caveolae associated protein 1 (proteina 1 associada a caveol ag)

CENPE — Centromere protein E (centrdmero de proteina E)

CEP19 - Ventrosomal protein 19 (proteina 19 centrossomal)

CHKB - choline kinase beta (colina quinase beta)

CLIC2 — chloride intracellular channel 2 (canal intracelular de cloreto 2)

CLN3 — CLN3 lysosomal/endosomal transmembrane protein, battenin (CLN3 proteina
transmembranar lisossomal/endossomal)

COADS5 — Cytochrome c oxidase assembly factor 5 (fator 5 de montagem citocromo c oxidase)
COA®6 — Cytochrome c oxidase assembly factor 6 (fator 6 de montagem citocromo c oxidase)
COQ2 — Coenzyme Q2, polyprenyltransferase (coenzima Q2, polipreniltransferase)

COQ4 — Coenzyme Q4 (coenzima Q4)

COX10 - Cytochrom c oxidase assembly factor heme A:farnesyltransferase COX10 (fator de
montagem do citocromo c oxidase heme A:farnesiltransferase COX10)

COX14 — cytochrome c oxidase assembly factor COX14 (fator de montagem de citocromo ¢
oxidase COX14)
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COX15 — cytochrome ¢ oxidase assembly homolog COX15 (homdlogo de montagem de
citocromo c oxidase COX15)

COX20 — cytochrome ¢ oxidase assembly factor COX20 (fator de montagem do citocromo ¢
oxidase COX20)

COX6B1 - cytochrome ¢ oxidase subunit 6B1 (subunidade 6B1 de citocromo c oxidase)
COX7B — cytochrome ¢ oxidase subunit 7B (subunidade 7B do citocromo c oxidase)

CPT1A - carnitine palmitoyltransferase 1A (carnitina palmitoiltransferase 1A)

CPT2 — carnitine pamitoyltransferase 2 (carnitina palmitoiltransferase 2)

CRYAB - crystallin alpha B (cristalino alfa B)

CSRP3 - cysteine and glycine rich protein 3 (proteina 3 ricaem cisteina e glicina)

D2HGDH - D-2-hydroxyglutarate dehydrogenase (D-2-hidroxiglutarato desidrogenase)
DCAF8 - DDB1 and CUL4 associated factor 8 (Fator 8 associado a DDB1 e CUL4)

DDL - doenca de depdsito lisossomal

DES— desmina

DLD - dihydrolipoamide dehydrogenase (dihidrolipoamida desidrogenase)

DMD - dystrophin (distrofina)

DNAJC19 — Dnal heat shock protein family (Hsp40) member C19 (Familia de proteinas de
choque térmico DnaJ (Hsp40) membro C19)

DOLK — dalichol kinase (dolicol quinase)

DPM3 — dolichyl-phosphate mannosyltransferase subunit 3 (subunidade 3 de dolicil-fosfato
manosiltransferase)

DPP6 — dipeptidy! peptidase like 6 (dipeptidil peptidase 6)

DSG2 - desmoglein 2 (desmogleina 2)

DSP — desmoplakin (desmoplaquina)

DTNA — dystrobrevin alpha (distrobrevina afa)

ECHSL1 — enoyl-CoA hydratase, short chain 1 (cadeia curta 1 de enoil-CoA hidratase)

ELAC2 — elaC ribonuclease Z 2

EMD — emerin

EPG5 — ectopic P-granules 5 autophagy tethering factor (fator de ancoragem de autofagia de
granulos P 5 ectopicos)

ERBB3 — erb-b2 receptor tyrosine kinase 3 (receptor erb-b2 tirosina quinase 3)

EYA4 — EYA transcriptiona coactivator and phosphatase 4 (Coativador de transcricdo EYA e
fosfatase 4)

FAH — fumarylacetoacetate hydrolase (fumarilacetoacetato hidrolase)
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FASTKD2 — FAST kinase domains 2 (Dominios de quinase FAST 2)

FBXL4 - F-box and leucinerich repeat protein 4 (F-box e proteina de repeticéo ricaem leucina
4)

FHL1 - four and ahalf LIM domains 1 (quatro dominiose meio LIM 1)

FIG4 — FIG4 phosphoinositide 5-phosphatase (FI G4 fosfoinositida 5-fosfatase)

FKRP — fukutin related protein (proteina rel acionada a fukutina)

FKTN — fukutin

FLAD1 - flavin adenine dinucleotide synthetase 1 (flavina adenina dinucleotideo sintetase 1)

FLNC —filaminaC

FOXRED1 — FAD dependent oxidoreductase domain containing 1 (Dominio contendo
oxidorredutase dependente de FAD 1)

FTO — FTO aphaketoglutarate dependent dioxygenase (Dioxigenase dependente de alfa-
cetoglutarato de FTO)

FUCAL - alpha-L-fucosidase 1

FXN — frataxin

GAA — aphaglucosidase (alfa glicosidase)

GATAD1 - GATA zinc finger domain containing 1 (Dominio contendo dedo de zinco GATA
1)

GBEL - 1,4-apha-glucan branching enzyme 1 (Enzima de ramificacéo de 1,4-afa-glucano 1)
GLA - gene dadfagalactosidase A

GLB1 — galactosidase beta 1

GMPPB — GDP-mannose pyrophosphorylase B (GDP-manose pirofosforilase B)

GNPTAB - N-acetylglucosamine-1-phosphate transferase subunits alpha and beta
(Subunidades afa e beta da N-acetilglucosamina-1-fosfato transferase)

GNS — glucosamine (N-acetyl)-6-sulfatase (glucosamina (N-acetil)-6-sulfatase)

GPC3 — glypican 3 (glipicano 3)

GSN - gelsolina

GTPBP3 — GTP binding protein 3, mitochondria (Proteina 3 deligacdo a GTP)

GY S1 — glycogen synthase 1 (glicogénio sintase 1)

HADH — hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (hidroxiacil-CoA desidrogenase)

HADHA — hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex subunit apha

(Subunidade alfa do complexo multienzimético trifuncional hidroxiacil-CoA desidrogenase)
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HADHB — hydroxyacyl-CoA dehydrogenase trifunctional multienzyme complex subunit beta
(Subunidade beta do complexo multienzimatico trifuncional hidroxiacil-CoA desidrogenase)
HCCS - holocytochrome ¢ synthase (holocitocromo ¢ sintase)

HGSNAT — heparan-al pha-glucosaminide N-acetyltransferase (heparan-alfa-glucosaminida N-
acetiltransferase)

HPS1 — HPS1 biogenesis of lysosomal organelles complex 3 subunit 1 (Biogénese HPSL1 de
organelas lisossdmicas complexo 3 subunidade 1)

HRAS — HRas proto-oncogene, GTPase (Proto-oncogene HRas, GTPase)

HSD17B10 - hydroxysteroid 17-beta dehydrogenase 10 (hidroxiesteréide 17-beta
desidrogenase 10)

IDH2 — isocitrate dehydrogenase 2 (NADP+) (isocitrato desidrogenase 2)

IDUA — afa-L-iduronidase

ITPA — inosine triphosphatase (inosina trifosf atase)

JPH2 — junctofilina 2

JUP — junction plakoglobin (juncéo placoglobina)

KCNE1 - potassium voltage-gated channel subfamily E regulatory subunit 1 (subunidade 1 da
subfamilia E reguladora do canal dependente de voltagem de potéssio)

KCNH1 — potassium voltage-gated channel subfamily H member 1 (membro 1 da subfamilia
H do canal dependente de voltagem de potéssio)

KCNJ2 — potassium inwardly rectifying channel subfamily J member 2 (membro 2 da
subfamilia J do canal de retificacdo interna de potéssio)

KCNQ1 — potassium voltage-gated channel subfamily Q member 1 (membro 1 da subfamilia
Q de canal dependente de voltagem de potéssio)

LAMA4 — laminin subunit alpha 4 (subunidade alfa 4 de laminina)

LAMP2 — lysosomal associated membrane protein 2 (proteina 2 de membrana associada aos
lisossomos)

LAMP2 — lysosomal-associated membrane protein 2 (proteina 2 de membrana associada ao
lisossoma)

LDB3 - LIM domain binding 3 (Ligac&o de dominio LIM 3)

LIAS - lipoic acid synthetase (&cido lipdico sintetase)

liso-Gb3 — globotriaosilesfingosina

LMNA —lamin A/C

MAP2K 1 — mitogen-activated protein kinase kinase 1 (proteina quinase quinase 1 ativada por

mitdgeno)
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MAP2K 2 — mitogen-activated protein kinase kinase 2 (proteina quinase quinase 2 ativada por
mitégeno)

MCCC2 — methylcrotonyl-CoA carboxylase subunit 2 (subunidade 2 da metilcrotonil-CoA
carboxilase)

MGMEL — mitochondrial genome maintenance exonuclease 1 (exonuclease 1 de manutencéo
do genoma mitocondrial)

MIB1 - MIB E3 ubiquitin protein ligase 1 (MIB E3 ubiquitina proteinaligase 1)

mMiRNAs— microRNAS

MLY CD - malonil-CoA descarboxilase

MRPL 3 — mitochondrial ribosomal protein L3 (proteina L3 ribossomal mitocondrial)
MRPL44 — mitochondrial ribosomal protein L44 (proteina L44 ribossomal mitocondrial)
MRPS22 — mitochondrial ribosomal protein S22 (proteina ribossdomica mitocondrial)

MRPS7 — proteina ribossdmica mitocondrial S7 (proteina S22 ribossdmica mitocondrial S7)
MTFMT —  mitochondrial  methionyl-tRNA  formyltransferase  (metionil-tRNA
formiltransferase mitocondrial)

MTOL — mitochondrial tRNA tranglation optimization 1 (otimizagdo de traducéo de tRNA
mitocondrial 1)

MUT — methylmalonyl CoA mutase (metilmalonil CoA mutase)

MVT — myocardial ventricular thickness (espessura ventricular miocéardica)

MY BPC3 - proteina C de ligacdo a miosina

MY H6 — myosin heavy chain 6 (cadeia pesada de miosina cardiaca 6)

MYH7 — myosin heavy chain 7 (cadeia pesada de miosina cardiaca 7)

MYL2 —myosin light chain 2 (cadeialeve de miosina 2)

MY L3 - myosin, light chain 3 (cadeialeve de miosina 3)

MY LK2 - myosin light chain kinase 2 (cadeia leve de miosina quinase 2)

MY O6 — myosin (miosina 6)

MY OT — myotilin (miotilina)

MY OZ2 — myozenin 2 (miozenina 2)

MY PN — myopalladin (miopaladina)

NAGLU — N-acetyl-al pha-glucosaminidase (N-acetil-alfa-glucosaminidase)

NDUFA1 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A1 (NADH: subunidade Al da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFA10 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A10 (NADH: subunidade A10 da
ubiquinona oxidorredutase)
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NDUFA11 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A11 (NADH: subunidade A1l da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFA12 - NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A12 (NADH: subunidade A12 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFA2 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A2 (NADH: subunidade A2 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFA6 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A6 (NADH: subunidade A6 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFA9 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit A9 (NADH: subunidade A9 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFAF1 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 1 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 1)

NDUFAF2 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 2 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 2)

NDUFAF3 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 3 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 3)

NDUFAF4 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 4 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 4)

NDUFAF5 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 5 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 5)

NDUFAF6 — NADH: ubiquinone oxidoreductase complex assembly factor 6 (NADH: fator de
montagem do complexo ubiquinona oxidorredutase 6)

NDUFB11 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit B11 (NADH: subunidade B11 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFB3 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit B3 (NADH: subunidade B3 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFB8 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit B8 (NADH: subunidade B8 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFB9 — NADH: ubiquinone oxidoreductase subunit B9 (NADH: subunidade B9 da
ubiquinona oxidorredutase)

NDUFS1 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S1 (NADH: subunidade central
S1 da ubiguinona oxidorredutase)

NDUFS2 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S2 (NADH: subunidade central
S2 da ubiquinona oxidorredutase)
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NDUFS3 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S3 (NADH: subunidade central
S3 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUF$4 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S4 (NADH: subunidade central
$4 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUFS6 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S6 (NADH: subunidade central
S6 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUFS7 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S7 (NADH: subunidade central
S7 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUFS8 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit S8 (NADH: subunidade central
S8 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUFV1 - NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit V1 (NADH: subunidade central
V1 da ubiquinona oxidorredutase)

NDUFV2 — NADH: ubiquinone oxidoreductase core subunit V2 (NADH: subunidade central
V 2 da ubiquinona oxidorredutase)

NEU1 — neuraminidase 1

NEXN — nexilin F-actin binding protein (proteina de ligacéo a nexilina F-actina)

NKX2-5— NK2 homeobox 5

NONO — non-POU domain containing octamer binding (dominio ndo POU contendo ligacéo
de octamero)

NUBPL — NUBP iron-sulfur cluster assembly factorm (Fator de montagem de aglomerado de
ferro-enxofre NUBP)

NYHA — New York Heart Association (associagdo do coragéo de Nova lorque)

OMIM — Online Mendelian Inheritance in Man (Heran¢a Mendeliana Online no Homem)
PAM16 — presequence translocase associated motor 16 (motor 16 associado a translocase de
pré-sequéncia)

PCCA — propionyl-CoA carboxylase subunit apha (subunidade afa da propionil-CoA
carboxilase)

PCCB - propionyl-CoA carboxylase subunit beta (subunidade beta da propionil-CoA
carboxilase)

PET100 — PET 100 cytochrome c oxidase chaperone (PET 100 citocromo c oxidase chaperona)
PGM1 — phosphoglucomutase 1 (fosfoglucomutase 1)

PHYH — phytanoyl-CoA 2-hydroxylase (fitanoil-CoA 2-hidroxilase)

PIGT - phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class T (fosfatidilinositol glicano

ancora biossintese classe T)



PLN — phospholamban (fosfolambano)

PMM?2 — phosphomannomutase 2 (fosfomanomutase 2)

PNPLA2 — patatin like phospholipase domain containing 2 (dominio 2 de fosfolipase
semel hante a patatina)

POLG — DNA polymerase gamma, catalytic subunit (subunidade cataliticada DNA polimerase
gama)

POMTL1 — protein O-mannosyltransferase 1 (proteina O-manosiltransferase 1)

PPCS - phosphopantothenoylcysteine synthetase (fosfopantotenoilcisteina sintetase)

PRDM 16 — PR/SET domain 16 (dominio 16 de PR/SET)

PRG4 - proteoglycan 4 (proteoglicano 4)

PRKAG2 — protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit (A subunidade
proteina-cinase gama-2 ativada por 5-AMP)

PRKARI1A — protein kinase cAMP-dependent type | regulatory subunit alpha (subunidade
reguladora alfatipo | dependente de CAMP proteina quinase)

PSEN1 — presenilin 1 (presenilina 1)

PSMB4 — proteasome 20S subunit beta 4 (subunidade beta 4 do proteassoma 20S)

PSMB8 — proteasome 20S subunit beta 8 (subunidade beta 8 do proteassoma 20S)

PSMB9 — proteasome 20S subunit beta 9 (subunidade beta 9 do proteassoma 20S)

PTPN11 — protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 (N&o receptor de tirosina-
proteinafosfatase tipo 11)

RAB3GAP2 — RAB3 GTPase activating non-catalytic protein subunit 2 (Subunidade 2 de
proteina ndo catalitica ativadora de RAB3 GTPase)

RAF1 — Raf-1 proto-oncogene, serine/threonine kinase (Raf-1 proto-oncogene,
serinaltreonina quinase)

RBCK1 — Proteina 1 contendo dedo de zinco do tipo RanBP e C3HC4

RBM20 — RNA binding motif protein 20 (Proteina 20 de ligagdo de RNA)

RIT1 - Raslike without CAAX 1 (Rasndo similar aCAAX 1)

RMND1 - required for meiotic nuclear division 1 homolog (homdlogo preciso para a divisao
nuclear meidtica 1)

RY R2 — ryanodine receptor 2 (receptor 2 de rianodina)

SCN5A — sodium voltage-gated channel aphasubunit 5 (subunidade alfa’5 do canal dependente
de voltagem de sbdio)

SCO1 - synthesis of cytochrome C oxidase 1 (sintese de citocromo C oxidase 1)

SCO2 — synthesis of cytochrome C oxidase 2 (sintese de citocromo C oxidase 2)
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SDHA - succinate dehydrogenase complex flavoprotein subunit A (subunidade A do complexo
flavoproteina do succinato desidrogenase)

SDHAF1 — succinate dehydrogenase complex assembly factor 1 (fator de montagem do
complexo succinato desidrogenase 1)

SDHD - succinate dehydrogenase complex subunit D (subunidade D do complexo succinato
desidrogenase)

SELENON - selenoprotein N (selenoproteina N)

SGCA - sarcoglycan apha (alfa sarcoglicano)

SGCB - sarcoglycan beta (beta sarcoglicano)

SGCD - sarcoglycan delta (delta sarcoglicano)

SGCG - sarcoglycan gamma (gama sarcoglicano)

SGSH - N-sulfoglucosamine sulfohydrolase (N-sulfoglucosamina sulfohidrol ase)

SHOC2 — SHOC2 leucine rich repeat scaffold protein (Proteina de andaime de repeticéo rica
em leucina SHOC?2)

SLC19A2 - solute carrier family 19 member 2 (membro 2 dafamilia 19 de transportadores de
soluto)

SLC22A5 — solute carrier family 22 member 5 (membro 5 da familia 22 de transportadores de
soluto)

SLC25A20 — solute carrier family 25 member 20 (membro 20 dafamilia 25 de transportadores
de soluto)

SLC25A 26 — solute carrier family 25 member 26 (membro 26 dafamilia 25 de transportadores
de soluto)

SLC25A3 - solute carrier family 25 member 3 (membro 3 dafamilia 25 de transportadores de
soluto)

SLC25A4 — solute carrier family 25 member 4 (membro 4 dafamilia 25 de transportadores de
soluto)

SOS1 - SOS Ras/Rac guanine nucleotide exchange factor 1 (Fator 1 de troca de nucleotideos
de guanina SOS Ras/Rac)

SPEG - striated muscle enriched protein kinase (proteina quinase enriquecida de musculo
estriado)

SURF1 — SURF1 cytochrome ¢ oxidase assembly factor (Fator de montagem do citocromo ¢
oxidase SURF1)

SYNE1 — spectrin repeat containing nuclear envelope protein 1 (repeticdo de espectrina
contendo proteina 1 do envelope nuclear)
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SYNE2 — spectrin repeat containing nuclear envelope protein 2 (repeticdo de espectrina
contendo proteina 2 do envelope nuclear)

TACOL - trandational activator of cytochrome C oxidase | (ativador translacional dacitocromo
C oxidase 1)

TANGO?2 - transport and golgi organization 2 homolog (transporte e organizagéo de golgi 2
homadlogo)

TAPT1 - transmembrane anterior posterior transformation 1 (transformacéo anterior posterior
transmembrana 1)

TAZ — Tafazzin

TBX1 - T-box transcription factor 1 (Fator 1 de transcri¢éo T-box)

TBX3 - T-box transcription factor 3 (Fator 3 de transcri¢do T-box)

TBX5 — T-box transcription factor 5 (Fator 5 de transcri¢do T-box)

TCAP - titin-cap (capsulade titina)

TF — transferrin (transferrina)

TIMMDCIL - trandlocase of inner mitochondrial membrane domain containing 1 (translocase
contendo o dominio da membrana mitocondrial interna 1)

TMEM126A - transmembrane protein 126A (proteina transmembrana 126A)

TMEM126B - transmembrane protein 126B (proteina transmembrana 126B)

TMEMA43 — transmembrane protein 43 (proteina transmembrana 43)

TMEMT70 — transmembrane protein 70 (proteina transmembrana 70)

TMPO — thymopoietin (timopoietina)

TNNC1 — troponina C1

TNNI3 —troponinal 3

TNNI3K — TNNI3 interacting kinase (quinase de interacdo com TNNI3)

TNNT2 —troponinaT 2

TOP3A — DNA topoisomerase |11 apha (DNA topoisomerase |11 alfa)

TPM1 — a-tropomiosina 1

TPM3 — tropomyosin 3 (tropomiosina 3)

TRIT1 - tRNA isopentenyltransferase 1 (tRNA isopenteniltransferase 1)

TRMT5 — tRNA methyltransferase 5 (tRNA metiltransferase 5)

TRNT1 - tRNA nucleotidyl transferase 1 (tRNA nucleotidil transferase 1)

TSC1 - TSC complex subunit 1 (Subunidade 1 do complexo TSC)

TSFM — Tstrandlation elongation factor (Fator de alongamento de traducgéo Ts)

TTN —titin (titina)
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TTR —transtirretina

TWNK — twinkle mtDNA helicas (cintilante mtDNA helicase)

UBR1 — ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 1 (proteina ligase E3 da ubiquitina)
VCL - vinculin (vinculina)

VPS33A — VPS33A core subunit of CORVET and HOPS complexes (Subunidade central
VPS33A dos complexos CORVET e HOP)

VSVE - viade saida do ventriculo esquerdo

WFS1 - wolframin ER transmembrane glycoprotein (wolframina ER glicoproteina
transmembrana)

XK — X-linked Kx blood group (Grupo sanguineo Kx ligado ao X)

XPNPEP3 - X-prolyl aminopeptidase 3 (X-prolil aminopeptidase 3)

YARS2 — tyrosyl-tRNA synthetase 2 (tirosil-tRNA sintetase 2)
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Apresentagao do Projeto:

() projeto apresenta a proposta de um Estudo transversal do tipo série de casos, prospectivo, descritive &
analitico. Tem previséo de inicio para janeiro de 2018 a abril de 2020

Serfio estudados os pacientes com diagnéstico melecular da doenga de Fabry atendidos nos ambulatorio de
cardiologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

Consta no método que os pacientes serfo atendidos no ambutatdrio de cardiologia do Hospital das Clinicas
da Universidade Federal de Pemambuco. Os critérios de inclusdo

serdo os pacientes que apresentarem mutagdes no gens GLA e que preencham critério para o diagnostico
de dosnca de Fabry, idade = 18 anos, capacidade cognitiva de responder questionanics & concorddncia e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Dbjetivo da Pesquisa:

Objetivo primario:

ldentificacio de miRNAs em pacientes com DF como biomarcadores da fibrose edou hiperirofia cardiaca.
COhjetivos secundarios:

a) Comelacionar o resultado do miRNA & hipertrofia cardiaca (indice de massa, espessura relativa da parede
& medida do didmetro da parede) através do ecocardingrama transtordcico (inter e intra
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observador).

b} Avaliar evenfuais associagdes entre o miRMNA alterado & presenca de fibrose diagnosticada através da
técnica de realce tardio pela ressondncia nuclear magneética (RMM)

¢) Comelacionar com liso Gh3 plasmatico

d) Correlacionar com as mutagdes

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Os riscos & beneficios encontram-se devidamente descritos no projete (Informages basicas do projeto) & no
FELE

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquiza:

C projeto de pesquisa apresenta merito cientifico e visa a identificag@o de um nove biomarcador relacionada
a hipertrofia e 4 fibrose na Doenca Fabry na populagdo de pacientes com diagnostico molecular de DF
atendidos no ambulatorio de cardiclogia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pemambuco.
Serdo incluidos pacientes que apresentarem mutagdes no gene GLA e idade = 18 anos.

O projeto de pesquisa estd adequado a Resolugo n® 466/12

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:
Foram apresentados todos os documentos e demais declaragdes exigidas pelo sistema CER/COMER,
conforme RES. CHS 466/12 e suas complementares

Recomendagies:

M&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O referido projeto, nesta versio, apresenta todas as informagtes necessdrias para compreensao do estudo,
n&c foram observados dhices &ticos que impegam a realizagio do estudo, portante apto para sua execugio,

Consideragdes Finais a criterio do CEP:

O+ Comité avaliou & considera que os procedimentos metodoldgicos do Projeto em guestio estdo
condizentes com a conduta &fica gue deve nortear pesquisas envolvendo seres humanos, de acordo com o
Cadige de Etica, Resolugo 456/12 do Conselho Macional de Salde, de 12 de dezembro de 2012 &
complementares.

O projeto esta aprovado para ser realizado em sua Oitima formatag 8o apresentada ac CEP.
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