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ABSTRACT

Myocardial hypertrophy is one of the major responses to hemodynamic
overload imposed by arterial hyperiension. This elicits several histological and
physiclogical alterations that affect the performance of the cardiac muscie as a
whole. However, little is known about the molecular basis of the process, mainly
because its multifactorial and polygenic frait. In this study, the DNA microarrays
technigue was adopted fo identify genes directly involved in the establishment of
myocardial hypertrophy. The experiments were based on the production of
microarrays from 2304 clones of unknown identity derived from a non-normalized
rat heart library. The microarrays were hybridized against cDNA targeis
synthesized after samples collect at short intervals (1, 3, 8, 12 and 48 hours)
following hypertrophy induction by aorta constriction in rats (Raffus norvegicus).
The resuits had confirmed the great potential of microarray technique for
identification of differentially expressed genes in response fo arterial
hyperiension, identifying the genes oMHC, B-MHC and cardiac o-actin,
previously described as involved in the process. More interesting, the gene of
synaptopodin-2, protein associated with actin cytoskeleton and involved in siress
fiber formation in response to mechanical stimuli in podocytes, and the gene of 2
precursor protein of amyloid beta A4, which is important because of is
interaction with a protein that promotes the aggregation of components of MAPK
{mitogen-activated protein kinase) cascade in a functional signaling module,

were also identified. Howeaver, we concluded that it will be essential to utilize



normalized libraries to reduce the redundancy of the selected genes, increasing

the possibility to find novel genes.
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RESUMO

A hiperfrofia do miocardio € uma das principais respostas & sobrecarga
hemodinamica imposta ao coragdc em um quadro de hipertensac arierial,
gerando diversas modificagbes histofisioldgicas que afetam o desempenhio do
musculo cardiaco como um fodo. Entretanto, pouco se sabe scbre a base
molecular deste processo, uma vez que esta fisiopatologia possul um cardter
poligénico e multicausal. O presente estudo utilizou a técnica de microarranjos
de DNA para tentar identificar genes diretamente envolvidos no estabelecimento
da hiperirofia Caréiaéa. Os experimentos basearam-se na producdc de
micrearranjos a partir de 2304 fragmentos de DNA de segiiéncia desconhecida,
provenientes de uma biblioteca ndo normalizada de ESTs (expressed sequence
fags) de coragao controle de rato. Esses microarranjos foram hibridados contra
amostras de cDNAs sintetizadas a partir do mRNA coletado a intervalos curtos
de tempo (1, 3, 8, 12 e 48 horas) apbs a inducaoc de hipertrofia em ratos (Raffus
norvegicus). Os resultados demonstraram gue a técnica tem grande potencial
para a identificacido de genes diferencialmente expressos em resposta a
hipertensao cardiovascular, tendo sido identificados os genes «-MHC, B-MHC e
a-actina cardiaca, previamente descritos como envolvidos neste processo, bem
como os genes da sinaptopodina-2, proteina associada & actina e envolvida na
formagcao de fibras de estresse em resposta a estimulo mecanico em podécitos,
nao descrito anteriormente como expresso neste tecido, e da proteina
precursora de amilGide beta A4, importante porque atua sobre uma proteina que

promove a agregacdc de componenies da cascata das MAPKs (mitogen-

i



aclivated protein kinase) para formar um moédulo sinalizatorio funcional.
Entretanto, observou-se que sera essencial usar bibliotecas normalizadas para

reduzir a reqgundancia dos genes selecionados e aumentar a possibilidade de

encontrar genes novos.
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1 INTRODUCAOD

Nos ultimos anos a compreensao de processos biologicos em um nivel
molecular apresentou avancos significativos, impulsionados principalmente pelas
novidades tecnoldgicas relacionadas ao segienciamentc de DNA e as
pesquisas em gendmica. A progressao simultdnea de diversos projetos genoma
de organismos procariotos e eucarictos permitiu a caracierizacao génica em
larga escala, baseando-se nos indices de similaridade entre seqliéncias [1].

No entanto, a informaclo que pode ser exiraida desse procedimento
possul limitagbes no que se refere & caracterizacdo funcional de genes
presentes em genomas complexos, A existéncia de diversas etapas de
processamento pos-transcricionais € traducionais determina as caracteristicas
celula-especificas e a similaridade entre segléncias nao revela quais
mecanismos regulatorios estéo envolvidos em sua expressao [2].

Desta forma, tornaram-se necessarios estudos que busquem aprofundar
o conhecimento em gendmica a partir de abordagens enfocando a expressao
génica, pfeferencéaimehte a pariir de técnicas que permitam visualizar o nivel de
indugao ou repressao dos genes durante condicdes metabdlicas de interesse 31

Estas técnicas atuaimente énciuem Differential Display de mRNA [4],
SAGE (Sequential Analysis of Gene Expression) [5), RDA (Representational
Difference Anaysis) [B6], RaSH (Rapid Subtraction Hybridizationy [7]1 e
microarranjos de DNA (DNA Micrcarrays) [8, 9]. Tais estratégias sustentam-se

no fato de que, embora a regulagdo dos padrfes de proteinas em uma célula



possam envolver estagios regulatérios traducionais, existe uma relagao direta
entre diferenciacao celular ou respostas fisiclogicas da célula com as mudangas
na expressaoc de conjuntos de genes [10]

Assim, o conhecimento sobre expressfo génica global, possibilitado por
tecnologias como os microarranios de DNA, pode fornecer informages
essenciais para a compreensadc do funcionamento de vias bioguimicas
envolvidas com a progresséo de diversas patoiogias complexas, como 2
hipertensao arterial, e assim permitir a identificacio de genes que possam servir

como marcadores do processo ou comoe alvos potenciais para a sua interrupcac.

1.1 Hipertensio Arterial

A hipertens@c arterial constitui-se em uma das principais causas de
morbidade e mortalid.acﬁe em humanos, caracterizando-se por um quadro
multifatorial sob controle poligénico [11]. Em linhas gerais, a hipertensdo &
diagnosticada através do aumento progressivo da pressdo sangiiinea média ao
longo da vida do individuo. Isso expde o coragdo a uma sobrecarga
hemodinamica que desencadeia uma resposta hiperirdfica das células
cardiacas. Uma vez que a hipertensao € assintomatica, os individuos portadores
desta patologia normalmente detectam a doencga guando a fungdo cardiaca se
tornou bastante deteriorada e sintomas decorrentes comegam a aparecer [12].

O interesse nesta patologia se justifica principalmente por estimativas
recentes sobre as taxas de mortalidade derivadas de anomalias das functes

cardiovascuiares, que indicam que as doencas cardiacas e corondrias s3o



responsaveis por cerca de 48% dos dbitos anuais apenas nos Estados Unidos, e
este padrao se confirma em praticamente todos os paises desenvolvidos e em
grande parte dos paises em desenvolvimento, como o Brasil (AHA/Organizacdo
Mundial da Satde). A Figura 1 apresenta alguns dados estaiisticos sobre esia

guestdo, nos EUA e no Brasil.

Principals causas de dbitos om homens e mulheres Porsentus de Gbites e Toangas Sardicrarsslaes
s fagsl
Estades Unidos: 1999 3

FE

o0
ook

6.2%

Obitos {em milhares}

A DCY D Doengas respiratérias crnicas
B Cancer E Diabetes metlitus
G Acidentes F Resfriado ¢ pneumonia

Figura 1. Graficos ilustrativos da importancia das doengas cardiovasculares nos EUA e no Brasil.
A. Coniribuic&o relativa das doencas cardiovasculares {DCV) para o total de dbitos de homens
{barras escuras) e mutheres {barras brancas) no anc de 1999, nos EUA. B. Porcentual de ébitos
decorrentes de doengas cardiovasculares no Brasil, nos anos de 1930 e 1996. Fontes: EUA,
American Heart Association. Brasil, Ministério da Satde.

Estudos t&m demonstrado que cerca de 30% a 50% da variacdc na
pressfo sanguinea entre individuos € ocasionada por fatores genéticos [13], 2
estes determinantes genéticos interagem com diversos fatores ambientais, como
tipo de dieta e carga de esiresse cotidiano, para gerar um fenstipo gue evidencie
as doencas cardiovasculares através de mecanismos ainda nao

satisfatoriamente caracterizados [14].
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Apesar de promissoras, as tentativas de detectar os miltiplos genes que
contribuem para as formas poligénicas da hipertensdo nao tém atingido grandes
avangos na elucidacdc dos programas transcricionais envolvidos com esta
fisiopatologia cardiovascular [11]. Muitos laboratérios vém utilizando linhagens
hipertensivas e normotensivas da espécie Ralfus novergicus como modelo para
investigar as bases moleculares da hiperlensdoc, em estudos que culminaram
com a detecgdo de varios loci de carater quantitativo (QTL - Quantitative Trait
Loech) responsaveis pela hipertrofia do ventriculo esquerdo, faléncia renal, infarto
e resisténcia a insulina [11, 14]. Cutras estratégias foram desenvolvidas para
identificar as sindromes mendelianas raras, em que uma dnica mutacéc
ocasiona alta pressao sanguinea através da interacdo recorrente com fatores
ambientais e dietarios [13]. Uma terceira linha de investigacéo tém se destacado
particularmente nos (ltimos anos: as estratégias buscando uma analise global
da expressac génica [15].

Estas estratégias tém demonstrado enorme potencial na determinacéo
das bases moleculares envolvidas com as respostas adaptativas do miocardio a
alteragdes na press&o arterial sistémica , devendo por issc ser exploradas a luz
dos conhecimentos sobre como o coragdo ajusta seu desempenho de acordo

com a carga mecanica a qual estéd exposto.

1.2 Carga mecéanica e adaptagio esfrutural do coragéo
Eventos que geram uma sobrecarga hemodindmica determinam

respostas auforreguladoras que permitem ao coracdo modificar  seu



desempenho preservando esfrategicamente a homeostase circulatdria 18, 171.
Estas respostas dependem da intensidade e duracdio da condicac de
sobrecarga: aumentos agudos e breves da carga levam ao aumento da forca de
contracdo cardiaca por mecanismos celulares vinculados & disponibilidade de
Ca* para o aparato contratil responsavel pela geracdo de forgs pelo misculo,
Por outro lado, aumentos fixos e prolongados da carga hemodinadmica
determinam alleragbes significativas nas propriedades contrateis intrinsecas,
como por exemplo a afinidade por Ca™ e atividade ATPasica das miofibrilas
171

Outra conseqliéncia da sobrecarga prolongada aos cardiomiocitos é 2
entrada em um processo de crescimento hipertréfico, notadamente aqueles
presentes no ventriculo esquerdo, camara responsével pelo bombeamento de
sangue atraves do circuito sistémico [18]. A hipertrofia tende a reduzir a tensdo
na parede das camaras afravés do aumento de sua espessura, conforme
indicado pela relacdc de Laplace (T=FPxR/2e). Ou ssia, a tensdo T no musculo é
igual a pressa@o P exercida pelo sangue em uma camara de raio R, e
inversamenie pmporciénai a espessura e desta cémara (muitiplicada por fator
2). Assim, esta relagdo indica que a tensBo é o proprio ou relaciona-se ao
estimulo que sinaliza a necessidade de hipertrofia miocardica [19]. Quando o
aumento na espessura da parede miocardica € suficiente para normalizar o
aumento da pressao intraventricular, seja sistolica ou diastdlica, diz-se que a

hipertrofia € compensatéria [20].
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As cargas externas tém papel critico na determinacio da massa muscular
e seu fendtipo no musculo cardiaco e em cardiomidcitos em cultura [21, 221 E
possivel demonstrar-se experimentaimenie que a massa cardiaca nao & uma
propriedade inata do corag&o mas, ac confrario, é regulada dinamicamente pela
carga a gual o mesmo & submetido. Em experimentos em coragéo in situ, Bor
exemplo, um pequeno segmento de misculo cardiaco nao scbrecarregado
dentro de um ventriculo sobrecarregado exibe atrofia enquanto o ventriculo
como um todo apresenta hipertrofia [23]. Também em segmentos de miocardio
isolado [24] e midcitos em cultura [25, 26] a tensdo € um estimulo suficiente para
controlar tanto a massa como os processos bioquimicos gue gerenciam o
crescimento do midcito cardiaco.

Mais recentemente, estudos experimentais demonstraram que a sintese
de proteinas em mibcitos cardiacos isolados relaciona-se diretamente com a
intensidade da carga a qual so submetidos. Procedimentos que induzem a
sobrecarga através de coarctagéo da aorta (reducéo do didmetro da artéria pela
colocagao de grampo de metal) induzem o aumento de 30-50% na populacéo
total de proteinas em 48 horas [27]. No entanto, ¢ interesse em quantificar o
tum-over proteico tem sido sistematicamente substituido pela busca por
alteragbes transcricionais anteriores ac estabelecimento de um quadro
hipertrofico, uma vez gque esta resposta compensatéria progride para um
detericramentio da ‘funkg,éo cardiaca e isto por si sé justifica o interesse em
identificar alvos antericres a biossintese de proteinas sinalizada pelo estimuio

fisiopatologico.



Devem ser, portanto, explorados os conhecimento i& acumulados sobre
as vias sinalizatérias responsaveis pela mecanotransducao dos sinais gerados
na membrana e que culminam com a alteracdo do padrio de SXpressao génica

normsl.

1.3 Cascatas de mecanotransducio ativadas na hipertrofia cardiaca

As cascatas de mecanotransducdo em miocardio submetido 2 um quadrp
de hipertensdo séo bastante complexas, sendo este o principal motivo pelo qual
nao foram ainda completamente caracterizadas. No entanto, ja foram descritos
alguns mecanismos sensores de tensfio na membrana celular e que servem
como ponto de partida destas vias de sinalizacdo: canais iGnicos mecano-
sensiveis, complexos de adeséo focal e fatores paracrinos/autdcrinos 128, 29].

A distorgéo dos canais idnicos provocada pelo estimuio mecanico deve
iniciar eventos elétricos Iocalizados, induzinde a despolarizagdo ou
hiperpolariza¢do da membrana citoplasmatica [28], fator gue pede servir a
ativagéo de enzimas e mobilizacao de proteinas associadas 4 membrana.

Ja os campéexbs de adesdo focal (FACs — focal adhesion complexes)
sdo regies em que ocorre o acoplamento entre proteinas transmembranas
mecano-sensiveis, as integrinas, e a malha tridimensional formada pelo
citoesqueletc e as proteinas associadas. Por serem ricos em moléculas
sinalizadoras, como FAK (focal adhesion kinase), Src (nonreceptor protein-
fyrosine kinase), Graf (GTPase requiator associated with FAK) e Grb2-Sos

(guanine nucleolide exchange factor), enfre outras, estes complexos



desempenham um papel central nc mecanismo de mecanctransducio em
mioccardio [28, 301

Por fim, a secregdo de fatores autdcrinos/paracrinos aumenta
significativamente sob estimulo mecénico, bem como a permeabilidade da
membrana a este ’iipé de peplideos. Ha evidéncias de que cardiomidcitos
submetidos a estiramento produzem angiotensina i, endotelina-1 e FGF
{fibroblast growth factor), proteinas fundamentais ao processo de crescimenic
dos cardiomidcitos induzido por estimuic mecénico [28].

Ja no citoplasma, os estimulo sentido pela membrana e pelos
componentes sensivels descrilos acima desencadeiam a ativaco simultanea de
miultiplos segundo mensageiros: PLC, PLD e PLA2 (phospholipase C, D e A2 ),
IP; {(inositol 1,4,5 - triphosphate), DAG (diacylglycerol) e acido araquidénico,
tirosina quinases, p21ras, Raf-1, cascatas de MAPK (mifogen-activated protein
kinases), JNK (c-jun N-terminal protein kinase), PKC (protein kinase C) e
calcineurina, entre outros [30].

No ntcleo, o estimulo induz a expressao dos genes c-fos, c-jun, Fgr-1 e
¢c-myc, conhecidos como early-responsive genes, que atuam modificando o
padrao de expresséo de uma série de outros genes {28, 30]. Estudos recentes
demonstram que ocorre uma reprogramacao transcricional complexa, em que
sac re-expressoes genes cardiacos fetais envolvidos na regulacéo das unidades
motoras, do metabolismo energético e de componentes de vias hormonais [17,
31]. Entre ouiros, apresentam-se expressos de acordo com o padrio fetal a

isoforma § da cadeia pesada da miosina (B-MHC), os fatores natriuréticos atrial



(ANF) e tipo B {BNP) [32], além de enzimas relacionadas 3 B-oxidacdo (cuja
expressao € essencialmente reprimida, favorecendo as vias glicoliticas) [33]. Por
outro lado, ocorre uma repressdo dos genes responsaveis pela alteracio da
homeostase i6nica intracelular como, por exemplo, a Ca*>-ATPase do reticulo
sarcoplasmatico 2 (SERCA-2) [34], acompanhada pelo aumentc variavel na
atividade do trocador Na™/Ca*™ (NCX) e dos receptores das vias parassimpética
e simpatica, como o receptor Bq-adrenégico e receptores de angiotensina il tipo
1 (AT,) e tipo 2 (AT,) [35].

Assim, por se&cafacier%zaf por uma inirincada rede de ativacdo e
mobilizagado de proteinas sinalizadoras e efetoras, é de se esperar que um
grande numerc de genes sejam simultaneamente ativados ou reprimidos de
forma a responder a estes diversos estimulos. Neste contexio, trabalhos
recentes t€m adotado técnicas de investigacdio da expressao génica global
lustamente em busca das alteragbes no programa transcricional cardiaco
desencadeadas por estimulos hipertensivos e determinantes da hiperirofia do

miocardio [36, 37].

1.4 Aplicacao dos microarranjos de DNA no estudo de hipertrofia
cardiaca
Simplificadamente, a técnica de microarranjos de DNA consiste na
deposicio de fragmentos de DNA em laminas de vidro a altas densidades
através de um equipamento aufomatizado. Paralelamente, duas populacbes de

mRNA obtidas em condicBes experimentais distintas s3o submetidas a reacdes
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de transcrico reversa na presenca de citosinas ou uracilas contendo diferentes
fluorocromos fotossensiveis, Cy3 (emissdo de fluorescéncia verde) e Cy5
(emiss@o de flucrescéncia vermelha), de forma a marcar diferenciaimente cada
populagdo de cDNA gerada. Estas sondas sZo entdo misturadas e hibridadas
contra as seqUéncias complementares depositadas na lamina, permitindo inferir
a abundancia relativa de transcritos em cada um dos tratamentes realizados [8,
9.

As sondas s@o excitadas por uma potente fonte de luz e os sinais
emitidos s80 armazenados em canais de imagens distinios para posterior
quantificacdo. Ap0s © processamento das imagens € possivel aplicar
ferramentas computacionais para exirair informacées sobre o padrio de
expressao de cada gene sob as condigbes experimentais amostradas, a partir
da razao entre a emiéséc de fluorescéncia verde ou vermelha observada em
cada posicéo na lamina [38].

E importante assinalar que a técnica de microarranjos de DNA pode servir
a diferentes tipos de estratégias, dependendo n3o s6 das condigbes
experimentais coletadas para gerar as sondas, mas também do tipo de material
depositado nas laminas: bibliotecas de DNA gendmico, bibliotecas de cDNA ou
ainda oligonucieotideos sintetizados diretamente na 8mina. Os fragmentos
presentes nas biblictecas podem ter as identidades conhecidas (por exempio,
pibliotecas montadas bara sequenciamento) e assim sofrer uma pré-selecao
antes da deposigdo, que constitui o uso tradicional da técnica de microarranjos,

ou podem ser desconhecidos e selecionados para seguenciamento apenas
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quando demonstrarem um perfil de expressao interessante. e neste caso os
microarranjos servem como um métoedo de screening das bibliotecas [39].

Diversos estudos aplicaram estas estratégias para identificar os genes
expressos no miocardio & agueles expressos em resposta ac estabelecimento
de cardiopafias. Também foram adotados métodos aliernativos para avaliar a
expressdo génica global, como hibridacéo subtrativa [37] e SAGE {40]. Enguanto
a estratégia de hibridagdo subtrativa permite s normalizacéo das biblictecas
através da subtraclio de genes constitutivos da populacao final e portanto
eliminacdo de mensagens ndoc-informativas do processo de interesse, g técnica
SAGE mantém a exata proporco de transcritos na biblicteca e a guantificacéo
da express@c génica é feita através do seglienciamento de fragmentos de
aproximadamente 10 nuclectideos (fags): o nimero de vezes que cada tag &
sequenciado esta diretamente correlacionado a sua abundancia na populacéo
41].

A técnica SAGE foi utilizada por Anisimov e colaboradores {40, 41] para
determinar o transcritoma de corago normal de camundongo adultc. Os
resultados indicaram uma alta prevaléncia de transcritos referentes aos genes
envolvidos na cadeia respiratdria e metabolismo energético, como citocromo ¢
oxidase (subunidades i, Ii, Ill}, NADH desidrogenase (subunidades 2, 4. 3 e 8),
ATPase subunidade 6 e citocromo b. Tais resultados foram confirmados pela
tecnica de Q-PCR (quantitative polymerase chain reaction) e comparados com
dados obtidos em microarranjos de cDNA contendo 15247 pontos impressos em

iriplicata e, apesar de haver significativa correlacao estatistica entre os dados de
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SAGE e Q-PCR (P=0,014), esta correlacdo foi baixa entre SAGE e os
microarranjos (P>0,05). Estes resultados s&o de grande importancia ao presente
estudo, servindo come base de referéncia as analises posteriores [40].

Johnatty e colaboradores [37] buscaram identificar o programa
transcricional envolvido na hipertrofia cardiaca em ratos a partir do método de
hibridacao subtrativa. Neste caso, as amosiras foram coletadas em miocardios
hipertrofiados provenientes de dois grupos de ratos aduitos e comparadas com
amostras do miocérdio de ratos controle. Em um dos grupos experimentais, a
hipertrofia foi induzida por carga mecdnica, € no outro, pela expressdo
constitutiva da calcineurina. Os autores identificaram cerca de 50 genes cuja
expresséo fol induzida no tecido hipertrofiade mecanicamente, nenhum deles
tendo sido previamente caracterizado como envolvido nesta cardiomiopatia.
Além disso, foi observado que o programa transcricional em miocéardios
hipertrofiados através de carga mecénica é essencialmente distinto do conjunto
génico expresso em coragbes cuja hipertrofia foi induzida bioguimicamente [37].

Weinberg e colaboradores [42] utilizaram a técnica de microarranjos de
oligonuclectideos para investigar as respostas do miocardio de camundongos
machos e fémeas submetidos & sobrecarga mecénica por um pericdo de 24
horas e outro grupo por 30 semanas, de forma a comparar os quadros agudo &
crénico do estabelecimento da hipertrofia veniricular, respectivamente, bem
cOmo comparar as res;ﬁestas sexo-especificas. Foram investigados 12483 genes
distintos, previamente selecionados e cujas segquéncias codantes foram

sintetizadas diretamente nas laminas pelo fabricante dos microarranjos
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(Affymetrix). Os autores identificaram um maior nimero de genes regulados em
resposta ao quadro agudo, e detectaram que existe uma diferenca de resposta
de acordo com ¢ sexo do individuo [42].

Friddle e colaboradores [36] aplicaram microarranjos de DNA para
investigar o perfil de expresséo génica durante a induc@o e regresséo de
hipertrofia cardiaca em rato. Os arranjos foram gerados a parlir de coletas
realizadas em intervalos de 24 horas durante 7 dias em animais com hipertrofia
induzida pela administragio de angictensina |l e isoproterenol. e coletas diarias
durante 14 dias do tecido cardiaco apés 2 suspensao do uso destas drogas.
Este estudo identificou genes novos e reconheceu genes previamente
caracterizados como pertencentes as vias envolvidas no estabelecimento da
hipertrofia cardiaca, confirmando a possibilidade de deteccao da resposta celular
em um nivel franscricional. Este estudo permitiu ainda verificar gue conjuntos
distintos de genes estdo envolvidos na inducéo e regressac da hipertrofia
cardiaca, o que pode permitir que sejam adotadas novas estrategias para limitar
a hipertrofia e sua progresséo a faléncia cardiaca [36].

Estes resultados evidenciam a eficiéncia de metodos de geracdo de
dados de expressdo génica diferencial em larga escala para os estudos das
bases genéticas da hipertensio arterial. Os trabalhos citados mantiveram o foco
em genes diferencialmente expressos em situages-modelo {condicdo normal,
hipertrofia miocardica induzida por agentes distintos, respostas sexo-especificas,
quadro agudo versus cronico e regressfo da hipertrofia), e 0 acompanhamento

da express8c génica na progressdo destas situacGes, guando observada, foi



feita a partir de intervalos de tempo relativamente longos (dias ou semanas).
Sabe-se gue a regulacdo génica segue um modelo de cascata e portantc &
importante que se busque analisar o comportamento dos genes de natureza
transiioria expressos logo no inicic do estimulo, na tentativa de identificar

potencials aivos de prevencac & progressao da hipertrofia miocardica,
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< OBJETWVOS

O presente estudo concentrou-se em dois objetivos principais:

Padronizar a técnica de microarranios de DNA para usc a pariir de
fragmentos de cDNA clonadeos em fago;

Aplicar os microarranjos para a identificacdo de genes expressos nas
primeiras respostas do miocéardio a sobrecarga mecanica imposta ao coragao de
ratos (Raffus norvegicus) e potencialmente envolvidos na resposta hipertréfica

do musculo cardiaco a esta situacio.

fa—y
LA



3 MATERIAIS E METODOCS

3.1 inducio de hiperirofia em ratos

A manutencio e cirurgia dos ratos foram conduzidas pelo Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade de
Campinas (Unicamp), sob coordenacéo do Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini.

Para os primeiros procedimentos cirrgicos foram utilizados ratos Wistar
machos adultos (8 semanas de idade), obtidos no Centro de Bioterismo da
UNICAMP (CEMIB).

O procedimento para inducdo da hipertrofia do miocardio baseou-se na
coarctacdo da aorta ao nivel da crossa e cirurgla ficticia no caso dos animais
controle. Resumidamente, ratos anestesiados foram submetidos a colocacao de
um grampo de prata (didmetro=500 um) na crossa da aorta entre o tronco
braquicefalico e a cardtida comum esquerda por abordagem através do timo.
Sua press&o arterial foi monitorada por meio de catéteres posicionados na acria
ascendente e na aorta abdominal, permitindo assim a avaliacéo do gradiente de
transcoarctacéo.

Para o procedimento de extragdc do corag@o, que se deu nos tempos de
1, 3, 6, 12 e 48 horas apbs a cirurgia de coarctacdo, os animais foram
novamente anestesiados e o gradiente de transcoarctacdo avaliado para
confirmar a condi¢&o hipertensiva. O coragéo entdo foi exiraido e o ventriculo
esquerdo isolado e congelado imediatamente em nitrogénio liquido para
preservar a integridade do fecido e das moléculas transcritas no momento da

cirurgia.



Para cada um dos tempos e para a condicdo controle foram sacrificados 3
individuos (N=3) e deste material foi feito um pool, de forma a minimizar
possiveis efeitos individuais. O material foi armazenado a —-80°C para os

procedimentos posteriores.

3.2 Extracdo de RNA total

O RNA fotal foi extraido diretamente dos ventriculos esquerdos isolados
atraves do protocolo béseade em TRIZOL {Invifrogen), que utiliza por principio o
método de fenol/guanidine isotiocianato. Resumidamente, o tecide foi macerado
na presenga de nitrogénio liguido, transferido para eppendorfs e imediatamente
adicionado de TRIZOL para garantir degradacao minima das moléculas de RNA.
O volume do reagente utilizado deve respeitar a proporgao de 1 mi para cada
50-100 mg de tecido. Apds a homogeneizacdo, o material foi centr?fugado a
12000 g por 10 minutes para sedimentar ¢ material insoliivel, como restos
celulares, proteinas e lipideos. O sobrenadante foi transferido para novo
eppendorf € incubado é 30°C por 5 minutos para permitir a completa dissociacao
das nucleoproteinas. Em seguida adicionou-se 200 ul de cloroférmio, incubando-
se novamente a 30° C por 3 minutos e centrifugando-se por 15 minutos a 12000
g. Apos esta etapa, a solugdo divide-se em duas fases, uma orgénica e uma
aguosa, esta dltima contendo as moléculas de RNA. Transferiu-se estas fase
aquosa para novo eppendorf e adicionou-se 500 ul de alcool isopropilico para
precipitar o RNA. Apds incubar o material a 30°C durante 5 minutos, centrifugou-

se a 12000 g por 10 minutos e, ao fim desse passo, pdde ser observado nos
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tubos um pellet referente ao RNA tolal precipitade. Descartou-se o sobrenadante
e o RNA fol lavado com 1 m! de etanol 75°. As amostras foram novamenie
centrifugadas, desta vez a 7500 g durante 5 minufos apenas para sedimentar o
RNA, descartando-se em seguida o sobrenadante. Apds deixar secar
brevemente, o material fol ressuspendido em agua DEPC (distilpirccarbonato),
incubando-se a 50°C por cerca de 10 minutos para garantir a completa
dissolugdo do RNA. O material foi armazenado a -80°C.

O protocolo foi conduzido separamente para o material exiraido em cada
intervalo de fempo (1, 3, 6, 12 & 48 horas, mais o controle) e a gualidade do

RNA total obtido foi avaliado em gel denaturante de agarose .

3.3 Biblioteca de sﬁ&A de coracao de rato (R. norvegicus)

O presente trabalho utilizou uma biblioteca de ¢cDNA de coracio de raio
pré-construida (5' STRETCH PLUS rat heart c¢DNA Library) (Clontech) .
Conforme as especificacdes do produto, a totalidade das mensagens produzidas
em um coracac normail de rato foram utilizadas para a sintese de moléculas de
cDNA que, por sua vez, foram clonadas em bacteriéfago lambda.

O tamanho médioc dos insertos € de 1.8 kb, variando entre 0.7 kb e 4.0 kb.
O isolamento dos clones fol feito através do protocolo fornecido pelo fabricante,

descrito a seguir.
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3.3.1 Isolamento dos clones

A biblioteca 5 STRETCH PLUS rat heart cDNA Library (Clontech) foi
moniada pelo fabricante no vetor Agt11, um bacteridfagoe do tipo exclusivamente
litico. Para o isolamento dos insertos, o protocolo fornecido pelo fabricante prevé
a produgao de placas de lise através da infecgsio de linhagens mutantes de F.
colf (Y1080r) e plaqueamento em meio LB/MgSCQ,. O protocale adotado para a
produggo de placas de lise foi 0 seguinte: a linhagem de células para a infecgdo
fol cultivada em p%acas.de cultura simples (LB + ampicilina) e armazenada a 4°C.
A partir destas placas, as células foram repicadas e cultivadas em meio liguido
especial (LB + 10mM MgS0, + maltose 0,2%). O crescimento em maliose induz
a produgao do receptor A (proteina lamB), necessario para o importe de maltose.
Os fons Mg** auxiliam a adsorgao dos fagos na membrana celular das bactérias
[38]. © lisado de fago foi, antes da infecgao, diluido em tampéo de diluicao (1M
NaCi + 0,1M MgS04 + 1M Tris-HCl pH 7,5) de forma a atingir uma concentracéo
final 1:250.000. Em seguida foram preparados tubos contendo 100 ul do tampao
de diluicdo, 200 pl do meio de cultura das células (cultivadas a 37°C ovemight
ou ate uma OD=2.0) e 10 pl da diluicao de fago. Estes tubos foram incubados a
37°C por 15 minutes para permitir a infecgdo e em seguida foram adicionados 3
mi de top agarose (LB + 10mM MgSO4 + 7,2 g/L. agarose) a uma temperatura de
45°C. O conteudo dos tubos foi imediatamente vertido sobre placas de cultura
especiais (LB + 10 mM MgSO4 + 15 g/l. agarose) e estas foram incubadas a 37°
C ovemnight . E importante ressaltar gue a fop agarose, que & preparada com

metade da concentragio normal de agarose, forma uma pelicula sobre a placa
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de cultura onde as coldnias infectadas podem ser faciimente detectadas e
iscladas.

As colbnias infectadas foram isoladas e purificadas através do protocolo
de preparacéo de DNA de fago para PCR [43]. Este procedimento exigiu a
transferéncia das coldnias infectadas (com a utilizacdo de ponteiras cortadas)
para microtubos contendo 50 pl de solugdo Tris (1 M) + EDTA (0,5 M) +
proteinase k (5 mg/mi). Apds incubar por 15 minutos a 55°C {temperatura de
atuacao da proteinase kj e 15 minutos a 80°C (para inativacéo desta enzima), o
material fol centrifugado e o sobrenadante (fase que contém o % DNA) isolado e
armazenado em placas de 96 a —-20. Aliguotas de 2 ul foram utilizadas para as

reagGes posteriores de amplificaco dos inserios por PCR.

3.3.2 Amplificacdo dos clones

Foram desenhados oligonucleotideos para a amplificacdo dos insertos de
cDNA a partir do & DNA com base em seqUéncias flanqueadores conhecidas
para este vetor (Agt17 LD-Insert Screening Amplimers) (Clontech). As

sequéncias dos oligonucleotideos utilizados foram as seguintes:

rgt11 LD-Insert Screening Ampiimers o
Sequéncia
{Clontech)
53 5 -GACTCCTGGAGCCCG -3
3-5 3-CGC GGC CAGTGG -5
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Foram conduzidas reagBes de PCR em placas de 98 wells segundo o
seguinte protocolo: 860 ul agua deionizada, 150 ul Tampao de PCR (10x}
{(Invitrogen), 50 pl MgCl (50mM), 150 ul dNTP (1,25 mM), 35 ! oligo forward
{(15pmoiful), 35 ul oligo reverse (15pmol/ul) e 20 ul TAQ polimerase (1L
{Invifrogen). Cada well recebe 13 ul dessa solugdo & 2 ul de ADNA, totalizando o
volume final de 15 ul.

O tei‘mociciador‘ GeneAmp® PCR System 9700 {(Applied Byosystem) foi
ajustado para realizar o sequinte programa: desnaturagdio inicial de 94°C por 3
minutos e entdc 40 ciclos [94°C - 30 segundos (desnaturacédc); 57°C — 45
segundos (anelamento dos oligonucleotideos);, 72°C - 30 segundos
{polimerizacao)].

As placas contendo os produtos de PCR, bem como as placas contendo

ALDNA, foram estocadas a -20°C para os passos subseqgiientes.

3.4 Producéo dos microarranjos
3.4.1 Delineamento experimental

Compo a identidade dos clones isolados a partir dos protocolos fornecidos
pelo fabricante da biblioteca de ¢DNA ndc era conhecida, optamos por
selecionar quais seriam seqglienciados somente apds a identificagdo de sua
expressao airavés dos microarranjos de DNA. Assim, os ciones depositados
foram pré-selecionados com base na verificacdo de sua concentracdo e
tamanho por eletroforese em gel de agarose. Esta estratégia, que pode ser

definida como "biind array”, foi adotada por constituir uma alternativa menos

21



dispendiosa em termos de tempo e cusio de segienciamento dos clones

isolados.

3.4.2 Impressio dos clones

O equipamento ulilizado para construggo dos micrearranjos foi Fiexys@
Robot (Perkin Elmer) e, para digitalizag@o, o scanner GeneTAC™ Microarray
Analyzer (Perkin Elmer).

O protocolo adotado pelo Laboratério de Gendmica e Expressac (LGE)
prevé a ulilizagdo de laminas de vidro tratadas com poli-L-lisina para a
impressac dos clones de DNA. As laminas tratadas com poli-L-lisina possuem
uma superficie hidrofdbica e positivamente carregada, caracteristicas que
auxiliam a posicionar é reter as moleculas de DNA no exato local onde foram
depositadas [38]. As laminas tratadas com poli-L-lisina estdo sendo
correntemente produzidas pelo LGE, segundo o protocole descrifc em
hitp:/lcmgm.stanford edu/pbrown/protocols/1_slides.htm|

Previamente a impressac dos clones, as placas de 96 wells contendo os
produtos de PCR foram rearranjadas em placas de 384 wells, disposicao que
atende aos requisitos do equipamento Flexys® Robot (Perkin Elmenr). Para isso,
3 ul do produto de PQR foram adicionados a 3 pl de 3x8SC e a transposigao
desse material atendeu a um mapa de consolidacdo gque permite correlacionar
as posicbes de cada clone em ambos os tipos de placas. O equipamento
realizou a transferéncia do material das placas 384 wells para as laminas de

vidro automaticamente, em ambiente mantido a 20°C e umidade do ar 37%.



3.4.3 Poés-processamento dos microarranjos

Apos a impressao das ldminas, os microarranjos passaram por uma etapa
de pos-processamento para a fixacdo definitiva do DNA & superficie da lamina.
O protocolo obedeceu a seguinte ordem: (1) reidratacao do DNA (c&mara amida
contendo 100 mi de 1x88C, durante 2 hs); (2) secagem (bloco invertido a 85-
90°C, durante 2 hs); (3) fixagdo (cross-linking por UV a 85 mJd); (4) fixacdo
(banho de formalina, durante 1 minuto); (5) lavagem (imerséo rapida, 5-10
vezes, em banho de agua destilada); (6) secagem (centrifugacio a 700 rpm,
durante 7 minutos); (7) blogueio da l&mina {imerséic em solucgo de acido
succinico & acido borico durante 30 segundos, seguida por agitagdo no shaker
orbital por 25 minutos); (8) desnaturagio do DNA (banho em agua destilada a
95°C, durante 5 minutos); (9) lavagem (imers&o rapida, 5 vezes, em etanol 95%);
{10) secagem (centrifugac&o a 700 rpm, durante 7 minutos); (11) armazenagem

dos microarranjos em caixas de idminas a temperatura ambiente.

3.4.4 WMarcacio das sondas

Previamente a marcac@c das sondas, as amostras de RNA iotal foram
quantificadas, de acordo com a férmula: [RNA] = Agsenm x 40ug/ml x fator de
diluigdo. Assim, buscou-se determinar o volume necessario de cada amostra
para atingir a concentrac@o ideal para a sintese das sondas, aproximadamente

50 ug de RNA total.
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Optou-se por marcar a populacdo conirole com o fluordforo Cy3 e 3
populacao coarctada com Cy5 no decorrer dos experimentos (1h, 3h, 8h, 12h,
48h), além de um microarranjc com a marcacdo invertida para determinar a
eficiéncia de marcagio das sondas pelos fluoréforos. Este microarranjo foi feito
com as amostras controle (marcada por Cy5) € 48h (marcada por Cy3), por
constituirem as condigbes extremas amostradas no presente irabalho e portanto
passiveis de apresentar os perfis de expressao mais distintos.

O protocolo adotado fol o seguinte (medidas expressas em sua
concentragao final): (1) seleco dos RNA mensageiros a partir da cauda poli-A
(incubar RNA total e oligo dT (0,5 pg/ul) a 70°C, durante 2 minutos); (2) preparo
das amostras para a reag&o de transcricdo reversa, adicionando 31,5 ul de uma
solugdo contendo ‘éx'PCR buffer (1x), 2,5mM MgCl;, 10mM DTT, 500uM
AIGICTP + 40 uM TTP; 3,6 ul de Cy3 ou Cy5 e, por fim, 300 U da enzima
transcritase reversa (Superscript il / GIBCO) a cada amostra; (3) incubacao da
reagdc a temperatura ambiente durante 10 minutos; (4) incubagdo a 39°C
durante 120 minutos, adicionando mais 75 U da enzima na metade deste
periedo; (5) finalizagio da reacfo através da desnaturagéo da enzima (incubada
a 70°C, durante 15 minutos); (6) adicgo de 2U de RNAse H para degradar o
RNA molde (incubar a 37°C, durante 30 minutos); (7) mistura das amosiras em
um unico tubo (perfazendo 180 ul de solucéo).

Neste ponto, o material esta na forma de cDNA marcado {(cada sonda

sintetizada fol incorporada com um fluoréforo distinto) e pronto para ¢ proximo



passo: a purificagio das sondas para a eliminacdo do excesso de reagenies e

material n&o incorporado.

3.4.5 Purificacido das sondas

As etapas de purificacio sio conduzidas em 3 tipos distinios de colunas
por exciusao de tamanho, troca iGnica e para concentraciio da amostra.

Antes de ser ulilizada, a primeira coluna (CENTRI-SEP | Princefon
Separations) foi hidratada por no minimo 30 minutos em 4gua deionizada. S6
entado as sondas foram adicicnadas (cada 180 ul requerem 3 colunas distinias,
pois o volume maximo de cada coluna CENTRI-SEP é de 80 ul). As colunas
foram centrifugadas a 750 g durante 2 minutos, e o material eiuido
(aproximadamente 60 ul) foi utilizado na coluna seguinte.

Na coluna de troca idnica (QIAquick PCR Purification kit / QIAGEN), ao
material obtido no passo anterior foram adicionados 300 pul de tampao PR
{binding buffer) (QIAGEN) e esta solucgo foi inserida na coluna, centrifugando-
se em seguida a ?4{)50 g durante 1 minuto e descartando-se o filtrado. Em
seguida adicionou-se 750 pl de tampao PE (wash buffer) (QIAGEN), centrifugou-
se por 1 minuto a 14000 g e novamente descartou-se ¢ filtrado. A centrifugagao
foi repetida (14000 g por 1 minuto) e adiciona-se entdo 100 ul de tampao EB
(elution buffer) (QIAGEN). Esta solucao foi incubada a temperatura ambiente por
2 minutos e apds este periodo, centrifugou-se a 14000 g por 2 minutos. O

material eluido (aproximadamente 300 ul) foi utilizado na Gitima coluna.



A este volume foram adicionados 170 ul de tampfo TE pH 74 e esta
solugdo foi aplicada em uma coluna Microcon YM-30 (AMICON) para =
concentrachc das amostras purificadas. Centrifugou-se a coluna por 12 minutos
a 10000 g e em seguida esta coluna fol transferida invertida para novo
eppendorf. Uma nova cenirifugaciio, desta vez a 3000 g por 3 minutos,
recuperou a amosira purificada e concenirada, em um volume final de

aproximadamente 15 ul.

3.4.8 Hibridacao

A amostra obtida nas etapas anteriores fol incubada a 85°C por 5 minutos
para permitir sua completa desnaturacdo. Em seguida preparou-se a solucao de
hibridacao, composta' pelos seguintes reagentes (medidas expressas em
concentragdo final): sonicado de DNA de esperma de saimao (1ug/ul), 20x SSC,
10% SDS e o volume total das sondas desnaturadas, completando um volume
final de 28 pl (suficiente para cobrir 2 drea estampada de 24 x 40 mm).

Finalmente, a sonda foi aplicada sobre a 1amina e coberta por uma laminula
para garantir o contato completo entre as sondas e o material deposifado. A
hibridag&o prosseguiu a 865°C por um periodo de 16-17 horas, em um forno de

nibridac&o preservado da luz (para protecao dos fluordforos).
3.4.7 Lavagem da l&dmina

Previamente ao processamento digital dos microarranjos foram necessarias

3 etapas de lavagem da l&mina para eliminar sinais inespecificos (background).
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As solucbes de lavagem foram, respectivamente, 0,1%8DS + 1xSSC (solucso
1), 0,2x88C (solugéo 2) e 0,05xSSC (solucdo 3). Os banhos foram realizados
imergindo-se a fBmina em cada uma das solucles a temperatura ambiente e
agitando-se levemente por 2 minutos. Apds os 2 banhos, a Amina foi
centrifugada a 700 g durante 7 minutos para garantir a2 secagem completa de
sua superficie.

Neste ponto ¢ microarranjo estd pronto para ser analisado, podendo
alternativamente ser armazenado a 4°C por semanas antes da fase de
digitalizago. Os microarranjos produzidos no presente trabalho foram
imediatamente digitalizados e armazenados em caixa para ladminas 3

temperatura ambiente.

3.5 Segiienciamento

Os clones selecionados apds a andlise dos microarranjos foram
seqlienciados utilizando-se o seqlienciador automatico AB! PRISM™ Modei 377
{(Perkin Eimer) (instituto de Biologia — Departamento de Genética e Evolucao,
Unicamp}. O protocolo adotado para o seqgiienciamento foi o seguinte {medidas
referentes a uma reagao). 2 ui de ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.0 (Applied
Biosystems), 2 pl tamp&o (Tris 200mM + MgCl, 50mM), 2 ul oligo (forward ou
reverse) (3pmol/ul), 2 4l agua deionizada e 2 ul de produtc de PCR. Os
oligonucleotideos utilizados foram os mesmos adotados no protocolo de
amplificacdo dos clones da biblioteca. O termociciador GeneAmp® PCR System

8700 (Applied Byosysterm) foi ajustado para realizar o seguinte programa:



desnaturacao inicial a 94°C durante 3 minutos e 35 ciclos [96°C — 45 segundos;
57°C — 45 segundos; 80°C — 4 minutos].

ApGs a amplificacdo, conduzida em placas de 96 wells, este material foi
purificado segundo o seguinte protocolo (medidas referentes a uma reacio): (1)
precipitacao do DNA (adigio de 80 ul alcoo! isopropllico 80% e agitacdo para
homogeneizacac, deixando em seguida 20 minutos em repouso a 4°C): (2)
sedimentac&o do DNA precipitado {centrifugacic a 4000 g durante 45 minutos,
na temperatura de 4°C, descartando-se entdo o sobrenadante); (3) lavagem
(adigac de 200 ul etanol 65%); (4) sedimentagio do DNA (centrifugacio a 4000g
durante 15 minulos, na temperatura de 4°C, descartando-se novaments o
sobrenadante); (5) secagem (centrifugacdo com a placa invertida sobre papel
absorvente a 300 g por 10 segundos). Apds secas, as placas foram enviadas
para seglenciamento automaticoe.

As sequéncias obtidas foram submetidas aos softwares de avaliacdo de
qualidade (FPhred/FPhrap/Consed) e alinhamento local para busca de similaridade
com os bancos de dados de nucleotideos (blasin} e proteinas (blastx). Com
base nas identidades e no perfil de expressdo observado nos microarranjos,
alguns genes foram selecionados para confirmagao de expressdo por Northemn

blot.

3.6 Confirmagao da expressio génica por Northern blot

O protocolo adotado para Northen biot foi o seguinte: aproximadamente 20

ug de cada uma das amosiras de RNA total (controle, 1h, 3h, 6h, 12h e 48h)



foram aplicadas em um gel denaturante de agarose e transferidas para umsa
membrana de nylon Hybond-N+ (Amershan Pharmacia Biotech). A membrana foi
incubada a 80°C durante 2 horas para a fixagdo do RNA. Em seguida, foi
preparada uma soluco de pré-hibridacio contendo os seguintes reagentes:
DNA sonicado de salmao (10ug/ul) previamente desnaturado (85°C por 10
minuics e gelo por 10 minutos), Denhardt's {(100%), S8C 20x, SDS 10%,
formamida e agua deionizada. O volume final desta solugcdo (25 mi) foi
adicionado a garrafa de hibridacio contendo a membrana e este conjunto foi
entdc incubado por 6 horas a 40°C em forno de hibridacéo Big SHOT
Hybridization Oven (Boeckel Scieniifics). A pré-hibridacdo é necessaria para
diminuir a reatividade da membrana e assim minimizar sipais mespecificos
(background). Apbs este periodo, adicionou-se a sonda marcada por o-ATP®,
preparada segundo o seguinte protocolo: 5 ul DNA desnaturado {produto de
PCR) + 0,5mM dNTP (exceto ATP) + 1ug/ul oligo degenerado {(PdNg) + 10x%
tampao React 2 + &gua deionizada + 5U Klenow polimerase + o-ATP®
totalizando um voiume.ﬁnai de 20 pl. Esta solucéo foi incubada a 37°C durante
30 minutos para permitir a polimerizacéo da fita marcada de DNA. Em seguida, a
sonda foi purificada com a coluna Microspin Column (Amershan Biosciences)
para eliminar ¢ excesso de nucleotideos ndo incorporados e desnaturada
(incubar a 95°C por 10 minutos e gelo por 10 minutes). Finalmente, a sonda foi
adicionada a2 garrafa de hibridacdc e incubada a 42°C durante 16 horas

{overnight).



Antes da etapa de exposicdo ao filme fotografico, a membrana passou por
uma fase de lavagem para eliminar a radiac8o em excesso. Esta lavagem
consiste na substituicao da soluglo de hibridacio (cue fol descartada em local
apropriado) por solugbes salinas em concentragéo serial: solucdo 1 (2x8SC +
0,1%808, 10 minutos a 25°C), solucdo 2 (1xSSC + 0,1%SDS, 15 minutos a
85°C} e soluggo 3 (0,1xS5C + 0,1%8DS, 15 minutos a 65°C). Apds as lavagens,
a membrana foi iestada para a radioatividade por dosimetro (Geiger) para
confirmar a eliminac&o do excesso de radiacéo entdo colocada em um cassete
com filme fotografico e mantida 3 dias a —80°C. A fase de revelago foi
conduzida em uma camara escura, consistindo nas etapas de revelacéo (o filme
€ imerso e levemente agitado por 3 minutos em solugéo reveladora), iavagem
{30 segundos imerso em agua) e fixaco (5 minutos imerso e levemente agitado
em solucgaoc fixadora).

As bandas evidenciadas pelos ensaios de Northem biof foram quantificadas
pela integragéo das dreas das bandas definidas densitometricamente através do
software que gerencia o fotodocumentador ImageMaster® VDS (Pharrnacia
Biotech), para postericr comparagc com os resultados obtidos nos

microarranjos de DNA.



4 RESULTADOS

4.1 Grupos experimentais e coleta dos fecidos

Os dados biometricos dos ratos utilizados no presente experimento podem
ser consultados na Tabela 1. Estes dados foram coletados apenas como forma
de controle interno, uma vez que ndo é possivel observar alteracées fenotipicas

em intervalos de tempo tao curtos.

Tabela 1. Valores referentss ac peso médio dos ratos & dos ventriculos esquerdos isclados &
congelados em nitrogénio liguido. Em ambos os casos, N=3 para cada tempo de coleta e o valor
expresso € o caicule da média + desvio-padrio. VE=ventriculo esquerdo; CoAc=coarctacio da
acrta; desvpad=desvic-padréo.

Tempo CoAc Media Peso animal + Média Peso VE +
desvpad desvpad

Controle 206 +21,17 0,70 +0,07

1 hora 203 £ 30,45 0,62 £0.03

3 horas 2046 + 33,25 0,89 £ 0,14

6 horas 187 £ 21,66 0,61£0,10

12 horas ' 210+ 10,00 0.61+0,08

48 horas 185 + 7,37 0,83 +0,01

N&o houve perda de material biclégico e os procedimentos cir(irgicos foram

conduzidos respeitando-se todas as normas éticas.



4.2 Extracio de RNA total
A gualidade das amostras de RNA total obtidas a cada intervalo de tempo

foram avaliadas através de gel denaturante de agarose, conforme a Figura 2.

Figura 2. Gel denaturanie de agarose para avaliacio da gualidade das amostras de RNA fotal
axiraidas do ventricule esquerdo do coracao de rafos coarclados e o controle. A numeragdo
utilizada refere-se ao empo iranscorrido a partir da cirurgia de coarctagdo: conrole (), Thors
(1), 3 horas {3}, 6 horas (8}, 12 horas (12} ¢ 48 horas (48).

Previamente a utilizac@o deste RNA total para a producéo das sondas dos
microarranjos de DNA, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
para determinar a concentracdo e o grau de pureza. Os valores obtidos podem

ser conferidos na Tabsla 2.

Tabela 2. Valores obtidos por espectrofotometria das amostras de RNA total. Os valores
referentes & purezs sdo caiculados pela razdo Age/Azg © devem permanecer em forno de 2.0
para a amostra ser considerada pura. Agee=absorbancia a 260nm; Axge=absorbéncia a 280nm;

Aago Aogo Concentiracdo Pureza
Controle 0,070 0,053 2,5 1,32
1 hora 0,070 0,047 2,6 1,48
2 horas 0,065 0,038 2,4 1,71
& horas 0,080 0,059 3,0 1,35
12 horas 0,003 0,063 3,5 1,47
48 horas 0,004 0,056 3,6 1,67




Estes valores foram utilizados para caicular o volume necessario de cada
amostra de RNA fotal para atingir os 50 ug de RNAm necessarios para a sintese
das sondas fluorescenies (marcadas por Cy3 ou Cy5) nos procedimentos de
producdo dos microarranjos. Estas quantificacdes das amostras foram utilizadas
também para a producdo das membranas de MNorthern blot dos genes

selecionados a partir dos microarranjos.

4.3 Biblioteca de cDNA de coracio de rato
4.3.1 Isolamento dos clones

Foram produzidas 6 placas de petri para a individualizacdo dos clones da
biblicleca de cDNA de coracdo de rato (5 STRETCH PLUS rat heart cDNA
Library) {Clonfech). Foram isolados 2304 ciones (placas de lise) organizados em
24 placas de 96 wells: esta foi a biblioteca de frabalho utilizada em todos os

procedimentos conduzidos posteriormente.

4.3.2 Amplificacido dos clones

Os insertos foram amplificados por PCR a partir das regites flangueadoras
conhecidas para o vetor. O produto da amplificagdo das placas foi avaliado em
termos de quaiidade e concentracao a partir de eletroforese em gel de agarose,

conforme a Figura 3.
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Figura 3. Quantificac8o por elefroforese dos insertos da biblicteca de cDNA de coraclo de rato
(5" STRETCH PLUS rat heart ¢cDNA Library) (Clontech), ampiificados diretamente do material
colhido das placas de lise. A Placas 11 e 17 (96 clones cada). B. Piacas 13, 15,16.18, 21, 25,

24, 25 (24 clones cada). Foram aplicados 5 ul de cada amosira.
4.4 Produgio dos microarranjos

A producao dos microarranjos fol uma etapa laboriosa, uma vez gue foram
necessarias diversas adapiagdes ao protocolo original fornecido peio fabricante
do equipamento (Flexys® Robot para a deposigéo dos ciones nas laminas de
vidro e o scanner GeneTAC”™ 1000 para a aquisigo das imagens) (Perkin
Elmer). Varias etapas de testes foram necessarias até que se chegasse a um
protocolo eficiente e de baixo custo de execucdo. Como resultado de tanto
esforgo, atualmente os microarranjos produzidos pelo Laboratério de Gendmica
e Expressdo (LGE - |B/Unicamp) s@o inteiramente “feitos em casa’, desde os
banhos de poli-L-lisina nas ldminas de vidro até as etapas finais de analise dos
dados gerados.

A deposicac dos clones nas laminas de vidro segue um desenho composto
por 32 grades, uma vez que o equipamento automatizado trabalha com 32
pincs. A quantidade de pontos em cada grade é opcional e, no casc do presente
trabalho, foram desenhadas 32 grades 11x11, totalizando 108 pontos impressos

e 13 pontos blank (nenhum material depositado) em cada grade. Em termos de
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clones distintos depositados, foram 36 em cada grade e 1152 no microarranjo
todo. OUs clones foram depositados em triplicaia e em posicbes equivalentes
para facilitar a inspecgdc visual. Foram produzidas 10 ldminas a partir deste

desenho, que pode ser conferido na Figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico da disposicdo dos clongs nas l@minas de vidro. A Grades
11x11. Numeradas de 1 g 38, a5 &reas em que foram depositados 36 clones individuals s
respeclivas réplicas pelo equipamento. Em prelo, as areas blank, em que nenhum material fol
depositado. Este esquema se refere a uma dnica grade denfre um iotal de 32 que compde 3
lamina inteira, todas com esie mesme padrao de impressae. Assim, em cada micrearranjo foram
depositados 1152 clones distintos em friplicata, totalizando 3458 pontos impressos.,

No presente trabalho foram produzidos 5 microarranjos, sendo eles:
Controle(Cy3) x 3 horas{Cy5), Conirole(Cy3) x 6 horas(Cy5), Controle(Cy3) x 12
horas{Cy5), Controle(Cy3} x 48 horas{Cy5) e Controle(Cy5) x 48h(Cy3)
(marcagao invertida). O microarranjo referente a condigéo Controle x 1 hora ndo
foi produzido, uma vez gue iniciamos a producadc a partir da condicdo mais
extrema (Cx48h), em seguida por Cx12h e assim por diante. Uma vez que néo
obtivemos diferengas de expressdo significativas no microarranjc Cx3h,
consideramos que a producao de um experimentc comparandc diferencas de
tempo ainda menores ndo senia justificavel, em funcdo do tempo e custo
dispendidos para sua confecgdo.

A imagem digitalizada de cada um dos microarranjos produzidos pode ser

cbservada na Figura 5.




4.5 Processamentio da imagem

Os microarranjos produzidos foram digitalizados e as condigdes marcadas
por cada fluordfore (Cy3 ou Cy5) foram armazenadas em canais de imagem
distintos. Este procedimento computacional € fundamental para que o©s
soffwarss de processamenio da imagem sejam caparzes de guantificar a
sxpressdo ¢génica em funcdo da inlensidade do sinal emitido por Cv3
(fluorescéncia verde) e por Cy5 (fluorescéncia vermelha). O soffware utilizado
para a quantificacdo dos sinais foi GeneTAC Biochip Analyzer (Perkin Elmer).
Abaixo, na Figura 5, as imagens oblidas para todos 05 microarranjos

produzidos.

Figura 5. Microarranjos produzidos no presente trabalho. Em todos, a condigdo conirole (C) foi
marcada por Cy3 & as experimentais (3h, 8h, 12h & 48h) por Cy5, excetuando-se o microarranic



identificado por Cx48h (invert), em que a condigdo controle foi marcada por Gy e a experimental
por CyE (marcagao invertida). Na Glima posicdo, um microarranjo llustrando ¢ esquema de
enderegamento das grades na lamina (A1 alé H4).

4.6 Selecéo de clones e sequenciamento

Uma vez que a biblioteca de cDNA utilizada no presente trabalho nac foi
normalizada pelo fabricante (Clontech) e as identidades dos clones eram
desconhecidas, adotamos a estratégia de uso dos microarranjos para screening
da biblioteca, ou seja, como forma de selecionar os clones que seriam enviados
para sequenciamento. Com este objetivo, selecionamos clones gue emitiram
sinal detectavel por inspecéo visual independentemente de sua intensidade. A
Unica condicao imposta neste primeiro momente foi que o sinal emitido nas
triplicatas fosse coerente ou, em situagbes em gque o background local
nitidamente interferiu no sinal emitido por uma das triplicatas, foram
considerados os sinais em duplicata. Foram selecionados 384 ciones, de um
total de 1152 investigados {(aproximadamente 33,5%).

Estes clones foram enviados para sequenciamento e em seguida
submetidos as analises de qualidade das segliéncias (Phred/Phrap/Consed) e
similaridade com seqliéncias depositadas nos bancos de dados de nucleotideos
(blastn}) e proteinas (blastx). E importante ressaltar que o objetivo do
seqlienciamento foi o reconhecimento da seqiiéncia, uma vez que o genoma do
organismo em estudo j& foi feito e esta disponivel. Assim sendo, de forma similar
ao que e feito na metodologia de SAGE, foi considerado que cerca de 20 bp de

qualidade eram suficientes para a etiquetagem do gene.
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Assim, a consulta por similaridade através de blastN foi conduzida para
reconhecer os genes contidos nos fragmentos da biblioteca, identificando
também possiveis introdugbes de contaminagdes durante a fabricacio,
isolamento e amplificagdo dos clones. Somente os clones que apresentaram
similaridade alta com sequéncias de Raffus norvegicus foram considerados
validos. Ja a consulta de similaridade por blastX buscou identificar os produtos
génicos codificados por tais sequéncias, através de sua traducéo nos 6 quadros
de leitura possiveis e comparacdo com proteinas depositadas no GenBank
(http:/Mww nebinlmonih.gov/Genbank/index.html). Foram validados 188 clones
(16,1% do total de 1152 investigados e 484% dos 384 sequenciados), e sua
identidade pode ser consultada no Apéndice A Os valores s8o apresentados
com base nos seguintes pardmetros: enderego nos microamranjos, acesso no
GeneBank e identidade por blastN e blastX, ambas acompanhadas pelos
respectivos valores de qualidade (e-value). Aqui é importante notar que os
veicres de e-value sdo relativamente alios devido aos pequenos frechos
considerados nas comparagdes, mas em iodos 0s cascs o primeiro it foi

sempre de R. norvegicus, © que assegura a sua identidade.

4.7 Estimativa computacional dos valores de expresséo génica
Paralelamente ao sequenciamento, os genes vaiidos foram investigados

quanto ac valor de expressfo calculada pelo software de processamento de

imagem GeneTAC Bjochip Analyzer (Perkin Eimer). Os dados obtidos para cada

ponto na imagem foram calculados como & razdc normalizada entre a



intensidade de fiuorescéneia da condigdo experimental e a intensidade de
flucrescéncia da condiggo controle. Ou seja, se a populacdo experimental
{(tempo de coarctacio) fosse marcada por Cy5 e a populagdo controle fosse
marcada por Cy3, como realmente fol o case em todos os microarranjos (3
excegao do microarranjo Cx48h invertido), entao:

Razao = [intensidade (Cy5) * fator de normalizagéo] / intensidade (Cy3),
sendo que o fator de normalizacéo € calculado descartando-se os 20% maiores
valores absolutos de Logy (razBo) e calculando-se a3 mediana dos valores
Logo(razdo) validos: o anti-log deste resultado & o fator de normalizacéo,

Os valores obtidos nas friplicatas foram analisados calculando-se a média
das razbes obtidas nos trés portos. Caso um dos pontos estivesse acima de 1
desvio-padrao, era simplesmente eliminado e a média era calculada para os
outros dois valores. Caso dois pontos estivessem acima de 1 desvio-padrao,
entdo todos os valores eram desconsiderados, uma vez que as triplicatas foram
inconsistentes. Os valores de expresséc obtidos para cada um dos 186 clones
validados podem ser consultados também no Apéndice A. Qs valores de
expressdo apresentados foram calculados de acordo com o especificado acima
e se referem ao obtido no microarranje referente a 3 horas (3h), 6 horas (6h), 12

horas (12h) & 48 horas (48h) pés-coarctagdo.

4.8 Confirmacio da expressio por Northern blot
Alguns genes foram selecionados para confirmagao da expressdo por

Northern blot com base no perfil detectado nos microarranjos produzidos. Como



nao foram utilizados controles internos para a fabricaco dos microamanios, a
expressdo obtida por Northemn blot destes genes foi ulilizada para balizar a
expressdo dos demais genes observados nos microarranjos. Também atraves
de Northern bilot foram confirmados os perfis de express8o de alguns genes
marcadores da hipertrofia ventricular, de forma a comprovar a2 inducao desta

condigdo fisiopatolbgica pelas cirurgias de coarctacio da aorta conduzidas nos

ratos utilizados.

Northern  blot, quantificados

A Figura 6 apresenta os perfis de expresséo desies genes obtidos por

por

densitometria

no

fotodocumentador

ImageMaster® VDS (Pharmacia Biotech) e comparados com os valores obtidos

nos microarranjos.
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Figura 8. Comparaco do perfii de expressio de genes selecionados por Northern blof e pelos
microarranjos. Dentro dos paingis, (1) apresenta as bandas obtidas no ensaio de Northern blot
para cada gene, {2} apresenta as bandas de rRNA coradas por bromete de stideo, usadas
como confrole interno; (3) apresenta a normalizagde das bandas apreseniadas em (1) pelas

46




bandas de rRNA de (2); (4) apresenis, na finha ideniificads psla razfo Cy5/Cy3, os valores da
razé&c dos diferentes tratamentos (3, 6, 12 ¢ 48 horas) pelo controle. Na linha identificadza pela
razdo 10D{amostral/lOD[controle], as razbes das intensidades obtidas pelos ensaios de Northern
blot para cada fratamento contra o controle, conforme apresentade em (3). Note que a
comparacdo de 1 hora contra o controle foi suprimida por nfo existir esse tratamento enire os
microarranjos. (5} gréfico representativo dos dados da tabela (4). A. Cadeia pesada da miosing
iscforma alfa {u-MHC, acesso gib6654). B. Cadeia pesada da miosina isoforma beta [(B-MHC,
acesso gib6658). C. Sinaptopodina-Z (snplop-2, acesso ghXM227662.1). D. a~actina cardiaca (a-
act, acesso gib11130). E. Ca™ ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2, acesso
gi83920834). F. Proteina associada a0 trocador Nav/Ca#=2 (NCX, acesso git1802831). G. Misicne
acelylase complex MRGT5 (MRG1TE, acesse XPZ22825.1). H. Protelna precursora de amildide
beta Ad (APPA4, acesso giZ7871158). L. Transforming growth factor subunit 1 {TGF1, acesso ).
J. Citosromo ¢ oxidase subunidade 1 {cox-1, acesso ghS79304.1). K. Glulamalo oxaloacetalo
transaminase 2 (GOT2, acessc gi6980971). L. Piridoxal 5-fosfato (PNPO, acesso gi12018269).
M. Transcription factor-ike 1 {Tcil-1, acesso AM227428.1).

4.9 Eficiéneia de marcacao das sondas

A eficiéncia de marcacdo das sondas pelos fluoréforos Cy3 e Cy5 & um
fator que pode alterar as intensidades dos sinais emitidos e, portanto, alterar o
real indice de expressdo dos genes em cada condig8o experimental. Assim, um
teste estatistico basico foi aplicado para évaiiar este parametro. plotar as
intensidades dos sinais emitidos por uma mesma populagidc de mensagens
marcadas tanto por Cy3 quanto por Cy5, ou seja, comparar os microarranjos

feifos com a marcagaoc invertida (Figura 7).

Comrefagio Cy3xCys ¥=0,.5583x + 2,4373
R = 0,4581

i

oy s
Figura 7. Andlise de correlacio entre as intensidades observadas para uma mesma populacio
de mRNA marcada por Cy3 e por Cy5, para verificar a eficiéncia de marcagao pelas sondas
fluorescentes. No caso, a populagéo testada foi a de 48h poés-coarctacdo, marcada por Cy5 em




um dos microarranjos (Cx48h) e por Cv3 em oulrp (Cx48h inv). Os valores foram transformados
para logZ para fins de normalizacio. A dispersic dos ponios em torno da rata de regressdo
indica ¢ gquanic os valores variaram independeniemente e, no caso analisado, houve uma
dispersao maior do gue a esperada, sugerindo que a eficiéncia de marcacéo pelas sondas variou
significativamente.

MNa Figura 8 pode ser cbservada a comparacio visual da intensidade de

fluorescéncia emitida nos microarranjos com a marcacgao invertida.

Figura 8. Detalhe de um par de grades equivalentes presentes nos dois microarranjos produzidos
com a marcacdo invertida. A. Grade B2 presente no microarranjo C{Cy3) x 48h(Cy8). B. Grade
B2 presente no microarranjo C(Cy5) x 48h{Cy3) (marcacdo invertida). Os pontos em triplicata
destacados peias setas vermelhas demonstram sinais nitideamente invertidos, sendo que em A ha
maior contribuicBo de Cy5 (fluorescéncia vermelha) e em B, maior contribuico de Cy3
(flucrescéncia verde). kste resultado esta em coeréncia com o observado no Northern blot, ia
gue este gene, B-MHC, tem sua expressio induzida em coracio submetido a sobrecarga
mecénica e portanto & marcagéo feita na condiclo experimentat (48hs) deve sobressair-se. No
entanto, nesta mesma grade obtivemos alguns sinais incoerenies {apesar de consistentes nas
triplicatas}, como ¢ apontado pelas sefas brancas.

410 Analise das friplicatas

Outro passo essencial & estimativa dos niveis de expressao génica através
da razédo entre as intensidades relativas observadas em cada ponio na imagem
& a analise das triplicatas. A qualidade e reprodutibilidade das triplicatas foi um
fator bastante positivo em todos os microarranjos produzidos, introduzindo um
alto grau de confianga aos resultados mesmo quando os sinais foram

interrompidos por backgrounds locais. Estas interferéncias, gue ocorrem devido
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a eventuais irregularidades na camada de poli-L-isina cu poeira depositada
sobre a lamina, sdo os principais fatores que levam 2 super- ou subestimativa
dos sinais pelos algoritmos de deteccdo automatica. Estes artefatos da técnica
s&o minimizados pela reproducfo do experimento em outras posicdes da lamina,
e & exatamente este o papel das réplicas. A qualidade das triplicatas e exemplos
de background comuns nos microarranios produzidos no presente trabalho pode

ser conferida na Figura 8.

Figura 9. Qualidade e reprodutibilidade dos sinais emitidos pelas triplicatas nos microarranjos,
bem como exemplos de background local que podem gerar falsas estimativas pelo algoritmo
computacional de andlise da imagem. As trés setas brancas e as trés setas azuis presentes na
grade B2 apontam as firiplicatas de um mesmo clone, respectivamenie, atestando a
reprodutibilidade dos sinais emitidos pelas réplicas. As setas vermelhas presentes na grade E4
apontam para o sinal emitide por sujeiras depositadas scbre a lamina e que s&o identificados
como sinais validos pelo algoritme computacional de analise da imagem. © clone indicado pelas
setas azuis na grade B2 apresenia oulro lipe de preblema na detecgo automéatica dos sinais:
por ser muito expresso, ¢ sinal extravasou os limiares do circulo gerado pelo software e foi
desconsiderado. Ambos os tipos de erros nas estimativas automaticas geradas peios soffwares
devem ser manualmente corrigides apos inspegdo visual, O microarranjo ulilizado para
exemplificar os picos descritos nesta figura fol Cx3h, mas iodos os outros microarranjos
apresentaram a mesma qualidade das triplicatas e também o mesmo tipo de background local.

4.11 Producéo de rearranjos

Na tentativa de ampliar o nimero de clones investigados e repetir os
experimentos com os clones selecionados nos microarranios anteriores
arranjados em uma nova disposicdo, produzimos 10 novas l&minas. Neste
grupo, a disposicao dos clones atendeu um novo desenho de grades, de formz a

aumentar a densidade de pontos impressos. Cada uma das 32 grades foi
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montada a parlir de 48 clones distintos em triplicata, tolalizandc 144 ponios

impressos em cada grade e 1536 clones distintos no microarranjo todo. O
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desenho esquematico de cada grade pode ser consultado na Figura 10.

Figura 10. Grades 12x12. Numeradas de 1 a 48, a posig8o dos 48 clones distintos e respectivas
triplicatas. Mestes microarranjos foram depositados 1538 ciones distintos, iotalizando 4608
pontos impressos.

Fizemos um experimento utilizando este segundo grupo de microarranjos,
referente a condic@c conirole marcada por Cy3 e hibridada com a condigdo de
48h pos-coarctacdo marcada por Cy5, cuja imagem pode ser gbservada na

Figura 11.

Figura 11. A Rearranjo produzido a partir da deposicBo de 1536 clones distintos em triplicata,
totalizando 4508 pontos impressos. Neste rearranjo, a condicdo controle foi marcada porCyv3 e a
condicdo de 48h pos-coarctagde fol marcada por Cyh. B, Expressio de irés genes cuia
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expressado foi confirmada por Northern blol Na grade Hi, o gene o-MHC apressniou-se mais
expresso na condigdo controle; na grade HZ, o gene cox-1 apresentocu-se mais exprassce na
condicdo de 48 horas pos-coarctacdo; na grade H4, o gene 5-MHC também apresentou-se mais
exprassou na condicdo de 48 horas pds-coarctacdo. As triplicatas foram indicadas porgque houve
perda de sinal e urn dos pontos reglicados fanto na grade H1 como na grade H4, mas como as
nutras duas réplicas foram consistenies, entdo o sina! observado foi considerade valido.

MNossa intencao foi produzir microarranjos referentes a todo o fime course
de progresséo de hipertrofia miocardica também nestas l[Bminas rerranjadas. No
entanto, um segundo micrearranjo produzido, C{Cy3) x 12h(Cy5) apresentou alo
background no canal de Cy5, impedindo qualquer tipo de analise. Antes de nova
tentativa, fol conduzido teste de brometo de efideo em oulra l&mina, revelande
novamente alto background (dados nao apresentados). Como o material obtido
a partir das primeiras {8minas de screening e no rearranjo Cx48h ja haviam
gerado bons resultados, optamos por nao insistir na utilizacdo dos rearranjos
nos experimentos posteriores.

A partir deste rearranjo selecionamos 59 clones que apresentaram maior
intensidade no canal de Cy5 (48 horas pds-coarctacdo) e enviamos para
sequenciamento. Neste caso ndo calculamos o porcentual sobre o total de
clones depositados porque 3¢ selecionamos alguns denfre todos 0s que
apresentaram sinal perceptivel e consistente. Assim, como no primeiro grupo de
microarranjos, s foram considerados validos os clones que apresentaram alta
similaridade com Raltus norvegicus apds consulta em banco de dados de
nucleotideos através de blasin. As identidades e os valores de expressdo dos

clones validos podem ser consultados no Apéndice B.
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4.12 Comparacéo da excitacdo dos fluoréforos por scanner a laser e

scanner 3 luz

Como, de um modo geral, foram obtidos poucos sinais referentes a uma
malor expresséo no canal de Cy5 (emissdo de fluorescéncia vermelha) nos
microarranjos produzidos, independentemente da condigdo experimental
marcada por este fluorocromo, conduzimos um teste de excitacdo dos
fluorocromos por scanner a laser, Scan Array Express Scanner (Perkin Eimer)
em comparacgdo ao que utilizamos correntemente, o scanner a luz GeneTAC™
1000 (Perkin Elmer). A i@mina referente ao rearranjo Cx48h foi escolhida para
esta comparacdo por apresentar a hibridag@o entre os ponios mais extremos do
time course, controle versus 48 horas pds-coarctagdo, e por ser o microarranio
que apresentou os sinais mais nitidos de expresséo diferencial. A imagem pode

ser conferida na Figura 12.

Figura 12. A. Imagem obtida do rearranjo Cx48h pelo scanner & laser. B. Imagem obtida do
mesmo rearranjo pelo scanner a Uz, A ocoméncia de irregularidades na camada de poli-L-iisina &
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evidenciada pelo scanner a laser (conforme aponiado pela seta amarela), enguanio que
background provocado por sujeiras depositadas sobre a lamina, apontadas pelas setas brancas
na imagem B, sac automaticamente eliminadas. C. Detalhes de duas grades equivalentes (B4)
na imagem a luz (acima) e a laser (abaixo), evidenciando a maior eficiéncia de excitagéo do
fluordforo Cyb pelo scanner a laser. Apontados pelas setas azuis, um clone que aparenta ser
expresso constifulivamente na imagem gerada pelo scanner a luz e, através do scanner a laser,
percebemos estar induzido na condicdc de 48 horas pos-coarctacBo. As setas brancas
evidenciam a eliminagao da imagem de background local (sujeira depositada sobre a lamina).

Também analisamos a coeréncia entre os  valores estimados
computacicnalmente a partir da excitagado por ambos os tipos de scanner. Os
softwares utilizados foram ScanArray Express Microarray Analysis System
(Perkin Elmer) para o scanner a laser e GeneTAC Biochip Analyzer (Perkin
Elmer] para o scanner a luz. Estes valores, que consistem na razao enire as
intensidades de ‘?Eueréscéncia emitidas pelos fluoréforos, foram comparados
para alguns dos genes cuja expressio foi confirmada por Northern biot.

Conforme ja citado anteriormente, a quantificagdo dos Northermn blots foi
feita por densitometria através do fotodocumentador imageMaster® VDS
(Pharmacia Biotech), de forma que a razdo entre as amostras pudesse ser
calculada e comparada com os valores obtidos nos microarranjos. Como ©
microarranjo utilizado para esta comparagdc foi ¢ rearranjo Cx48, entdo os
valores dos ensaios de Northern biot apresentados foram apenas controle e 48
horas. Para cada gene, os valores obtidos em cada uma das triplicatas foram
apresentados de maneira a atestar a eficiéncia da estimativa computacional em
fung@o de eventuais backgrounds locais. A comparacéo pode ser consultada na

Tabela 3, abaixo.
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Tabela 3. Quantificacdo da expressdo de alguns genes pelos soffwarss de processamento da
imagem especificos de cada scanper, no rearranjo Cx48. Os sinais emitidos por cada uma das
triplicatas foram quantificados de acordo com a soma da infensidade normalizada dos pixels em
cada spof no canal de Cy3 e no cansl de Cy5 separadamente e, em seguida, calculada a razdo
snire ambos 08 valores oblidos. Os valores oblidos alravés da densitometria dos Northern Blots
também sdo apresentados e servem como base de comparacdo, tendo sido apresentados
apenas s razbes enlre as amostras controle e 48 horas pés coarctacdo. J1OD = infegrafive
Optical Densily. B-MHC, cadela pesada da micsina isoforma beta. o-sot, «-actina cardiaca. cox-
1, citocromo ¢ oxidase subunidade. Tcfi-1, Transcription factor-like 1. APPA4, proteina precursora
de amildide beta A4 SERCA-2, Ca™ ATPase do reticulo sarcoplasmatico. NCX, protsina
associada ao trocador Na+/Ca+2 SNPTP-Z, sinaptopoding-2, PNPO, piridoxal 5-fosfate,

Gene 1D ti%?:fj; Scanner a lasey Beannera uz Northern biot
Sinal | Sinal | Razado | Sinal Sinal | Razao 10D oD r:ggg
Cy3 | Cys CyB/ICv3 Cy3 Cy8 CyB/Cy3 [controle] | [480h] controle

H4.01 373 581 178 4775688 (680392 (233

B-MHC H415 14685 (5185 |4.05 478840 1696544 (2.38 27597 89224 1360
H4 19 1258 14814 455 477568 18580382 1233
A3t 893 1753 12.39 171568 184368 1.76

a-act A3hB 1088 2373 255 204352 (233840 (1.87 878.21 201870 |2.30
A3.hG 1000 (2146 (265 213600 |240704 |1.85
B2.j1 373 {680 177 18160 |23512 |2.12

Coxi B2.j5 403 652 1.62 48712 |87376 [2.27 55.847 8524 1.53
B2.i8 379 1403 1.06 115520 |101264 |1.44
E3.at 497 519 1.04 172400 |40580 (0.3

Tefid E3af {423 451 1.07 321486 (75584 |0.3% 348.38 843.98 1242
E3.a8 1533 1443 0.83 238896 174920 0582
D411 313 288 1085 30800 54884 1282

APPA4 D45 346 325 0584 33484 198488 |4.82 1529 18047 [1.18
D4.19 301 334 1.1 48416 136880 14.83
Al 408  |780 1.85 13808 37912 145

SERCA-Z |A1I5 427 1258 |2.85 35836 42016 (1.82 368.07 662.08 |1.79
AlIS 395 1146 |2.89 23856 41512 |2.85
F3.b1 381 385 1.04 175008 87424 [0.82

NCX F3bs 347 |303 |0.87 371984 1202000 10.89 308.18 441,81 1143
F3.b8 1318 2058 1093 311984 1197538 11.04
A3.b1 376|314 084 10018 118800 (275

SNPTP-2 [A3.b5 (351 289 0.8z 19456 (24656  2.08 72.844 128.08 {1.73
A3Db9  |363 334 1092 32616 129216 1147
B3.i1 331 327 0698 79168 81880 1.89

PNPO  B3.S 331 316 1095 50256 49728 {162 4982 42142 1085
Bl.ig 299 287 1098 20488 42888 1237

54




4.13 Analise de redundéncia de clones na biblioteca de ¢cDNA

Apds a producdo de dois tipos de microarranjos e sequenciamento dos
clones que emitiram ééﬂais consistentes nas triplicatas, buscamos avaliar ¢
indice de redundéncia da biblioteca de cDNA utilizada. Para isso, agrupamos os
195 clones validos (186 nos primeiros microarranjos e 9 no rearranjo) segundo 3
identidade enconirada por blastx, de maneira 2 nos fornecer um painel da
representatividade dos genes mais abundantes. Os 12 genes mais abundantes

na biblioteca estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Abundancia e representatividade dos genes mais abundantes na biblioteca de cDNA
de coracgo normal de rato adultc (5 STRETCH PLUS rat hearf cONA Library) (Clontech). Em (1),
a soma da abundancia destes 12 genes e o calculo do porcentual sobre ¢ toial de genes validos
{195 genes). Em (2}, & soma da abundancia dos genes mitocondriais (ressaltados por um
asteriscc) sobre 08 genes validos.

ldentidade Abundancia | Representatividade (%)
Citocromo ¢ oxidase | * 50 256
NADH desidrogenase 4 * 9 48
ATPase subunidade 6 * 8 4.1
Citocromo b * 8 4.1
Citocromo ¢ oxidase Ili * 7 38
NADH desidrogenase 1 * 5 3,0
Citocromo ¢ oxidase i * 4 2,0
c-actina cardiaca 4 2.0
MADH desidrogenase 2 © 3 1.5
ATPase cadeia beta * 3 15
Ca™ ATPase do reticulo sarcomplasmatico 3 1.5
Cadeia pesada da miosina, beta {3-MHC) 3 1,5
(1) TOTAL 108 853
(2) TOTAL MITOCONDRIAL 98 50,2
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5 DISCUSSAD

Os resultados obtides duranie ¢ desenvolvimento do presente trabalho
devem ser analisados a partir de seus dois obietivos: a padronizacio da técnica
de microarranjos de DNA e o problema bioidgico em si, ou seja, o perfil
transcricional desencadeade em miocardio submetido a sobrecarga mecanica.
Considerando-se ambos, ¢ rabathc buscou usar a tecnica de microarranjos de
DNA para identificar possiveis genes gue pudessem ter a sua expressio
diretamente relacionada ao estabelecimento do fendtipo da hipertrofia do

miocardio.

5.1 Padronizagao da técnica de microarranjos de DNA

A técnica de microarranjos de DNA & uma poderosa ferramenta para
estudar o perfil transcricional global de uma célula ou um tecido submetido as
mais variadas condicdes metabdlicas. A possibilidade de estudar a expressao
relativa de milhares de genes simuliansamente, comparande as respostas
desencadeadas por duas condicdes distintas em um mesmo experimento, &
certamente a caracteristica mais importante dessa técnica [3, 10]. Mas, assim
como acontece com qualquer esiratégia de geracio de dados em larga escala,
os microarranjos de DNA exigem procedimentos que minimizem a inser¢éo de
erros, o gue normalmente consegue-se a pariir da padronizagao dos protocolos
necessarios para sua producao [38, 44]. No entanto, essa padronizagdo exige a
realizacao de testes seqlienciais que, além de dispendiosos e demorados, em

grande parie dos casos sustentam-se em estratégias de tentativa e erro,



Devido a esta fase de intensos ifesies, atualmente temos experiéncia
suficiente para afirmar que os protocolos devem ser ajustados de acordo com
uma série de fatores: o organismo estudado, o tipo de biblicteca adotada, o vetor
de clonagem utilizado, a técnica de extracdo e purificacio dos insertos clonados,
a conceniracio inicial do produto de PCR a ser depositado nas laminas e a
concentragio inicial de RNA total utilizado para a sintese das sondas.

Recentemente foram conduzidos diversos testes para padronizar o
protocolo de producic de microarranjos de DNA de leucemia linféide humana
(Diana Queiroz, projeto de mesirado, suporte CNPg), de Crinipellis perniciosa,
fungo causador da vassoura-de-bruxa {(Maricene Sabha, projeto de doutorado,
suporte Capes) e de Eucalyplus (Maricene Sabha e Julic César Salvadori,
projeto Genolyptus, suporte Fundo Verde e Amareio/MCT), pois a metodoiogia
empregada para a produgdc dos microarranjos de coragéo de rato usados no
presente trabalho ndo foi eficiente quando aplicada nestes outros organismos.

Nao temos ainda uma explicacdo definifiva para esta diferenca de
resultados, mas acreditamos se dever ao tipo de vetor utiizado e & forma como
o DNA ¢ isolado na biblioteca de rato. O fato de a biblioteca ter sido montada em
fago (hgt11) pelo fabricante (Clontech) fol, a principio, considerado um problema
devido a maior complexidade dos procadimentos para o isclamento dos clones.
No entanto, ¢ protocolo prevé o tratamento do DNA retirado diretamente das
placas de lise por proteinase k, um composto enzimatico gque rompe
preferencialmente complexos protéicos associados ao DNA. Este procedimento,

ac purificar o DNA previamente a sua amplificacio e deposicdo nas laminas,



deve permitir o acesso integral das sondas ao DNA depositado e portanto deve
aumentar a gualidade da hibridacdo. Em decorréncia, obtivemos sempre sinais
bastante nitidos em quaiguer um dos arranjos produzidos.

Em relacdo a nossa estratégia, utilizamos os microarranios como uma
variacio de técnicas como o Differential Display de mRNA [4], em que
fragmentos génicos desconhecidos s&o desafiados conira ¢cDNA sintetizado a
partir de mensagens produzidas em ceélulas submetidas a condigbes
determinadas. Em nosso caso, o frabalho de investigagdo de expressao global
se basecu em duas etapas. A elapa inicial concenirou-se no isclamento de
genes relacionados ao processo de hiperirofia miocérdica a partir de uma
biblicteca de cDNA de coracdo normal de rato (R, norvegicus) constituida por
clones nao identificados. A partir dai, os clones que apresentassem expressao
diferencial nos microarranjos de screening seriam identificados e rearranjados
em novas laminas para uma investigacdo detalhada do processo, residinde ai a
segunda etapa do trabaiho.

No entanto, a biblioteca de cDNA de miocardio ralc apresentou sérias
limitacbes para esses objetivos. Inicialmente, o fato de ndo estar normalizada
possibilitou que um mesmo gene fosse isolado varias vezes em diferentes
ciones. O segundo problema foi a super representacdc de genes mitocondriais,
provavelmente como consequéncia do fato de gue esses genes iém sua
expressao muito forte em tecido muscular. Isto dificultou a detecgao de genes
novos ou participantes de vias distintas das mobilizadas no metabolismo

energéetico.



Assim, apos a produgdo dos microarranjos para screening, em que
utilizamos apenas a metade dos clones isolados da biblioteca (1152 clones)
(Figura 5) e a partir dos quais selecicnamos 384 clones cuja expressao foi
consistente nas triplicatas, optamos por produzir um segundc conjunto de
microarranjos para screening, utilizando para isto a outra metade dos clones
isolados das placas de lise e adicicnados destes 384 clones como forma de
confrole interno. Assim, produzimos as laminas de rearranjo, contendo 1536
clones distintos impressos em triplicata (Figura 11).

Este procedimento, no entanto, foi limitado & produglo de um Gnico
microarranjo (Cx48h), uma vez que detectamos alta insercdo de background
devido &, provavelmente, irregularidades da camada de poli-L-lisina
particularmente a este grupo de [@minas. N&o insistimos na utilizacdo deste
conjunto de microarranjos devido ao tempo dispendido na padronizacdo dos
protocolos e pela gquantidade de resultados j& obtidos nos microarranjos
anteriores.

A necessidade de validar a técnica e os resultados obtidos fez com que
prosseguissemos com andlises de eficiéncia de marcacéo pelos fluordforos e de
excitacdo das sondas por fontes de luz distintas (xendnio e /aser). Para verificar
a eficiéncia da marcagdo, produzimos um microarranjo com a marcacdo
invertida, ou seja, a condigdo anteriormente marcada por Cy3 (controle) seria
marcada entdo por Cy5 e vice-versa. Optamos por utilizar as condicdes mais
extremas, controle x 48 horas, para possibilitar sinais mais contrastantes. Ja

para verificar a eficiéncia da excitagdo das sondas, submetemos o mesmo



microarranjo a exposicao em dois tipos de scanners, um que utiliza fonte de luz
xendnio e outro que uliliza laser, para assim capturar ambas as estimativas
computacionais e permitir a comparacdo com os sinais verificados por Northern
biot que, por constituir-se em um meétodo mais robusto, utilizamos como controle
experimental.

Conforme o resuliado oblido quando comparamos as populagdes marcadas
com os fluordforos invertidos, detectamos baixa correlagdo entre os sinais
(R*=0,4531), e isto gerou uma certa desconfianca sobre os dados (Figuras 7 &
8). Neste ponio, a analise das triplicatas fol essencial para descartarmos a
possibilidade de que os sinais emilidos fossem mero frutc de hibridacio
inespecifica e portanto ndo houvesse nenhuma tendéncia estatistica, ja que os
valores se mantiveram sempre muitc consistentes (Figura 9). Assim, como ©
experimento de inversdo sé foi feito uma Unica vez e a complexidade da técnica
a torna passivel de uma grande quantidade de erros, descartamos a
contribuicdo dessa lamina para a analise geral dos dados. N3o conseguimos
ainda detectar o porqué dessa baixa correlagdo entre as marcacgfes invertidas e
isto estd sendo investigado nos outros trabalhos em andamento utilizando a
técnica de microarranjos de DNA,

Ja a comparacgao feita entre os scanners a laser Scan Array Express
Scanner {Perkin Elmer) e a luz GeneTAC”™ 1000 (Perkin Elmen revelou uma
maior habilidade do scanner a laser em resolver problemas relativos ao

background e, consequentemente, em estimar computacionaimente valores de
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expressao compativeis com os sinais guantificados através da densitometria dos
ensaios de Northern biot,

Conforme observado na Tabela 3, os sinais emitidos por Cy3 e por Cv5 nas
triplicatas dos genes selecionados mantiveram-se mais alios na estimativa feita
pelo scanner a luz e, inversamente, a razdo entre o0s sinais (Cy5:Cy3)
permaneceu mais baixa. Isto deve ser um reflexo da contribuicdo final do
background ao sinal emitido, gerando sinais mais fories em ambos os canais e,
por constituir-se em um acréscimo inespecifico {que ocorre em ambos os
canais), acaba por gerar razbes menores. Acreditamos que isto deve ocorrer
porque o software de processamento de imagem GeneTAC Biochip Analyzer
(Perkin Elmer) & pouco flexivel na delimitagéo entre a borda do spof (ponto
impresso) e a area adjacente (background local). O programa de processamento
do scanner a laser ajusta automaticamente ¢ didmetro do spot a regido em que
efetivamente ha emisséo de sinal e portanto aproxima-se da realidade local para
cada ponto impresso.

Passando a quantificacao dos sinais emitidos por Cy3 e Cy5 pelo scanner a
laser e pelo scanner a luz em comparagdo a densitometria dos Northern blots,
tivemos que, dos nove genes avaliados, quatro genes (a-actn, cox1, APPA4 e
PNPQO) apresentaram razdes semelhantes no scanner a laser e no Northern blot,
um gene (NCX) apresentou maicr semethanca enire as razdes obtidas por
ambos 0s scanners do que com a razdo obtida pela densitometria do Northern

biot e quatro genes (B-MHC, Tcfl-1, SERCA-2 e SNPT-2) apresentaram valores

distintos em todas as trés fontes de quantificacdo da expressio. No caso da §3-
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MHC e de SERCA-Z, ocorre uma mesma tendéncia enire os valores
apresentados por todas as fontes de guantificacdo (sugerindo inducio da
expressdc as 48 horas pos-coarctacdo em relacdo ac controle), apesar da
amplitude desta induc@o variar consideraveimente entre as quantificacbes
apresentadas. Ja no caso de SNPTP-2, a tendéncia s4 é comum as estimativas
do scanner a luz e dal densitometria dos Northemns (inducio da expressio em
ambos 0s casos), sendo que na estimativa do scanner a laser ocorre tendéncia
inversa em fodas as triplicatas (repressdo da express&o). No caso de Tcfli-1,
ocorre 3 perfis distintos em cada uma das trés guantificacdes. expressic
constitutiva segundo o scanner a laser, repressdo segundo o scanner a luz e
indugao segundo a densitometria.

Assim, apesar do scanner a laser aparentar maior habilidade em guantificar
a expressao génica a partir da razdo enire os sinais emitidos pelas sondas em
funcao de um background local, acreditamos gue qualquer tipo de quantificacao
computacional deve ser avaliada com cautela e sempre acompanhada por
inspecao visual minuciosa, considerando-se a natureza molecular da transcrico
génica. A variagdo € inerente ao processo bioldgico e as quantificactes
possuem essa timitacdo, apresentando portanto apenas um guadro aproximado
do fénomeno transcricional.

Apds os testes feitos para validar os procedimentos adotados para a
producdc dos microarranjos, ainda persistiam dois ponios problematicos: a

redundéncia de clones, no caso compenentes mitocondriais, e a disparidade de
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alguns sinais emitidos por clones identificados como seqiéncias de um mesmo

gene, como cox1.

5.2 Redundancia dos clones

Em se tratando de um tecido muscular submetido a ciclos de contragao e
relaxamento ininterruptos, € bastante razodvel encontrarmos uma prevaléncia de
clones referentes ac metabolismo energético mitocondrial (50,2%). No entanio,
nac esperavamos encontrar um nimero tao discrepante entre os franscritos de
cox1 (25,6%) e os oufros transcritos mitocondriais (24,6%). Tampouco que os
produtos m%‘i@mnés’éaéé fossermm fAc mals abundantes que componentes
sarcomeéricos, como genes que codificam para proteinas contrateis (4.6%) e
ciclo do calcio (2,0%) (Tabela 5).

No entanto, este resultado estd em conformidade com os résuitados
obtidos por Anisimov e colaboradores, que adotaram a estratégia SAGE para
investigar o transcritoma em coracdo normal de camundongos adultos [40].
Neste trabalho, transcritos mitocondriais contribuiramn com 18,7% do total de
88860 transcritos investigados, sendo que os quatro transcritos mais abundantes
foram cox1 (8,4%), ‘cox2 (1,9%), cox3 (2,1%) e NADH desidrogenase
subunidade 2 (1,3%;.

Poderiamos questionar entdo a significativa diferenca entre a abundancia
de cox1 obtida pelos autores (8,4%) e em nosso trabalho (25,6%). No entanto,
investigamos uma populacao de transcritos muito menor (4808 transcritos totais,

sendc que apenas 195 foram considerados validos e utilizados para as analises



de abundancia) & esta reducao no grupo amosirado & estatisticamente capaz de
aumentar a contribuicao relativa dos transcritos mais abundantes.

Este argumento € confirmado por um trabalho anterior dos mesmos aufores
[411, em gue propunham © uso da tecnica SAGE para avaliar o franscritoma
cardiaco e, para ilustrar o uso da técnica, investigaram apenas 505 transcritos.
Dentre esies, cox1 conlribuiu com 21% do total e dez outros transcritos
apresentaram abundancia de 1 a 4,2%: NADH desidrogenase subunidades 2, 4
e B, cox2, cox3 e citocromo b 411

Desta forma, livemos um indicio forte de gue nossa biblioteca de trabalho
esta em conformidade com © gue & esperade de uma biblicleca de cDNA de
coracBo normal de rato adulto, n3c-normalizada, dissipando nossas duvidas
sobre a possibilidade de contaminacéo durante sua producao ou isolamento dos
clones. No entanto, esta analise s6 vem a confirmar a inadequacgdo deste fipo de
biblioteca para um dos objetivos do nosso frabalho, a identificacdo de genes
novos envolvidos no estabelecimento da hiperirofia do miocardic induzida por

estimulo mecénico.

5.3 Incoeréncia de sinais

© segundo ponto problematico que enconiramos fol a incoeréncia entre ¢s
sinais emitidos por clones identificados como sendo ¢ mesmo gene,
notadamente o gene c¢oxi. O faio das ftriplicatas apresentarem sinais
consistentes na maioria dos casos tornava improvavel a ocorréncia de artefatos

como hibridacao inespecifica.
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Tambeém neste caso encontramos respaldo no trabaitho de Anisimov e
colegas [40] uma vez que, além da investigagao do transcritoma por SAGE, os
auiores produziram arranjos de cDNA (em membranas de nyvion) a partir de
clones em friplicata hibridados com a biblicteca de SAGE, de forma a permitir
uma analise comparaliva entre ambos os resultados. Interessantemente, os
arranjos  de cDNA revelaram que clones redundantes fregieniements
apresentavam sinais dispares, como foi o caso de cox3, NADH desidrogenase
subunidade 4 e citocromo b. Segunde os autores, a qualidade da hibridacgo
pode varlar em fungdo do tamanho e da regifo do gene a que o clone
corresponde e, portanto, a intensidade do sinal pode diferir entre clones
representando um mesmo gene [40].

Assim, os frabalhos citados acima foram particularmente imporiantes nas
analises dos nossos resultados uma vez que, por termos padronizado os
protocolos de producdo dos microarranjos anteriormente 34 producdo dos
experimentos, bem como ter sido inédita a experiéncia de frabalhar com uma
bibiioteca clonada em fago, consideramos gque ambos o0s problemas
(redundéncia e incoeréncia) possivelmente se devessem a falhas em alguma
etapa dos procedimentos. A comparacdo entre nossos resultados e os do grupo
de Anisimov, no entanto, validaram tanto nossa biblioteca quanto nossos
protocolos para fabricacdo dos microarranjos.

Também a quantificagdo por Northern blot apresentou, em muitos casos,
nitida incoeréncia entre o que pdde ser percebido pela inspecao visuale o que o

densitbmetro efetivamente acusou. Fol o objetivo deste trabalho automatizar ac
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maximo essas analises, tentando gquantificar todos os resuliados com os
squipamentos e metodologias padrao, mesmo quando os dados oblidos nado
pareciam satisfatorios. Por esta razéo, foram apresentadas todas as figuras dos
experimentos, para que a inspecdo visual também possa ser feita,

Em seguida, passamos 4 andlise dos genes envolvidos na geragio de forca
pelo muascule cardiaco, no ciclo de calcio & genes potenciaimente relacionados

com as resposias imediatas dos cardiomibcitos & sobrecarga presséria.

5.4 Genes potenvialmente envolvidos no estabelecimento da hipertrofia

miocéardica

Como o presente trabalho priorizou a investigac@o por genes expresscs em
intervalos curios de tempo, ou seja, horas apés o inicio do estimule hipertréfico
desencadeado por sobrecarga mecénica, ja esperavamos obter alteragbes
ponfuais na expressao génica global. Assim, inicialmente buscamos confirmar
por Northern blot a express&o de genes cuja expressao ja foi bem caracterizada
por outros estudos em um quadro agudo de sobrecarga mecéanica imposta ao
miccardio, de forma a confirmar que os procedimentos cirdrgicos adotados no
presente trabalho reaimente foram eficientes em estabelecer esta condicio
experimental.

Dentre estes genes, confirmamos a expressao daqueles que codificam para
componentes do aparato contrati: as duas isoformas da cadeia pesada da

miosina, o-MHC e B-MHC, e a principal isoforma de actina presente no

miocardio, a c-actina cardiaca. Tambem buscamos confirmar a expresséo de
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dois componentes do ciclo de célcio, a Ca™ ATPase do reticulo sarcoplasmatico
(SERCA-2) e de uma proteina associada ao trocador Na’ Ca*? (NCX).

Confirmamos ainda a expressdo de alguns genes cuja identidade suscitou
interesse ao presente trabalho, como aqueles que codificam para uma proteing
associada a actina, sinaptopodina 2, uma proteina periencente a familia de
histona-acetiiases denominada MORF-related gene on chromosome 15
(MRG15-1), uma proteina precursora de amilside beta A4 (APPA4), o fator de
crescimento Transforming Growth Faclor beta (TGFb), a enzima glutamaio
oxaloacetaio transaminase 2 (GOT2), a enzima piridoxina 5-fosfato oxidase
{(PNPO), o fator de transcrigao Transcription Factor-iike 1 (Tchi-1) e finalmente, o
gene que apresenta maior abundancia de franscritos em nossa biblioteca de
cDNA, citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (cox1).

Estes dois Ultimos genes, Tcfl-1 e cox1, apresentaram sinais bastantes
fortes e constitutivos nos microarranjos, tendo sido selecionados para
confirmag&o da expressadoe por seu potencial em servir como controles internos
em novos experimentos utilizando os microarranjos. O ensaio de Northern blot
apresentou alguma flutuagio na expressao de ambos 30 longo dos seis tempos
amostrados (1, 3, 6, 12, 48 horas e o controle), mas a tendéncia foi realmente
em constancia de express&o, confirmando assim o resultado dos microarranjos e
seu potencial como genes balizadores.

Os genes que codificam proteinas do aparato contratil € do ciclo de célcio
foram selecionados p§r sua importancia nas vias bioguimicas essenciais &

contracdo e geracdc de forga pelo misculo cardiaco. As alteracdes na



contratilidade do miocardio sac particularmenie interessanies a0 presente
trabalho uma vez que nossas condigbes experimentais induzem a hipertrofia
miocardica atraves da imposicdo de sobrecarga mecanica, e portanto era
esperado gue estes genes fossem primeiramente mobilizados para adaptar a2
contracioe muscular 4 nova demanda,

Em miocardio de mamiferos, as MHCs podem ser expressas sob duas
isoformas, o-MHC e §-MHC: 2 o-MHC é quase gue exclusivamente expressa em
tecido cardiaco, enguanio B-MHC & expressa fanto em fecido cardiaco guanto
em miusculo esquelético [45]. Sua expressio em miccardio & regulada durante ¢
desenvolvimento, hormonalmente e pela carga hemodindmica. Similarmente, as
a-actinas sarcomericas podem ser expressas como duas isoformas, a a-actina
cardiaca e a a-actina esquelética, sendo que a isoforma cardiaca predomina em
miocérdo adulto de ratos. Sua expressdo também & reguiada pelos mesmos
fatores mencionados acima, incluindo a sobrecarga hemodindmica e a
hiperirofia [45].

Os genes que codificam as isoformas da cadeia pesada da miosina tiveram
sua expressdo alterada em miocardio submetido & sobrecarga mecénica, de
maneira que a induc¢do de uma iscforma (B-MHC) foi concomitante a repressio
da outra {o-MHC). Esta expressio diferencial deve desempenhar um importante
papel na dinémica de contracdc e adaptacdc do miocardio, uma vez que ambas
diferem em sua atividade ATPasica [45]. Aqui devemos ressaltar ¢ faio de que o
ensaic de Northemn biot da oMHC apresentou 2 bandas distintas,

aparenfemente com perfis distintos (Figura 5A). Acreditamos que o fragmento
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utilizado para a producéo da sonda pode se referir a uma regido conservada
entre ambas as isoformas e por isto a hibridacao foi cruzada neste caso.

Tambeém de acordo com o esperado, a a-actina cardiaca apresentou
indugdo da express&o a partir de 1 hora pés-coarctagio, o gue novamente
confirma a adequagao dos procedimentos adotados pelo presente trabalho para
induzir & hipertrofia mioccérdica.

Dentre os compdnentes do ciclo de caicio, a Ca™ ATPase do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA-2) apresentou expressdo aparentemente reprimida
apds 3 horas de coarctagdo, com um pico de repress&o as 8 horas e inicio de
indugao a partir de 12 horas transcorridas desde o inicio do estimulo. O mesmo
perfil € apresentado pelo gene que codifica para uma proteina associada ao
trocador Na*/Ca™ (NCX), mas neste caso o pico de repressac ocorre as 3 horas
pés-coarctagdo & o inicio de inducao, a partir de 6 horas. Em ambos os casos
este perfil variavel possivelmente se deve a necessidade imediata do aumento
da forca de con‘tragéo dos cardiomiocitos, refletindo diretamente em uma
depressao da atividade do trocador de caicio (NCX) e diminuicdo da quantidade
de ATPases da membrana do reticulo sarcopiasmético (SERCA-2), de forma a
aumentar a disponibilidade de célcio no meio citoplasmatico. Em seguida,
alteragbes nas caracteristicas inirinsecas das miofibrilas devem aumentar suz
afinidade pelo calcio ftransiente, diminuindo a2 necessidade de maior
disponibilidade deste jon para a geracao da forca de contracao.

Dentre os genes que buscamos confirmar a expressiao devido ao interesse

em conhecer seu papel na fase aguda da inducdo de hiperirofia miocardica,



ressallamos o gene que codifica para sinapiopodina-2, membro de uma recém
descrita familia de proteinas associadas & actina e gue estd particularmente
relacionada com as resposias ao estresse mecanico imposio aos poddcitos, um
dos tipos celulares presentes nos capilares dos glomérulos renais [46]. Nesie
tecide, 0 esiresse mecanico desencadeia a reorganizacio do ciloesqueleto de
forma a estimular a formac8o de fibras de estresse perpendiculares & forga
aplicada. Outros tecidos apresentam esta resposta, enire os quais musculo liso,
endotélio, osteoblastos & neurdnios presentes na coluna cervical [46, 47]. Assim,
& bastanie interessante a expressaoc da sinaptopoedina em miocardio, um fecido
sabidamenie exposio ao esiresse mecanico e que, em situacdes de sobrecarga
hemodinamica, também allera a disposicdo dos sarcobmeros de formz a
estabilizar a tens@o nas paredes das camaras. De acordo com © ensaio de
Northern blot, sua expressao € aparentemente induzida ao longo do fime course,
0 que constituiria um resuliado bastante interessante para a compreensdo das
adaptacbes compensatorias do miocardio em resposta ac incremento de carga.
No entanto, a relacac entre a sinapiopodina-2 e esias respostas deve ser melhor
explorada a partir de testes especificos de imunocitoguimica, por exemplo, para
permitir avaliacbes sobre sua localizac8o e padrio de actimulo da proteina ao
longo das celulas.

Também devido ao interesse em conhecer seu perfil de expressao nas
primeiras horas pos-indugo de hipertrofia cardiaca por sobrecarga mecanica,
em gue as vias de sinalizacio intracelular responsaveis pelo estabelecimento

deste fendtipo s&o desencadeadas, buscamos confirmar a expressdo do gene



que codifica para a proteina precursora da beta-amildide Ad (APPA4Y. As
proteinas beta-amildides s&o quelantes de metais transientes, como cobre, ferro
e zinco. Também interagem, através da extremidade carboxilica, com diversas
profeinas citoplasmaéticas, como JIP1 (C-jun-amino-terminal kinase interacting
protein 1}, Esta interac3o & particularmente interessante 2o presente trabalho
porque a JIP1 citoplasméatica possui uma acdo inibitdria sobre JNK {C-jun-
amino-terminal kinase), enguanto promove a agregacdc de componentes da
cascata das MAPKs (mifogen-activated protein kinase) para formar um mddulo
sinalizatorio funcional [48). O ensaio de Northern blof reveloy um pico de
inducgo deste gene a 1 hora pés-coarctacdo, forfe repressio 4s 3 horas e
ingugao progressiva até as 48 horas, nossa dliima amostra. A inducao imediata
deste gene deve ser melhor estudada, mas claramente condiz com a ativacao
da via das MAPKs logo no inicio do estimulo sentido pelos cardiomiocitos. A
repressao observada em seguida talvez indique uma maior contribuicdo da
sinalizac&o via JNK para desencadear alteracdes moleculares nestas céiulas. A
natureza da interac@c entre APPA4 e JIP1 ainda nao foi bem determinada e ai
reside outro tema bastante interessante para estudos aprofundados.

Genes envolvidos em fungdes diversas também foram detectados, todos
identificados a partir de um Unico clone dentre os 2304 investigados. Entre
estes, buscamos conhecer a expressdo de dois genes que codificam duas
enzimas inter-relacionadas e que os microarranjos sugeriam apresentar perfis de
expressac semelhantes: a enzima glutamato oxaloacetato transaminase 2

{GOT2), que atua na conversao do aspariato a oxaloacetato e giutamate (via de
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metabolismo dos aminoéacidos), e a enzima piridoxina 5-fosfato oxidase {(PNPO),
essencial na biossintese de piridoxal 5-fosfato (PLP), que vem a ser cofator de
GOTZ. No ensaio de Northem blot utilizando a sonda sintetizada a partir de
G072, novamente éeiec%amos duas bandas. Uma vez gue existem duas
isoformas (GOT1 e GOT2), possivelmente a sonda foi produzida a pariir de um
fragmento conservado entre ambas. A excecdo da amostra referente 3s 6 horas
pos-coarctacdo, a densifometria da banda 2 de GOT2 e de PNPO apresentam o
mesmo perfil de expressédo, com dois picos de inducéo (1 hora e 12 horas pés
coarctagdo, respectivamente). Este resultado dé suporte a0 uso da técnica de
microarranjos para investigar possiveis correlactes entre proteinas a partir de
semelhangas no perfil de expressao dos genes que as codificam.

Finaimente, selecionamos para confirmacac da expressao por Northern blot
um gene que codifica para uma histona-acetilase (MRG15) e o gene do fator de
crescimento TGFb1.

O ensaio de Northem biot do gene que codifica uma histona-acetilase
denominada MORF4-related gene on chromosome 15 (MRG15) apresentou
duas bandas que provaveimente correspondem as duas formas de splicing
alternativo desta proteina (MRG15-a e MRG15-b) [49]. Segundo estudos
recentes, esta proteina é expressa ubiquamente em diversos tecidos e deve
desempenhar importante papel na regulacdo do cicle celular, tendo sido
observado que sua expressdc diminui em fibroblastos senescentes [49]. No

ensaio de Northern blot, a express&o apresentou-se um ligeiro pico de inducao
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em 3 horas e 48 horas pés-coarctacdc na banda superior (Banda 1) @ em 1 hora
& 3 horas na banda inferior (Banda 2) (Figura 5G).

Estes resultados, se comparados com o observado para o gene da APPA4,
podem indicar que ocorrem 2 momentos criticos para a sinalizacdo infracelular
na fase aguda da indugdo de hipertrofia miocardica, o pericdo de 1-3 horas apds
o estimulo e novamente deniro de 48 horas, mas {ais conjecturas devem ser
confirmadas por estudos mais aprofundados.

Ja o gene que codifica para o fator de crescimento TGFb1 (Transfroming
Growth factor beta 71} ég{eseﬁtswse reprimido aoc longo do pericdo amostrado
no ensaio de Northern blof, exceptuando-se o tempo de 48 horas pos-
coarctacdo, quando apresenta uma inducdo. TGFb1 tem sido destacado por sua
importancia no estabelecimento de doencas fibroticas, uma vez que tem
importante papel na diferenciacéo de miofibrobiastos e sintese de colageno [50].
Especificamente no caso da hipertensdo arterial, acredita-se que TGFb1 possui
um importante papel na resposta hipertrofica do miocardio, apresentando
aumento da expressaoc a partir de 1 dia apds a inducao por sobrecarga pressoria
[51]. Como nossas anéostras concenfraram em periodos menores que 1 dia e
estenderam-se apenas até 48 horas, sendo gue nesta ultima amostra a
expresséo de TGFb1 apresentou-se induzida, acreditamos que estes resultados
podem ser coerentes entre si.

Assim, acreditamos gue seria interessante ao presente trabalho que fosse
ampliado o fime course de indugdo de hipertrofia miocardica, de forma a

confirmar se ¢ aumenio na expressac observado para alguns genes na Ultima

el
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amostra coletada, 48 horas pés-coarctacao, se deve ao inicio de uma curva de
inducdo génica ou se reflete um simples reforno aos niveis de expressaoc

normais,
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8 CONCLUSOES

O presente trabalho foi fundamental para a padronizagéo e consolidacso da
técnica de microarranjos de DNA no Laboratério de Gendmica e Expressao do
Departamento de Genetica e Evolugdo - Instifuto de Biologia - Unicamp. A partir
dos resultados obtidos, outros estudos empregando esta técnica puderam
avaliar a adequaca@o dos protocolos de isolamento e purificacdo dos clones de
suas bibiictecas de DNA para a obtencio de sinais de boa gualidade nos
microarranjos, utilizando para isto material de rato como controle interno dos
experimentos.

No que diz respeitc aos nossos resultados, ficou bastante clara a
inadequagao de bibliotecas de cDNA n3o-normalizadas para a produgéo dos
microarranjos, uma vez que =z alta redundancia dos clones diminui a
possibilidade de detec¢do de genes diferencialmente expressos em qualquer
condigao fisiolégica que mobilize vias metabdlicas distintas daguela presente no
tecido a partir do qual as mensagens foram coletadas para produzir a biblioteca.

No entanto, pudemos confirmar a adequagio desta técnica como um
método de screening de bibliotecas de ESTs, uma vez que, mesmo lidando com
poucos clones Iindividuais, pudemos identificar um gene nao descrito
anteriormente como expresse em miocardio, sinaptopodina-2, que participa da
formacdo de fibras de esiresse em células submetidas a presséo mecanica.

Também foi identificado um gene candidato 2 estudos mais aprofundados, o

gene que codifica para uma proteina precurscra de amildide beta A4 (APPA4).
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7 PERSPECTIVAS

A consolidac@o da técnica de microarranjos de DNA em nosso laboratério
gera grandes possibllidades para o estudo da expressao génica de forma ampla
e simuli@nea. O processo de padronizacdo nos forneceu experiéncia suficiente
para compreendermos a correlaco entre estratégia e adequacio técnica ¢ este
conhecimento sera uma ferramenta valiosa em estudos futuros.

O problema bioldgico investigado no presente trabalho, a progressdo de
hipertrofia ventricular decorrente de sobrecarga mecénica, € de grande interesse
para o entendimento das bases moleculares da hipertensao arterial. A detecgéo
de genes cuja funcdo pode ser relevante ac estabelecimento fenotipico da
hiperirofia miocardica, como sinaptopodina-2, APPA4, MRG15 e TGFDb1, abre a
possibilidade de esiudos mais aprofundados, buscando sua methor
caracterizacdo. Em especial, o gene que codifica para APPA4 pode vir a
constituir objeto de tecnicas robustas de quantificacdo da expressdo génica,
como Northern biot e RT-PCR, de forma a ampliar o time course de indugéo da
hiperirofia mioccardica, além da realizacdo de ensaios de imunocitoguimica e
interacdo profeina-proteina, de forma a analisar ¢ perfil de atividade da proteina.

Como projeto futuro, ampliaremos o uso dos microarranjos, j& corrigindo as
limitacées detectadas no presente trabalho, para avaliar de forma comparativa o
perfii de expressdo génica desencadeado na protecdo miocardica por
precondicionamento isquémico e por compostos quinazolinicos em miocardio de
ratos (Raffus norvegicus) através de protocolos estabelecidos de

isquemialreperfuséo e administraco da droga, respectivamente.
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APENDICE A

E.
Enderego nos . . . .
microarranjos First Hit (Blastn}) Valu | First Hit (Blastx) |E-Value| 3h &h i2h | 48h
Hatlus norvegicus
Alaz LOC312082 0.085  unknown protein 7E-17 | 1245 088 109551 1.03
{LOC312082), mRNA
Rattus sp. cytochrome
oxidase subunit |
miRNA, partial cds; and cytochrome oxidase
Alb2 t{RNA-Ser gene, subunit 1 Mus 2E-41 [ 1298 087 11.115] 105
complete sequance; musculus]
mitochondrial genes for
rmitochondriai products
_ NADHZ
. , dehydrogenase
A1F m;iiig:g?gg:;@ (ubiquinone) (EC | 3E-20 | 1365 | 0.66 | 1205 1.08
1853 chain 2 - rat
rnifochondrion
Rattus norvegicus strain cytochrome oxidase
A1 BN/SsNHsdMCW | subunit Il 4E-48 | 1.01 | 0.55 |0.665 ] 0.2
raftochondrion, iPeromyscus slevini]
complete genome Y
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
At genome, wild-caught | O NG HITS FOUND - 0485 1.01 0.415; 0.06
animal (Copenhagen, '
Denmark)
Ratius norvegicus
tRNA-Trp, tRNA-Alg,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
| e | e esosnrome ¢ oxese
Al subunit | (COX)) gene, | 07 subun;‘;ié&?metopfas 4E-47 | 08 | 073|081 022
complete cds; tRNA-Ser jubatus]
and tRNA-Asp genes,
complele sequence;
cytochrome oxidase
subunit It (COXil) gene,
Rattus sp. cytochrome
oxidase subunit |
mRNA, partiai cds; and cytochrome c oxidase
Atk tRNA-Ser gene, 0 subunit | [Rattus 4E-36 | 1.29 {092 | 1.35 | 1.34
complete sequence; norvegicus)
mitochondrial genes for
mitochondrial products
. cytochrome ¢ oxidase
A%K2 mf;;iii;gg;%gﬁﬁe 0 subunit{ IMus | TE-48 | 1475 | 0.96 | 1.065 1.3
musculus]
Ratftus norvegicus cyiochrome oxidase ¢
A2.a2 IRNA-Trp, tRNA-Ala, G |subunit 1 [Pipistrelius| 5E-29 | 1.34 | 1.06 |1.195| 0.68
tRNA-Asn, IRNA-Cys, abramus]
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and iIRNA-Tyr genes,
complete sequance;
cytochrome oxidase
subunit 1 {COXI) gane,
compiete cds; tRNA-Ser
and (RNA-Asp genes,
complsete sequence;
cytochrome oxidase
subunit H{COXi) gene,
Rattus norvegicus
RNA-Tmp, IRNA-Ala,
tRMNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete sequence; .
; _ |eytochrome ¢ oxidase
A2 53 53§§$§‘§é§§‘;@§ 255 subunit | {Nycticebus | 0.22 | 1.83 | 119 | 155 | 2.44
complele cds; t(RNA-Ser coucang]
and tRNA-Asp genes,
complete seguence:
cytochrome oxidase
subunit It {COXI) gene,
- cytochrome ¢ oxidase
poe3 | RESTONEGICUS o T bunitl [Ratius | 033 | 1915 0.84 1385 1.75
g norvegicus]
Rattus norvegicus strain NADH
BN/SsNHsdMCW dehydrogenase c
A212 mitochondrion, 0 subunit 4 [Rattus 4E-30 1 2.055 067 |1.595) 2.05
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus strain
Ad.a2 D nsaMOW . 18| NOHITSFOUND | - | 142 | 122 | 084 | 185
complete gencme
Rattus norvegicus brain Na++/Ca++
mitochondrial ribosomall 2E- lexchanger-associated
As.b2 protein L17 (Mrpl17), | 46 protein [Rattus 8ED05 | 173 | 1.39 | 167 | 2.35
mRNA norvegicus)
Rat mitochondrial
genome fragment from | 4E- cytochrome b )
Ad.c3 Sprague-Dawley strain| 63 | [Proteles cristatus] TEA7 1159 | 1.38 11,505 1.94
prag ¥
female
Rattus norvegicus simiter {o ribosomal
Adg1 fibosomal protein L6 | 55 pfom*;ﬁ%gﬁgﬁe@ | 5E-32 | 1755 0.99 | 1.94 | 2.38
(Rpi6), mRNA :
norvegicus]
Rattus norvegicus strain NADH
BN/SsNHsdMCW dehydrogenase :
Adg2 mitochondrion, 0 subunit 5 [Rattus 2E-51 171136118451 2.08
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus strain NADH-
Ad.g3 O ohisaMOW | o |denydrogenase (NDI)| 1E-58 | 1.37 | 135 | 1.08 | 2.24
complete genome (att start codon)
Rattus norvegicus - .
comptete mitochondrial| 1E- cytochro_mu © ox1d‘ase
Bi.c2 genome, wild-caught | 19 subunit 1 [Arcyria | 2E-03 | 0.8 | 854 11.075! 0.19
animal {Copenhagen, Cinereal




Denmark)
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
81.d1 genome, wild-caught | 0 NO HITS FOUND - 087510586 1 103 | 088
animai {Copenhagen,
Denmark)
Ratius norvegicus sirain
BM/SsNHsdMCOW cylochrome ¢ oxidase P
Bi.e1 mitochondrion, 0 subunit | [Myoxus giis] GE-31 114851 113 | 1.38 | 1.35
compiele genome
: cytochrome ¢ oxidase
Raftus norvegicus brait | IRt ,
B1.e3 mitochondrial genome 0 summ%i;Rams 4E-25 14 110 10Ras ) 102
norvegicus]
Rattus norvegious strain MADH
BN/SsNHsdMCW dehydrogenase -
B1.f1 mitochondrion, ] subunit 1 [Rattus 2E-19 | 0.645 | 0.55 [ 0.625! 047
compleie genome norvegicus)
Ratius norvegicus strain Chr;;;z?;i téahiip ort
B1.f2 BNSSNHSAMCW 4 B-| o ebacterium | 6.4 | 1785 | 0.8 | 147 | 137
mitochondrion, 04 glutamicum ATCC
i
complete genome 13032]
Ratius norvegicus
tRNA-Trp, IRNA-Ala,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and t(RNA-Tyr genes,
z&rggéie;:ﬁfdr;?é cytochrome ¢ oxidase
- i i 4
Bl.g2 subunit | (COXI) gene, E-07 subunsi{jg&?}emplas 4E-47 11305 1.31 | 1.47 | 0.27
complete cds; tRNA-Ser| J
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit | (COXIH gene,
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
B1.g3 genome, wild-caught | {;ytgfnhrsine ; 2E-38 1.4 1086 088 099
animal (Copenhagen, POMYS Sp.
Denmark)
Rattus sp. cytochrome
oxidase subunit |
mRNA, pariial cds; and cytochrome ¢ oxidase
B1.h2 tRNA-Ser gene, 0 subunit | [Rattus 5E-50 | 085 | 058 1475, 0.47
complete sequence; norvegicus]
mitochondrial genes for
mitochondrial products
Rattus norvegicus strain NADH
BN/SshHsdMCW 3E- dehydrogenase :
B1.h3 mitochondrion, 83 subunit 4 [Talpa 4E-12 1 052 1 0.56 11.355) 0.83
complete genome europaeal
Rattus norvegicus
similar to histone
B2.b1 acetylase complex %57 “”ﬁi‘"’;i‘fme 2E-17 | 1.805 | 1.39 | 1.49 | 1.82
subunit MRG15-1 [Mus P
muscuius] -
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(LOC304987), mRNA

Rattus norvegicus

similar to

similar to synaptopodin| 8E- synaptopodin 2 [Mus
B2.c2 2 [Mus musculus] 87 | muscuius] [Ratius 2E-17 1 158 1081 ) 1.4 | 145
(LOC310842), mRNA norvegicus)
Rattus norvegicus strain NADH
BM/SsNHsdMCW 4f- dehvdrogenass . -
Ba.c3 rmitochondrion, 28 subu};’ziz @g{Raﬁus .E09) 145 1107 1136 178
compleis genome norvegicus]
Rattus norvegicus
AT Pase synthase
subunit 6 mRNA, partial
ods; cyiochrome
oxidase subunit {il
mﬁﬁgﬁ%ﬁpﬁi@ms’ 5E- cWochrome ¢ oxidase
B2.e2 complete sec;uenée 28 subunit 3 [Pan 1E-08 | 043 | 023|045 025
and NADH ’ tragiodytes]
dehydrogenase subunit
Hl mRNA, complete
cds; mitochondrial
genes for mitochondrial
products
myosin heavy chain,
. polypeptide 7; myosin
m}::[iz%shﬂ;;;% ';2; heavy chain, cardigc
B2.g2 polypeptide 7 (Myh?} 0 Imuscle, fetal: myosin,| ZE-52 | 163 | 1.02 | 1.55 | 1.8
MRNA ' heav_ry polypeptide 7,
cardiac muscle, beta
[Raitus norvegicus]
‘ R:;gfﬁi:!;éior _creatine kinase,
B2.i1 mitochondrial creatine 0 Imitochondrial 2 {Mus | 5E-82 | 1.165 | 1.61 | 1.445| 0.66
kinase musculus]
Rattus norvegicus cytochrpme OX'G?SG
B2 k3 . : 0 subunit | [Galaxias | 9E-51 | 0.69 | 1.01 |1.135| 0.76
mitochondrial genome zebratus]
Raiéui\? /ggggggﬁzﬁam mutant ATP synthase
B2 k4 mitochondrion, E-04| subunits [Rattus 2E-12 | 113 | 098 |1.215 0.99
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus
complement C4-iike
B3.c1 protein C41{C4) G NO HITS FOUND - 1.8251 126 | 1.78 | 2.01
pseudogene, partial
sequence
Rattus norvegicus strain
BN/SsNHsdMCW 1E- cytochrome b
B.e2 mitochondrion, 96 [Trich}iechus manatus] 1B-18 1715 1.52 | 1.58 | 1.84
complete genome
Ratius norvegicus
complete mitochondrial
B3.f1 genome, wild-caught | 0 NO HITS FOUND - 1746 109 | 168 | 2.18

animal {Copenhagen,

Denmark}

fe
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Ratius norvegicus 2
BAC CHZ30-197E15
{(Children's Hospital Ab2-051 [Rattus “
B3f2 Oakland Research 0 norvegicus] 9E-51 1 154 1 065 11785 1.51
institute} complete
sequence
et il Cytoohrome
B39 mitochondrion 0 | oxidase §§§_§Raﬁus 2E-35 | 1.245 083 1.440| 1.235
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
B3.k4 genome, wild-caught G | NOHITS FOUND - 145 | 088 [ 1475 1.53
animai (Copenhagen,
Denmark
Rattus norvegicus profyi-tRNA
pyridoxine 5-phosphate synthetase i
B4 a1 oxidase (U91561) £-04 [Caulobacter 0.57 143 | 104 113685 1.72
mBENA crescentus CB15]
Rat mitochondriat MNADH
NADH-dehvdrogenase | dehvydrogenase p
B4.a2 (NDI) gene, complete TE-g2 subunit 1 [Ratius 1E-33 0 13 | 124 11525 15
cds norvegicus]
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
B4.cz genome, wild-caught |3E-17] NO HITS FOUND - 189 1 484 | 183 ] 1.88
animal {Copenhagen,
Denmark)
Glyceraldehyde 3-
Rattus norvegicus d phosphate
ehydrogenase
Glyceraldehyde-3- (GAPDH) (38 kDa
B4.e3 phosphate g BF A-dependent 4E-89 | 1.02 | 1.04 | 114 | 1.32
]
dehydrog;;?a\fs (Gapd), ADP-ribosyiation
substrate) (BARS-
38)
Rattus norvegicus
{RNA-Trp, tIRNA-Alg,
tIRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
o st
B4.i1 subunit | (COXI) gene 2E-77; oxidase subumti 4E-14 | 1.025 ] 1.04 [1.210, 1.32
complete cds; IRNA-Ser [Rattus norvegicus]
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit I (COXI gene,
Ratlus norvegicus
ATPase synthase
n e T PSS | oyctrome
8413 oxédése subunit Hi 0 | oxidase subunitiii 5E-74 | 158 | 111 ] 146 | 189
mRNA, complete cds: [Rattus norvegicus]
tRNA-Gly gene,

compiete seguence,;
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and NADH

HI mRNA, complete
cas; mitochondrial

producis

dehydrogenase subunit

genes for mitcchondrial

Rattus norvegicus
compiete mitochondrial

B4.k1 genome, wild-caught NO HITS FOUND - 131 1 088 /16851 1.38
animal {Copenhagen,
Denmark)
. cyiochrome ¢
C1.63 miﬁigizegiﬁ;?ﬁ . oxidase subunit | | 2E-28 | 1205 | 105 |1.435] 1.2
[Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus 2 ;:ggbab%e ggﬁ:’
BAC CH230-285C2 Irected
(Children's Hospital polymerase (EC
C1.d3 o 2.7.7.49) (clone | 3E-568 | 0.78 | 0.44 |0.935| 0.47
akland Research MH2C) - rat
% %
!an?;g; ;z;? Iete retrotransposon L1
{fragment)
Rattus norvegicus
HRNA-Trp, IRNA-Als
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
coeone s | | esome
C1i.2 : oxidase subunitl; | 2E-46 | 0.965 | 0.82 |1.305! 0.71
subunit | (COXI) gene, COX | [Rattus sp.]
complete cds; IRNA-Ser P
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cylochrome oxidase
subunit it (COXI)) gene,
Rattus norvegicus
complete mitochondrial
C1lg3 genome, wild-caught NO HITS FOUND - 1.2851 0.74 11285 1.38
animal (Copenhagen,
Benmark}
Rattus norvegicus strain NADH
BN/SsNMHsdMCW dehydrogenase
C2.e3 mitochondrion, subunit 4 [Rattus 5E-35 | 0.975 | 069 1295, 1.12
complete genome nervegicus!
Rattus norvegicus
BHE/Cdb tRNA-Lys
gene, partial segquence;
and ATP synthase
| e | s o o
C2.i3 synthase subunit 6 subunit 6 [Rattus | 2E-38 | 0.975 | 043 /1.255] 1.1

(atpB) gene, alpB-b
aliele, mitochondrial
genes encoding
mitochondrial products,

complets cds

norvagicus]




Ratius norvegicus sirain

cytochrome ¢

C3a2 SNSSRHSAMOW | o | oxidase subuntt | 1824 | 0.86 | 0.3 | 0.84 | 05
mitochondrion, [Rattus norvegicus]
complete genoms 9
Rattus norvegicus
mitocchondrial ribosomal
C3al protein L17 (Mrpi17), E-04 | NOHITS FOUND - 1405 105 1.8 | 188
mRNA
. amyicid-bela
Aiod e | | pemsorpron. |
£3.h3 precursor protein (App), b5E-22 §;a§e proteiniong | ZE-80 | 176 | 081 11885 1.79
MRNA soform Mus
musculys]
Rattus norvegicus strain NADH
. BN/SsNHsdMCW dehydrogenase -
L3 mitochondrion, v subu};‘]it-ﬁg{?aﬁus SE-16 11,5251 0.76 |0.978] 13
compiete genome norvegicus}
. Ratius norvegicus
C3.i4 mitochondrial genome 0 | NOHITS FOUND - 1708 148! 124 | 166
Rat;ug ggg;ﬁ?@%%am hypothetical protein
Cd.a2 mitochondrion, 0.084 {ﬁ\;:;iii?es BE-G4 11185 123 | 1.205 158
compliete genome
Ratlus norvegicus sirain NADH
BN/SsMNHsdMCW dehvdrogenase
Di.a2 mitochondrion, 0 subunit 1 [Rattus 2E-27 11255 0.80 | 1.28 | 1.27
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus
ATPase synthase
subunit 8 mRNA, partial
cds; cytochrome
oxidase subunit 1]
E .
e || oportrome
D1.b3 - 0 |oxidase subunitlif 4E-79 | 089 | 071 081 07
complete sequence; [Ratius norvegicus|
and NADH g
dehydrogenase subunit
Hf mRNA, complete
cds; mitochondria
genes for mitochondrial
producis
Rattus norvegicus
tRNA-Trp, tRNA-Alg,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
oo oupess || oycirome
D.dt . 0 | oxidase subunitf, | 4E-42 | 1265 0.77 | 1.55 | 1.51
subunit | (COXI) gene, COX | [Rattus sp.]
complete cds; tRNA-Sey )
and tRNA-Asp genss,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit 1 (COXID gene,
Rattus norvegicus ATP
D1.e2 synthase, H+ 0 Subi;?t"’;éf:f;w 4E-47 | 079 | 022 | 1.02 | 0.94
transporting, !
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mifocchondrial FO
complex, subunit b,
isoform 1 (Atpdi1),
mRNA

Ratlus norvegicus
IRNAT, (RNA-AIS,
HRNA-Asn, (RNA-Cys,
and IRNA-Tyr genes,
complete seguence:;
cytochrome oxidase

cytochrome ¢
oxidase subunit |

D1f subunit 1 (COX1) gene, v fHemiechinus OE-43 | 0.87 | 095 1.26 | 1.13
complete ods; tRNA-Ser auritus]
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
oytochrome oxidase
subunit Il (COXID gene,
Rattus norvegicus clone
RP31-847ASL strain
01.h2 Brown Norway, 1E-08) NO HITS FOUND - 1075, 066 |1.225| 1.25
complele sequence
Rattus norvegicus strain MADH
. BMN/SsNHsdMCW dehydrogenass -
0141 mitachondrion, 1E-62 subu};im [Rattys 3E-11 | 1.07 | 088 | 1255 142
complete genome norvegicus]
Rattus norvegicus
BHE/Cdb iRNA-Lys
gene, partial seguence;
and ATP synthase
tnit 8 (at n
) Suznd mu&aéﬁi‘?g © rutant ATP.
D1t synthase subunit 6 0 isynthase subu_mt 6 3E-40 0835|050 2.115] 0.95
(atp6) gene, atpb-b [Rattus norvegicus]
aliele, mitochondrial
genes encoding
mitochondrial producis,
complete cds
. cytochrome ¢
D1.j2 miﬁiigggegﬁg;e 0 | oxidase subunitli | 9E-40 | 0.57 | 0.67 | 0.58 | 0.82
[Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus ferritin, heavy
. ferritin, heavy polypeptide 1;
D1.j3 polypeptide 1 (Fth1), | ° | Ferritin subunitt | (=04 | 044 | 0684095 | 064
mRENA [Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus
ATPase synthase
subunit 6 mRNA, partial
cds; cytochrome
oxidase subunit il
mRNA, complete cds; ATP synthase FO
D2.a1 tRNA-Gly gene, 0 subunit 6 [Rattus | 2E-21 [ 1505|0768 | 14 | 139

complete sequence;
and NADH
dehydrogenase subunit
it mRNA, compiete
cds; mitochondrial

genes for mitochendrial

norvegicus)
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products

Ratfius norvagicus
IRNA-TD, tRNA-AlR,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and t(RNA-Tyr genes,
complets sequence;
cyiochrome oxidase

cylochrome

02.d1 subunit | (COXI) gene. ;{axidase subunit! | 7E-38 | 0635 0.50 0655 0.78
complele cdg; IRNA-Ser [Rattus norvegicus]
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit | {COXIY gene,
Rattus norvegicus strain
D212 Bﬁ‘éiﬁiﬁiﬁf’v SE-13 NOHITSFOUND | - | 027 | 034 0475 044
complete genome
Ratius norvegicus cytochrome C
02.g1 ; ; 5.E-03) oxidase subunit] | 9E-12 | 1.015 | 043 11125 1.34
mitochondrial genome [Tarsius bancanus]
Ralius norvegicus strain
. BN/SsNHSAMCW cytochrome C
D23 mitochondrion oxzdase subunit! | 4E-19 | 0.58 | 0.81 | 0.89 | 0.09
complete gen on’e e [Tarsius bancanus]
. cytochrome ¢
D2.j2 méiiii233§2§g§§ne oxidase subunit Il | 3E-39 | 155 | 0.65 | 1.225| 1.39
[Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus
tRNA-Trp, tRNA-Alg,
tRNA-Ash, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete sequence;
. cytochrome oxidase ATPase [Ratius -
D2.j3 subunit | (COXI) gene. 2E-38 norvegicus] SE-03 13 [ 075 153 149
complete cds; tIRNA-Ser
and tRNA-Asp genes,
complete seguence;
cytochrome oxidase
subunit I {COXIil) gene,
Rattus norvegicus
complete mitechondrial oxég;ts?eC:L%T:it ’
B3.d3 genome, wild-caught [Mus musculus 3b-48 | 1265 1.11 1 148 | 1.56
animal {Copenhagen, d :
Denmark) omesticus]
Rattus norvegicus :
03 myosin heavy %ha%n, cardiac alpha-
e . myosin heavy chainf 2.8 10451 091 ] 1191 1.34
polypeptide 7 (Myh7), d
MRNA [Homo sapiens]

50




Rattus norvegicus
IRNA-Tro, (RNA-AIZ,
tRNA-Asn, t(RNA-Cys,
and IRNA-Tyr genes,
complete sequence; eviochrome
D32 cytochroms oxidase - o ax;dfse subuniti; | 4E-09 | 067 126 1.025) 0.84
subunit | (COXI1) gene, COX | [Rattus sp.]
complete cds; tRNA-Ser P-i
and tRNA-Asp genes,
compiete seguence;
cytochrome oxidase
subunit i {COXID gene
Ratius norvegicus
IRNA-Trp, tRNA-Alz,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complsete sequence; NADH
cytochrome oxidase dehydrogenase
D3.g2 subunit | {COXI) gene, subunit 4 [Rattus 4E-22 10985 | 1.14 | 114 | 1.27
complete cds; IRNA-Ser norvegicus]
and t(RNA-Asp genes,
complete seguence;
cytochrome oxidase
subunit It (COXIE gene,
Ratlus norvegicus
Transforming growth
DGR factor beta stimulated putative S5E-43 | 1345|0868 | 145 18
cione 22 (Tgfb1i4),
mRNA
Rattus norvegicus
. mitochondrial gene for cytochrome b =
D3.i3 cytochrome b, partial [Rattus norvegicus] 2E-76 | 1.27 1 0.89 1 118 | 1.11
cds
cytochrome
. Rattus norvegicus oxidase subunit 1
D3.i4 mitochondrial genome [Mus muscuius | 5584 | 0.85 | 0.82 1 1.03 | 1.02
domesticus]
ATPase, Ca++
transporting,
cardiac muscle,
Rat stomach non- slow twitch 2;
D4.p2 muscle Ca+2-ATPase sarco(endojplasmic; 1E-41 | 0.525| 063 | 133 | 0.94
mRNA, complete cds raticutum Ca{24)-
dependent ATPase
2 [Rattus
nornvegicus]
Rattus norvegicus cardiac ankyrin
D4.e2 cardiac ankyrin repeat |2E-27] repeat kinase 5E-24 1135512111351 166
kinase {Cark), mRNA [Rattus norvegicus]
Ralstonia solanacearum
. GMIMO00 chromosome,
D4.g3 complete sequence: 0.33 | NOHITS FOUND - 0.765 | 0.86 [1.010] 1.07
segment 12/19
Rattus norvegicus sirain NADH-
Eia2 BN/SsNHsdMCW  |8E-98| dehydrogenase | 2E-14 | 0.945 | 0.74 | 094 | 059
mitochondrion, {ND!) {att start
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complele genome codon)
Rattus norvegicus strain NADH
BN/SshNHsdMCW dehydregenase -
El.a3 mitochondrion, subunitﬁlf[Raﬁus 8E-13 1 026 1032 076 | 04
complete genome norvegicus)
Ratftus norvegicus
complete mitochondrial G;?;;;;Z@jﬁ% |
=142 genome, wild-caughi [Echinosorex 2E-56 106,805 .72 (1.075] 120
animal (Copenhagen,
Denmark) gymnura]
Rattus norvegicus
simiiar to Ubiguitin- - N
conjugating enzyme £2- Szmiigg«:ggu;;i;ﬁm“
E1.1 zspg:ﬁfggggéﬂ' enzyme E2E 3, | 1E-63 | 0.855 | 1.01 | 0.805| 1.47
o . UBC4/5 homolog
{(Ublgquitin carrier ) Danio r ;O}
protein) (LOC295686), (yeast) [Danfo reri
mRNA
Rattus norvegicus
similar to 803 ribosomal
profein L13a rivosomal protein
E1.k4 {Transplantation L13A [Rattus 2E-10 | 0.065 0.05 | 0.35 | 0.23
antigen P188) (Tum- norvegicus)
P188 antigen)
(LOC292895), mRNA
Rattus norvegicus
compiete mitochondrial
E2.d2 genome, wild-caught NO HITS FOUND - (0545 | 0.24 10.745| 0.73
animal (Copenhagen,
Denmark)
Rattus norvegicus sirain cytochrome ¢
BN/SsNHsdMCwW oxidase subunit |
E2.i2 mitochondrion, 4E-10 THemiechinus 4t-06 | 044 | 0.33 | 1.0151 0.83
complete genome ayritus]
Rattus norvegicus strain cytochrome
. BN/SsNHsdMCW oxidase subunit 4
Ez.i1 mitochondrion, 7E-49 [Tricholepidion 2E-11 ] 092 | 046 1 134 | 102
complete genome gerischi]
NADH
, Rattus norvegicus dehydrogenase
E2.j1 mitochondrial genome 2E-78 subunit 2 [Rattus 9B-29 1 026 | 021127 | 033
norvegicus)
Rattus norvegicus
Phosphorylase,
E3.d2 glycogen; muscle [1E-78] NO HITS FOUND - 06 | 0583082082
{(McArdie syndrome)
{Pygm)}, mRNA
Rattus norvegicus
complete mitochondrial cytochrome ¢
E3.d3 genome, wild-caught Oxidase subunit! | 3E-11 | 1.085 | 1.00 1 154 | 1.23
animal {Copenhagen, [Rattus norvegicus]
Denmark)
Rattus norvegicus strain cytochrome ¢
E3.el BN/SsNHsdMCW  |2E-55! oxidase subunit1 | 2E-04 | 0.9 | 0.82 | 1.055| 117
mitochondrion, [Nucras tesseillatal
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compiate genome

Ezf2

R.rattus mRNA for
alpha-actin cardiac
protein

4E-38

alpha-smocth
rmuscie actin

7E-18

0.608

0.38

0.79

0.79

B3y

Ratius norvegicus
ATPase synthase
subunit 8 mRNA, partial
cds; cytochrome
oxidase subunit 1]
mRNA, complete cds;
RNA-Gly gene,
compleie sequence;
and NADH
dehydrogenase subunit
Il mRNA, complete
cds; mitechondrial
genes for mitochondrial
prodiucts

TE-40

mutant ATP
synifase subunit 8
{Rattus norvegicus]

BE-03

1.645

0.83

1.485

1.45

E3.1

Rattus norvegicus
LOC295044
(LOC295044) mRNA

NO HITS FOUND

1.08

0.74

-y
Pk
-}

1.24

E4.b1

Raltus norvegicus sirain

BM/SsNHsdMCOW
mitochondrion,

complete genome

4E-90

cytochrome ¢
oxidase subunit i
[Rattus norvegicus]

3E-12

1.345

0.98

1.26

E4.bZ

Rattus norvegicus
tRNA-Trp, tRNA-Ala,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subuniti (COXI) gene,
compiete cds; tRNA-Ser
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit I ({COXI) gene,

1E-47

[Rattus norvegicus]

cytochrome
oxidase subunit |

3E-23

0.93

1.00

0.815

1.28

Ed.eZ

Rattus norvegicus
IRNA-Trp, tRNA-Ala,
tRNA-Asn, tIRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
compiete sequence;
cytochrome oxidase
subunit | ({COXI) gene,
complete cds; tRNA-Ser]
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit I1 {COXID gense,

2E-80

[Rattus norvegicus]

mutant ATP
synthase subunit 6

2E-18

0.915

0.88

0.78

E4.12

Rattus norvegicus
simitar {o franscription
factor-like 1 [Mus
musculusi

TE-55

(LOC310861), mRNA

NO HITS FOUND

1.585

1.525

1.76




Ratius norvegicus strain
E4j3 Siﬁ;ﬁﬁjiﬁw NOHITSFOUND | - | 174 | 122 |1.555| 16
compiete genome
Ratius norvegicus
similar to Tryptophanyi-
iRNA synthelase trypiophany-tRNA
E4.k2 (Tryptophan-tRNA  |2E-38. synthetase [Mus | 2E-27 | 0.75 | 102 |1.135] 149
igase) (TRPRS) musculus]
{IFP53) (hWRE)
LOC314442) mBNA
Hattus norvegicus 7
BAC CH230-309G3 hypothetical protein
F1.a3 g;:g:g ;;S{gigj XP_299777 [Homa| 97 | 0.225| 067 | 0.34 | 0.53
institute) complete sapiens]
sequence
Rattus norvegicus ATP
synthase, H+
transporting,
Fib2 raitochondrial F1 ATPase beta, F1 | 6E-32 & 1.04 | 033 1.015 1.06
complex, beta
polypeptide {Atp8b),
mRNA
Rattus norvegicus strain
| BN/SsNHsdMCW Cytochrome
F1.i3 mitochondrion oxidase subunit il 2E-42 | 1.09 | 0.59 | 1.03 | 4.88
complete genome [Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus af;z ;{ggaﬁir
F1.i4 ;;g%?;“g{?;:;gﬁ; isoform, 2E-44 | 05 | 045|065 137
mitochondrial
(AtpSat), mRNA precursor
Rattus norvegicus
compiete mitochondrial ngggg;ﬁgjﬂ; |
F2.b2 genome, wild-caught [Gymnothorax 2E-26 | 09 | 035 |0.085] 097
animal (Copenhagen, yiddako]
Denmark}
Rattus norvegicus clone
RP31-446A15 strain Aat114 [Rattus
F2.d3 Brown Norway, 5E-25 norvegicus] BE-07 110451 07511181 1.3
complete sequence
Rattus norvegicus 14
BAC CH230-186B23
{Children's Hospitai ) Az1114 [Rattus :
F2.f1 Oakland Research 2E-30 norvegicus] 4E-05 10685 032 |0.745] 0.96
institute} complete
sequence
Rattus norvegicus
IRNA-Trp, tRNA-AIg,
IRNA-Asn, IRNA-Cys, cytochrome ¢
and tRNA-Tyr genes, oxidase chain |
F2.h complete sequence; IMesocricetus 0.01 11210441 1.16 | 1.48
cytochrome oxidass zuratus]
subunit{ {COXI gene,
compigie cds; tRNA-Ser
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and (RNA-Asp genes,

complete sequence;

cylochrome oxidase
subunit § (COXI) gene,

Rattus norvegicus strain

. BN/SsNHsdMCW Myosin IC heav
F2.i3 itoehondrion, YOS TS Eo3 10855 029 | 0.91 | 069
complete genome
Ratius norvegicus
Protein phosphatase 1,
F2.i4 catalytic subuni, NO HITS FOUND - 0.545 1 0.27 10815 085
gamma isoform 1
{(Pppicc), mRNA
Rat stomach non- sar?ofindogagiuc
F3.62 muscle Ca+2-ATPase j:;sgi::j[a e | 3E04 | 074 | 068 0595 1.04
mENA, complete cds :
norvegicus
Rattus norvegicus strain
BN/SsMHsdMOW cytochrome b _
Fl.c2 mitochondrion, [Rattus norvegicus] 25-39 ) 048 0.39 1 032 ] 0.38
complete genome
Rattus sp. cytochrome
oxidase subunit ]
mRNA, pariial cds; and cytochrome ¢
E3.4d2 tRNA-Ser gene, oxidase subunit! | 7E-33 1 0.815| 0.89 11.345! 1.21
complete sequence; [Rattus norvegicus]
mitochondrial genes for
mitochondrial products
Rattus norvegicus
mitcchondrial
F3.g2 cytochrome B gensg; cytochrome b 9E-33 | 0.765 | 1.04 [1.115] 1.14
Pro-, The-, Glu-tRNA
genes; and URFS
Rattus norvegicus strain
. BN/SsNHsdMCW Myosin IC heavy
F3.j3 mitochondrion, chain E-03 08950711096 | 0.83
complete genome
Ratius norvegicus
complete mitochondrial deh ngofnase
F3.k1 genome, wild-caught Subu{;%t ég[Rams 3E-05 | 1.345 | 0.67 | 1.08 | 113
anima! {Copenhagen, ;
Denmark) norvegicus]
rv
BN SNt cytochrome
F3k4 mitochondrion oxidase subumt iy 5E-51 | 0.755 1 0.60 | NA | 0.95
complete gen orx:}e [Rattus norvegicus]
Rattus norvegicus
Phosphorylase,
Fadz glycogen; muscle NO HITS FOUND - 071 10751098 1.1

{McArdle syndrome)

{(Pygm), mRNA
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Rattus norvegicus
complete mitochondrial

cytochrome b
iMicrotus

F4f2 agir;s;?(eégf;giaat;g;t 0 rossiaemeridionalis 2E-20 108251078 1.2 | 1.37
Denmark) ]
Rattus norvegicus strain cytochrome ¢
Fa.g1 PRISSRASCMON | o | oxidase subunitl | 6E-18 | 0.88  0.84 | 1.006! 1.26
complets genonj%e iRattus norvegicus)
Fattus norvegicus gene i F1D8.26~u
Myosin light chain 3, nknown protein _
Fa.g3 atkaill, cardiac veniriclas 0 [Arabidopsis 1E-38 | 068 1 076 089 1.02
(Myl3), mRNA thalignal
Rattus norvegicus
ATFase synthase
subunit & mRNA, partial
cds: cytochrome
oxidase subunit H
mRNA, compilete cds;
. {RMNA-Gly gene, ATPase [Rattus " )
Fd.i3 Cgmp;e;egzg‘;fﬁ%; 0 norvegicus] TED4 D 139 080113850 178
an
dehydrogenase subuni
Hl mRNA, complete
cds; mitochondrial
genes for mitochondrial
products
ATPase, Ca++
. transpoerting,
Rf;lgazgwgagﬁj s cardiac muscie,
F4j4 ransporting, cardiac | 0 | SOWIMIN2 | ae 45 | o067 049 077 | 08
muscle, siow twitch 2 sarco/endopiasmic
(At 2’32} MmRNA reticulum Caz+-
peas) ATPase 2 [Mus
musculus]
Ratius norvegicus
{RNA-Trp, tIRNA-Ala,
tRNA-Asn, {RNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete seguence;
. cytochrome
F4.k3 Sgﬁﬁg‘?@gggﬁi 0 | oxidase subunit! | 3E-65 | 1.245| 0.91 | 1.08 | 1.18
complete cds; tRNA-Ser| [Rattus norvegicus]
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cvtochrome oxidase
subunit i (COXID gene,
Rattus norvegicus golgi
cytochrome
G1.b1 SNﬂfgnzggfﬁt‘(’ég‘;ﬂ?'exg.Ewos oxidase subunit 1 | 2.6-08 | 0.93 | 0.87 |1.125| 156
mRNA : [Echinops telfairi]
Rattus norvegicus 7
BAC CH230-300G3 RIKEN cDNA
G1i.c? {Children’s Hospital 5.E-06 9030605E16 [Mus | 2E-12 | 0.155 | 0.75 1 0.155] 0.82
Oakland Research muscuius]

institule) complete
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sequence

Rattus norvegicus ATP
synthase, H+
transporting,

G1.d2 mitochondrial F1 NO HITS FOUND - 05 034 0885 082
complex, beta
colypeptide (Alpsh),
mRMNA
Ratlus norvegicus maicor beta-
&1 .1 hemoglobin beta chain hes’é’m %ai;‘rz 1BE-54 1 1335 076 |1.4251 1.48
complex {Hbb), mRNA gioni
MADH
Rattus norvegicus dehydrogenase
G1h3 mitochondrial genome subunit 2 [Rattus 4E-50 | 1275 085 | 118 16
norvegicus;
G2.a1 gzﬁza;t:?eﬁ;‘r;?‘}g;z;?ﬁe “3605 teniaiss | 45 | 051 048 0855 0.58
= transaminase 2 {Got2), ! k}ép ees ‘ : ) bt B
MRNA gambiae]
Rattus norvegicus golgi NADH
SNAP recepior complex dehydrogenase ) Y
Gz.c1 member 1 {Gosr1}, subunit 2 [Rattus 4E-41 10.795| 0.88 | 111 | 0.93
mRNA norvegicus]
Rattus norvegicus cytochrome b
G2.ef rmitochondriat genome [Rattus norvegicus] 3E-12 | 0.59 | 0.53 11230 0.77
Ratius norvegicus
ATPase synthase
subunit 6 mRNA, partial
cds; cytochrome
oxidase subunit il
mﬁgﬁggg‘;p;zt:ecds; ATPaS‘e synthase
G2.e2 complete sequence: suiiz;\afeeiii?us 4E-12 | 18350968 | 141 | 1.86
and NADH g
dehydrogenase subunit
I mRNA, complete
cds; mitochondrial
genes for mitochondriaf
products
Rat mitochondrial NADH
NADH-dehydrogenase dehydrogenase :
G2.91 {ND1) gene, complete subunit 1 [Ratius 4E-48 | 0.585 ) 0.72 |0.525) 0.59
cds nervegicus]
R.ratius mRNA for
G2.g3 aipha-actin cardiac alpha-muscle acting 8E-72 | 087 | 0685 0.9 | 1.05
protein
NADH
. Rattus norvegicus dehydrogenase
G2.j1 mitochondrial genome subunit 4 [Rattus 1.E-08 | 1.055 089 | 1.015 1.08
norvegicus)
Ra{;“@gggﬁgﬁ%@?’“ hypothetical 18K
G2k protein - goldfish 066 | 0775, 0.86 09815} 0.85

mitochondrion,

complete genome

mitochondrion
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. ORF2 consensus
§ :étuﬁs};@;gefg;c;; é seguence encoding
(Children's Hospital endonuciease and
3.a2 Oakland Research 3.E-02 reverse TE-63 | 1185 0.86 |0.905] 145
. transcriptase minus
institute) compiate .
sequence RNaseH {Ra{ms
novegicus
Rattus norvegicus sirnilar o
similar to hypothetical hvoothelica! protein
33c2 protein MGC2ZB083 8 MGC28083 [Mus | 4E-83 | 074 | 112 | 052 | 080
{Mus musculus) musculus] [Rallus
(LDC2866854), mRNA norvégicus]
Rattus norvegicus
IRNA-Trp, tRNA-Alg,
RNA-Asn, tRMNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
compiete sequence;
cytoghrome gxidasz gytochrome ©
G3.e1 . 0 oxidase subunit! | 3E-51 | 129 | 087 | 1400 1.33
subunit { (COXI) gene, [Rattus norvegicus]
compiete cds; IRNA-Se fvegicus]
and tRNA-Asp genes,
compiete sequence;
cylochrome oxidass
subunit i (COX1) gene,
Rattus norvegicus
IRNA-Trp, IRNA-Alz,
{RMNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete sequence; cylochrome
cytochrome oxidase oxidase subunit I;
G3h2 | subunit | (COXI) gene, [2E™43| COX1 [Platynereis| SE-10 | 1675 1.03 | 1.51 | 1.73
complete cds; (RNA-Ser dumerilii}
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit it (COXI) gene,
Rattus norvegicus
RNA-TTp, IRNA-Alg,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complete sequence; NADH
: cytochrome oxidase dehydrogenase
Ga.ii subunit 1 {COXI) gene, 0 subunit 4 [Rattus 2E-49 11.045) 0.93 11.255) 1.4
complete cds; tRNA-Ser norvegicus}
and tRNA-Asp genes,
complete sequence;
cytochrome oxidase
subunit I {COXIH gene,
Rattus norvegicus golgi NADH
. SNAP receptor complex dehydrogenase
G313 member 1 (Gosr1), subunit 2 [Rattus 1E-03 10295) 021 029 0.3
mRNA norvegicus)
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35402

Rattus norvegicus
ATPase synthase
subunit & mRNA, partial
cds; cytochrome
oxidase subunit H#l
mRNA, complete cds;
RNA-Gly gene,
complete seguence;
and NADH
dehydrogenase subunit
H mENA, complete
cds; mitochondrial
genes for mitochondrial
products

ATPase subunit 8
[Rattus norvegicus]

4E-19

a7

0.73

0.89

0.56

Gd.e2

Ratlus norvegicus
smooth muscle-specific

dehydrogenase type 3
{(LOCB4013), mRNA

17 beta-hydroxysteroid | 3E-28

smooth muscie-
specific 17 beta-
hydroxysteroid
dehydrogenase
type [Rattus
novegicus!

1.27

1.51

1.78

G411

Ratius norvegicus
euraryotic ranslation
elongation factor 1
alpha 1 (Eef1al),

mRENA

2E-52

ENSANGPG000001
0498 {Ancpheies
gambiag]

4E-13

1.215

0.98

1.38

1.38

G4.g3

Rattus norvegicus
simitar fo hypothetical
protein LOC51081
[Homo sapiens]
(LOC302899) mRNA

NO HITS FOUND

1.08

0.61

1.27

1.35

G4.h3

Ratius norvegicus
mitochondrial gene for
cytochrome b, partial
cds

NO HITS FOUND

1.315

1.09

1.465

1.75

H1.b3

R.ratius mRNA for
aipha-aclin cardiac
pretein

similar to alpha 2
actin {Bos taurus]

1E-18

0.70

1.07

0.44

H1.i3

Ratius sp. cytochrome
oxidase subunit |
mRNA, partial cds; and
i{RNA-Ser gene,
complete sequence;
mitochondrial genes for
rnitochondrial products

cytochrome ¢
oxidase subunit |
[Ratius norvegicus]

4E-78

1.33

0.585

1.335

0.85

H1j1

Rattus norvegicus
tRNA-Trp, tRNA-Ala,
tRNA-Asn, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
compiete sequence;

cytochrome oxidase
subunit | {COXI) gene,
complete cds; tRNA-Ser
and tRNA-Asp genes,
compiete sequence;
cytochrome oxidase

subunit 1 (COXID) gene,

NADH
dehydrogenase
subunit 4 {Ratftus
norvegicus]

2E-37

0.83

0.62

3.345

12
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Rattus norvegicus
complete mitochondrial
HZ.a2 genome, wild-caught NO HITS FOUND - 0.95 | 089 |1.135] 1.13
animal {Copenhagen,
Denmark)
Rattus norvegicus
similar to Retrovirus-
H2.c1 retated POL polyprotein 5E-53) NO HITS FOUND - 0.395 | 0.51 G870 075
{(Endonucieass)
(LOCZO5110), mRMNA
Rattus norvegicus strain
BN/SsNHsdMCwW
H2.c2 mitochondrion, 1E-22! NO HITS FOUND - 087 1105 09 1 114
compiete genome
Ratius norvegicus NADH
eukaryolic initiation dehydrogenase u
Hz.g2 factor 5 (slF-5) (Eif5), subunit 1 [Rattus 2E-28 1265 2.36 | NA | 1.09
mRNA norvegicus]
) oytochrome ¢
H2.93 m;ﬁgﬁggﬁﬁg; . oxidase subunit! | 9E-80 | 1365 | 115 | 145 135
[Rattus norvegicus]
Rattus narvegicus froponin |, cardiac
HZ. troponin 1, type 3 Mus muzscuias} 7E-35 1058551089 097 | 124
{Tnni3, mRNA t
Rattus naweg§w§ zﬁﬁ};c;imc:;agg
H2.i1 myesin heavy chain, muscle alpha | 2.5-05 | 095 | 056 | 0.97 | 121
polypeptide 6 (Myhs), .
MRNA isoform (MyHC-
alpha)
Rattus norvegicus
mitochondrial gene for cytochrome b
H3.a1 cytochrome b, partial [Rattus norvegicus] 3£-30 | 0695 0.59 1 1.225/ 1.04
cds
orv T
Ra%”@émﬁii?&%?@am Cytochrome
H3.g2 . ) oxidase subunit1 | 1E-37 | 142 | 098 | 144 | 123
mitochondrion, [Mus musculus]
complele genome
Rattus norvegicus strain
BN/SsNHsdMCw ;
H3.e2 mitochondrion, 3E-28) NO HITS FOUND - .63 | 058 | 0.215] 0.04
complete genome
Rattus norvegicus
complete mitochondrial unnamed protein
H3.g2 genome, wild-caught product [Mus 9.£-06 {1015 087 | 0.83  1.27
animal (Copenhagen, muscuiusg]
Denmark)
. cytochrome ¢
H3.h3 miﬁﬁﬁgﬁ;‘f@%‘ggﬁne oxidase subunit! | 2E-64 | 1.05 | 113 | 145 | 1.17
[Ratius norvegicus]
Rattus norvegicus
myosin heavy chain, myosin heavy chain
F3.k1 polypeptide 7 (Myh7), slow [Bos taurus] 28-35 | 10251 0.70 1 057  1.58
mRNA
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Rattus norvegicus
IRNA-Trp, IRNA-AlS,
IRNA-Ash, tRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
complate sequednce; cytochrome
cyiochrome oxidase el = . b
H4 .31 subunit | (COXI) gene, 1E-78 gx;fase subur_‘aai.i ‘ 5E-Z3 1 1455 134 1 162 1 188
complete cds; IRNA-Ser [Ratius norvegicus]
and tRNA-Asp genes,
complete ssquence;
cytochrome oxidase
subunit | {COXID gene
Rattus norvegicus
IRNA-Trp, IRNA-Ala,
RNA-Ash, IRNA-Cys,
and tRNA-Tyr genes,
compiete sequence, cytochrome ¢
cytochrome oxidase oxidase subunit | .
Ha a2 subunit  {COXH gene, 0 [Orycltolagus TE-29 | 143 1 143 | 149 | 1.57
complete cds, IRNA-Ser cuniculus]
and (RNA-Asp genes,
complete sequence;
cylochrome oxidase
subunit i (COXH) gene
Rattus norvegicus cytochrome ¢ . o
H4.c3 . . 0 oxidase subunit! | 2ZE-76 | 1.06 | 1.58 |1.315| 1.38
mitochondrial genome [Rattus norvegicus]
Raftus norvegicus ATP
synthase, H+
transporiing, ATP synthase beta
H4 1 mitochondrial F1 TE-80 chain, BE-16 | 121 | 147 | 155 | 1.78
complex, beta mitochondrial
polypeptide (Atp5b},
mENA
Rattus norvegicus
complete mitochondrial cytochrome
H4 12 genome, wild-caught |1E-89| oxidase subunit! | 2E-19 | 148 | 1401 141 | 173
ammai {Copenhagen, [FPicoides mixtus]
Denmark)
Rattus neorvegicus 18
BAC CH230-71N8§ gene_id:F1D8.26~u
(Children's Hospital nknown protein
H4.g3 QOakland Research 16 [Arabidopsis 28171 151 118 11.420] 1.38
Institute} complete thalianal
sequence
similar to NADH2
Rattus norvegicus dehydrogenase
NADH ubiguinone {ubiguinone) (EC
H4.h1 oxidoreductase subunit| 0 | 1.6.5.3)complex! | 4E-38 | 1578 114 | 1485] 1.92
(IP13) gene, complete 13K-A chain
cds precursor - rat [Mus
musculus]
) cytochrome ¢
H4.h3 m?@fﬁﬁgggiﬂ;g?ﬂ | O | oxidesesubunit! | 1E-75 | 1.135 | 159 |1345 14
iRatius norvegicus]
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Rat mitochondrial 1 NADH [ | 2
) MADH-dehydrogenase | dehydrogenase |
Ha.i2 {NDI} gene, complate 0 ] subunit 1 [Raltus 1E-43 | 1165 | 1.08 j 1231145 |
cds i norvegicus]




APENDICE B

Endereco

no rearranjo First hit {(Blastn) E-value First hit {(Blasby) Ewvalue 48h
RHattus norvegicus 19 cytochrome ¢ oxidase
AZI10 apoptosis repressor with ' subunit | [Rattus 8,00E-10 492
CARD (ARC), mRNA norvegicus]
. similar to hypothetical
Ratlus NOVEGICUS | 2608 | protein MGC2628
H2 o1 apoplosis repressor with A 7.5 1.85
CARD (ARC) mRNA [Homo sapiens] [Mus
' musculus]
. ATPase synthase
51
Ad.e Raﬂgsgf;zgézzz xf‘;g ase| 2651 | Gubunit6 [Raftus | 1.00E-08 | 3.5
Y norvegicus]
Rattus Norvegicus Strain
H3.01 CH230-62B6 BAC, 1o [ENISANGPO00000108S |, 1,63
BN/SsNHs/MCW [Anopheles gambiae]
: COG4133 ABCHyps
fransport sysiem
- . involved in cytochrome
Cact | EMSTONEGOLS ZBAC| 1804 | Chiogenesis, ATPase | 76 3.47
component
IHaemophilus somnus
129PT]
Ratius norvegicus tRNA- .
. Trp, tRNA-Ala, tRNA-Asn, | 4e-04 | CYiochrome c oxidase
02,110 tRNA-Cys, and tRNA-Tyr subunit | [Gambusia 0,18 1.37
genes, complete sequence; affinis]
Raftus norvegicus tRNA- .
) ) . cytochrome ¢ oxidase
B4j10 Eg;;}ﬁ;?s ﬂiati‘RNNAAfg} 1985 | “Subunit 1 [Odobenus | 1,00E-06 |  4.61
genes, compiete seguence; rosmarus rosmarus]
. - simifar to actin gamma,
Higt |RafS nomegious simlartol 3605\ oy toskeletal - rat [Mus | 6,00E-08 |  1.73
2ipna, musculus)
Ratius norvegicus similar to similar to
LAF-4 protein (Lymphoid 59 fransmembrane
Az.ct nuciear protein related to receptor [Oikopleura 6.7 3.68
AF4) (LOC3683220), mRNA dioica]




