Uma nova perspectiva para o estudo da Sindrome de QT longo: geracéo
de células-tronco pluripotentes induzidas paciente-especificas
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Introdugéo: A Sindrome do QT Longo (SQTL) é uma canalopatia cardiaca
genética, de carater familiar, com presenga marcante de morte subita por
arritmias ventriculares em pacientes com coragao estruturalmente normal. O
processo de reprogramacao celular a partir de células somaticas de pacientes
SQTL permitira o estudo da fisiopatologia da doenga e de sua resposta
especifica a drogas, abrindo caminhos para a medicina personalizada. O
objetivo deste trabalho € a geragéo de células-tronco pluripotentes induzidas
(iPS) paciente-especificas a partir de sangue periférico utilizando vetores
virais contendo os fatores de transcricdo OCT4, SOX2, KLF4 e c-MYC.
Métodos: Amostras de pacientes com suspeita clinica de SQTL foram
genotipadas para mutacdes nos genes KCNQ1 e KCNH2. Isolamos células
mononucleares de sangue periférico (CMSP) de doadores saudéaveis e de
pacientes com confirmagéo genética de SQTL. CMSP foram cultivadas em
meio de expansao especifico para enriquecimento em eritroblastos. A
coexpressdo de CD36 e CD71 foi avaliada por citometria de fluxo e realizada
a transdugdo com virus Sendai, (um virus de RNA nao-integrante contendo os
fatores de transcricdo OCT4, SOX2, c-MYC e KLF4). Ap6s 21 dias as
primeiras coldnias de iPS geradas foram selecionadas, expandidas e
genotipadas. O perfil pluripotente das iPS foi avaliado por RT-PCR

e citometria de fluxo. A euploidia das iPS foi avaliada por cariotipagem.
RESULTADOS: Foram reprogramadas 4 amostras, obtendo-se duas
linhagens de doadores saudaveis e duas de pacientes com SQTL tipo 2
portando a mutacéo ¢.1600C>T . A presenca de progenitores eritdides com a
dupla-marcacao para CD36 e CD71 foi quantificada por citometria de fluxo
apos 12 dias de cultivo, onde obtivemos 90,28 + 3,81% (n = 6). As col6nias
apresentaram uma morfologia iPS-like e surgiram entre os dias 15 e 20 ap6s
a transducgéo. As iPS apresentam 46 cromossomos, expressam mRNA
(OCT4, NANOG, SOX2, KLF4, DNMT3B, REX1, GDF3, TERT, Lin28 e
NODAL) e proteinas relacionados ao perfil pluripotente (OCT-4, SOX-2,
NANOG, TRA1-60 e TRA1-81). CONCLUSAO: A coleta de apenas uma
pequena amostra de sangue periférico mostrou-se suficiente para a geracao
de iPS com cariotipo normal e caracteristicas de células pluripotentes. Os
proximos passos serdo diferenciar as iPS em cardiomidcitos para a realizagdo
de estudos de modelagem do SQTL in vitro comparando as respostas
efetrofisioldgicas a diferentes drogas nos cardiomioctios paciente-especificos
gerados.



