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Objetivo Principal:

As doengas cardiovasculares sao a principal causa de mortalidade a nivel mundial.
Contrariamente a outros 6rgaos, o coragao de mamiferos adultos tem uma capacidade
regenerativa muito limitada apos lesao, sendo que a reparagao ocorre tipicamente através da
formacao de um tecido fibrotico com reduzida capacidade contractil. Apos lesao, os
fibroblastos cardiacos diferenciam-se em miofibroblastos, células caracterizadas pela
expressao de proteinas contracteis como a subunidade alfa da actina do musculo liso (alfa-
SMA), que contribuem para preservar a integridade funcional e estrutural do miocardio. No
entanto, a persisténcia prolongada destas células e a deposicao excessiva de proteinas da
matriz extracelular, particularmente colagénio, conduzem a um endurecimento da parede do
coragao e, consequentemente, a uma deterioragao da fun¢ao cardiaca. Apesar de avangos
recentes, um tratamento eficaz para prevenir e/ou inverter o processo de fibrose cardiaca
nao esta ainda disponivel.

Os microRNAs (miRNAs) sao pequenos RNAs nao codificantes que regulam a expressao
génica a nivel pos-transcricional. Estudos recentes tém evidenciado que os miRNAs controlam
diversos aspectos relacionados com doengas cardiovasculares, incluindo remodelagem e
fibrose cardiaca. Embora alguns miRNAs tenham ja sido implicados nestes processos, uma
andlise sistematica e abrangente do papel funcional dos miRNAs na fibrose cardiaca
permanece por realizar.

Este projecto aborda este importante problema bioldgico e clinico através da realizagao de
um screening funcional de larga-escala em fibroblastos cardiacos primarios humanos,
utilizando bibliotecas de mimics e inibidores de miRNAs correspondentes a totalidade do
genoma humano (2588 miRNAs). A avaliagao da diferenciagio de fibroblastos em
miofibroblastos e proliferagao tera por base uma analise de microscopia high-content baseada
no conteudo em proteina alfa-SMA e incorporagao de EdU. Os hits deste screening primario
serao validados em ensaios secundarios focados na deposicao de colagénio. Considerando os
resultados preliminares, a experiéncia anterior e a literatura actual, espera-se que estas
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abordagens conduzam a descoberta de um nimero substancial de miRNAs com papéis crucias
no processo de fibrose cardiaca.

A identificagao e caracterizagao dos alvos moleculares dos miRNAs seleccionados implicara
uma combinagao de abordagens de bioinformatica (ex. predicio de zonas de ligagao de
miRNAs) e experimentais (ex. analise de transcriptomica, screening com siRNAs,
imunoprecipitagio de miRISC, reporteres de luciferase). Finalmente, o efeito da modulagao
in vivo dos dois miRNAs mais promissores sera avaliada em modelos relevantes de fibrose
cardiaca.
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Usando esta abordagem sistematica e imparcial, é expectavel que novos factores, nao
previamente envolvidos na biologia de fibroblastos, venham a ser identificados, o que ira
contribuir para expandir o conhecimento actual na area, e revelar novas oportunidades para
intervencao terapéutica.
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