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RESUMO 

 

As síndromes talassêmicas compreendem um grupo heterogêneo de doenças hereditárias 

em que existe uma redução no ritmo de síntese de uma ou mais cadeias polipeptídicas da 

hemoglobina. Nas talassemias β ocorre a supressão total ou parcial da produção de cadeias 

β. O estado homozigótico da maioria das variantes genéticas da talassemia β produz o 

quadro clínico da talassemia maior. Esses pacientes apresentam acentuada anemia e 

necessitam de transfusões sanguíneas regulares para sobreviverem. Os indivíduos 

heterozigotos para a talassemia β apresentam, com raras exceções, apenas discreta anemia. 

Existem ainda alguns quadros clínicos não tão graves quanto à forma homozigótica 

clássica, geralmente não dependem de transfusões, que são denominados de talassemia 

intermediária. Os genes responsáveis pela síntese das cadeias da β globina estão 

organizados em um cluster localizado no braço curto do cromossomo 11. Quase 200 alelos 

de talassemia β já foram caracaterizados. Destes, 125 representam mutações pontuais em 

regiões funcionalmente importantes do gene, uma de particular interesse ao nosso estudo, é  

a mutação Cd 39 (C→T). Este trabalho teve como objetivo analisar o perfil global de 

expressão gênica de células CD 34+ de pacientes com talassemia β, portadores da mesma 

mutação genética (Cd 39), mas com evoluções clínicas distintas, maior e intermediária, 

pelo método de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression). Foram gerados  2718 

trancritos únicos para o perfil de talassemia β intermediária e 3052 para o perfil de 

talassemia β maior, os quais foram classificados como genes identifcados, no matches, 

ESTs e outras sequências preditas e anotadas. As expressões de 14 genes foram 

quantificadas pela reação em cadeia da polimerase em tempo real nas amostras de células 

CD34+ dos pacientes talassêmicos intermediário e maior, com intuito de validar os 

resultados obtidos pelo SAGE. As expressões foram concordantes em 57,14% dos genes 

(ABCB10, APEX1, APOC1, EYA3, HMBS, OAZ1, SRGN, TAGLN2) e discordantes nos 

demais 42,85% (EIF5a, GRIN2C, HMGB1, NAE1, PCBP2, RAD23B). Quando ambos os 

perfis foram comparados entre si, 42 transcritos foram ditos como diferencialmente 

expresso (p<0,05). A análise funcional comparativa dos 42 transcritos diferencialmente 

expressos foi realizada de acordo com o Gene Ontology Consortium afim de obtermos a 

classificação funcional destes transcritos. Em conjunto, os resultados podem colaborar na 

  xi 



identificação de transcritos importantes,  que possam  auxiliar na melhor compreensão da 

fisiopatologia desta doença e desempenhar papéis moduladores no fenótipo em  talassemia 

β. 
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ABSTRACT 

 

Thalassemia syndromes are a heterogeneous group of hereditary diseases in which there is 

a reduction in the synthesis of one or more hemoglobin chains. In β-thalassemia there is a 

reduction or total suppression of the expression of β globin genes. The homozygous state of 

most β-thalassemia genetic variants produces the clinical evolution of thalassemia major. 

These patients present severe anemia and require regular blood transfusions in order to 

survive. Heterozygous individuals present, with exceptions, discret anemia. There are some 

clinical evolutions that are not as severe as the classic homozygous form, which are often 

blood transfusion independent, named β-thalassemia intemedia. The gene responsible for 

the synthesis of β the globin chain is arranged in a cluster located on the short arm of 

cromossome 11. Nearly 200 β-thalassemia alleles have been characterized. Of these, 125 

represent mutations in functionally-important regions of the gene. A nonsense mutation, ie 

base substitution, which introduces a premature stop codon, destroying the normal reading 

and interfering in mRNA translation, is of particular interest to our study, especially the Cd 

39 mutations (C→T). The aim of this study was to evaluate the global gene expression 

pattern of CD34+ culture cells from patients with β-thalassemia, carrying the same genetic 

mutation (Cd 39) but with different phenotypes (major and intermedia), using Serial 

Analysis of Gene Expression (SAGE). Two SAGE profiles were gerated: INT and MAIOR. 

Comparison of the 2718 an 3052 distinct tags from the INT and MAIOR profiles, 

represented by identified trnacripts and novel tags, 42 tags demonstrated with a differential 

expression at a statistically significant level (p<0,05) and corresponded to known genes, 

ESTs or no matches. The expression of 14 genes was further investigated by the real-time 

polymerase chain reaction in cells cultured from patients with β-thalassemia intermedia and 

major, with the purpose of to validating the results obtained by the SAGE method. Similar 

expressions were seen in 57.14% (ABCB10, APEX1, APOC1, EYA3, HMBS, OAZ1, SRGN, 

TAGLN2) and discordant expressions were seen in 42.85% (EIF5a, GRIN2C, HMGB1, 

NAE1, PCBP2, RAD23B). The functional classification was performed according to the 

Gene Ontology Consortium and a total of a 42 transcripts were submitted to functional 

classification. Together, our results may contribute to identify important transcripts that 
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may play roles in modulating phenotype in β-thalassemia and to better understand the 

pathophysiology of this disease  
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INTRODUÇÃO

 



Talassemias 

O termo hemoglobina foi descrito pela primeira vez em 1674 como sendo um 

pigmento de eritrócitos que apresenta a propriedade de se ligar à molécula de oxigênio. A 

molécula de hemoglobina é constituída de 4 sub-unidades, cada uma contendo um grupo 

heme, um derivado porfirínico contendo radical Fé+2, ligado a uma cadeia globínica 

(STEINBERG et al., 2001). 

Nos pulmões onde a pressão de oxigênio (pO2) é alta, cada molécula de hemoglobina 

se combina com 4 moléculas de O2,  sendo uma molécula de O2 para cada grupo heme, 

formando a oxihemoglobina. Esta combinação é reversível e o O2 transportado é transferido 

para os tecidos, onde a pO2 é baixa. A combinação de hemoglobina com CO2 normalmente 

produzidos nos tecidos também é reversível e constituí a carboxihemoglobina. Este evento 

de ligação com O2 e/ou CO2 ocorre em células específicas denominadas hemácias, 

eritrócitos ou glóbulos vermelhos (HOFFMAN et al., 1991). 

Os genes das globinas localizam-se em 2 grupamentos (cluster): agrupamento α, com 

aproximadamente 30kb de DNA localizados no cromossomo 16 e agrupamento β, com 

aproximadamente 50kb de DNA localizados no cromossomo 11. A disposição gênica 

nestes agrupamentos apresenta grande importância na transcrição gênica, como podem ser 

visualizados na Figura 1: 
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Figura 1 - Desenvolvimento ontogenético normal das cadeias globínicas - Na figura 

1A podemos observar a composição e a disposição gênica dos cluster α e β. 

De acordo com a composição dos clusters temos a formação de vários tipos 

de hemoglobinas: as de predomínio embrionário, as presentes no período 

fetal e as que encontramos durante toda a vida adulta. O evento visualizado 

na figura 1B representa a troca sincronizada do predomínio do tipo de 

hemoglobina, fenômeno denominado “switiching” (WEATHEDRALL et al., 

2001). 
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Alterações hereditárias na molécula de hemoglobina causam doenças denominadas 

hemoglobinopatias, que podem ser classificadas em: hemoglobinopatias estruturais, nas 

quais ocorrem mutações em genes de cadeias globínicas resultando na produção de 

proteínas anômalas ou talassemias, nas quais há redução ou ausência de síntese de um ou 

mais tipos de cadeias globínicas.  

As talassemias compreendem um grupo heterogêneo de doenças hereditárias 

caracterizadas pela redução no ritmo de síntese de uma ou mais cadeias polipeptídicas da 

hemoglobina. Esta anormalidade, de natureza complexa, ocasiona a supressão total ou 

parcial da produção de cadeias α nas α-talassemias e de cadeias β nas  β-talassemias 

(THEIN et al., 1998), que são as mais conhecidas pela frequência e manifistações clínicas 

de considerável importância nos portadores, já que as cadeias α e β formam a hemoglobina 

A (BUNN e FORGET, 1986; HIGGS, 1993). 

Daí advém a hemoglobinização deficiente e, consequentemente, microcitose e 

hipocromia características dessas síndromes. Além disso, a síntese de cadeias não afetada 

permanece inalterada provocando acúmulo e formação de agregados instáveis das cadeias 

não pareadas. A precipitação desses agregados provoca numerosos efeitos deletérios sobre 

a hemácia ou seus precursores (HOFFMAN et al., 1991; STEINBERG, 2001). São essas 

lesões as responsáveis pela destruição prematura dos eritroblastos na medula óssea, 

caracterizando a eritropoese ineficaz comum a essas síndromes, e também pela reduzida 

sobrevida dos eritrócitos na circulação, determinante do quadro hemolítico comum a essas 

síndromes (BANK, 1978; WEATHERALL et al., 1972). 

As β-talassemias são decorrentes de um grupo de alterações moleculares causadas por 

redução parcial ou completa da síntese de um ou mais cadeias de globina β, levando a uma 

menor produção de hemoglobina, originando dessa forma anemia de graus variados. 

Mutações no gene da globina β em heterozigose levam, com raras exceções, a uma anemia 

leve e assintomática, denominada β-talassemia menor. Mutações em homozigose, 

dependendo do grau de impedimento da síntese de globina, podem provocar anemia 

sintomática moderada (β-talassemia intermediária), que pode exigir transfusões de 

eritrócitos apenas esporadicamente ou formas graves (β-talassemia maior), que são 

sintomáticas e exigem regime transfusional mensal, na maioria dos casos. Mutações no 

gene da globina β que suprimem totalmente a síntese são chamadas de Beta Zero (β°). 
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Mutações em que existe alguma síntese de cadeia de globina β são chamadas de Beta Mais  

(β+) (THEIN, 1998). 

Entretanto, a síntese normal de globinas α em pacientes com talassemia β resulta em 

desequilíbrio na síntese de cadeias globínicas. As cadeias de globina α livres são 

extremamente instáveis e precipitam formando corpos de inclusão. Estas inclusões de 

cadeias α são responsáveis pela destruição intramedular de precursores de eritrócitos 

denominada de eritropoese ineficaz, que caracterizam as talassemias β 

(WICKRAMASINGLE e HUGHES, 1980). 

Os produtos da degradação das cadeias α em excesso, que são globina, heme, hemina 

(forma oxidada do heme) e ferro livre, provavelmente são responsáveis por grande parte 

dos danos à membrana de eritrócitos nestas síndromes. Células vermelhas de indivíduos 

portadores de talassemia β apresentam redução em sua vida-média, que são o reflexo das 

múltiplas lesões causadas pelo excesso de cadeias α (Figura 2). 
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Figura 2 - Esquema sobre a fisiopatologia da talassemia β – As cadeias α globinas 

livres precipitam no organismo danificando a parede de precursores 

eritróides levando à eritropoese ineficaz e diminuição da vida média da 

hemácia (parte direita da figura). Este evento leva à produção de 

progenitores celulares, que ocasiona expansão da medula óssea e aumento na 

absorção de ferro. Em casos de anemia muito grave necessita-se de 

transfusão, situação na qual aumentam ainda mais os níveis de ferro no 

organismo e consequentemente sua absorção, levando à clínicas relacionadas 

com as talassemias β que são geralmente a causa dos óbitos dos pacientes. 

Em casos onde se observa aumento da produção de hemoglobina fetal (HbF) 

(lado esquerdo da figura), o paciente apresenta um quadro clínico melhor 

(WEATHERALL et al., 2001). 

 

Formas clínicas da talassemia beta 

O diagnóstico da talassemia β é realizado a partir de dados clínicos, laboratoriais e 

moleculares. É embasado fundamentalmente na gravidade da anemia que se apresenta 

microcítica e hipocrômica nas três formas de talassemias β: menor, intermediária e maior 

(CAO et al., 1997). 
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Talassemia β menor: também denominado traço talassêmico, são heterozigotos 

clinicamente assintomáticos e habitualmente não necessitam de tratamento apesar de 

apresentar microcitose, hipocromia e níveis de hemoglobina normal ou discretamente 

diminuídos. Embora o defeito possa ser detectado por exames laboratoriais específicos, é 

frequentemente confundida com anemia por carência de ferro (ZAGO, 2004). 

 

Talassemia β intermediária: essa denominação reserva-se para casos sintomáticos 

que espontaneamente mantém níveis de hemoglobina de 6-9 g/dL, que não dependem de 

transfusões regulares (ZAGO, 2004). 

 

Talassemia β maior: é resultante de homozigose ou heterozigose composta para as 

mutações nos genes da globina β, e corresponde à forma mais grave da doença, dependente 

de transfusão, com quadro clínico composto de anemia intensa, esplenomegalia, 

deformidades ósseas e graves alterações no crescimento, no desenvolvimento e na 

reprodução. As manifestações surgem durante o primeiro ano de vida com menor aumento 

de peso, episódios de febre, diarréia, apatia, irritabilidade e palidez (WEATHERALL e 

CLEGG, 1981). A maioria dos pacientes necessita de transfusões regulares, a cada 3 ou 4 

semanas, seguidas de um regime de quelação do excesso de ferro. Este regime de 

transfusão/quelação deve ser iniciado o mais precocemente possível, para evitar 

deformidades ósseas e danos ao pâncreas, fígado, miocárdio de outros órgãos (CAPELLINI 

e COMINO, 2000). 

No passado, o quadro de talassemia maior era um reflexo direto da falta de um 

regime transfusional regular, como também de uma quelação regular do excesso de ferro. 

Na ausência de tratamento, o quadro clínico se agrava progressivamente e a morte ocorre 

geralmente na primeira década de vida. Há anemia intensa (Hb < 6,0g/dL), esplenomegalia 

volumosa, atraso do crescimento, redução da massa muscular e alterações craniofaciais 

características (CAPELLINI e COMINO, 2000). 

A diferenciação entre talassemia maior e intermediária é fundamental na prática 

clínica, pois define o tipo de tratamento que o paciente receberá. No entanto, essa distinção 

nem sempre é fácil, uma vez que o quadro clínico pode ser resultante de um grande número 

de combinações moleculares (WEATHERALL, 1990). 
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Bases moleculares da talassemia β 

Os genes responsáveis pela síntese de cadeias da globina β e similares estão 

organizados num agrupamento ou cluster, localizado no braço curto do cromossomo 11 que 

contém 5 genes funcionais (5´ -ε-γG-γA-φβ-δ-β- 3´), organizados na ordem de suas 

expressões durante o desenvolvimento do embrião e feto (THEIN, 1998). 

Mais de 200 alelos da talassemia β foram caracterizados. Destes, 125 representam 

mutações pontuais em regiões funcionalmente importantes do gene, causadas por uma 

variedade de mecanismos (Figura 3) ou em sequências flanqueadoras do gene (THEIN, 

1998). 

 

Figura 3 - Diferentes mecanismos moleculares no cluster da beta globina que causam 

talassemia. 

 

Mutações nas regiões reguladoras (CAT box e TATA box) que antecedem aos genes, 

diminuem a eficiência da transcrição do RNA mensageiro (RNAm) por diminuírem a 

ligação a fatores de transcrionais, originando assim talassemias do tipo β+. 

Mutações no sinal de poliadenilação dificultam a adição da cauda poli A ao RNAm. 

Esses transcritos são instáveis, mas a maior parte dos transcritos produzidos são normais. 
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Essas mutações geralmente levam a um fenótipo de talassemia β+ leve (FORGET et al., 

2001; THEIN, 1998). 

Aproximadamente a metade dos alelos beta talassêmicos produz talassemias β0. 

Muitos são frameshifts, ou seja, alteração na região codificante do gene beta. Essas 

mutações destroem a leitura normal e interferem na tradução do RNAm pela introdução de 

um códon de terminação prematura. Outras são mutações chamadas nonsense, isto é, 

substituição de bases que causam o aparecimento de um códon de terminação prematuro na 

produção de proteína, formando um polipeptídeo não funcional, como é o caso da troca de 

C→T no códon 39 da beta globina originando hemoglobinas muito instáveis e que são 

rapidamente degradadas, originando o fenótipo de talassemia β0. Cadeias globínicas 

truncadas podem ser produzidas como resultado de tais mutações, mas elas não são 

usualmente detectadas, presumivelmente porque são muito instáveis e rapidamente 

degradadas, originando fenótipo de talassemia β0 (THEIN, 1998; FORGET et al., 2001). 

As mutações que afetam o processamento do RNA talvez sejam as de maior interesse 

funcional. O RNA inicialmente transcrito contém éxons e íntrons. A perda dos íntrons é 

essencial para formar um RNA funcional. Mutações nas uniões éxon-íntron (ou próximas a 

elas) impedem ou dificultam a retirada do íntron, originando talassemia β0 ou β+, 

respectivamente. De fato, a análise desses genes β talassêmicos tem proporcionado 

minuciosa reflexão acerca das sequências de RNA requeridas para um splicing de RNA 

específico e eficiente. Mutações que afetam os invariáveis dinucleotídeos GT na 

extremidade 5` (doadora) e na AG na extremidade 3´ (receptora), suprimem o splicing 

normal e produzem talassemia do tipo β0, onde nenhum RNA é encontrado. Como 

exemplo, podemos citar a mutação mediterrânea IVS-I-1 resultante da troca G→A no 

primeiro nucleotídeo do primeiro íntron que impede o processamento do RNA para retirar o 

íntron, impedindo a síntese de cadeias β (ZAGO, 2004; FORGET et al., 2001). 

Ao lado desses invariáveis dinucleotídeos existem sequências que estão bem 

conservadas e uma certa leitura consensual pode ser reconhecida. Mutações que ocorrem 

nessas sequências reduzem a eficácia do splicing em vários graus e produzem fenótipos de 

talassemia que variam de leves a graves. Por exemplo, a mutação na posição 5 do íntron I 

(IVS-I-5, G→C, T ou A) produz uma talassemia β+ grave, enquanto que a substituição 

T→C no nucleotídeo seguinte, IVS-I posição 6, produz uma talassemia β+ leve 
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(TREISMAN et al., 1983). Esta última é geralmente citada como a forma portuguesa de 

talassemia (TAMAGNINI et al., 1983) e faz parte da maioria das mutações leves 

encontradas em talassêmicos do Mediterrâneo (THEIN, 1998). Os indivíduos homozigotos 

IVS-I-6/IVS-I-6, em geral, tem quadro clínico, ou expressão fenotípica, compatível com a 

talassemia intermediária (COSTA et al., 1991). 

Algumas mutações no íntron ou na região codificante podem trazer um efeito inverso, 

criando um sítio alternativo de splicing. Cada molécula de RNA poderá então ser 

processada pela via normal (RNAm funcional) ou alternativamente pela via anômala 

(RNAm não funcional). Estas mutações são causadoras de talassemia β+, e a quantidade de 

cadeias β produzidas dependerá da proporção de moléculas de RNAm processadas pela via 

normal. 

Um exemplo desse tipo de mutação é a substituição de A→G na posição 110 do 

íntron 1, que produz uma forma grave de talassemia β+, pois apenas 10-20% do RNAm são 

processados pela via normal. Essa mutação é uma das maiores causas de talassemia β+ no 

Mediterrâneo (ZAGO, 2004; FORGET et al., 2001). 

 

Talassemia β Intermediária 

Uma forma de talassemia β é clinicamente definida como intermediária, quando se 

revela como uma anemia crônica moderada com níveis de hemoglobina entre 6 e 9g/dL, 

que se mantém espontaneamente sem necessidade transfusional contínua e na presença de 

esplenomegalia. Geralmente, o início dos sintomas e o reconhecimento da anemia ocorrem 

mais tardiamente, em geral, após o segundo ano de vida (WEATHERALL, 1990). Portanto, 

a definição de talassemia intermediária subentende um diagnóstico clínico que envolve um 

amplo espectro de fenótipos em dois extremos, em que se distingue desde formas leves até 

formas graves. Formas leves podem permanecer assintomáticas e bem toleradas até a idade 

adulta, geralmente, se apresentam com marcada hepatoesplenomegalia e sinais de 

hiperesplenismo (HO et al., 1998).  

Entre os dois extremos da talassemia intermediária coloca-se um espectro de quadros 

clínicos de gravidade variável, que parecem depender basicamente de um mecanismo 

principal que é a eritropoese ineficaz, que por sua vez, é fruto do desequilíbrio da síntese de 

globinas α e β (HO et al., 1998). 
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Baseado nesse presuposto fisiopatológico há uma tendência imediata em se pensar 

que um fenótipo intermediário seja ligado a vários genótipos talassêmicos. Nos últimos 

anos, com aquisição de conhecimentos moleculares, foram feitas várias tentativas de 

relacionar manifestações clínicas com mutações e outros arranjos moleculares que 

pudessem, de alguma forma, traduzirem-se na expressão do fenótipo (HO et al., 1998). É o 

caso de certas mutações leves no gene β globínico (β+ ou β++) que se caracterizam por uma 

menor redução na síntese de globina β levando, consequentemente, a uma menor 

quantidade de cadeias α livres. Os exemplos com maior frequência estão relacionados com 

quadros de talassemia intermediária são as mutações -101 (C→T), -87 (C→T), -88 (C→T), 

-29 (A→G) e a IVS-I-6 (T→C) (FORGET, 2001). 

A caracterização clínico-laboratorial da talassemia β intermediária é frequentemente 

dificultada pela grande variabilidade de sintomologia e dos dados hematológicos dos 

pacientes. A correlação entre a apresentação clínica e as mutações tem sido uma dificuldade 

para vários pesquisadores (CAO et al., 1994). Por outro lado, a talassemia intermediária é 

uma forma clínica de menor gravidade que a talassemia maior, que resulta geralmente da 

combinação dos seguintes defeitos genéticos: 

 Homozigose para genes β+ talassêmicos de menor gravidade (como IVS-I-6); 

 Combinação do gene β talassêmico grave com talassemia β+ particularmente 

benigna (como β talassemia “silenciosa”); 

 Associação de δβ com β+ talassemia; 

 Presença de um defeito adicional que reduz o excesso de cadeias α (como a co-

herança de talassemia α) ou que aumenta a produção de cadeias γ (PHHF); 

 Heterozigose para o gene talassêmico β particularmente grave. Em geral, o 

heterozigoto β talassêmico é assintomático, mas raramente o defeito é 

suficientemente grave para determinar manifestações clínicas; 

 Heterozigose para gene talassêmico β com genes α extras; 

 Talassemia β dominante (variantes de cadeia β hiperinstável). 

Zago (2004), Thein (2005) e outros observaram considerável variação nos fenótipos 

clínicos resultantes dessas interações moleculares. 
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Fisiopatologia da talassemia β intermediária 

As complicações clínicas da talassemia intermediária são decorrentes de três 

processos prinicipais: eritropoese ineficaz, anemia crônica e sobrecarga de ferro. A 

gravidade clínica depende primariamente do defeito molecular no gene β. A diminuição da 

síntese de cadeia β leva a um desequilíbrio com as cadeias α. Excessos de cadeias α são 

extremamente instáveis e precipitam nos precursores eritróides da medula óssea, formando 

corpos de inclusão, que causam danos à membrana e morte celular, levando à eritropoese 

ineficaz (OLIVIERI, 1999). É importante enfatizar, que, quanto menor for o desequilíbrio 

da síntese das globinas, menor será a taxa de globinas α livres que precipitam dentro da 

hemácia e, consequentemente, menor será a taxa de eritropoese ineficaz, o grau de anemia e 

suas complicações clínicas (CAPPELLINI e COMINO, 2000). A eritropoese leva a uma tal 

expansão medular, que ocupa a matriz óssea e provoca osteoporose e deformidades ósseas. 

O estresse eritropoético a que a medula é constantemente imposta pode determinar 

compressão por massas eritropoéticas em vários locais, prevalentemente intravertebrais, 

mas também no fígado ou intra-raqueanas (CAMASHELLA e CAPPELLINI, 1995). O 

nível de eritropoese ineficaz é o determinante primário no desenvolvimento da anemia, 

levando a um aumento da absorção gastro-intestinal de ferro, resultando em sobrecarga de 

ferro, que pode ser a causa de várias complicações sérias, incluindo cardiopatia e 

anormaliadades endócrinas, tais como diabetes mélito e hipogonadismo (TAHER et al., 

2006).   

 

Fatores moduladores de gravidade na talassemia β 

A notável diversidade fenotípica das talasemias β é protótipo de como o amplo 

espectro da gravidade da doença pode ser gerado, e está diretamente relacionada ao 

desequilíbrio na produção das cadeias α e β. Muitas das variações podem ser explicadas 

pelo heterogeneidade das lesões moleculares que afetam o gene da globina β, e que podem 

ser influenciadas por outros determinantes genéticos ligados ou não aos genes globínicos 

(THEIN, 2004). 

A capacidade de predizer o fenótipo a partir do genótipo tem importantes implicações 

clínicas, na triagem de portadores de talassemia β, no aconselhamento genético e 

diagnóstico pré-natal, e no planejamento de um regime de tratamento apropriado. A análise 

  Introdução 
47 



do genótipo torna-se importante para se estabelecer o diagnóstico precoce de uma 

talassemia β+ leve. O conhecimento da diversidade fenotípica da talassemia β tem avançado 

com análises das bases moleculares das formas de talassemia β e análises da relação 

genótipo/fenótipo na talassemia intermediária (THEIN, 2004). Entretanto, predizer fenótipo 

pelo genótipo na talassemia intermediária é ainda difícil devido a fatores moduladores 

genéticos e ambientais (WEATHERALL, 2001). 

Os modificadores genéticos primários são os diferentes alelos de talassemia β que 

causam completa ou marcada redução na síntese de cadeias β. Modificadores secundários 

são aqueles que têm um efeito direto no excedente de cadeias α, tais como: genótipo α 

globínico e determinantes genéticos que aumentam a produção de cadeias γ. Modificadores 

terciários são polimorfismos que ocorrem fora do cluster α e β, que envolvem osso, ferro, 

metabolismo da bilirrubina, entre outros e que podem influenciar na expressão clínica da 

doença. Os fatores ambientais incluem: condições sociais, nutrição e a disponibilidade de 

cuidados médicos (THEIN, 2004; FORGET et al., 2001; CAO, 2002; TAHER et al., 2006, 

GALANELLO e CAO, 1998). 

 

Mutação β talassêmica 

Com exceção de poucas deleções, a grande maioria das talasssemias β é causada por 

mutações de ponto no gene ou em suas regiões flanqueadoras, e podem afetar qualquer 

nível de regulação gênica (THEIN, 2004). O fator genotípico mais consistente que pode ser 

usado na predição do fenótipo é o tipo de alelo β talassêmico (HO et al., 1998; 

WEATHERALL, 2001; CAO, 2002; THEIN, 2005). 

 

Método da análise seriada da expressão gênica (SAGE) 

O método SAGE, descrito por VELCULESCU et al. (1995), é baseado nos quatro 

princípios apresentados a seguir. 

A obtenção de pequenas sequências de DNA complementar (cDNA), denominadas 

tags, com 9 a 21 pares de bases de uma região definida e específica de cada um do total de 

genes expressos no tipo celular avaliado. 

A ligação das tags entre si, formando uma longa molécula, denominada concatâmero, 

que é clonada e sequenciada possibilitando, assim, a identificação de cada uma e suas tags 

  Introdução 
48 



como pertencentes a genes previamente descritos em bancos de dados, bem como a sua 

caracterização como pertencentes a genes ainda não descritos, denominados no matchs. 

A quantificação da expressão dos genes, avaliada por meio do número de vezes que 

uma determinada tag é encontrada em um tipo celular obtido do caso a ser investigado 

comparado ao número de vezes em que é encontrado no mesmo tipo celular do controle. 

Assim, se um número significativamente maior de tags for observado em células do 

paciente em comparação ao número obtido em células do controle, é dito que o gene por ela 

representado tem expressão aumentada na doença. Se o número de tags for 

significativamente menor no paciente do que no encontrado no controle, é dito que o gene 

por ela representado tem expressão diminuída na doença. Ainda, tem expressão normal na 

doença o gene que apresentar um número de tags similar ao encontrado no controle. A 

identificação, a quantificação e a análise comparativa da expressão dos diferentes genes nos 

tipos celulares avaliados, anormais e normais, são realizadas por sistemas 

computadorizados próprios. 

E, finalmente, para que os resultados da expressão gênica obtida no SAGE sejam 

aceitos como verdadeiros, a confirmação ou validação por outro método é necessária. Para 

tal, a expressão de um grupo de genes escolhidos aleatoriamente é também quantificada em 

células anormais e normais por qRT-PCR, método considerado como “gold standard” para 

a quantificação da expressão gênica. 

 

Objetivo 

Analisar a expressão gênica global de pacientes talassêmicos homozigotos para a 

mutação Cd 39 (C → T) com evoluções clínicas distintas (maior e intermediária) pelo 

método da análise seriada da expressão gênica (SAGE), buscando identificar genes 

diferencialmente expressos que possam estar relacionados ao fenótipo diferenciado entre os 

dois pacientes. 
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CASUÍSTICA E 

ASPECTOS ÉTICOS

 



2.1 Pacientes talassêmicos β 

Para a construção da biblioteca SAGE de talassemia β intermediária, foi selecionado 

um paciente atendido no ambulatório do Hemocentro da UNICAMP, diagnosticado como β 

talassêmico no primeiro ano de vida, portador da mutação Cd 39. Esse paciente não é 

dependente de transfusão. A amostra foi obtida na ocasião da coleta para exames de rotina e 

não fazia uso de medicamentos há pelo menos 2 meses.  

Para a construção da biblioteca SAGE de talassemia β maior, foi selecionado um 

paciente portador da mesma mutação Cd 39, diagnoticado como talassêmico β no primeiro 

ano de vida, atendido no ambulatório do Hemocentro da UNICAMP e com dependência 

transfusional a cada 15 dias. A amostra foi obtida na ocasião da coleta para exames de 

rotina e antes do procedimento de transfusão de sangue.  

Polimorfismos associados aos genes das globinas alfa e gama, bem como a existência 

de outros fatores associados foram avaliados, não mostrando diferença. 

 

2.2 Aspectos éticos da Pesquisa 

Este estudo foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências 

Médicas da UNICAMP (CEP) e à Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP). 

Aprovado pelo CEP em 16 de março de 2004 durante a III Reunião Ordinária de CEP/FCM 

(registro CEP: 612/2003).  

Todos os indivíduos foram informados sobre os procedimentos da coleta e seus riscos 

e assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para a autorização da 

mesma.  
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MÉTODOS

 



1 - Culturas de células CD 34+ hematopoéticas de sangue periférico 

1.1  Separação de células mononucleares 

Amostras de sangue periférico dos pacientes beta-talassêmicos foram coletadas em tudo 

contendo heparina lítica e processadas imediatamente após a coleta. As amostras foram diluídas 

1:2 em solução PBS+ACD+BSA e em seguida colocadas em gradiente de Ficoll-Paque 

(Amersham Bioscience, Uppala Sweden) por 30min a 317g em temperatura ambiente. A camada 

formada na interface (buffy coat) foi coletada e as células lavadas em PBS+ACD+BSA. Em 

seguida, as células foram lisadas em tampão de lise para hemácias por 15min em gelo e 

centrifugadas por 5min a 361g. Novamente as células foram lavadas em PBS e ressuspendidas 

para contagem em câmara de Neubauer. 

 

1.2 – Isolamento de células CD 34+ de sangue periférico 

Após a contagem das células, estas foram incubadas em FcR Blocking Reagent e Hapten-

Antibody por 15min e após lavagem, incubadas com Anti-Hapten MicroBeads, segundo as 

orientações do fabricante (Miltenyi Biotec GmbH, Bergish Gladbach, Germany). Após o tempo 

de incubação, as células foram passadas por uma coluna magnética LS (Miltenyi Biotec GmbH, 

Bergish Gladbach, Germany) fixada em um suporte magnético. As células de interesse para o 

nosso estudo ficaram presas à coluna, enquanto as contaminantes (monócitos e linfócitos) foram 

coletadas em tubo falcon. Em seguida, a coluna foi retirada do suporte magnético e uma leve 

pressão foi realizada através de um êmbolo para fazer com que as células CD 34+ se soltassem da 

coluna e pudessem ser coletadas em um novo tubo. As células CD 34+ foram então lavadas com 

PBS+ACD+BSA por 10min a 203g e ressuspensas em 1mL de PBS+ACD+BSA para contagem 

em câmara de Neubauer. 1.104 células de CD 34+ dos pacientes beta-talassêmicos foram marcada 

com fluoróforo RPE (anti-mouse imunoglobulins RPE, Rabbit F (ab´) 2) para citometria de 

fluxo, para verificar a pureza das células obtidas. Lâminas de citospin coradas com Leishman 

foram preparadas para verificação da morfologia celular. A viabilidade celular foi analisada por 

meio da técnica de azul de trypan, sendo superior a 98% em todos os pontos coletados. 

 

1.3 – Cultivo das células CD 34+   

As células CD 34+ foram cultivadas em metil celulose Methocult™ H-4230 (Stem Cell 

Technologies Inc., Vancouver, British Columbia, Canadá). Para cada 1 mL de metil celulose 
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foram cultivadas 3.10³ células de CD 34+, acrescidas de 50ng de Stem Cell factor (SCF; R&D 

Systems, Inc., Minneapolis, MN), 3 unidades de eritropoetina (Epo; Vetter Pharma Fertigung 

GmbH, Ravensburg, Alemanha) e 30 UI de interleucina 3 (IL-3; Pepro Tech México, S.A. de 

C.V.). A metil celulose foi pipetada em placa de 6 poços na concentração de 1mL por poço em 

atmosfera úmida no interior da placa. A placa foi incubada por 7 dias em estufa de CO2 – 5% a 

37ºC (Fase I). Após sete dias, as colônias formadas por unidades formadoras de colônias 

eritróides (CFU-E) e proeritroblastos foram coletadas, lavadas, ressuspendidas em meio 

Minimum Essential Médium Alpha (Alpha MEM, GIBCO™ Grand Island, N.Y., USA) e 

contadas em câmara de Neubauer. Nesse momento foram coletadas células para extração de 

RNA total, citometria de fluxo e citospin. O restante das células foi colocado novamente em 

cultivo, agora em fase líquida, tendo como base o meio Alpha MEM (Fase II). Na Fase II, 

utilizamos 30% de soro fetal bovino (SFB), 8% de albumina sérica bovina (BSA), 300mg/mL de 

holotransferrina humana (Calbiochem, USA), 10-5M de β-mercaptoetanol (Sigma Chemical CO, 

St. Louis, USA) e 2 unidades de Epo. As células foram cultivadas novamente em 5% CO2 a 37ºC 

(CROISILLE et al., 1999). 

Além do dia 10, foram coletadas células no dia 7 e 13 da Fase II para extração de RNA 

total. A diferenciação eritróide foi acompanhada por citometria de fluxo e morfologia por 

citospin corado com Leishman. A viabilidade celular da Fase I e II foi analisada por meio da 

técnica de azul de trypan. 

 

1.4 - Citometria de fluxo 

A técnica de citometria de fluxo consiste no reconhecimento de proteínas in situ, com um 

anticorpo marcado com um fluorocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceína 

isotiocianato (FITC). Estes fluorocromos ao serem estimulados por um feixe de laser emitem um 

fóton que é captado por sensores no aparelho. O citômetro de fluxo faz análises qualitativas 

(quantas células expressam esse produto) e quantitativas (quanto de certo produto é expresso por 

célula) da mesma amostra (OWENS et al., 1995). 

O processo de diferenciação eritróide foi acompanhado através da técnica de citometria de 

fluxo utilizando os seguintes anticorpos de superfície celular (Caltag Laboratories, Burlingame, 

CA): 

  Métodos 
58 



 Anti-receptor de Transferrina – CD 71 (conjugado com FITC): marcador de células 

eritróides jovens; 

 Anti-glicoforina A (conjugado com PE): marcador de células eritróides maduras. 

Como controle negativo, foi utilizado um isotipo controle não relacionado (IgG, Caltag 

Laboratories, Burlingame, CA). 

Foi utilizado um anticorpo de marcação citoplasmática: Anti-hemoglobina fetal (conjugado 

com FITC) para acompanhar a produção de hemoglobina fetal durante o processo de 

diferenciação celular. Antes da marcação com o anticorpo Anti-hemoglobina fetal foi realizada a 

permeabilização das membranas citoplasmáticas das células eritróides com o Kit Fix & Perm 

(Caltag Laboratories, Burlingame, CA) e em seguida marcação com anticorpo. 

Outros anticorpos de marcação de superfície celular (Dako Cytomation Denmark A/S, 

Denmark) foram utilizados para verificar a presença de contaminação por outras linhagens 

celulares (mielóide e linfóide) durante a diferenciação, são eles: 

 Anti-CD 3: anti linfócito T (clone UCHT1);  

 Anti-CD 19: anti linfócito B (clone HD37); 

 Anti-CD 14: anti-precursor de monócito (clone TUK4); 

 Anti-CD 15: anti-precursor de granulócito (clone C3D-1). 

Para todos os anticorpos de superfície celular citados anteriormente, a concentração de 

células utilizadas variou de 1.104 a 1.105 células por tubo num volume final de 100µL em PBS. 

As células foram então incubadas com 3-5µL dos anticorpos por 30min a 4ºC, na ausência de 

luz. Em seguida, estas células foram lavadas com 500µL de PBS, centrifugadas a 203g por 5min. 

O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 500µL de PBS. As células foram 

conservadas a 4ºC, ao abrigo da luz até o momento da aquisição pelo citômetro. Já as células 

marcadas com anticorpo anti-hemoglobina fetal tiveram primeiramente suas membranas fixadas 

por 15min pela Solução A e após lavagem com PBS, foi adicionado Solução B para 

permeabilização das mesmas. Depois disso, o anticorpo foi adicionado num volume de 3µL, 

incubado por 30min a 4ºC, na ausência de luz. As células foram lavadas com PBS e o pellet 

ressuspendido em 500µL. As células foram conservadas a 4ºC, ao abrigo da luz até o momento 

da aquisição pelo citômetro. 

As células foram analisadas a 488nm em um citômetro FACScalibur Becton-Dickinson. 

Gráficos tipo Dot plots foram utilizados para análise dos dados obtidos. A intensidade da 
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fluorescência de cada célula foi comparada com as células incubadas com um controle isotipo 

(IgG). 

 

1.5 – Extração de RNA 

As amostras de RNA foram extraídas com kit comercial – Rneasy Mini e Macro Kit 

(Qiagen GmbH, Hilden) segundo as instruções do fabriacante. Optamos pelo uso do kit, uma vez 

que a quantidade de células disponíveis não era abundante. Além disso, a pureza e a qualidade do 

RNA eram fundamentais para o sucesso da transcrição destas amostras. 

 A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em gel desnaturante de agarose 

1,2%. As amostras íntegras apresentaram duas subunidades ribossomais: 18S e 28S (Figura 4). 

Após a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80ºC. 

 

Figura 4 – Gel desnaturante de agarose. As amostras de RNA foram submetidas à 

eletroforese em gel desnaturante de agarose 1,2%, onde se observa as 

subunidades 18S e 28S do RNA ribossomal. A presença dessas subunidades 

é indicativa do grau de integridade da amostra 
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2- Análise da expressão gênica 

2.1 – Serial Analysis of gene expression (SAGE) 

Técnica utilizada para análises globais de expressão gênica. O protocolo foi realizado 

segundo recomendações do fabricante (I-SAGETM Kit – Invitrogen, Life Technologies). 

Informações também estão disponíveis nos sites www.invitrogen.com, www.sagenet.org, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/. 

 

2.1.1 - Separação do RNA mensageiro (mRNA) 

Foi iniciado com a separação do mRNA a partir do RNA total do extraído do 10º dia de 

cultura de células dos dois pacientes portadores de beta-talassemia, feita por meio de interação de 

suas caudas poli-A a oligos dT adaptados a esferas magnéticas. Utilizando uma estante 

magnética, o mRNA ligado às esferas foi atraído para a parede do tubo, sendo o restante da 

solução descartado. 

 

2.1.2 - Síntese de DNA complementar (cDNA) 

Para a síntese da primeira fita de cDNA, as esferas foram ressuspendidas na seguinte 

reação: 1X First Strand Buffer (50mM Tris-HCl, ph 8,3; 75mM KCl; 3mM MgCl2), 10mM DTT, 

500µM dNTPs, 40U de RNAse OUT RTTM (Invitrogen, Life Technologies, USA) e 600U de 

Superscript II RTTM  (Invitrogen, Life Technologies, USA), em volume final de 90µL. A reação 

foi realizada por 1h a 37ºC. 

Para a síntese da segunda fita de cDNA, foi realizada a seguinte reação: 90µL do produto 

da reação anterior, 1X Second Strand Buffer (20mM Tris-HCl, ph 6,9; 90mM KCl; 23mM 

MgCl2; 13uM β-NAD+; 10mM sulfato de amônia), 200µM dNTPs, 50U de E. coli DNA ligase, 

200U de E. coli DNA polimerase e 10U de E. coli RNase H, em volume final de 750µL (Figura 

5). A reação foi realizada por 2h a 16ºC, sendo paralisada com 28,3mM de EDTA. 

A verificação da síntese de cDNA foi feita por meio de PCR, com a utilização de primers 

para os genes EF e GAPDH (Figura 5). A reação realizada foi: 1X BV Buffer (33mM sulfato de 

amônia; 134mM Tris-HCl, ph 8,8; 15,4mM MgCl2; 200mM β-mercaptoetanol, 3µL de DMSO, 

1mM dNTPs, 200ng de primes antisense GAPDH ou E, 5U de Taq polimerase e 0,5µL de 

amostra de cDNA em volume final de 50µL. O programa foi iniciado por 1min/95ºC, seguido de 

30 ciclos: 30s/95ºC – 30s/55ºC – 2min/72ºC, finalizando com 5min/72ºC. Foram geradas 
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amplificações de 350 a 540 pb, respectivamente para os genes EF e GAPDH, visualizadas em gel 

de agarose 1% (Figura 5).  

 

Figura 5 – Síntese de DNA complementar (cDNA). A) Representação esquemática do 

RNA mensageiro com cauda poli-A ligada à esfera magnética e síntese de 

DNA complementar dupla-fita B) Representação esquemática da reação em 

cadeia polimerase para verificação da síntese do cDNA, utilizando primers 

para os genes EFI e GAPDH C) Gel de agarose 1% para verificação da 

síntese de cDNA: 1 - -λ-Hind 2 – amplificação de 350pb do gene EF 3 – 

amplificação de 540pb do gene GAPDH 

 

 2.1.3 - Digestão com Nla III 

A digestão do cDNA com enzima Nla III, que reconhece a sequência repetitiva 

CATG, normalizou o tamanho das moléculas de cDNA presentes na amostra. Após a 

digestão, estas apresentaram cerca de 256 pb e permaneceram ligadas às esferas magnéticas 

(Figura 6). Para a digestão com Nla III, as esferas foram ressuspendidas na seguinte reação: 

172µL de LoTE (3mM Tris-HCl, pH 7,5; 0,2mM EDTA, pH 7,5), 1X BSA (100µg/mL), 

1X Buffer 4 (20mM Tris-acetato, pH 7,9; 10mM acetato de magnésio; 50mM acetato de 

potássio; 1mM DTT) e 60U de Nla III, em volume final de 200µL. A reação foi realizada 

por 1h a 37ºC. 

A digestão com Nla III pode ser verificada por PCR (reação idêntica à utilizada para 

verificação da síntese de cDNA) pela perda do sítio reconhecido pelo primer do gene 

GAPDH, mas não do gene EF. (Figura 6) 
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Figura 6 – Digestão com Nla III.  A) Representação esquemática da digestão 

enzimática do DNA complementar (cDNA) com Nla III B) Representação 

esquemática da reação em cadeia da polimerase para verificação da digestão 

com Nla III, utilizando primers para os genes EF e GAPDH  C) Gel de 

agarose 1% para verificação da digestão com Nla III: 1 – λ-Hind  2 – 

amplificação de 540pb do gene GAPDH em amostra de cDNA não digerida 

com Nla III  3 – após a digestão, o sítio reconhecido pelo primer do gene 

GAPDH é perdido e por isso não ocorre amplificação  4 – amplificação de 

350pb do gene EF em amostra de cDNA não digerida com Nla III  5 – 

mesmo após a digestão o sítio reconhecido pelo primer do gene EF é 

mantido e por isso ocorre amplificação de 350pb 

 

2.1.4 - Ligação aos adaptadores 

A amostra foi, a seguir, dividida em duas, para ligação aos adaptadores A ou B, que 

apresentam extremidades coesivas às geradas no cDNA pela digestão com Nla III (Figura 

7). Cada uma das amostras de esferas magnéticas foi ressuspendida na seguinte reação: 

14µL LoTE, 60ng de adaptador A ou B, 1X Ligase Buffer (6mM Tris-HCl, pH 7,5; 6mM 

MgCl2; 5mM NaCl, 100µg/mL BSA; 7mM β-mercaptoetanol; 10µM ATP; 2mM DTT; 

1mM spermidin) e 10 unidades Weiss de T4 DNA ligase, em volume final de 20µL. A 

reação foi realizada por 2h a 16ºC. 
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A verificação da ligação do cDNA aos adaptadores foi feita por PCR, utilizandoe os 

primers antisense EF e sense DTP-1, que reconhece sítio localizado no adaptador A ou 

sense DTP-2, que reconhece sítio localizado no adaptador B (Figura 7). A reação realizada 

foi: 1X BV Buffer (33mM sulfato de amônia; 134mM Tris-HCl, ph 8,8; 15,4mM MgCl2; 

200mM β-mercaptoetanol, 3µL de DMSO, 1mM dNTPs, 200ng de primes antisense EF e 

350ng de primer sense DTP-1 ou DTP2, 5U de Taq polimerase e 0,5µL de amostra de 

cDNA em volume final de 50µL. O programa de PCR utilizado foi o mesmo descrito 

anteriormente. 

 

 

Figura 7 – Ligação aos adaptadores.  A) Representação esquemática da ligação dos 

adaptadores A ou B ao DNA complementar (cDNA)  B) Representação 

esquemática da reação em cadeia da polimerase para verificação da ligação 

dos adaptadores, utilizando primers antisense EF e sense DTP-1 ou DTP-2  

C) Gel de agarose 1% para verificação da ligação dos adaptadores: 1 – λ-

Hind   2 – amplificação de 350pb utilizando-se os primers antisense EF  e 

sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A  3 – utilizando-se 

os primers antisense EF  e sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao 

adaptador B não ocorre amplificação  4 -  utilizando-se os primers antisense 

EF  e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A não ocorre 

amplificação  5 - amplificação de 350pb utilizando-se os primers antisense 

EF  e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B 
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2.1.5 - Formação de tags – digestão com BsmF I 

As duas amostras de cDNA, ligadas aos adaptadores A ou B, foram digeridas com 

enzima BsmF I. Esta enzima reconhece sítio localizado nos adaptadores e digeriu a fita de 

cDNA em região distante de 10 a 14 pares de bases do sítio de reconhecimento. Assim, 

foram obtidos fragmentos de 10-14pb específicos para cada molécula de cDNA, 

denominados tags, ligados ao adaptador A ou B (Figura 8). Para tanto, as esferas ligadas ao 

adaptador A ou B foram ressuspendidas na seguinte reação: 174µL de LoTE, 1X Buffer 4, 

2X BSA e 4U de BsmF I, em volume final de 200µL. A reação foi realizada por 1h a 65ºC. 

Neste ponto, as esferas magnéticas foram descartadas e os sobrenadantes, contendo as tags 

ligadas aos adaptadores, foram recuperados. Para purificação, adicionamos aos 

sobrenadantes um volume igual ao de fenol-clorofórmio. Após centrifugação (14000rpm, 

2min, temperatura ambiente), a fase aquosa foi transferida para ependorf novo. Para 

precipitação do cDNA, foram adicionados 2/3 volumes de 7,5M acetato de amônio, 5µL de 

glicogênio e 1mL de etanol absoluto, a amostra foi incubada por 20min em banho de gelo 

seco com etanol, seguido de centrifugação (14000rpm, 40min, 4ºC). Após duas lavagens 

com etanol 75%, o cDNA precipitado foi eluído em 10µL de LoTE. 

A verificação da digestão com BsmF I pode ser feita por PCR (reação idêntica à 

utilizada para verificação da ligação dos adaptadores), pela perda do sítio reconhecido pelo 

primer do EF (Figura 8). 
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Figura 8 – Formação de tags – digestão com BsmF I.  A) Representação esquemática da 

digestão do DNA complementar (cDNA) ligado aos adaptadores com a 

enzima BsmF I  B) Representação esquemática da reação em cadeia da 

polimerase para verificação da digestão do cDNA, utilizando primers 

antisense EF  e sense DTP-1  ou DTP-2   C) Gel de agarose 1% para 

verificação da digestão: 1 – amplificação de 350pb utilizando-se os primers 

antisense EF  e sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A, 

antes da digestão 2 - amplificação de 350pb utilizando-se os primers 

antisense EF  e sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B, 

antes da digestão  3 – após a digestão, utilizando-se os primers antisense EF  

e sense DTP-1 em amostra de cDNA ligada ao adaptador A não ocorre 

amplificação  4- após a digestão, utilizando-se os primers antisense EF  e 

sense DTP-2 em amostra de cDNA ligada ao adaptador B não ocorre 

amplificação  5 - λ-Hind    

 

2.1.6 - Formação de ditags  

As extremidades deixadas pela digestão com BsmF I foram preenchidas por ação da 

enzima Klenow polimerase (Figura 9) na seguinte reação: 10µL da amostra de cDNa ligada 

ao adaptador A ou B, 1X Klenow Buffer (50mM Tris-HCl, pH 8,0; 10mM MgCl2; 50mM 

NaCl), 0,5X BSA, 500µM dNTPs e 3-9U de Klenow polimerase, em volume final de 50µL, 

realizada por 30min, 37ºC. 
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A seguir, as alíquotas contendo as tags ligada aos adaptadores A e ligada aos 

adaptadores B foram combinadas. Após purificação e precipitação, apenas 2/3 da amostra 

foram utilizados para formar a chamada ditag, por ação da enzima T4 DNA ligase (Figura 

9). Para tanto, 1,5µL do seguinte mix de reação foi adicionado: 1mM Tris-HCl, pH 7,5, 2X 

Ligase Buffer e 4U Weiss de T4 DNA ligase, em 3,75µL de volume final. Como controle 

negativo da ligação, 1/3 de amostra restante foi adicionado a 1,5µL do mix: 600µM Tris-

HCl, pH 7,5, 2X Ligase Buffer, em 3,75µL de volume final. A reação foi realizada por 16h 

a 16ºC. 

                

 

Figura 9 – Formação de ditags. Representação esquemática da reação de 

preenchimento de extremidades com a enzima Klenow polimerase e 

posterior ligação das tags para formar ditags 

 

As ditags obtidas na reação de ligação foram submetidas à amplificação por PCR em 

larga escala (Figura 10). Para isto, foi verificada anteriormente, qual diluição de amostra 

seria adequada para ser utilizada com molde, tendo como padrão a amplificação de controle 

positivo I-SAGE. As reações realizadas foram: 1X BV Buffer, 3µL DMSO, 1,5mM dNTPs, 

350ng de primer DTP-1, 350ng de primer DTP-2, 2,5U Platinum®  Taq polimerase e 1µL 

das ditags nas diluições 1:50 ou 1:100 ou 1:200, ou 1µL do controle positivo I-SAGE, ou 

1µL do controle negativo da ligação, ou 1µL de água DEPC (controle negativo da PCR), 

em volume final de 50µL. Os produtos foram aplicados em gel de poliacrilamida 12% 

(Figura 10). A diluição adequada encontrada foi aquela cujo produto amplificado mais se 

aproximou em intensidade ao controle positivo I-SAGE. O programa foi iniciado por 

2min/95ºC, seguido de 27 ciclos: 30s/95ºC – 1min/55ºC – 1min/70ºC, finalizando com 

5min/70ºC. 

Após a amplificação das ditags por PCR em larga escala (300 reações), os produtos 

foram purificados utilizando fenol-clorofórmio seguido de precipitação com 7,5M acetato 
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de amônio, glicogênio e etanol absoluto. Ressuspenso em LoTE, tais produtos foram 

aplicados em gel de poliacrilamida 12% e submetidos à eletroforese. O fragmento de 

100pb, correspondente a ditag ladeada pelos adaptadores A e B, foi isolado do gel (Figura 

10). A seguir, foi eluído em solução 5V LoTE, 1V 7,5M acetato de amônio, purificados em 

colunas S.N.A.P.TM, seguido de fenol-clorofórmio, sendo ao final precipitado com etanol, 

7,5M acetato de amônio e glicogênio e eluído em 126µL de LoTE. 

 

Figura 10 – Amplificação e isolamento de ditags. A) Representação esquemática da 

amplificação das ditags pela reação em cadeia da polimerase (PCR)  B) Gel 

de poliacrilamida 12% para teste da concentração de ditags a ser usada na 

PCR em larga escala. Como molde foram utilizados: 1 – água DEPC 

(controle negativo da PCR)  2 – controle negativo da reação de ligação  5 – 

amostra de ditags na diluição 1:50  6 – amostra de ditags na diluição 1:100  

7 – amostra de ditags na diluição 1:200  8 – controle positivo I-SAGE; como 

marcadores de peso molecular foram utilizados: 3 – Ladder 25pb  4 – 

Ladder 50pb  C) Géis poliacrilamida 12%:  2 – 10 – produtos da 

amplificação em larga escala das ditags e isolamento do fragmento de 100pb  

1- Ladder 100pb 

 

2.1.7 - Clivagem dos adaptadores 

A enzima Nla III foi utilizada para clivagem dos adaptadores, gerando ditags de 

26pb, ladeadas pela sequência de reconhecimento desta enzima, CATG (Figura 11). Para 

realizar a reação foram divididos os 126µL de amostra de cDNA (100pb) em 3 aliquotas de 

42µL. A reação realizada foi: 42µL de cDNA, 1X Buffer 4, 1,3X BSA e 120U de Nla III, 
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em volume final de 200µL, por 2h a 37ºC. A seguir, a amostra foi purificada com fenol-

clorofórmio e o cDNA, precipitado com descrito anteriormente. 

Os produtos da digestão foram aplicados em gel de poliacrilamida 12% e submetidos 

à eletroforese. Puderam ser visualizados fragmentos de 100pb, correspondente a ditags não 

digeridas, 60pb, resultante de digestão parcial, 40pb, correspondente aos adaptadores, e 

26pb, correspondente às ditags clivadas, que foram então isolados (Figura 11). A eluição, 

purificação e precipitação do cDNA foram realizadas como descrito anteriormente, sendo a 

amostra ressuspensa em 7,75µL de LoTE. 

 

Figura 11 – Clivagem dos adaptadores. A) Representação esquemática da digestão das 

ditags com Nla III  B) Géis de poliacrilamida 12%: 1 – Ladder 25pb  2 – 4 – 

fragmentos de 100pb, correspondente a ditags não digeridas; 60pb, 

resultantes de digestão parcial; 40pb, correspondentes aos adaptadores; e 

26pb, correspondente as ditags clivadas, que foram isoladas do gel.  

 

2.1.8 - Formação dos concatâmeros 

As ditags purificadas foram ligadas umas as outras com a enzima T4 DNA ligase 

para formação de concatâmeros (Figura 12). A reação realizada foi: 7,75µL de cDNA 

(26pb), 1X Ligase Buffer e 5 unidades Weiss de T4 DNA ligase, em volume final de 10µL, 

sendo realizada por 3h a 16ºC. 

Em seguida, a amostra foi submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida 8%. Foi 

feita então uma seleção por tamanho, isolando do gel fragmentos de 300 a 500pb, de 500 a 

800pb e de 800 a 1000pb (Figura 12). A eluição, purificação e precipitação do cDNA foram 

realizadas como descrito anteriormente, sendo as amostras ressuspensas em 6µL de LoTE. 
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Figura 12 - Formação de concatâmeros. A) Representação esquemática da ligação das 

ditags para formação de concatâmeros  B) Géis de poliacrilamida 8%: 3 – 

concatâmeros de tamanhos variados e isolamento daqueles de tamnhos de 

300 a 500pb, de 500 a 800pb e de 800 a 1000pb; os marcadores de peso 

molecular 1 – Ladder 100pb e 2 – λ-Hind foram utilizados para orientar no 

isolamento dos fragmentos 

 

2.1.9 - Clonagem em plasmídeo pZERO®-1 

Para clonagem dos concatâmeros, o plasmídeo pZERO®-1 foi previamente 

linearizado utilizando a enzima Sph I. A reação utilizada foi: 2µg de pZERO®-1, 1X Buffer 

2 (10mM Tris-HCl, pH 7,9; 1mM MgCl2; 5mM NaCl; 100µM DTT) e 7U de Sph I, em 

volume final de 25µL, por 25min a 37ºC. A seguir foi feita a purificação com fenol-

clorofórmio e precipitação de cDNA conforme descrito anteriormente, sendo ressuspenso 

em 60µL de LoTE. 

Para clonagem, a reação utilizada foi: 6µL de cDNA (concatâmeros), 1µL de 

pZERO®-1 digerido com Sph I, 1X Ligase Buffer e 8 unidades Weiss de T4 DNA ligase, 

em volume final de 10µL. Como controles negativos, foram feitas reações sem DNA (os 

6µL de amostra foram substituídos por água estéril em reação idêntica a descrita) e sem 

ligase (os volumes de amostra e de enzima foram substituídos por água estéril em reação 

idêntica a descrita). Após a purificação e precipitação as amostras foram ressuspensas em 

LoTE. 
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2.1.10 - Transformação de bactérias 

A transformação de bactérias One Shot® TOP10 Eletrocomp™ E. coli foi feita por 

eletroporação com a utilização de cubetas de 0,1cm e eletroporador Gene Pulser II (Bio-

Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), ajustado para 1,8 kV, 25mF de capacitância e 200 

ohms de resistência, utilizando 2µL de amostra da biblioteca construída por alíquota de 

40µL de bactérias. 

Imediatamente após a eletroporação, as bactérias foram incubadas em meio líquido 

SOB (20g de triptona/L, 5g de extrato de levedura/L, 0,5g  NaCl/L, 2,5mM KCl, 10mM 

MgCl2, pH 7,0) a 37ºC por 1h, sendo a seguir plaqueadas em meio LB Low Salt (10g 

triptona/L, 5g extrato de levedura/L, 5g NaCl/L), 2% ágar, contendo 50µg de antibiótico 

Zeocin™/mL e incubadas por 16h a 37ºC. 

Uma característica importante do vetor pZERO®-1 é a existência do gene “letal” 

ccdB. Quando ocorre a religação do vetor sem inserto, este gene é transcrito e a proteína 

traduzida, interferindo no mecanismo de ação da enzima bacteriana essencial DNA girase, 

levando à quebra e morte celular. Assim, apenas bactérias contendo plasmídeos com 

insertos crescem nas placas de cultura. 

Para verificação da clonagem, foi realizada a seguinte PCR: 1X tampão Taq 

polimerase, 1,66mM MgCl2, 125 µM dNTPs, 0,12pmol primer M13 forward (5’ 

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’), 0,12pmol primer M13 reverse (5’ 

TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’)e 1U de Taq polimerase, em volume final de 

13µL. Como molde da PCR, utilizou-se diretamente a colônia resistente a Zeocin™, 

homogeinizada no volume da reação. O programa foi iniciado por 2min/94ºC, seguido de 

35 ciclos: 20s/94ºC – 15s/58ºC – 1min/72ºC. Os produtos obtidos foram verificados em gel 

de agarose 1% (Figura 13). 
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Figura 13 – Verificação de clonagem. Gel de agarose 1% para verificação da clonagem: 

1 – λ-Hind 2 – 16 – amplificações obtidas por reação em cadeia da 

polimerase utilizando primers M13 forward e reverse e como molde, 

colônias resistentes ao antibiótico Zeocin™ 

 

2.1.11 - Sequenciamento automático das bibliotecas 

 As colônias obtidas foram inoculadas em placas de cultura com 96 poços  contendo 

meio líquido SOB com 50µh de antibiótico Zeocin™/mL e incubadas a 130rpm, por 16h a 

37ºC. A seguir, 2µL desta cultura foram usados com molde em PCR idêntica a descrita para 

verificação da clonagem, sendo o programa utilizado também o mesmo. Para verificação da 

reação, as amplificações de diferentes tamanhos foram visualizadas em gel de agarose 1%. 

 Para sequenciamento, 1µL desta PCR foi usado como molde na seguinte reação: 

0,3pmol primer M13 forward e 4µL de Dyenamic ET Terminator reagent premix, em 

volume final de 15µL. O programa utilizado foi o mesmo descrito para PCR, sendo a 

temperatura de anelamento de 57ºC. As amplificações foram precipitadas, utilizando 7,5M 

acetato de amônia e etanol absoluto e analisadas em sequenciador MEGA BACE 1000 DNA 

Analysis System (Figura 14). 
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Figura 14 – Sequenciamento automático das bibliotecas. A) Representação 

esquemática de uma placa de cultura para a proliferação de bactérias 

contendo insertos de diferentes tamanhos B) Produtos da amplificação direta 

dos concatâmeros clonados no vetor pZero pela reação em cadeia da 

polimerase (PCR), onde 1- marcador de peso molecular λ-Hind  2 – 12 - 

fragmentos amplificados C) Eletroferogramas gerados pela análise no 

MEGA BACE 1000 DNA Analysis System, a partir da amplificação dos 

fragmentos de DNA pela PCR 

 

2.1.12 - Análise de sequências 

As sequências obtidas foram analisadas por meio dos programas MEGA BACE 

Sequence Analyser (Amersham – Life Science), Phred e Phrap 

(http://genome.washington.edu/phrap.docs/phred.html; 

http://genome.washington.edu/phrap.docs/phrap.html), sendo excluídas bases de baixa 

qualidade e sequências correspondentes a vetores. 

 

  1     2   3    4   5    6   7    8    9   10   11  12  

A B

C 

500 pb 

http://genome.washington.edu/phrap.docs/phrap.html


2.1.13 - Extração e contagem de tags 

A extração e contagem das tags foi realizada por meio do programa eSAGE Software 

v1.2 (MARGULIES EH e INNIS JW, 2000). 

 

2.1.14 - Identificação das tags 

Para identificação das tags foi utilizado o banco de dados Best Gene for a tag, 

SAGEGenie – CGAP (BOON K et al., 2002) (banco CGAP), 

(http://cgap.nci.nih.gov/SAGE), que relacionou tags a números de cluster Unigene do 

banco de dados Homo sapiens (Unigene Cluster Number, Hs.) (PONTIUS JU et al., 2003) 

de maneira não redundante. Ainda, por sua identificação no Unigene, as tags foram 

classificadas de acordo com critérios estabelecidos em nosso laboratório, nas seguintes 

categorias: no match; sequências denominadas preditas ou anotadas, as quais incluem 

Expressed Sequence Tags (ESTs), Open Reading Frames (ORFs), clones de cDNA e 

proteínas hipotéticas; e ainda a categoria genes conhecidos, que são aqueles bem 

caracterizados, com diversas sequências depositadas no Unigene. 

 

2.1.15 - Critérios para identificação de tags diferencialmente expressas 

Convencionamos considerar como genes diferencialmente expressos aqueles cujas 

expressões tiveram um valor de p<0,05. 

 

2.1.16 - Perfil funcional dos transcritos 

Para análise do perfil funcional, transcritos observados foram classificados segundo o 

sistema do GeneOntology (ASHBURNER M et al., 2000). 

 

3 - PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR) 

Técnica utilizada para validação dos resultados obtidos por SAGE. 

 

3.1 – Síntese de DNA complementar (cDNA) 

As amostras de RNA foram submetidas à síntese de DNA complementar (cDNA) 

utilizando-se o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life 

Sciences): 2µg de RNA foram tratados com DNase 1, RNase-free (Fermentas Life 
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Science), na seguinte reação: 1U DNase I, 1X DNase Reaction bufferwith MgCl2 (100mM 

Tris-HCl, pH7,5; 25mM MgCl2, 1mM CaCl2), em volume final de 10µL. A reação foi 

realizada por 15min a temperatura ambiente e paralisada com 2,27mM EDTA, incubando-

se por 5min a 65ºC. 

Para síntese do cDNA, foram adicionados 1µL de 100mM Oligo(dt) Primer (volume 

de 12µL) e incubado por 5min a 65ºC. Adicionou-se então, 20X Reaction Buffer (250mM 

Tris-HCl, pH 8,3; 250mM KCl; 20mM MgCl2; 50mM DTT),  2µL de 10mM dNTP Mix, 

200U RevertAid™ H Minus M-MuLV Reverse Transcriptase e 200U RiboLock™ RNase 

Inhibitor e incubado por 1h/42ºC – 5min/70ºC. 

A verificação da síntese de cDNA foi feita por meio de PCR para amplificação do 

gene beta-actina (BAC). As reações realizadas foram: 1X tampão Taq polimerase, 1mM 

MgCl2, 200µM dNTPs, 200µM primer BAC forward (5’ – 

AAGAGATGGCCACGGCTGCT – 3’), 200µM primer BAC reverse (5’ – 

TCGCTCCAACCGACTGCTGT – 3’), 2,5U de Taq polimerase e aproximadamente 50ng 

de cDNA, em volume final de 50µL. O programa foi iniciado por 2min/95ºC, seguido de 30 

ciclos: 30s/95ºC – 45s/50ºC – 1min/72ºC, sendo finalizado por 7min/72ºC. Os produtos 

obtidos foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1% para a verificação da 

amplificação de 640pb. 

 

3.2 – Princípios da qRT-PCR 

Após a quantificação do cDNA, realizada no espectofotômetro NanoDrop ND-100 

(NanoDrop Technologies), alíquotas de cDNA foram utilizadas como molde em qRT-PCR. 

A técnica consiste no monitoramento óptico da fluorescência emitida durante a reação de 

PCR, através da ligação de uma sonda específica ou um corante na fita recém sintetizada. 

As reações, feitas sempre em duplicata, foram realizadas utilizando o reagente 

SYBRGreen PCR Master Mix® (Invitrogen), que além de conter todos os reagentes 

necessários para a PCR (dNTPs, MgCl2, tampão, Taq Ampli-Gold), contém o corante 

SYBRGreen, componente intercalante de dupla fita. Além disso, utilizamos também 

amostra de cDNA e primers específicos para o gene analisado. Em todos os casos foram 

feitos controles negativos, contendo água estéril em substituição à amostra. As reações 

foram preparadas em placas de 96 poços (Applied Biosystems, USA) com adesivos 
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plásticos que permitem a passagem da luz. O programa foi iniciado por 10min/95ºC, 

seguido de 45 ciclos: 15s/95ºC – 1min/60ºC. 

A detecção de amplificação em tempo real foi realizada no equipamento 7500 Fast 

Real-time PCR System® (Applied Biosystems, USA) e os resultados foram apresentados 

pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied Biosystems, USA) em gráficos de 

fluorescência versus número de ciclos. O ciclo na qual se detecta fluorescência acima do 

limite basal estabelecido (threshold) é denominado ciclo de threshold ou Ct. Quanto maior 

a expressão de um gene, ou seja, quanto mais cópias existirem no início da reação, mais 

precocemente ocorre a amplificação e, consequentemente, menor é o Ct. 

 

3.3 – Padronizações 

De acordo com o gene escolhido para análise, foram necessárias padronizações para a 

realização da reação, descritas a seguir: 

 

3.3.1 - Desenho dos primers 

Os primers utilizados foram desenhados com o uso do site www.idt.com, analisados 

no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar homologia com o gene de 

interesse. A formação de estruturas como hairpins e dimers também foram avaliadas com o 

uso do programa GeneRunner (Hastings Softwares). Os primers forward e reverse foram 

desenhados em éxons separados, de forma a se detectar uma eventual contaminação com 

DNA genômico (amplificação do íntron entre os éxons aumentaria o tamanho do produto 

amplificado).  

 

3.3.2 - Concentração de primer 

A seguir, foi padronizada a concentração ótima de primer a ser utilizada, que deve ser 

a mínima suficiente para permitir a duplicação de todas as cópias do gene presentes na 

amostra. Utilizando a mesma quantidade de amostra foram feitas reações contendo cada um 

dos primers (forward e reverse) nas concentrações de 70nM, 150nM e 300nM. A 

concentração ideal foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo 

threshold), ou seja, foi a concentração em que o gene foi amplificado mais precocemente. 
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3.3.3 - Eficiência de reação 

A reação de PCR em tempo real precisa ser confiável e reproduzível. Utilizando a 

concentração ótima de primer, foi determinada a eficiência da reação, onde as 

amplificações apresentem 100% de eficiência a cada ciclo de PCR. Para tanto, são feitas 

reações com quantidades conhecidas de amostra em escala logarítmica. Os resultados foram 

utilizados para construção de uma curva padrão Ct versus quantidade de amostra. A 

eficiência de amplificação (E) foi obtida a partir da fórmula E= 10(-1/slope), onde slope 

corresponde ao coeficiente de inclinação da reta (PFAFFL MW, 2001).  Observando-se tal 

linearidade, qualquer quantidade de amostra dentro da faixa analisada pode ser utilizada nas 

reações. 

 

3.3.4 - Especificidade da reação 

Na reação de PCR em tempo real, a especificidade pode ser verificada pela 

temperatura de desnaturação do produto amplificado, que depende do seu tamanho e 

constituição dos nucleotídeos. A temperatura de desnaturação foi determinada ao final do 

programa de amplificação, em protocolo de dissociação, que consistiu em aumento 

gradativo de temperatura de 60ºC a 95ºC. À medida que os produtos gerados por PCR 

desnaturam com o aumento de temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR Green. O 

gráfico resultante permite verificar se há um ou mais produtos de PCR presentes em cada 

reação, devido a diferentes temperaturas de desnaturação.  

 

3.4 – Reações 

Tendo sido feitas as devidas padronizações, as reações realizadas continham 6µL do 

reagente SYBR Green Master Mix® (Invitrogen), 5ng de amostra de cDNA e a 

concentração ótima de primer determinada, perfazendo um volume final de 12µL. 

Para a validação das bibliotecas SAGE, foi utilizado como molde as amostras de 

cDNA do 10º dia da cultura dos pacientes portadores de beta-talassemia. 
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3.5 – Análise dos dados 

A expressão dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, sendo 

normalizada com relação a um gene calibrador (GAPDH). Esse é um gene cuja expressão é 

dita constitutiva, ou seja, apresenta pouca variação entre diversas condições. 

Foram calculadas as médias entre os valores de Ct obtidos das reações realizadas em 

duplicata, para cada amostra. A derivação aritmética ∆Ct foi a diferença entre a média do 

Ct de cada gene entre a média do Ct do gene controle. A seguir, foi aplicada a fórmula 

∆∆Ct, que foi a diferença entre o ∆Ct de cada gene e o ∆Ct da amostra calibradora, que foi 

uma amostra de cultura controle. Após esse passo, foi aplicada a fórmula aritmética 2-∆∆Ct e 

gerado o valor da expressão de cada gene.  
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RESULTADOS



1 – Bibliotecas SAGE 

1.1 - Biblioteca SAGE INTERMEDIÁRIA 

5µg de RNA de cultura de células CD34+ do paciente talassêmico β intermediário, 

portador da mutação Cd 39 foram utilizados para construção da biblioteca SAGE, 

denominada SAGE INT. Essa biblioteca foi construída conforme descrito e então 

submetida a sequenciamento automático. 

Após tratamento das sequências, contou-se para a biblioteca SAGE INT, um total de 

4967 tags geradas, representando 2718 tags únicas. No site 

www.lge.ibi.unicamp.br/reticulocito, pode-se encontrar a distribuição da frequência, ou 

seja, o número absoluto de vezes que uma determinada tag foi detectada, em relação ao 

número de tags totais e de tags únicas.  

Realizando a identificação das 2718 tags únicas da biblioteca INT com o banco de 

dados CGAP, observou-se cerca de 17% de no matchs, 11% de tags correspondentes à 

sequências preditas, 3% de tags ORFs e 69% das tags correspondentes a genes conhecidos. 

As tags mais expressas em INT correspondem aos genes: HBA2, HBG1, BLVRB e 

GRIN2C (Tabela 1). 
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Tabela 1 – 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente β talassêmico 

intermediário. Para cada tag estão indicados a sequência de nucleotídeo, 

símbolo, descrição e número no UniGene do gene correspondente, e a 

frequência com que foi detectada. 

Tag Símbolo Gene Unigene Freq

CCCAACGCGC HBA2 Hemoglobin, alpha 2 HS.654744 792 

TGGATCCTGA HBG1 Hemoglobin, gamma A HS.705371 363 

CCCATCGTCC 

 

 Transcribed locus, moderately similar to 
NP_536846.1 cytochrome C oxidase 
subunit II [HOMO SAPIENS] 

HS.559716 

 

43 

TCCCTATTAA 

 

 Transcribed locus 

 

HS.615061 

 

40 

GTGACCACGG 

 

GRIN2C Glutamate receptor, ionoytopic, N-
methyl D-aspartate 2C 

 

HS.436980 

 

39 

AGGAGCAAAG 

 

BLVRB Biliverdin reductase B (flavin reductase  
(NADPH)) 

HS.515785 

 

39 

CACCTAATTG 

 

NO MATCH  HS.336431 

 

38 

 

TCCCCGTACA 

 

 Transcribed locus 

 

HS.536923 

 

37 

GAGGGAGTTT 

 

RPL27A Ribossomal protein  L27A 

 

HS.523463 

 

29 

GCATAATAGG 

 

RPL21 Ribossomal protein L21 

 

HS.381123 

 

28 

 

1.2 - Biblioteca SAGE MAIOR 

5µg de RNA de cultura de células CD34+ do paciente talassêmico β maior, portador 

da mutação Cd 39 foram utilizados para construção da biblioteca SAGE, denominada 

SAGE MAIOR. Essa biblioteca foi construída conforme descrito e então submetida a 

sequenciamento automático. 

Após tratamento das sequências, contou-se para a biblioteca SAGE MAIOR, um total 

de 6353 tags geradas, representando 3052 tags únicas. No site 

www.lge.ibi.ubicamp.br/reticulocito, pode-se consultar o número absoluto de vezes que 

uma determinada tag foi detectada, em relação ao número de tags totais e de tags únicas.  
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Realizando a identificação das 3052 tags únicas da biblioteca MAIOR com o banco 

de dados CGAP, observou-se cerca de 18% de no matchs, 9% de tags correspondentes à 

sequências preditas, 3% tags ORFs e 70% das tags correspondentes a genes conhecidos. 

As tags mais expressas em MAIOR correspondem aos genes: HBA2, HBG1, BLVRB 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2 – 10 tags mais detectadas na biblioteca de paciente β talassêmico maior. 

Para cada tag estão indicados a sequência de nucleotídeo, símbolo, descrição 

e número no UniGene do gene correspondente, e a frequência com que foi 

detectada. 

Tag Símbolo Gene Unigene Freq

CCCAACGCGC HBA2 Hemoglobin, alpha 2 HS.654744 

 

227 

TGGATCCTGA HBG1 Hemoglobin, gamma A HS.705371 

 

157 

CCCATCGTCC  Transcribed locus, moderately similar to 
NP_536846.1 cytochrome C oxidase 
subunit II [HOMO SAPIENS] 

HS.559716 53 

TCCCTATTAA  Transcribed locus HS.615061 46 

GCATAATAGG RPL21 Ribossomal protein L21 HS.381123 32 

AGGAGCAAAG BLVRB Biliverdin reductase B (flavin reductase  
(NADPH)) 

HS.515785 32 

GGATTTGGCC RPLP2 Ribossomal protein, large, P2 HS.437594 27 

ACTTTTTCAA  CDNA clone IMAGE:4328048 HS.349570 26 

CACCTAATTG 

 

NO MATCH   26 

GAAAAATGGT RPSA Ribossomal protein SA HS.449909 23 

 

2- Validação dos resultados de SAGE por qRT-PCR 

2.1 - Síntese de DNA complementar (cDNA) 

A síntese de cDNA foi realizada conforme descrito, a partir das amostras de RNA dos 

pacientes β talassêmicos maior e intermediário estudados por SAGE. A verificação da 

síntese foi feita por PCR através da amplificação de um fragmento do gene da beta actina 

que é um gene constitutivo e expresso em diferentes tecidos e tipos celulares (Figura 15). 
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Figura 15 – Síntese de DNA complementar.  Gel de agarose 1% para verificação da 

síntese de cDNA por reação de PCR para amplificação do gene BAC: 1 λ-

Hind 2-3 amplificações de 640pb obtidas utilizando-se como molde: (2) 

cDNA de paciente portador de β talassemia intermediária (3) cDNA do 

paciente β talassêmico maior. 

 

2.2 - Padronizações da qRT-PCR 

Dentre os dados obtidos por SAGE, foram selecionados arbitrariamente, os genes 

ABCB10, APEX1, APOC1, EIF5A, EYA3, GRIN2C, HMBS, HMGB1, NAE1, OAZ1, 

PCBP2, RAD23B, SRGN e TAGLN2. Os primers para sua amplificação foram desenhados 

por meio do programa no site www.idt.com e analisados no programa GeneAmp® 5700 

SDS (Applied Biosystems), de onde se obteve também tamanho e temperatura de 

desnaturação preditas do produto amplificado (Tabela 3). 
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Tabela 3 – Padronização das reações em cadeia da polimerase quantitativas em 

tempo real. Genes selecionados para análise, sequências dos primers 

desenhados para sua amplificação, tamanho e temperatura de desnaturação 

dos produtos, predita pelo programa GeneAmp® 5700 SDS  (Applied 

Biosystems) 

Gene Sequência dos primers desenhados Temperatura de 

desnaturação 

Tamanho 

ABCB10 F - 5´ AGTTAGCAAGGAAAGAGGCAG 3´ 

R - 5´ AGGACAGAAAGCACGATCAG 3´ 

82 ºC 85pb 

APEX1 F – 5´ GGTAAAAATATTGCTTCGGTGGG  3´ 

R – 5´GTCTTACTCTTCTTGGCCTCTG 3´ 

83 ºC 144pb 

APOC1 F – 5´ TGGTTCTGTCGATCGTCTTG   3´ 

R – 5´ GTTCACTCTGTTTGATGCGG 3´ 

83 ºC 144pb 

EIF5A F – 5´ GGAGATTGAGCAGAAGTACGAC 3´ 

R – 5´ GGAGCCAGTTATTTTGCCATG 3´ 

81 ºC 111pb 

EYA3 F – 5´  CAAGAGGAAAGCTGATGCCAC 3´ 

R – 5´  CATCCAAGTCCCACAGAAATACC 3´  

82 ºC 120pb 

GRIN2C F – 5´ AACATCCGCAGTAACTACCG  3´ 

R – 5´ CTGCCATGTAGTTGAGGACAG 3´ 

83 ºC 142pb 

HMBS F – 5’ ATTGAAAGCCTCGTACCCTG   3´ 

R – 5´ TTCTCCAGGGCATGTTCAAG 3´ 

79 ºC 137pb 

HMGB1 F – 5´ GATATGGCAAAAGCGGACAAG 3´ 

R – 5´ GGCGATACTCAGAGCAGAAG 3´ 

79 ºC 148pb 

NAE1 F – 5´ ATGGAAATCAGGTCAGCGG  3´ 

R – 5´ CAAAACTTCCAGAGACATCGC 3´ 

77 ºC 132pb 

OAZ1 F – 5’ AGGGAATAGTCAGAGGGATCAC 3´ 

R – 5´ CAGTTAATGCGTTTGGCGTC 3´ 

79 ºC 147pb 

PCBP2 F – 5´ TTACCATCACTGGATCTGCTGCC 3´ 

R – 5´ AGATGGATCATGGGTGGTGGTG 3´ 

82 ºC 114pb 

RAD23B F – 5´ ACGGAATCAGCCTCAGTTTC  3´ 

R – 5´ GAATAAAATGCTCCTGGTGTTGG 3´ 

77 ºC 140pb 

SRGN F – 5’ CCTCATCCTGGTTCTGGAATC 3´ 

R – 5´ TGTTGGATTCACCTGGAAGTAG 3´ 

81 ºC 149pb 

TAGLN2 F – 5´ GATCCCAACTGGTTCCCTAAG 3´ 

R – 5´ CATCCCGTAGCCAGTCATG 3´ 

82ºC 144pb 
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A especificidade do produto amplificado foi verificada experimentalmente por meio 

de qRT-PCR, pela temperatura de desnaturação específica do produto amplificado. Na 

figura 16, está ilustrada a curva de dissociação (derivativa da fluorescência versus 

temperatura) do produto amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software 

v2.03 (Applied Biosystems, USA). Observou-se desnaturação em concordância com o 

esperado. 

 

Figura 16 – Temperatura de dissociação do produto amplificado. Curva de 

dissociação do produto amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 

7500 Software v2.03 (Applied Biosystems, USA). 
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Foram então realizadas as reações para determinação da concentração ótima de 

primer a ser utilizada e da eficiência da reação (Tabela 4). Na figura 17, está ilustrada a 

curva padrão da reação de amplificação do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 

Software v2.03 (Applied Biosystems, USA). O coeficiente de inclinação da reta, ou slope, e 

o valor da eficiência da reação foi dado pelo programa 7500 Software v2.03 (Applied 

Biosystems, USA). 

 

Tabela 4 – Concentração de primers utilizadas na amplificação dos genes de estudo e 

eficiência da amplificação obtida. As concentrações foram definidas pela eficiência de 

amplificação gerada nas condições testadas. 

Primer Concentração utilizada Eficiência do primer 

ABCB10 150 nM 99% 

APEX1 150 nM 100% 

APOC1 150 nM 100% 

EIF5A 150 nM 100% 

EYA3 150 nM 100% 

GRIN2C 70 nM 99% 

HMBS 150 nM 98,5% 

HMGB1 150 nM 100% 

NAE1 150 nM 98,8% 

OAZ1 150 nM 100% 

PCBP2 150 nM 100% 

RAD23B 150 nM 99,9% 

SRGN 150 nM 100% 

TAGLN2 150 nM 100% 
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Figura 17 – Curva padrão para a reação de amplificação. Curva padrão do produto 

amplificado do gene SRGN, gerada pelo programa 7500 Software v2.03 

(Applied Biosystems, USA). 

 

2.3 - Reações 

Para validação dos resultados de SAGE, foi selecionado como gene calibrador o gene 

GAPDH e os valores de expressão gênica normalizados foram calculados uitlizando a 

fórmula aritmética 2-∆∆ct. 

Expressões gênicas concordantes, medidas por SAGE e qRT-PCR, foram 

identificadas em  8 dos 14 genes avaliados (57,14%). 

Os genes EYA3, TAGLN2, HMBS1, ABCB10 e OAZ1 apresentaram-se mais expressos 

no paciente com talassemia β intermediária do que no paciente com talassemia β maior 

(Figura 18). Já a expressão dos genes APEX1, SRGN e APOC1 mostrou-se maior na 

biblioteca de paciente talassêmico β maior do que no paciente talassêmico β intermediário. 
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Figura 18 – Comparação de resultados obtidos por SAGE e por qRT-PCR.  

Representação gráfica de 8 genes com expressão gênica concordantes pelo 

método SAGE e pela reação em cadeia da polimerase em tempo real, em 

amostras de cultura de células CD34+ do paciente talassêmico β 

intermediário e maior, a partir da qual foi construída a biblioteca SAGE. 
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Expressões gênicas discordantes, medidas por SAGE e qRT-PCR, foram 

identificadas em 6 genes (Figura 19).  
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Figura 19 – Comparação de resultados obtidos por SAGE e por qRT-PCR.  

Representação gráfica de 6 genes com expressão gênica disconcordantes 

pelo método SAGE e pela reação em cadeia da polimerase em tempo real, 

em amostras de cultura de células CD34+ do paciente talassêmico β 

intermediário e maior, a partir da qual foi construída a biblioteca SAGE. 

 

 

3 - Expressão gênica diferencial: INT X MAIOR 

Tendo sido caracterizados e validados os perfis globais de expressão gênica em 

talassêmico β intermediário e maior, estes foram comparados entre si, no intuito de se 

identificarem alterações que pudessem estar relacionadas à doença. 

Usando os critérios descritos, foram encontradas 42 tags diferencialmente expressas 

entre as bibliotecas SAGE (Tabela 5). 
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A figura 20 representa a clusterização dos genes diferencialmente expressos e a 

identificação das tags encontra-se na Tabela 5. 

 

Figura 20 - Análise de cluster dos genes diferencialmente expressos. Diagrama de 

cores: branco, baixa expressão; vermelho, alta expressão. A intensidade das 

cores reflete a intensidade da expressão dos genes. 
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Tabela 5 – Identificação das tags diferencialmente expressas entre células de cultura de um paciente portador de talassemia β maior 

e intermediária. Tags foram classificadas como: no match (não apresentam nenhuma identificação no Unigene), sequências preditas 

(correspondem à ESTs, ORFs, clones de cDNA ou proteínas hipotéticas) ou genes conhecidos. 

Tag INT MAIOR PVALOR 
(-)LOG 

PVALOR 
FOLD 

CHANGE 
SYMBOL TITLE FUNÇÃO 

ACTTTTTCAA 2 26 5,93E-08 24,00848 -16,6275 -- CDNA CLONE IMAGE:4328048 Unknown 

TGATTTCACT 9 22 0,002537 8,622698 -3,12655 -- CDNA CLONE IMAGE:5265638 Unknown 

CCGACGGGCG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 -- 

TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 
NP_001090497.1 SOLUTE CARRIER FAMILY 25 

(MITOCHONDRIAL CARRIER; OXOGLUTARATE 
CARRIER), MEMBER 11 [XENOPUS LAEVIS] Unknown 

GGTCAGTCGG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 -- 

TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 
NP_001041438.1 HYPOTHETICAL PROTEIN LOC503325 

[RATTUS NORVEGICUS] Unknown 

CACTACTCAC 3 10 0,018227 5,777783 -4,26347 -- 
TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 
NP_536855.1 CYTOCHROME B [HOMO SAPIENS] Unknown 

AATTCATAGG 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 -- TRANSCRIBED LOCUS Unknown 

CATTTGTAAT 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 -- CDNA FLJ44518 FIS, CLONE UTERU3002701 Unknown 

GCCAAGGAAA 18 5 0,033443 4,902142 2,814607 -- 
RED CELL ANION EXCHANGER (EPB3, AE1, BAND 3) 3' 

NON-CODING REGION 
 

ATGTTCAATT 7 0 0,019683 5,666912 0,001102 ABCB10 
ATP-BINDING CASSETTE, SUB-FAMILY B (MDR/TAP), 

MEMBER 10 
 

GTCCCGGGCA 0 5 0,014273 6,130564 -0,00101 ACSS1 
ACYL-COA SYNTHETASE SHORT-CHAIN FAMILY 

MEMBER 1 
 

AAAATAAAGA 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 APEX1 
APEX NUCLEASE (MULTIFUNCTIONAL DNA REPAIR 

ENZYME) 1 
 

TGGCCCCAGG 2 10 0,006491 7,267345 -6,39521 APOC1 APOLIPOPROTEIN C-I 

lipid metabolic process- it is 
activated when monocytes 

differentiate into 
macrophages 

GATCCCAACA 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 ATP5B 
ATP SYNTHASE, H+ TRANSPORTING, 

MITOCHONDRIAL F1 COMPLEX, BETA POLYPEPTIDE 
 

AACCCGGGAG 0 6 0,006263 7,318991 -0,00121 BMS1P5 BMS1 PSEUDOGENE 5  

GGCTTTACCC 2 7 0,046244 4,434579 -4,47665 EIF5A EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 5A 
 

CGACGAGGAG 0 6 0,006263 7,318991 -0,00121 EMP3 EPITHELIAL MEMBRANE PROTEIN 3  

GTGGGTTCTC 19 2 0,000965 10,01747 7,427436 EYA3 EYES ABSENT HOMOLOG 3 (DROSOPHILA) 
transcription activator 

GTGACCACGG 39 0 1,85E-10 32,33456 0,006139 GRIN2C 
GLUTAMATE RECEPTOR, IONOTROPIC, N-METHYL D-

ASPARTATE 2C 
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AAGATGGCCC 7 0 0,019683 5,666912 0,001102 HMBS HYDROXYMETHYLBILANE SYNTHASE  

GAAATTTAAA 0 5 0,014273 6,130564 -0,00101 HMGB1 HIGH-MOBILITY GROUP BOX 1  

CCTGTAGTCC 6 0 0,035072 4,833548 0,000944 MAFF 
V-MAF MUSCULOAPONEUROTIC FIBROSARCOMA 

ONCOGENE HOMOLOG F (AVIAN) 

 

GTGAAACCCC 28 8 0,008268 6,918177 2,736424 MOG MYELIN OLIGODENDROCYTE GLYCOPROTEIN 
 

ATAGACGCAA 0 6 0,006263 7,318991 -0,00121 MORF4L1 MORTALITY FACTOR 4 LIKE 1  

GGCAAGAGGC 0 5 0,014273 6,130564 -0,00101 NAE1 NEDD8 ACTIVATING ENZYME E1 SUBUNIT 1 
 

GTAAGTGTAC 13 1 0,004393 7,83058 10,16386 
NO 

MATCH NO MATCH 
 

ACCCGCCGGG 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 
NO 

MATCH NO MATCH 
 

TCACCCACAC 0 5 0,014273 6,130564 -0,00101 
NO 

MATCH NO MATCH 
 

TTGTAATCGT 10 1 0,020272 5,624353 7,818354 OAZ1 ORNITHINE DECARBOXYLASE ANTIZYME 1 
Protein binding 

CCAAAAAAAA 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 OCIAD1 OCIA DOMAIN CONTAINING 1  

GAAATGTAAG 
 
 
 
 

1 
 
 
 
 

6 
 
 
 
 

0,030866 
 
 
 
 

5,017833 
 
 
 
 

-7,67425 
 
 
 
 

PCBP2 
 
 
 
 

POLY(RC) BINDING PROTEIN 2 
 
 
 
 

DNA/RNA binding- The 
encoded protein is also 

suggested to play a part in 
formation of a sequence-

specific alpha-globin mRNP 
complex which is associated 

with alpha-globin mRNA 
stability 

ATTTGAGAAG 2 7 0,046244 4,434579 -4,47665 RAD23B RAD23 HOMOLOG B (S. CEREVISIAE) 
damaged DNA 

binding/protein binding 

ACAGCAAAGT 9 0 0,006199 7,33364 0,001417 RHCE RH BLOOD GROUP, CCEE ANTIGENS  

AGCTCTCCCT 3 9 0,033238 4,911035 -3,83713 RPL17 RIBOSOMAL PROTEIN L17 ribossomal 

GCAGCCATCC 3 9 0,033238 4,911035 -3,83713 RPL28 RIBOSOMAL PROTEIN L28 ribossomal 

AAGGAGATGG 4 13 0,007394 7,079473 -4,15689 RPL31 RIBOSOMAL PROTEIN L31 ribossomal 

TGTGCTAAAT 4 11 0,023637 5,402784 -3,51736 RPL34 RIBOSOMAL PROTEIN L34 ribossomal 

CGCCGCCGGC 4 12 0,013316 6,230689 -3,83713 RPL35 RIBOSOMAL PROTEIN L35 ribossomal 

AGGAAAGCTG 3 15 0,000744 10,39238 -6,39521 RPL36 RIBOSOMAL PROTEIN L36 ribossomal 

GAAAAATGGT 14 23 0,026116 5,258898 -2,10128 RPSA RIBOSOMAL PROTEIN SA ribossomal 

TCTGTTTATC 0 4 0,032529 4,942137 -0,00081 SRP14 
SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 14KDA 

(HOMOLOGOUS ALU RNA BINDING PROTEIN) 

 

GCCATAAAAT 1 5 0,0623348 4,0038174 6,3952084 SRGN SERGLYCIN Protein binding/apoptosis 

GTCTGGGGCT 4 10 0,041279 4,598431 -3,1976 TAGLN2 TRANSGELIN 2  
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A fim de se obter a ontologia dos 42 genes diferencialmente expressos, submetemos 

os genes à análise no site www.ncbi.nlm.gov/gene. Na tabela 6, está demonstrado os dados 

referentes à classificação dos transcritos.  

Tabela 6 – Ontologia dos genes diferencialmente expressos. Os genes foram classicados 

segundo o Gene Ontology quanto às funções e processos da qual participam. 

Símbolo Descrição HS Função 
 CDNA CLONE IMAGE:4328048 349570 Unknown 
 CDNA CLONE IMAGE:5265638 129283 Unknown 
 TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 

NP_001090497.1 SOLUTE CARRIER FAMILY 25 
(MITOCHONDRIAL CARRIER; OXOGLUTARATE 

CARRIER), MEMBER 11 [XENOPUS LAEVIS] 

586920 Unknown 

 TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 
NP_001041438.1 HYPOTHETICAL PROTEIN LOC503325 

[RATTUS NORVEGICUS] 

631428 Unknown 

 TRANSCRIBED LOCUS, STRONGLY SIMILAR TO 
NP_536855.1 CYTOCHROME B [HOMO SAPIENS] 

631491 Unknown 

 TRANSCRIBED LOCUS 625475 Unknown 
 CDNA FLJ44518 FIS, CLONE UTERU3002701 689535 Unknown 
 RED CELL ANION EXCHANGER (EPB3, AE1, BAND 3) 

3' NON-CODING REGION 
654584 Unknown 

ABCB10 ATP-BINDING CASSETTE, SUB-FAMILY B 
(MDR/TAP), MEMBER 10 

17614 ATP binding, 
ATPase/transporter activity 

ACSS1 ACYL-COA SYNTHETASE SHORT-CHAIN FAMILY 
MEMBER 1 

529353 ATP/nucleotide/protein 
binding, 

ligase activity, metabolic 
process 

APEX1 APEX NUCLEASE (MULTIFUNCTIONAL DNA REPAIR 
ENZYME) 1 

73722 DNA/ metal ion binding, 
endonuclease activity, base 

excision repair 
APOC1 APOLIPOPROTEIN C-I 110675 Lipase inhibitor activity, 

cholesterol metabolic process, 
lipid metabolic process 

ATP5B ATP SYNTHASE, H+ TRANSPORTING, 
MITOCHONDRIAL F1 COMPLEX, BETA POLYPEPTIDE 

406510 Hydrolase/lipoprotein 
receptor activity, 

transmembrane transporter 
activity, angiogenesis 

BMS1P5 BMS1 PSEUDOGENE 5 647203  
EIF5A EUKARYOTIC TRANSLATION INITIATION FACTOR 

5A 
534314 RNA binding, protein 

transport, transmembrane 
transport, mRNA export from 
nucleus, negative regulation 

of apoptosis 
EMP3 EPITHELIAL MEMBRANE PROTEIN 3 9999 Cell growth, negative 

regulation of cell proliferation 
EYA3 EYES ABSENT HOMOLOG 3 (DROSOPHILA) 706831 Chromatin binding, 

chromatin modification 
metabolic process, 

transcription activator 
GRIN2C GLUTAMATE RECEPTOR, IONOTROPIC, N-METHYL 

D-ASPARTATE 2C 
436980 Cation channel activity, 

receptor and transporter 
activity 
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HMBS HYDROXYMETHYLBILANE SYNTHASE 82609 Hydroxymethylbilane 
synthase activity, coenzime 
binding, heme biosynthetic 

process 
HMGB1 HIGH-MOBILITY GROUP BOX 1 434102 Transcription factor 

activity/binding, damage 
DNA binding, DNA ligation 

involved in DNA repair 
MAFF V-MAF MUSCULOAPONEUROTIC FIBROSARCOMA 

ONCOGENE HOMOLOG F (AVIAN) 
517617 Sequence specific DNA 

binding, transcription factor 
activity 

MOG MYELIN OLIGODENDROCYTE GLYCOPROTEIN 141308 Cell adhesion, central nervous 
system development 

MORF4L1 MORTALITY FACTOR 4 LIKE 1 374503 DNA repair, chromatin 
modification, protein binding, 

regulation of 
growth/transcription 

NAE1 NEDD8 ACTIVATING ENZYME E1 SUBUNIT 1 460978 DNA replication, regulation 
of apoptosis, cell cycle, 

metabolic process, catalytic 
activity 

NO 
MATCH 

 NO 
MATCH 

 

NO 
MATCH 

 NO 
MATCH 

 

NO 
MATCH 

 NO 
MATCH 

 

OAZ1 ORNITHINE DECARBOXYLASE ANTIZYME 1 446427 Ornithine decarboxylase 
inhibitor activity, protein 

binding 
OCIAD1 OCIA DOMAIN CONTAINING 1 518750 Endossome component 
PCBP2 POLY(RC) BINDING PROTEIN 2 546271 DNA/RNA enzyme protein 

binding, RNA splincing, 
mRNA metabolic process 

RAD23B RAD23 HOMOLOG B (S. CEREVISIAE) 521640 Damage DNA/protein, single 
stranded DNA binding, 

nucleotide excision repair 
RHCE RH BLOOD GROUP, CCEE ANTIGENS 449968 Transmembrane transport 
RPL17 RIBOSOMAL PROTEIN L17 374588 Translation elongation 
RPL28 RIBOSOMAL PROTEIN L28 652114 RNA/protein binding, 

translation elongation 
RPL31 RIBOSOMAL PROTEIN L31 469473 RNA/protein binding, 

translation elongation 
RPL34 RIBOSOMAL PROTEIN L34 438227 RNA/protein binding, 

translation elongation 
RPL35 RIBOSOMAL PROTEIN L35 182825 RNA/protein binding, 

translation elongation 
RPL36 RIBOSOMAL PROTEIN L36 408018 RNA/protein binding, 

translation elongation 
RPSA RIBOSOMAL PROTEIN SA 449909 Receptor activity, ribosome 

binding, cell adhesion 
SRP14 SIGNAL RECOGNITION PARTICLE 14KDA 

(HOMOLOGOUS ALU RNA BINDING PROTEIN) 
533732 RNA/protein binding, 

response to drug 
SRGN SERGLYCIN 1908 Collagen/protein binding, 

apoptosis 
TAGLN2 TRANSGELIN 2 517168 Protein binding 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO



As síndromes talassêmicas compreendem um grupo heterogêneo de doenças 

hereditárias em que existe uma redução no ritmo de síntese de uma ou mais cadeias 

polipeptídicas da hemoglobina. Nas talassemias β ocorre a supressão total ou parcial da 

produção de cadeias β. 

Aproximadamente a metade dos alelos beta talassêmicos produz talassemias β0. 

Muitos são mutações nonsense, isto é, substituição de bases que introduzem também um 

códon de terminação prematura. Como exemplo desse tipo de mutação, podemos citar a 

troca de C→T no códon 39 da beta globina que produz uma proteína anormal e não 

funcional que é degradada.  

Em nosso estudo, incluímos 2 pacientes talassêmicos β, portadores da mesma 

mutação genética (Cd 39) mas com quadros clínicos distintos, maior e intermediária  com o 

objetivo de avaliar possíveis moduladores genéticos, diferentes dos já descritos, e que 

podem estar envolvidos na gravidade da doença. 

Foram utilizadas para construção dos perfis INT e MAIOR, células CD34+ isoladas 

do sangue periférico dos pacientes e cultivadas durante 13 dias.  

Após a identificação dos 2718 transcritos únicos encontrados no perfil INT e 3052 

transcritos únicos no perfil MAIOR, esses trancritos foram classificados de acordo com o 

banco de dados do The Cancer Genome Anatomy (CGAP) e os perfis foram comparados 

entre si a fim de se obter os transcritos diferencialmente expressos. O critério para a seleção 

dos transcritos diferencialmente expressos foi o valor de p<0,05 (AUDIC e CLAVERIE, 

1997) e uma diferença de expressão de pelo menos 5 vezes (5 fold) entre as amostras. De 

acordo com este critério, 42 transcritos foram classificados como diferencialmente 

expressos, dentre os quais foram encontrados genes conhecidos, ESTs, no matches e outros 

tipos de sequências preditas. 

Os transcritos diferencialmente expressos distribuíram-se em duas situações distintas: 

transcritos que apresentaram maior expressão no paciente talassêmico β intermediário e 

transcritos que apresentaram maior expressão no paciente talassêmico β maior.  

Dentre os genes que apresentaram maior expressão no paciente talassêmico β 

intermediário destacamos os genes ABCB10, HMBS, EYA3 e EIF5A.  

O gene ABCB10 (ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP), member 10) foi 

primeiramente identificado durante a análise de transcritos na diferenciação de células 
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G1E-ER2 (WEISS et al., 1997) para avaliar possíveis genes alvo para o gene GATA-1 

(SHIRIHAI et al., 2000). O transcrito foi isolado e caracterizado como um novo membro 

da família ABC, um grande grupo de proteínas que transporta uma variedade de diferentes 

compostos através da membrana das células (HIGGINS, 1992; CROOP, 1998). Essa 

proteína foi chamada de ABC me (ABC mitochondrial erythroid) expressa, particularmente, 

em altos níveis nas mitocôndrias dos precursores eritróides. O gene ABC me se mostrou 

predominantemente expresso em células eritróides, especialmente nos estágios finais da 

maturação, quando o gene GATA-1 é essencial (WEISS et al., 1994). Em um trabalho 

recente publicado por nosso grupo de pesquisa, que avaliou a diferença de expressão 

durante a diferenciação de células eritróides, esse dado foi novamente confirmado, uma vez 

que a expressão deste gene mostrou-se seis vezes mais expressa na fase final de 

diferenciação (CUNHA et al., 2010). A superexpressão do gene ABC me em células MEL 

estimuladas à diferenciação por DMSO, elevaram os níveis de hemoglobina nessas células, 

sugerindo a participação desse gene na síntese do grupo heme.  

Em 2009, Chen e colaboradores, demonstraram que ABCB10 interage fisicamente 

com a mitoferrina, uma proteína mitocondrial que é a principal importadora de Fe+2 para a 

mitocôndria, formando um complexo, que aumenta a estabilidade protéica e a importação 

de Fe+2 para a mitocôndria. Já em 2010, Chen demonstrou a formação de um complexo 

oligomérico composto por ABCB10, mitoferrina-1 e ferroquelatase, essencial para o 

biossíntese do grupamento heme. Um outro gene relacionado à síntese do grupo heme e que 

também encontramos com expressão elevada no paciente intermediário é o gene HMBS 

(hydroxymethylbilane synthase) que é responsável pela terceira enzima na cascata da 

síntese do grupo heme. Possui dois promotores, sendo que um deles é ativo somente em 

células eritróides e possui grande homologia com o promotor do gene da globina β 

(CHRETIEN et al., 1988). Mutações nesse gene levam à porfiria aguda intermitente 

(GRANDCHAMP, 1998). 

Devido à grande participação desses genes no processo de formação do grupo heme, 

podemos sugerir que os níveis aumentados da expressão desses genes no paciente 

talassêmico β intermediário contribuam para aumentar a eficiência na produção de heme, 

aumento dos níveis de hemoglobina e consequente diminuição dos níveis de ferro nos 

tecidos, contribuindo para o quadro intermediário. Ainda, de acordo com Shirihai, a 
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expressão aumentada do gene ABCB10 pode ser relacionada ao gene GATA-1 e ao fato de 

que as células eritróides do paciente talassêmico β intermediário consigam chegar à um 

estágio final de maturação avançado em relação ao paciente talassêmico β menor. 

Já o  gene EYA (Eyes Absent) foi primeiramente descrito como um componente na 

maquinaria de reguladores de transcrição no desenvolvimento do olho em Drosophila. 

Encontramos em mamíferos 4 tipos de proteínas EYA (1-4) e sabe-se hoje, que o gene 

EYA3 (Eyes Absent homolog 3) está envolvido no desenvolvimento de órgãos e tecidos dos 

mais diversos organismos, atuando como um fator de transcrição (JEMC & REBAY, 

2007). O EYA é o primeiro exemplo de fator de transcrição com atividade de fosfatase 

intrínseca (RAYAPUREDI, 2003; TOOTLE, 2003 e LI, 2003).  Krishnan e colaboradores 

(KRISHNAN, 2009) mostraram que o EYA3 funciona como uma proteína tirosina fosfatase 

na desfosforilação do resíduo Tyr-142 da Histona H2A.X, atuando no reparo do DNA, 

apoptose e carcinogênese. Um fato ainda a ser considerado é que os genes EYA1 e EYA2 

foram identificados em famílias hematopoéticas primordiais (TERSKIKH, 2003), porém 

nada foi descrito com relação ao EYA3. Estudos de camundongos Knockout para o gene 

EYA3 realizados por Söker e colaboradores, 2008 mostram uma leve anemia nos animais 

cujo gene foi suprimido (dados não publicados e obtidos através de contato com o grupo 

responsável pelo trabalho). No trabalho já anteriormente citado e realizado por nosso grupo, 

Cunha e colaboradores (2010) demonstraram um aumento da expressão desse gene durante 

a proliferação de linhagens eritróides , indicando uma possível participação deste gene na 

fase final do processo de diferenciação. Nossos resultados indicam uma possível correlação 

com a expressão desse gene e o fenótipo dos pacientes e por isso há um trabalho sendo 

realizado em nosso grupo de pesquisa que visa avaliar a função deste gene através de 

experimentos de inibição da expressão gênica e superexpressão em linhagem de células 

K562 e células CD34+. Este trabalho também está avaliando a expressão desse gene em 

reticulócitos, neutrófilos e células mononucleares de pacientes com anemia falciforme e 

talassemia.  

O gene EIF5A (eukaryotic translation initiation factor 5A), é o único gene que 

traduz uma proteína que contém um único aminoácido hypusine. Entretanto, seus 

mecanismos de ação precisam ser melhor estudados. Sabe-se que está envolvido em 

processos de proliferação celular (PARK, 1998; TOME, 1996), regulação do transporte de 
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RNAm (ROSORIUS, 1999; LIPOWSKY, 2000), apoptose (Li, 2004; THOMPSON, 2010), 

tradução protéica (HANAUSKE, 1995; JAO, 2006) e inflamação (MOORE, 2008). Em 

2009, Flanagan e colaboradores realizaram um microarray do fígado de pacientes 

falciformes e talassêmicos β maior com sobrecarga de ferro, dependentes de transfusão.  O 

gene EIF5A se mostrou subexpresso em comparação às amostras de pacientes com baixa 

concentração de ferro no fígado.  Nossos resultados mostraram discordância entre os 

métodos de avaliação da expressão desse gene, porém, quando avaliamos a expressão pelo 

método da qRT-PCR, considerado um método “gold standard” para avaliação de expressão 

gênica, observamos que o paciente talassêmico β maior tem uma expressão diminuída em 

relação ao paciente talassêmico β intermediário, corroborando com os resultados 

apresentados por Flanagan. 

Entre os genes que apresentaram maior expressão no paciente talassêmico β maior 

encontramos uma relação interessante envolvida em reparo de DNA entre os genes: 

HMGB1, RAD23B, APEX1 e PCBP2.  

O gene HMGB1 (high-mobility group box 1) codifica uma proteína multifuncional 

que media uma variedade de processos, dentro e fora da célula, como regulação da 

transcrição (SINGH, 1990), remodelamento de cromatina (BONALDI, 2002) e inflamação 

(WANG, 1999). Em 2009, Lange e colaboradores realizaram experimentos com células 

HeLa CCL4, irradiadas com radiação UVA 365nm para avaliar qual seria o papel do gene 

HMGB1 no processo de reparo do DNA. Os resultados mostraram que o gene HMGB1 

aumenta as interações com o gene RAD23B (RAD23 homolog B (S. cerevisiae)), gene que 

codifica uma proteína envolvida no reparo por excisão de nucleotídeo (NER), ou seja, 

processos de reparo do DNA, sugerindo a formação de um complexo atuando nas células 

danificadas pela radiação.     

 Outro gene também encontrado mais expresso na biblioteca MAIOR foi o gene 

APEX1 (APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1, que faz parte do processo 

de DNA reparo por excisão de base (BER). Esse gene codifica uma proteína multifuncional 

que regula a apoptose e é induzida por espécies reativas de oxigênio (ROS) (ROBERTSON 

et al., 1997). Sabe-se que, os pacientes portadores de talassemia beta possuem níveis 

elevados de ROS e que isso contribui para a patogenia da doença (NAGABABU, 2000).  
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 Experimentos realizados com células CD34+ knockdown para o gene APEX1 

apontam para uma diminuição na produção de progenitores hematopoéticos primitivo e 

definitivo e que talvez, esse gene possa exercer um papel regulador durante a 

eritromielopoese normal (ZOU, 2007). 

 De posse desses dados, podemos sugerir que a expressão elevada desses genes no 

paciente portador de talassemia β maior se deve ao grande número de eventos que causam 

danos às células desses pacientes, como o elevado nível de espécies reativas de oxigênio, a 

eritropoese ineficaz, a precipitação das cadeias α livres, causando danos à membrana dos 

eritrócitos e diminuindo a vida média dessas células. Sendo assim, a expressão desses genes 

estaria ligada ao fato de que há, nesses pacientes, um maior dano celular decorrente do seu 

estado clínico grave em comparação ao paciente talassêmico β intermediário.  

 Outro dado interessante encontrado nesse estudo é o aumento da expressão do gene 

PCBP2. Foi sugerido que esta proteína seja parte de um complexo de ligação a uma 

sequência específica na região 3’ do RNA mensageiro para α globina que é rica em citosina 

e responsável pela ligação a ribossomos para a formação da proteína. Estudos mostraram 

que deleções nesta região estão associadas com a instabilidade do RNAm da α globina, 

resultando em sua degradação antes da formação da proteína (WEISS, 1994; WEISS, 1995; 

WANG et al., 1995). Nossos resultados mostram uma diferença na expressão deste gene 

entre os pacientes, duas vezes superior no paciente talassêmico β maior. Como os dados de 

literatura sugerem que este gene esteja associado com maior produção de α globina, o 

aumento da expressão observado poderia influenciar um aumento na produção desta 

proteína que irá precipitar nos eritrócitos, lesando as hemácias e provocando um quadro de 

hemólise mais acentuado no paciente de clínica mais grave. No momento, estamos 

aprofundando os estudos para verificar a função desse gene para tentar correlacioná-lo com 

o fenótipo da doença. 

 Assim, neste trabalho, identificamos a expressão diferencial de novos genes que 

podem atuar como moduladores genéticos nesta hemoglobinopatia, levando genótipos 

iguais a expressarem fenótipos diferentes. Esses resultados necessitam de um melhor 

aprofundamento, com experimentos que inibam e aumentem a expressão de cada um desses 

genes, em cultura de células β talassêmicas e normais, com o objetivo de avaliar sua função 

e indicar potenciais alvos terapêuticos. 

  Discussão 
102 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 



O transcriptoma entre os fenótipos de talassemia β maior e intermediária é muito 

semelhante, uma vez que um pequeno grupo de genes foi encontrado como 

diferencialmente expresso.  

Nesse grupo, demonstramos que existe uma possível relação entre alguns genes: o 

aumento de expressão dos genes ABCB10 e HMBS no paciente talassêmico β intermediário 

sugere uma possível relação com o aumento da eficiência da produção de heme e 

consequente aumento dos níveis de hemoglobina. Já o aumento de expressão de genes 

relacionados a reparo de DNA no paciente com talassemia β maior (APEX1 e HMGB1) 

corroboram o achado com os frequentes danos causados às células desses pacientes pelas 

sucessivas hemólises causadas por diferentes eventos como estresse oxidativo, precipitação 

de α globina e danos à membrana. Outros dois genes promissores também foram 

identificados nesse estudo, o gene EYA3, que se mostrou mais expresso no paciente 

talassêmico β intermediário e parece ter uma relação importante com a diferenciação 

eritróide e o gene PCBP2, que tem influência na estabilidade do RNA mensageiro de α 

globina. 

 Assim os resultados desse trabalho contribuem para um melhor entendimento dessa 

hemoglobinopatia e sugerem novos genes que podem estar envolvidos nos diferentes 

fenótipos observados. 
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