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RESUMO 

 

As síndromes mielodisplásicas (SMDs) constituem um grupo heterogêneo de 

desordens hematopoéticas, caracterizadas por exibirem hematopoese ineficaz com 

evidências de displasia da medula óssea resultando em citopenias no sangue periférico. 

Tecnologia de microarranjo tem permitido o refinado mapeamento da atividade 

transcricional do genoma humano. RNAs não codificadores (ncRNAs) transcritos de 

regiões intrônicas de genes conhecidos estão envolvidos em vários processos relacionados 

com controle transcricional e pós-transcricional da expressão gênica, interações com 

cromatinas, modificação de histonas e também estão se tornando evidentes em vários tipos 

de cânceres. Caracterização de ncRNAs em células progenitoras e células estromais de 

pacientes com SMD representa uma estratégia aparentemente importante para o 

entendimento da regulação gênica nesta doença. Neste estudo, o perfil de expressão gênica 

de células CD34+ e estromais de pacientes com SMD do subgrupo anemia refratária com 

sideroblastos em anel (ARSA) foi comparado com o de indivíduos saudáveis, usando 

oligoarranjos de 44 kilobases contendo íntrons e éxons, o qual incluiu sequências para 

genes codificadores, RNAs sense e antisense totalmente e parcialmente intrônicos. Em 

células CD34+ de pacientes com SMD-ARSA, 216 genes foram diferencialmente expressos 

(q-value ≤ 0,01) em comparação com indivíduos saudáveis, dos quais 65 (30%) eram 

transcritos não codificadores. O gene DMT1, um transportador de ferro, foi encontrado 

hiperexpresso em células CD34+ de SMD-ARSA. Em medula óssea total de 34 pacientes, a 

expressão foi mais evidente no subgrupo de pacientes com SMD de baixo risco/INT-1. 

Ensaios de imuno-histoquímica corroboram os dados encontrados na análise de expressão 

gênica e demonstram que DMT1 se encontra mais expresso nas células eritroblásticas. A 

hiperexpressão de DMT1 pode estar relacionada com o homeostase do ferro anormal nas 

SMDs. Em células estromais de SMD-ARSA, 12 genes foram diferencialmente expressos 

(q-value ≤ 0,05) em comparação com indivíduos saudáveis, dos quais 3 (25%) eram 

transcritos não codificadores. O gene SEMA3A, um membro secretado da família das 

semaforinas, foi encontrado hiperexpresso em células estromais de SMD-ARSA e na 

medula óssea total de 34 pacientes; sua hiperexpressão foi mais evidente em pacientes com  
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SMD de alto risco/INT-2 e em pacientes com leucemia mieloide aguda (n=19). Ensaios 

funcionais demonstraram que  

SEMA3A está envolvido com aumento da adesão, diminuição da diferenciação e 

apoptose de células leucêmicas cocultivadas com células estromais HS27 hiperexpressando 

SEMA3A e age de maneira parácrina sobre as células precursoras. Pela primeira vez, o 

perfil diferencial de ncRNA em células CD34+ e células estromais entre SMD-ARSA e 

indivíduos saudáveis foi demonstrado, sugerindo que ncRNA pode ter um importante papel 

durante o desenvolvimento das síndromes mielodisplásicas.  
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ABSTRACT 

 

Myelodysplastic syndromes (MDS) are a group heterogeneous of hematological 

disorders characterized by ineffective hematopoiesis with morphological evidence of 

marrow cell dysplasia resulting in peripheral blood cytopenia. Microarray technology has 

permitted a refined high-throughput mapping of the transcriptional activity in the human 

genome. Noncoding-RNAs (ncRNAs) transcribed from intronic regions of genes are 

involved in a number of processes related to post-transcriptional control of gene expression, 

and chromatins interaction, and histone modification and they are becoming evident in 

several cancers. Characterization of ncRNAs in progenitor cells and stromal cells of MDS 

patients could be strategic for understanding gene expression regulation in this disease. In 

this study, gene expression profiles of CD34+ and stromal cells of MDS patients with 

refractory anemia with ringed sideroblasts (RARS) subgroup were compared those of 

healthy individuals, using 44 kilobases combined introns and exons oligoarrays, which 

included probes for protein-coding genes, for sense and antisense strands of totally and 

partially intronic noncoding RNAs. In CD34+ cells of MDS-RARS patients, 216 genes were 

significantly differentially expressed (q-value ≤ 0.01) in comparison to healthy individuals, 

of which 65 (30%) were noncoding transcripts. The DMT1 gene, an iron-transporter, was 

found up-regulated in CD34+ cells of MDS-RARS. In the total bone marrow of 34 patients, 

the expression of DMT1 was more evident in the subgroup of low risk/INT-1 MDS 

patients. The immunohistochemistry assay confirms the data obtained in the gene 

expression assay and show that DMT1 is more expressed in erythroid cells. The higher 

expression of DMT1 can be related with abnormal iron homeostasis in MDS. In stromal 

cells of MDS-RARS, 12 genes were significantly differentially expressed (q-value ≤ 0.05) 

in comparison to healthy individuals, of which 3 (25%) were noncoding transcripts. The 

SEMA3A gene, a secreted member of the semaphorins family, was found up-regulated in 

stromal cells of MDS-RARS and in the total bone marrow of  34 patients; further, the 

higher expression was more evident in high risk/ INT-2 subgroup of MDS patients and 

acute myeloid leukemia patients (n = 19). Functional assays demonstrated that SEMA3A is 

related to adhesion increase, differentiation decrease, and apoptosis of leukemia cells co-

cultivated with HS27 stromal cells higher expressing SEMA3A, also acting in a paracrine  
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fashion in the precursors cells. These results demonstrated, for the first time, in 

CD34+ cells and stromal cells the differential ncRNA expression profile between MDS-

RARS and healthy individuals, suggesting that ncRNAs may play an important role during 

the development of myelodysplastic syndromes. 
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INTRODUÇÃO 

 

Síndromes Mielodisplásicas constituem um grupo heterogêneo de desordens 

hematopoéticas clonais, que exibem hematopoese ineficaz. A expansão do clone anômalo é 

um fenômeno medular caracterizado por displasia morfológica e diferenciação deficiente, 

resultando em células não funcionais. As consequências desta hematopoese deficiente no 

sangue periférico são citopenias, que podem vir a envolver os três segmentos do sangue: 

eritrócitos, leucócitos e plaquetas. A anemia e seus sintomas relacionados são as 

manifestações clínicas mais comuns da maioria das SMDs [1,2] 

A exata causa das SMDs é desconhecida e provavelmente multifatorial. Estudos 

epidemiológicos sugerem que a taxa de incidência aumente com o a idade, e também 

podem estar associadasa alguns fatores como tabagismo, radiação ionizantes, sexo 

masculino, parentes de primeiro grau afetado por doença hematológica e exposição a 

produtos químicos como solventes orgânicos, benzeno, pesticidas e fungicidas. Há também 

SMDs associadas à terapia (SMD-t), que está relacionada à exposição a drogas citotóxicas, 

em particular agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase II e radiação terapêutica. As 

SMD-t afetam 15% dos pacientes com linfoma que receberam quimioterapias agressivas 

[3,4]. 

As SMDs estão entre as 5 causas de anemia em idosos, tendo como mediana da 

idade, no diagnóstico, a faixa que vai de 60 a 75 anos. Na Europa ocorrem de 3,5 a 12,6 

casos/100.000/ano, aumentando para 15-50/100.000/ano em pessoas com mais de 70 anos 

[4]. Estudos de retrospectiva do banco de dados nacional Medicare SAF nos Estados 

Unidos revisaram dados clínicos de 97% dos pacientes acima de 65 anos e calcularam uma 

incidência de 162 casos de SMD/100.000 durante o ano de 2003 e apenas 4% haviam sido 

diagnosticados em consultórios médicos [5]. Cerca de um terço dos pacientes com SMDs 

evoluem para leucemia mieloide aguda (LMA). As SMDs com maior percentual de blastos 

são de pior prognóstico e possuem maior chance de evolução para LMA, com sobrevida de 

6 meses após a apresentação da citopenia [4]. 

Subtipos morfológicos de SMD baseado predominantemente na proporção de 

blastos na medula têm classificado pacientes dentro de subgrupos e na presença ou ausência 

de sideroblasto em anel. A classificação Franco-Americano-Britânica (FAB) requeria no 
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mínimo displasia bilinear e considerava progressão para LMA quando havia mais de 30% 

de blastos na medula, esta classificação distinguiu 5 subcategorias: anemia refratária (AR), 

anemia refratária com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refratária com excesso de 

blastos (AREB), anemia refratária com excesso de blastos em transformação (AREB-T) e 

leucemia mielomonocítica crônica (LMMC) [6]. O novo critério definido pela Organização 

Mundial da Saúde (WHO) em 2008 também está baseado na porcentagem de blastos 

presentes na medula óssea e no sangue periférico, porém considera LMA quando há mais 

de 20% de blastos na medula, além do tipo e grau da displasia, a presença de sideroblasto 

em anel e a presença de anormalidades citogenéticas. A classificação WHO 2008, 

distinguiu 7 subtipos de SMDs: citopenia refratária com displasia unilinear (CRDU), 

anemia refratária com sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refratária com displasia 

multilinear (CRDM), anemia refratária com excesso de blastos (AREB I e AREB II), SMD-

não classificada (SMD-N) e SMD associada com del(5q) isolada [7,8]. 

Outra importante característica clínica que tem implicações terapêuticas e 

prognósticas, é a citogenética da medula, verifica-se anormalidades cromossômicas clonais 

em alguns pacientes, incluindo monossomia 5 e 7, deleções 5q e 7q, trissomia 8 e deleções 

de 20q [8]. O Sistema de Índice de Prognóstico Internacional (IPSS) combina blastos na 

medula, citogenéticas específicas e número de citopenias para ajudar na determinação dos 

caminhos clínicos dos pacientes e acima de tudo a sobrevida e potencial progressão para 

LMA [9,10]. O IPSS tem 4 subgrupos: pacientes baixo risco ou Intermediário – 1 e alto 

risco ou Intermediário – 2. Recentes análises de um amplo grupo de pacientes com SMD 

refinou a citogenética dos subgrupos IPSS. O WHO WPSS tem acrescentado a este 

sistemaa dependência de transfusão de hemácias, que tem um fator negativo para os 

pacientes de baixo risco [8,11]. 

As SMDs de baixo risco são caracterizadas por anemia e dependência 

transfusional. A SMD-ARSA é um subtipo de baixo risco na qual ocorre acúmulo de ferro 

na mitoferritina mitocondrial (MtF) e a mitocôndria se encontra organizada 

perinuclearmente, formando um anel ao redor do núcleo do eritroblasto [9,12,13]. 

Entretanto as bases moleculares das SMD-ARSA ainda são desconhecidas. 

Há uma década o perfil de expressão gênica foi com sucesso introduzido nas 

pesquisas hematológicas [14]. Novas relevâncias clínicas dos subgrupos de pacientes foram 
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identificadas com distintas características e as classificações foram desenvolvidas, as quais 

são capazes de predizer prognósticos ou mesmo a participação de componentes específicos, 

como por exemplo, a predição da responsividade para lenalidomida em casos de SMD sem 

del (5q) [15]. 

O grupo de estudo internacional MILE (Microarray Innovations in Leukemia) 

formou o grupo de trabalho de perfil de expressão gênica ELN (European Leukemia-Net, 

www.leukemia-net.org), que reuniu 11 laboratórios em 3 continentes e analisaram 3.334 

pacientes, formando 17 classes representando subclasses de leucemias agudas e crônicas, 

como também as SMDs e concluíram que a tecnologia de microarranjo pode classificar e 

diagnosticar a leucemia, de forma confiável e com sofisticados dados algorítmicos, além de 

analisar a expressão de múltiplos genes em paralelo [16]. A partir do banco de dados 

gerado pelo MILE, um novo modelo de classificação de prognóstico para SMD foi 

validado, o qual prediz a probabilidade em meses de transformação para LMA: grupo A, 

menos de 18 meses, grupo B de 18 a 36 meses e grupo C mais de 36 meses [17]. Hoje está 

claro que a tecnologia de microarranjo tem um ótimo potencial para melhorar o diagnóstico 

nas doenças hematológicas, podendo definir novos alvos terapêuticos e proporcionar maior 

seleção diferencial de estratégias terapêuticas [18]. 

O perfil de expressão das células progenitoras hematopoéticas dos pacientes 

com SMD identificou genes relacionados com diferenciação, proliferação celular, 

transcrição, metabolismo, citoesqueleto e sinalização/transporte [19-23]. Investigação do 

perfil de expressão das células precursoras CD34+ de pacientes SMDs observou que o 

aumento da expressão de genes que codificam subunidades proteossômicas estão 

relacionados à menor sobrevida dos pacientes [24]. Pellagatti e colaboradores [25] 

demonstraram que a expressão do fator de ligação linfóide 1 (LEF1) foi significativamente 

menor em pacientes com SMD de alto risco e sugerem que LEF1 pode estar envolvido na 

maturação prejudicada dos progenitores hematopoéticos em pacientes com SMDs. 

Há evidências que em certas doenças hematológicas, o microambiente medular 

é anormal, tanto em composição quanto em função [26]. Em SMD, a camada aderente de 

estroma da medula óssea é ineficaz no suporte da mielopoese normal in vitro, apresentando 

manutenção prejudicada das células-tronco hematopoéticas [27]. Alterações nos 

componentes do estroma, a relativa deficiência dos fatores de crescimento hematopoéticos 
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e a aberrante liberação de inibidores, podem ser implicadas na modificação do 

desenvolvimento e apoptose das células hematopoéticas das SMDs [28-30]. 

Estudos sobre a expressão gênica do estroma medular evidenciam a importância 

deste microambiente em doenças hematológicas. O perfil de expressão gênica de células 

estromais da medula óssea em mielodisplasia infantil apresentou progressiva diminuição no 

nível de expressão de genes associados principalmente com processos biológicos que 

podem alterar a capacidade das células estromais em manter a diferenciação das células 

hematopoéticas [31] e demonstrou hiperexpressão do fator-2 especifico de osteoblasto 

(OSF-2), que é conhecido por sustentar preferencialmente as células precursoras imaturas 

do sangue, mantendo sua proliferação e retardando a sua diferenciação, resultando na 

hipercelularidade da medula óssea e citopenia periférica [32]. 

O interesse na investigação de genes diferencialmente expressos em células 

estromais de medula óssea tem crescido Zeng e colaboradores [33] trataram células 

estromais com a citocina interferon gama (IFNG) e verificaram, através de microarranjo de 

cDNA, a diminuição da expressão do número de genes e hiperexpressão de genes induzidos 

pelo IFNG como ASP4, VCAM1, CXCL10, CCL5 e OASL. 

Além das alterações de expressão de genes codificadores de proteínas, 

alterações em RNAs não codificadores (ncRNAs) curtos, com < 30 bases, contribuem para 

a patogênese do câncer [34]. Pequenos ncRNAs como microRNAs (miRNAs) tem 

mostrado expressão especifica em distintos subtipos de LMA, podendo auxiliar na 

classificação genética [35]. Estudos recentes descobriram que muitas classes de pequenos 

RNAs nucleares (snRNAs) possuem características estruturais que são funcionais e bem 

conservadas através da evolução [36]. 

O projeto piloto ENCODE identificou e caracterizou apenas 1% do genoma 

humano e mostrou que 74% a 93% das bases são transcritas, sendo que a maioria (63%) 

eram ncRNAs longos (> 200 bases), os quais residem em regiões intrônicas (40,9%) e 

intergênicas (22,6%), fora das anotações do GENCODE [37]. ncRNAs estão envolvidos em 

diferentes processos biológicos como a sobrevivência celular, regulação da progressão do 

ciclo celular, controle transcricional e pós transcricional da expressão gênica [38, 39], 

imprinting genômico [40, 41], interação com cromatinas [42], modificações de histonas 

[39], inativação do cromossomo X [43, 44] e biogênese de RNAs maduros através de 
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mudanças estruturais íntron-éxon dos genes vitais [45]. Foi demonstrado que sítios de 

ncRNAs intrônicos longos são responsivos a estímulos fisiológicos como a ácido retinoico 

[46] ou hormônio andrógeno [47]. 

Os ncRNAs longos receberam menor atenção da comunidade científica, 

baseada na percepção provavelmente equivocada de que todos eles resultavam de RNAs 

imaturos [48]. Porém o levantamento in silico dos projetos de análise de expressão em larga 

escala, levou à identificação de ncRNAs de transcrição independente [49]. A abordagem in 

silico baseada no mapeamento genômico e agrupamento de ESTs (Expressed Sequence 

Tags), juntamente com experimentos de microarranjos combinando íntrons e éxons, 

apontaram para regiões intrônicas como potenciais ncRNAs reguladores [50, 51]. Além 

disso, revelou que aproximadamente 81% de todos os genes codificadores de proteína que 

sofreram clivagem contêm íntrons transcricionalmente ativos [51]. 

Análises dos genomas identificaram sequências de ncRNAs longos 100% 

conservadas entre os genomas de humano, camundongo e rato, 99% entre cachorro, 97% 

em galinha e 67% entre peixe, esta alta conservação indica que esses ncRNAs tem uma 

função biológica essencial para as células normais [52-54]. Além disto, são expressos de 

maneira órgão especifica, sugerindo que sua função está relacionada com fenômenos 

fisiológicos específicos de cada órgão. Recentemente, descreveu-se que o conservado 

ncRNA eosinófilo grânulo ontogene (EGO) regula a proteína básica principal (MBP) e 

níveis de RNAm de eosinófilo derivado de neurotoxina (EDN) em progenitoras CD34+ 

[55]. Análise dos ncRNAs longos expressos especificamente no timo revelou que o ncRNA 

Thy-ncR1 foi expresso especificamente em células T imaturas de estágio III e controla a 

abundância do mRNA de MFAP4 (glicoproteína 4 associada à microfibrila),  que codifica 

polipeptídios para adesão celular [56].  

A tecnologia de microarranjo tem permitido um refinado mapeamento da 

atividade transcricional do genoma humano [57], e tem revelado expressão diferencial de 

ncRNAs intrônicos longos em próstata, fígado e rim [50]. ncRNAs longos mudaram a 

interpretação das bases funcionais de muitas doenças [58, 59]. O ncRNA longo MIAT está 

associado com infarto do miocárdio [60]. O ncRNA longo induzido pela deleção 

cromossômica que trunca o sítio de poliadenilização do gene LUC7L resulta na metilação 

aberrante e silenciamento do gene vizinho HBA2, levando a α-talassemia [44, 61]. 
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Recentemente, foi descrito que transcritos ncRNA intergênicos estão associados com 

regulação da mielopoese [62], doença de Alzheimer [63] e metástase em adenocarcinomas 

de pulmão [48, 64], além de diferencialmente expressos em vários tipos de cânceres [65-

68]. 

No início dos anos 90, oncogenes e genes supressores tumorais como N-myc 

(MYCN) e p53 (TP53) foram identificados apresentando ncRNAs transcritos em sua região 

intrônica [69, 70]. Mais recentemente estudos envolvendo ncRNAs e p53 demonstraram 

p53 regula muitos ncRNAs longos intergênicos [71].  

A crescente caracterização da existência de transcrição intrônica e intergênica 

de ncRNAs generalizada no genoma humano e a correlação com diversos cânceres [72, 73] 

sugerem a necessidade de um amplo estudo de possíveis alterações de expressão desse 

grupo de transcritos. Além disto, a caracterização de genes importantes que possam 

contribuir para a fisiopatologia das SMDs está sendo explorado. Neste trabalho, foi 

caracterizado o perfil de expressão gênica de células CD34+ e células estromais de 

pacientes SMD-ARSA e indivíduos saudáveis usando uma plataforma de 44k oligoarranjos 

combinados de íntron-éxon, permitindo a identificação de sinais de expressão de transcritos 

codificadores de proteínas e ncRNAs modulados em pacientes com SMD-ARSA. A 

validação de genes canditados (DMT1 e SEMA3A) nos diferentes subgrupos de SMD 

sugerem a participação destes genes no desenvolvimento da doença.  
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OBJETIVO 

 

Verificar o perfil de expressão gênica de células CD34+ e estromais de medula 

óssea de pacientes com Síndrome Mielodisplásica do subtipo anemia refratária com 

sideroblastos em anel, utilizando um conjunto de genes conhecidos e transcritos intrônicos 

humano, imobilizados em lâminas de microarranjos e validar genes candidatos nos 

diferentes subgrupos de SMD. 

 

1. Objetivos específicos 

 Análise funcional in silico dos genes diferencialmente expressos, 

verificando enriquecimento de categorias de ontologias e de redes gênicas relevantes na 

SMD e seleção de genes para estudo funcional. 

 Validação dos genes candidatos através de PCR em tempo real. 

 Verificação da expressão gênica e protéica do gene DMT1 em células de 

medula óssea total de pacientes de diferentes subgrupos de SMD, separados de acordo com 

as classificações FAB, IPSS e WHO2008. 

 Verificação da expressão gênica e protéica do gene SEMA3A em células de 

medula óssea total e estromais de pacientes de diferentes subgrupos de SMD, separados de 

acordo com as classificações FAB, IPSS e WHO2008. 

 Ensaios funcionais do gene SEMA3A através de transfecção transitória em 

células estromais HS27. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

1. Pacientes 

Amostras de medula óssea foram coletadas de indivíduos saudáveis e pacientes, 

tratados no Centro de Hematologia e Hemoterapia, da Universidade Estadual de Campinas.  

Para obter transcritos representativos nas SMDs, no ensaio de microarranjo foi 

utilizo amostras de sete pacientes diagnosticados com SMD do subgrupo anemia refratária 

com sideroblasto em anel (ARSA), de acordo com a classificação Franco-Americano-

Britânica (FAB) por ser o subgrupo mais homogêneo e não apresentavam anormalidades 

cromossômicas, antes de tratamento e sem alterações secundárias. O diagnóstico e a coleta 

foram realizados pela Dra. Fabíola Traina do Centro de Hematologia e Hemoterapia, da 

Universidade Estadual de Campinas. As características de todos os pacientes estão 

demonstradas na Tabela I.  

 

Tabela 1: Características dos pacientes SMD-ARSA na hora da coleta da medula óssea. 

Pacientes 

(n) 

Análise da 

expressão 

gênica das 

células CD34+ 

Análise da 

expressão gênica 

das células 

estromais 

Idade 

(anos) 
Gênero 

Hgb 

(g/dL) 

Neut 

(x103/

uL) 

Plt 

(x103/

uL) 

blasto

s MO 

 (%) 

SA 

(%) 

1 Microarranjo Nenhum 72 F 7,2 0,95 75 2 30 

2 
Microarranjo, 

qPCR 
Nenhum 78 M 8,3 1,23 136 0 58 

3 
Microarranjo, 

qPCR 
qPCR 62 M 12,4 0,99 110 2 16 

4 
Microarranjo, 

qPCR 

Microarranjo, 

qPCR 
70 M 10,2 5,34 322 0 38 

5 qPCR 
Microarranjo, 

qPCR 
69 F 6,7 0,51 72 0 22 

6 qPCR 
Microarranjo, 

qPCR 
56 M 8,4 2,81 754 0 91 

7 Nenhum qPCR 75 M 6,3 0,75 216 0 27 

F indica feminino; M masculino; Hgb hemoglobina; Neut neutrófilo absoluto;  Plt  Plaquetas; MO  medula óssea e 

SA sideroblastos em anel. 
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Para análise de expressão gênica dos genes DMT1 e SEMA3A por qPCR, foram 

utilizadas amostras de RNA de medula óssea total de indivíduos saudáveis e pacientes com 

SMD e LMA, coletadas entre o período de 2005 a 2011. No total foram incluídas 60 

amostras, das quais 7 eram de indivíduos saudáveis, 34 de pacientes com SMD e 19 de 

pacientes com LMA (Tabela II) 

 

Tabela 2: Características dos pacientes na hora da coleta da medula óssea. 

Pacientes 

(n) 

Idade 

(anos) 
Gênero Diagnóstico

Subgrupo 

FAB 

Subgrupo 

IPSS 

Subgrupo 

WHO 

1 62 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

2 74 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

3 37 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

4 77 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

5 49 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

6 62 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CDRU 

7 62 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 
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8 85 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

9 63 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 

10 29 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDU 

11 25 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

12 39 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

13 63 M SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

14 77 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDU 

15 33 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

16 20 F SMD AR 

baixo 

risco/INT-

1 

CRDM 

17 82 F SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 
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18 83 M SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 

19 76 M SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 

20 76 M SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 

21 62 M SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 

22 70 M SMD ARSA 

baixo 

risco/INT-

1 

ARSA 

23 66 F SMD AREB 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 

24 79 M SMD AREB 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 

25 59 M SMD AREB 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 

26 69 M SMD AREB 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 

27 67 M SMD AREB 

baixo 

risco/INT-

1 

AREB I 
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28 64 M SMD AREB 

alto 

risco/INT-

2 

AREB I 

29 61 M SMD AREB 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

30 71 M SMD AREB-T 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

31 44 F SMD AREB-T 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

32 44 F SMD AREB-T 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

33 41 M SMD AREB-T 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

34 71 M SMD AREB-T 

alto 

risco/INT-

2 

AREB II 

35 68 M LMA    

36 52 M LMA    

37 26 F LMA    

38 60 M LMA    

39 71 M LMA    

40 52 M LMA    

41 52 M LMA    

42 49 M LMA    

43 52 M LMA    

44 35 F LMA    
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45 53 F LMA    

46 63 F LMA    

47 27 F LMA    

48 75 M LMA    

49 81 F LMA    

50 79 F LMA    

51 39 F LMA    

52 30 F LMA    

53 67 M LMA    

54 29 M CTRL    

55 34 F CTRL    

56 40 F CTRL    

57 47 M CTRL    

58 37 M CTRL    

59 27 M CTRL    

60 32 F CTRL    

F indica feminino; M masculino; SMD Síndrome Mielodisplásica; LMA leucemia 

mieloide aguda; FAB Franco-Americano-Britânica; IPSS Sistema de Índice de 

Prognóstico Internacional; WHO Organização Mundial da Saúde; AR anemia 

refratária; CRDU citopenia refratária com displasia unilinear, CRDM citopenia 

refratária com displasia multilinear, ARSA anemia refratária com sideroblasto em 

anel; AREB anemia refratária com excesso de blasto; AREB-T anemia refratária 

com excesso de blasto em transformação; CTRL controle.  

 

Todos os pacientes e indivíduos saudáveis forneceram consentimento e o 

estudo foi aprovado pelo comitê de ética (número CEP/CONEP 124/2005, ver anexo I). O 

projeto está de acordo com as normas e diretrizes das resoluções 196/96 e 251/97A. 

 

2. Separação das células CD34+e das células estromais 

As células mononucleares da medula óssea foram isoladas por centrifugação de 

gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suíça), incubadas 
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com CD34 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Mönchengladbach, Alemanha) e as células 

CD34+ foram isoladas usando colunas magnéticas de separação celular MACS, seguindo as 

instruções do fabricante. A pureza das células CD34+ foi no mínimo de 90%, determinada 

por citometria de fluxo (FACS), usando anticorpo anti-CD34/PE (Caltag Laboratories, 

Burlingame, CA). As células mononucleares isentas de CD34+, foram cultivadas em meio 

de cultura Iscove’s Dulbeccos (IMDM) (Sigma, St Louis, MO, USA) suplementado com 

10% de soro fetal bovino (SBF) e 10% de soro eqüino (HS), mantidas em estufa úmida com 

5% de CO2 a 37ºC. O meio de cultura foi semanalmente substituído. Ao atingir 90% de 

confluência, a monocamada de células foi tripsinizada e cultivada nas mesmas condições. 

Depois de 4 passagens, uma população de células homogêneas foi obtida e as células 

estromais foram validadas por FACS pela ausência de antígenos CD34, CD45 e CD68 

(Caltag Laboratories, Burlingame, CA).  

 

3. Citometria de Fluxo (FACS) 

Análises de FACS foram utilizadas para verificar na membrana das células, a 

presença de antígenos de grupos de diferenciação (CD). As células foram centrifugadas a 

1.500 rpm por 5 minutos, o botão foi lavado duas vezes em tampão salina fosfato (PBS) 

(137mM de NaCl, 2,7mM de KCl, 10mM de Na2HPO4 e 2mM de KH2PO4, pH 7,4) para 

retirada do meio de cultura e resuspendido em 100 µL de PBS, em seguida, as células 

foram incubadas com 2 µL anticorpo contra o antígeno CD de interesse conjugados com 

fluoróforos específicos, por 30 minutos a temperatura ambiente. Após duas lavagens com 

PBS, as células foram analisadas no citometro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) com 

10.000 eventos adquiridos. 

 

4. Extração do RNA 

RNA total foi extraído com o material RNAspin Mini RNA Isolation Kit (GE 

Healthcare, Freiburg, Alemanha). A integridade do RNA foi avaliada usando o 

equipamento Agilent 2100 Electrophoresis Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA), que realiza eletroforese capilar de alta tensão das amostras de RNAs. O valor de 

integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN) foi atribuído pelo programa 2100 Expert 

(Agilent Technologies) através do traçado eletroforético da amostra. 
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5. Experimento de Microarranjo 

Para cada amostra, 150 ng RNA total foi amplificado e marcado com Cyanina 3 

(Cy3) ou Cyanina 5 (Cy5) usando o material Agilent Low RNA Input Fluorescent Linear 

Amplification Kit PLUS, two-Color (Agilent Technologies) de acordo com as 

recomendações do fabricante (Figura 1).  

 

 

 

Figura 1: Método de amplificação de cRNA e marcação com fluoróforos (Agilent 
Technologies). 

cRNA de cada amostra, marcando tanto com Cy5 quanto com Cy3, foi 

hibridizado, usando o material Gene Expression Hybridization (Agilent Technologies). As 

medidas das expressões gênicas foram realizadas usando uma lâmina com 44.000 oligos 

íntron-éxon customizada pelo grupo de Verjovski-Almeida e colaboradores [50] e impressa 

por Agilent Technologies. Destes 44k oligos, 6.954 correspondem a éxons de transcritos 

codificadores de proteína, 7.135 sense e 7.135 antisense de transcritos não codificadores 

totalmente intrônicos (TIN), 4.439 sense e 4.439 antinsense de transcritos não codificadores 
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parcialmente intrônicos (PIN), 8.780 são oligos de microarranjos da Agilent e 2.256 são 

controles negativos e positivos, as coordenadas genômicas foram extraídas do Banco do 

Genoma Humano de Maio de 2004 (hg17) (Figura 2). As lâminas foram hibridizadas sob 

rotação de 10 rpm, a 65ºC por 17 horas e em seguida lavadas utilizando tampões 

adequados. A aquisição da imagem dos transcritos expressos, de cada amostra, realizou-se 

através do Scanner Gene PIX 4000B – Molecular Devices (MDS Analytical Technologies, 

Califórnia – USA), utilizando laser 532nm para excitar moléculas de Cy3 e laser 633nm 

para moléculas de Cy5. Os dados de intensidade obtidos na imagem foram extraídos usando 

o programa Agilent Feature Extration (Agilent Technologies). Os níveis de ruídos e 

controles de hibridização estavam dentro do limite aceitável. Os alvos com intensidade 

significantemente acima do ruído (p > 0,05) de todas as amostras foram consideradas para 

análise.  

 

 

Figura 2: Desenho do microarranjo de oligos íntron-éxon. Sonda 1 corresponde ao 
transcrito antisense parcialmente intrônico; sonda 2 corresponde ao éxon que se sobrepõe, 
na fita oposta, a cada transcrito parcialmente intrônico; sondas 3 e 4 correspondem ao pares 
de sonda reverso-complementares para cada uma das possíveis fitas dos transcritos 
totalmente intrônicos e sonda 5 corresponde aos oligos disponíveis comercialmente pela 
Agilent. 

 

6. Análise dos dados 

Os dados foram normalizados por quantil [74] usando o programa Spotfire Decision 

Site® for Microarray Analysis (TIBCO Software Inc, Somerville, MA, USA). Os genes 

diferencialmente expressos entre SMD-ARSA e indivíduos normais foram identificados 

com análise estatística usando o programa Significance Analysis of Microarray (SAM) 

[75], a qual leva em consideração o p-valor do teste-t, o número de testes realizados – um 

para cada oligo, e a probabilidade de se obter oligos com valores altos de significância (ex. 
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p valor menor que 0,05), mas resultantes do grande número de perguntas (40.000 oligos x 

0,05 = 200 oligos), a chamada taxa de falsa descoberta (FDR). Para uma análise mais 

robusta realizamos o SAM seguido por validação sem uma amostra [76], a qual consiste na 

remoção de uma amostra e determinação de uma nova amostragem de genes 

significantemente alterados usando as amostras restantes. Este processo foi repetido para 

cada amostra, computando a significância estatística de cada transcrito em várias validações 

sem uma amostra. Para ambas as amostras celulares CD34+ e estromais os seguintes 

parâmetros foram utilizados: duas classes não pareadas, teste t-student e 500 permutações. 

Foram considerados significantemente alterados os transcritos que mostraram diferença de 

no mínimo 1,7 vezes e FDR de 1% para células CD34+ e 5% para células estromais entre 

todas as validações sem uma amostra. Os dados íntegros foram depositados no banco de 

dados Gene Expression Omnibus (GEO) (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) com número de 

acesso GSE18911. 

 

7. Agrupamentos hierárquicos dos transcritos válidos 

A fim de tornar os transcritos comparáveis entre si, independentemente da 

intensidade, foi utilizado para cada transcrito a normalização Z-score [77], na qual é 

calculada a média e desvio padrão da expressão de cada transcrito ao longo das amostras, 

em seguida cada valor de expressão é subtraído pela média e este resultado é então dividido 

pelo desvio padrão. Desta maneira, o valor de expressão considerado é o número de desvios 

padrões acima ou abaixo da média de cada gene ao longo dos experimentos em seguida 

realizamos o agrupamento hierárquico dos pontos válidos usando o método Unweighted 

Pair-Group, que agrupa dados similares. 

 

8. Análise funcional in silico dos genes diferencialmente expressos 

Parâmetros menos estringentes (FDR de 5% para células CD34+ e 15% para células 

estromais) foram usados na geração da lista dos genes codificadores de proteína alterados 

para análise funcional no programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity® 

Systems, www.ingenuity.com), o qual identifica as redes biológicas dos genes relevantes. O 

programa indica as interações e funções dos genes já conhecidos e documentados na base 

de dados, índices estatísticos, fornecendo ao usuário os genes significativos, o tamanho da 
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rede e o número de moléculas conhecidas. O índice de cada rede é um valor de p 

logarítmico negativo, o qual reflete a probabilidade de encontrar moléculas alvos na rede 

genômica por trocas aleatórias. A rede identificada é apresentada como gráfico, indicando 

as relações moleculares entre os produtos dos genes.  

O banco de dados Gene Ontology Annotation (GOA) (www.ebi.ac.uk/GOA/) foi 

usado para as anotações dos processos biológicos das proteínas codificadas pelos 

transcritos que mostram alterações nos níveis de expressão de no mínimo 1,7 vezes. 

Descrições funcionais dos genes foram obtidas do banco de dados Online Mendelian 

Inheritance in Man (OMIM) do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/). 

 RNAs não codificante intrônicos com variação de no mínimo 1,7 vezes foram 

anotados de acordo com o gene codificador da proteína traduzida pelo mesmo locus. 

 

9. Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) 

PCR em tempo real foram realizados para confirmar os níveis de expressão dos 

transcritos selecionados. Transcrições reversa dos RNAs foram realizadas usando o 

material SuperscriptTM III Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies). As 

amostras de cDNA foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop e 60 ng foram 

utilizadas por reação. Iniciadores foram desenhados usando o programa PRIMER3 (versão 

0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) com os dados das sequências publicadas no banco 

de dados do NCBI (Tabela III). Para encontrar a melhor concentração de iniciadores, 

diluição seriada de 150 a 600nM de cada par de iniciador foi realizada, considerando 

reações de amplificação do produto gênico no menor ciclo (Ct) como sendo a melhor 

concentração, evitando sobra de reagente e formações de dímeros. Em seguida, a eficiência 

da amplificação foi verificada através da curva de diluição seriada de cDNA (1:2), 

consideradas eficientes reações de amplificação maiores que 95% e inclinação de -3,30 a -

3,34. Os genes HPRT e GAPDH foram selecionados como controles endógenos por não 

alterarem os seus níveis de expressão em todas as amostras de estudo. Além disso, sua 

complementaridade com os genes alvos foi verificada, através da curva de dispersão, que 

utiliza os valores de Ct (Ct alvo – Ct endógeno) (os valores de Ct são gerados na curva padrão 

de eficiência), em comparação ao log de entrada (log da diluição do cDNA utilizada), as 
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eficiências das duas reações de PCR foram consideradas equivalentes quando apresentaram 

inclinação entre -0,1 a 0,1. 

 

Tabela 3: Sequências de iniciadores utilizados nos ensaios de qPCR 

 Sense   antisense 

Transcritos candidatos para validação em células CD34+ 

ABCB7 

5' 

TAAGGTAGCCGAACGTGGTACC 

3' 

 

5' 

TTATCATGGTTCTGCACACGG 

3' 

COX11 
5' CTGCACTGGCGTTTTACAGA 

3' 
 

5' TGGGGATTAAGCCTTTGTTC 

3' 

FLT3 
5' CAACTGCTGCTTCACCAGAC 

3' 
 

5' TATCAGCTCCTCCTGCCTTG 

3' 

GCDH_ncRNA 
5' AAGGAGCTTTGGGTTTTTGT 

3' 
 

5' 

CGCCTTAGTGACAGCTTCCAG 

3' 

HCK  
5 'GAGTTCATGGCCAAAGGAAG 

3' 
 

5' GGAGGTCTCGGTGGATGTAG 

3' 

MY5OC  
5' CGTGGCAGAAGAGGCATACA 

3' 
 

5' AGCGAGCCGACACTGTCTTT 

3' 

NR4A1 
5' GTGCTGTGTGTGGGGACA 3' 

 
5' ACTTGGCGTTTTTCTGCACT 

3' 

NR4A1_ncRNA 5'AAACCTCCCCCAATGTCTTC 3'  5' ACCGTCCAGATCCTGCTG 3' 

NR4A2 5' ACTCCAACCCGGCTATGAC 3'  

5' 

CATGGAGCCAGTCAGGAGAT 

3' 

NR4A2_ncRNA 
5 ' CTTCCGGGTGTCTGAGAAAG 

3' 
 

5' TTTGCATGTGCTAGGAGCTG 

3' 

NR4A3 
5' TCCGCTCCTCCTACACTCTC 3' 

 
5' TGGAGGGGAAGGGCTATATT 

3' 

NR4A3_ncRNA 5' CCGTTAAGACCCTGGTTTTC  5' AGGCGCTGAGAATTATTGGA 
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3'  3' 

PPIF_ncRNA 
5' ATCGAGCTTTGGGGGTAGAT 

3' 
 

5' 

AGCAACAGTGTAGCGCAATG 

3' 

SLC11A2 
    5’ 

GTGGTTACTGGGCTGCATCT 3’ 
 

5’ 

GAGCCGATGATAGCCAACTC 

3’ 

Transcritos candidatos para validação em células estromais 

HLA-E 5' ATCGTGGGCATCATTGCT 3'  

5' 

GAGTAGCTCCCTCCTTTTCCA 

3' 

SEMA3A 
5' AGGGACCGAAAACAACGTC 

3' 
 

5' CGTGGGTCCTCCTGTTTCTA 

3' 

SPINT2 

5' 

TCTGTTTCTCTGGGAGGTAGGA 

3' 

 

5' 

CGATCAGCGAGGAAACAACT 

3' 

TBCD_ncRNA 
5' TCTTGCCTGGTGAGTGTGAG 

3' 
 

5' 

AAGGTGTTGGAAGGGAGGAG 

3' 

Genes 

endógenos 
      

GAPDH 
5' ACCCACTCCTCCACCTTTGA 

3' 
 

5' 

CTGTGCCTGTAGCCAAATTCGT 

3' 

HPRT 
5' TCCAGCAGGTCAGCAAAGAA 

3' 
 

5' GAACGTCTTGCTCGAGATGT 

3' 

 

Para a análise qPCR, Power SYBRGreen PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) foi usado de acordo com instruções do fabricante, e as reações foram corridas 

no equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) por 40 ciclos. Cada 

amostra foi feita em triplicata e o controle negativo sem amostra foi incluído em cada par 
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de iniciador. A expressão do transcrito foi normalizada pelos genes endógenos e a 

expressão relativa foi calculada como 2-ΔΔC
t, onde ΔΔCt é a diferença do o valor de Ct para 

cada paciente normalizado pela média do Ct da diferença de Ct das amostras dos indivíduos 

saudáveis (método Ct ComparativoΔΔCt) [78].  

 

10. Análise Estatística da Expressão Relativa 

A comparação dos valores da quantidade relativa de expressão gênica dos genes 

candidatos entre os grupos de pacientes e indivíduos normais foi realizada através do teste 

estatístico de Mann-Whitney, usando o programa GraphPad Prism versão 5.0,  valores de p 

≤ 0,05 foram considerados significativos. 

 

11. Extração de Proteína 

As células foram lisadas em tampão RIPA (150mM NaCl, 50mM Tris-Cl, 0,5%  

deoxicolato, 0,1% SDS e 1% NP-40, pH7,4) contendo inibidores de protease (10mM 

PMSF, 1 µg/mL leupeptina, 1mM ortovanadato de sódio e 1 ng/mL pepstatina A) e 

mantidas em gelo por 30 minutos. Em seguida, os lisados foram centrifugados a 10.000g 

por 20 minutos a 4oC. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5 mL e o 

conteúdo protéico foi quantificado utilizando reagente BreadFord 20% (BioRad), seguindo 

especificações do fabricante. 

 

12. Western Blot 

Western Blot foi realizado para análise da expressão protéica. Foram utilizados 

quantidades de extratos protéicos correspondentes a 100 µg e adicionados 5% do volume 

final de tampão de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e estes foram aquecidos a 

100 oC por 10 minutos. Em seguida, foram fracionados em gel de poliacrilamida-SDS 10%. 

Após a corrida, as proteínas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Millipore) 

por 2 horas a 120 volts. As membranas foram incubadas por 1 hora em solução de TBS-T 

(50mM Tris (pH 7,5), 150mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado 

para bloqueio dos sítios inespecíficos. Em seguida foram incubadas com anticorpo primário 

de interesse por 16-18 horas a 4 oC. No dia seguinte as membranas foram lavadas em TBS-

T por três vezes de 10 minutos e, em seguida, incubadas com anticorpo secundário 
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conjugado a peroxidase (KPL) por 1 hora a temperatura ambiente. Seguiram-se outras 

lavagens para retirada do excesso de anticorpo e exposição em filmes fotográficos Kodak 

XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY), utilizando-se o reagente ECL (GE). 

Quando houve necessidade de quantificação das bandas de western blot 

utilizou-se o programa UN-SCAN-IT gel™ – 6.1 (Silk Scientific Corporation), que fornece 

a média de pixel/área de cada banda. As intensidades foram normalizadas pelas bandas 

correspondentes de β-actina de cada amostra. 

 

13. Imuno-histoquímica 

Cortes histológicos de medula óssea de dezoito casos de SMD foram cedidos 

pelo Prof. Dr. José Vassalo do Departamento de Patologia do Hospital das Clínicas – 

UNICAMP. As reações de imuno-histoquímica foram realizadas pelo Dr. Paulo Latufi-

Filho no Laboratório de Patologia Molecular – CIPED – UNICAMP, que é dirigido pelo 

Prof. Dr. José Vassalo. 

Inicialmente os cortes foram desparafinizados por uma passagem em xilol por 

30 minutos a 110 oC, outras duas passagens em xilol à temperatura ambiente, três passagens 

em cubas contendo etanol absoluto, duas passagens em etanol 80% e etanol 50% e, por fim, 

uma lavagem em água corrente por 5 minutos. A atividade da peroxidase endógena foi 

bloqueada com a passagem dos cortes em três cubas contendo água oxigenada 10% (3 

minutos cada passagem), seguida por uma lavagem em água corrente por 5 minutos. A 

recuperação antigênica foi realizada em tampão citrato 10mM (pH 6) em panela a vapor por 

30 minutos. Para anticorpo primário policlonal anti-DMT1 (Sigma-Aldrich, Alemanha) foi 

utilizado diluição de 1:50. O anticorpo foi incubado em câmara úmida por 16-18 horas a 

4C. Em seguida, foram realizadas três lavagens em PBS. Para o bloqueio pós-incubação 

com anticorpo primário foi usado o reagente Novocasta Post Primary Block (Novocastra – 

NovolinkTM – Leica Inc) por 30 minutos a 37 oC. Novamente, os cortes foram lavados três 

vezes em PBS por 5 minutos. Seguiu-se a incubação com anticorpo secundário 

(NovolinkTM Polymer) por 30 minutos a 37 C. Após três lavagens em PBS por 5 minutos, 

as lâminas foram colocadas em solução contendo diamino benzidina (DAB), PBS, H2O2 e 

DMSO por 3 minutos. As lâminas foram lavadas em água corrente e depois em água 

destilada. A contra-coloração foi feita com Hematoxilina de Mayer por 10 a 30 segundos, 
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seguida por lavagens em água corrente e destilada. Ao final as lâminas foram incubadas por 

3 minutos em água amoniacal. Seguiram se as últimas lavagens em água corrente, 

desidratação em xilol e em etanol e montagem das lâminas em resina adequada. 

As lâminas foram analisadas e as imagens foram capturadas em microscópio 

Zeiss acoplado a câmera digital CCD Zeiss. Foi realizada análise semi-quantitativa para 

amostras marcadas com DMT1, na qual foi estabelecido critérios de porcentagem de 

células marcadas (nenhuma (0); ≤ 10% (1); 10-40% (2); 40-70% (3) e ≥ 70% (4)) e 

intensidade de marcação (nenhuma (0); leve (1); moderada (2) e intensa (3)), a somatória 

desses fatores determinou-se o grau de marcação (0 a 7), a análise foi realizada sem prévia 

identificação das amostras.  

 

14. Linhagens Celulares 

Para os ensaios funcionais do gene candidato SEMA3A foram utilizadas células 

de linhagens leucêmicas humanas: K562 (leucemia mieloide crônica), U937 (linfoma 

monócito leucêmico) e NB4 (leucemia promielocítica aguda) e a linhagem estromal de 

medula óssea humana HS27, todas adquiridas da Coleção Americana de Tipos de Cultura 

(ATCC), Filadélfia, USA. Estas linhagens foram mantidas em meio RPMI (Sigma, St 

Louis, MO, USA) suplementado com 10% SBF e utilizadas entre as passagens 3 a 20. 

 

15. Transfecção transitória de DNA plasmidial 

O DNA plasmidial NSPI-CMV-MCS-myc-His vazio (NSPI) e o NSPI-CMV-

MCS-myc-His contendo o gene SEMA3A fusionado ao epítopo Flag (SEMA3AFlag) foram 

gentilmente cedidos pela Profa Dra. Ofra Kessler do Instituto de Tecnologia de Israel – 

Technion –Haifa, Israel (Figura 3). 
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Figura 3: Esquema do mapa do vetor. 

Vetor NSPI-CMV-MCS-myc-His cedido pela Profa Dra. Ofra Kessler, SEMA3AFlag 

foi inserido entre os sítios das enzimas BamH1 e XhoI. 

 

Células HS27 foram cultivadas em placas p100 (2x105 células/placa) em meio 

RPMI com 10% SBF. Após 12 horas, foi retirado o meio e adicionado 3 mL de 

OptiMemTM (Gibco), em seguida foi realizada a transfecção com Lipofectamina LTX 

(Invitrogen), utilizando 1µg de DNA plasmidial. Após 5 horas o meio foi substituído por 

meio RPMI com de 10% SBF. Para confirmar a eficiência da transfecção, após 72 horas, 

foi extraído RNA e proteína das células para o ensaio de qPCR e Western Blot 

respectivamente. Os ensaios funcionais foram iniciados após 24 horas de transfectado. 

 

16. Ensaio de Adesão 

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24 

poços (1x104 células/poço). Após 48 horas, adicionaram-se células leucêmicas (K562 ou 

NB4 ou U937) em cocultura (4x105 células/poço). Após 45 minutos o sobrenadante foi 

retirado e as células aderidas foram recolhidas após 10 pipetagens com PBS gelado. Em 

seguida, proferiu-se a marcação com o anticorpo anti-CD45/APC (Caltag Laboratories, 

Burlingame, CA). A porcentagem de células aderidas foi analisada por FACS. O ensaio foi 

realizado em duplicata e duas transfecções independentes foram realizadas. 
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17. Ensaio de Diferenciação 

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24 

poços (1x104 células/poço). Após 24 horas, adicionaram-se células leucêmicas (K562 ou 

NB4) em cocultura (1,5x105 células/poço). Após 72 horas de cocultura o sobrenadante foi 

centrifugado a 1.500 rpm por 5 minutos e lavados duas vezes em PBS para a retirada do 

meio de cultura, em seguida, proferiu-se a marcação com anticorpos anti-CD11c/APC e 

anti-CD14/PE-Cy5 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA). A diferenciação das células 

leucêmicas foi analisada por FACS. Foram realizadas duas transfecções independentes para 

cada construção.  

 

18. Ensaio de Apoptose 

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24 

poços (1x104 células/poço). Após 48 horas foi adicionado células leucêmicas (U937 ou 

NB4), 1,5x105 células/poço, essas células foram previamente sensibilizadas com 100mM de 

ácido trans-retinoico (ATRA) por 24horas. Após 24 horas de cocultivo as células do 

sobrenadante foram coletas e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. O botão de células 

foi lavado duas vezes em tampão de ligação (0,1M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4M NaCl e 

25mM CaCl2) e marcado com 5 µL de anexina V conjugada com APC e 5 µL Iodeto de 

propídio (PI)  (BD Bioscience) por 15 minutos e, em seguida, foi analisado por FACS. 

Células leucêmicas (K562 ou NB4 ou U937) foram cultivadas em placas de 12 

poços (1x105 células/poço), em cocultura com células HS27 cultivadas previamente (5x104 

células/poço).  Em seguida, foi adicionado 100 ng/mL de proteína recombinante Sema3A-

Fc Chimera (R&D Systems, Minneapolis USA). Após 24 horas as células do sobrenadante 

foram coletas e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. O botão de células foi lavado 

duas vezes em tampão de ligação (0,1M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4M NaCl e 25mM 

CaCl2) e marcado com 5 µL de anexina V conjugada com APC e 5 µL Iodeto de propídio 

(PI)  (BD Bioscience) por 15 minutos e, em seguida, foi analisado por FACS. 
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RESULTADOS 

 

1. Caracterização das células CD34+ e estromais de medula óssea 

As células CD34+ de medula óssea purificadas por coluna magnética tiveram 

pureza superior a 90%, conforme análise por citometria de fluxo (Figura 4).  

Figura 4: Separação das células CD34+. A eficiência da separação das células CD34+ 

foi confirmada por citometria de fluxo utilizando anticorpo contra antígenos CD34 

conjugado com PE. 

 

As células estromais cultivadas para extração de RNA mostraram-se livres de 

células progenitoras (CD34+), macrófagos ou linfócitos (CD68+) e células hematopoéticas 

(CD45+), analisados por FACS (Figura 5). 
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Figura 5: Cultura das células estromais de medula óssea. (A) Aparência das células 
aderentes usando microscópio invertido, nos primeiros dias após incubação com 10% de 
confluência (aumento 40x), com duas semanas atingindo confluência > 50% (aumento 
10x), na terceira a quarta semana, ao atingem confluência maior que 90% (aumento 10x) as 
células foram tripsinizadas e utilizadas após a quarta passagem. (B) Utilizamos citometria 
de fluxo para demonstrar a ausência de células não-estromais, o resultado foi considerado 
satisfatório sendo encontrado apenas 5% de células precursoras hematopoiéticas (marcadas 
com anticorpo anti-CD34/PE-Cy5.5); 1,8% de células hematopoiéticas (marcadas com 
anticorpo anti-CD45/PE) e 1% de macrófagos ou linfócitos (marcados com anticorpo anti-
CD68/FITC). 
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O RNA total foi extraído e a integridade foi verificada usando o equipamento 

Agilent 2100 Electrophoresis Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA), o qual 

forneceu o eletroferograma de unidade de fluorescência dos RNAs ribossomais 18S e 28S e 

também número de integridade do RNA (RIN), considerando-se um RNA de boa qualidade 

as amostras com RIN superior a 7 (Figura 7). 

 

 

Figura 6: Qualidade do RNA por eletroforese. Eletroferograma demonstrando os picos 
de RNA ribossomais 18S e 28S das amostras de RNA de 4 pacientes SMD, que obtiveram 
o número de integridade do RNA (destacado no retângulo vermelho) maiores que 7. 

 

2. Perfil de expressão dos transcritos codificadores e não codificadores de 

proteína em células CD34+ de SMD-ARSA 

Células CD34+ obtidas de 4 pacientes com SMD-ARSA (nos. 1-4; Tabela I) foram 

comparadas com células CD34+ de indivíduos saudáveis usando uma plataforma com 
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44.000 oligoarranjos customizados de expressão combinada íntron-éxon [50]. Os 

oligoarranjos incluem genes codificadores e fitas sense e antisense de ncRNAs, como 

descrito em Material e Métodos.  

Cada lâmina foi hibridizada com uma amostra, duplamente marcada com Cy5 e com 

Cy3 [79, 80]. Os dados foram normalizados por quantl (Figura 7), usando como referência 

os valores de intensidade do conjunto inteiro de amostras. Com a intenção de reduzir o 

efeito de variabilidade individual, promovemos uma identificação robusta dos sinais de 

expressão gênica de SMD-ARSA, combinando-se a análise SAM [75] com validação sem 

uma amostra [76]. A Figura 8 mostra os índices dos transcritos significantes observados 

entre pacientes e controles versus o que seria observado aleatoriamente, computado através 

de permutações entre os grupos, neste estudo usamos 500 permutações. 
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Figura 7: Normalização das amostras RNAs de células CD34+. (A) Intensidade de 
fluorescência pela freqüência de pontos (sondas) de cada amostra em duplo canal (Cy3 
verde e Cy5 vermelho) antes da normalização. (B) Intensidade pela freqüência de pontos 
após normalização por quantil. 
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Figura 8: Gráfico do resultado da análise SAM – Significance Analysis of Microarray 
– mostrando o índice de significância observado entre pacientes e controles (observerd 
score, eixo y) versus os valores esperados aleatoriamente (expected score, eixo x), com 500 
permutações. Em vermelho e em verde estão os transcritos selecionados significativamente 
hiperexpressos (vermelho) e hipoexpressos (verde), com taxa de FDR ≤ 1%. 

 

No total foram identificados 216 transcritos diferencialmente expressos (q-

value ≤ 0,01 e com variação ≥ 1,7 vezes) entre pacientes SMD-ARSA e indivíduos 

saudáveis, dos quais 129 eram hipoexpressos e 87 hiperexpressos em SMD-ARSA (Erro! 

A origem da referência não foi encontrada.), 65 transcritos diferencialmente expressos 

eram ncRNA, sendo 32 hipoexpressos e 33 hiperexpressos (Tabela IV). 
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Figura 9: Transcritos diferencialmente expressos em células CD34+ de pacientes SMD-
ARSA e indivíduos normais. Os pacientes foram agrupados de acordo com a correlação do 
perfil de expressão usando o método Unweighted Pair-Group, o qual resultou em dois 
grupos homogêneos: pacientes SMD-ARSA (4 colunas da esquerda) e indivíduos normais 
(4 colunas da direita). O nível de expressão de cada gene está representado pelo número de 
desvios padrão acima (vermelho) e abaixo (verde) dos valores médios para cada gene em 
todas as amostras. 

 

Tabela 4: Transcritos com expressão alterada em células CD34+ de SMD-ARSA 

Nome Locus 

Gene 1 

Locus 

ID 
Coordenada do Alvo2 

Fita 

Alvo
Tipo 

Orientação 

em relação 

ao gene 

codificador 

de proteína 

q 

value3
Vezes

Hipoexpressos em SMD-ARSA 

AADAT 51166 
chr4:171356547-

171356606 
- Exônico  0,001 -2,38 

AASS 10157 
chr7:121310573-

121310613 
- Exônico  0,000 -2,99 

AASS 10157 
chr7:121332812-

121332871 
+ Intrônico Antisense 0,001 -1,79 

ABCB7 22 
chrX:74056355-

74056414 
- Exônico  0,000 -1,75 

ACSM3 6296 
chr16:20700539-

20700598 
+ Exônico  0,000 -2,07 

ACSM3  
chr16:20715193-

20715252 
+ Exônico  0,000 -2,00 

AEBP1 165 
chr7:43927062-

43927121 
+ Exônico  0,000 -2,05 

AFF1 4299 
chr4:88268668-

88268724 
+ Intrônico Sense 0,000 -1,83 

AFF3 3899 
chr2:99640471-

99640526 
- Exônico  0,001 -2,48 
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AFF3 3899 
chr2:99698165-

99698216 
- Intrônico Sense 0,004 -1,76 

AHI1 54806 
chr6:135791459-

135791499 
- Exônico  0,000 -2,07 

ALS2CR4 65062 
chr2:202310578-

202310637 
- Exônico  0,001 -1,81 

ANK3 288 
chr10:61459558-

61459591 
- Exônico  0,000 -3,01 

ASAP2 8853 chr2:9299234-9299293 + Intrônico Sense 0,003 -2,14 

ASXL1 171023 
chr20:30410722-

30410781 
+ Intrônico Sense 0,001 -1,94 

AUTS2 26053 
chr7:69200166-

69200225 
+ Exônico  0,000 -3,33 

AUTS2 26053 
chr7:69702065-

69702124 
+ Exônico  0,001 -2,67 

BACH2 60468 
chr6:90693326-

90693385 
- Exônico  0,001 -3,28 

BLNK 29760 
chr10:97961400-

97961459 
- Intrônico Sense 0,000 -3,59 

BLNK 29760 
chr10:97946676-

97946735 
- Exônico  0,000 -2,88 

C13orf18 80183 
chr13:45816907-

45816966 
- Exônico  0,003 -2,06 

C16orf67 79014 
chr16:31625733-

31625792 
+ Exônico  0,000 -2,83 

C16orf67 79014 
chr16:31624199-

31624258 
+ Exônico  0,001 -1,91 

C1orf21 81563 
chr1:181329653-

181329712 
+ Exônico  0,001 -2,62 

C5 727 
chr9:120794621-

120794680 
- Exônico  0,001 -1,86 
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C5orf13 9315 
chr5:111094583-

111094642 
+ Intrônico Antisense 0,000 -1,86 

C9orf58 83543 
chr9:131027887-

131027946 
+ Exônico  0,001 -1,92 

CCDC136 64753 
chr7:128049619-

128049675 
+ Exônico  0,003 -4,12 

CCDC136 64753 
chr7:128048785-

128048844 
+ Exônico  0,004 -2,10 

CD19 930 
chr16:28858101-

28858160 
+ Exônico  0,002 -1,92 

CD81 975 
chr11:2374760-

2374819 
+ Exônico  0,000 -1,77 

CEP290 80184 
chr12:87007495-

87007554 
- Exônico  0,001 -1,81 

CLIP3 25999 
chr19:41197577-

41197636 
- Exônico  0,003 -2,00 

COL5A1 1289 
chr9:134960497-

134960556 
+ Exônico  0,000 -2,24 

CPSF6 11052 
chr12:67954327-

67954386 
- Intrônico Antisense 0,000 -2,16 

CPSF6 11052 
chr12:67954327-

67954386 
- Intrônico Antisense 0,000 -1,97 

CYFIP2 26999 
chr5:156754713-

156754772 
+ Exônico  0,000 -1,78 

CYYR1 116159 
chr21:26760551-

26760610 
- Exônico  0,002 -2,01 

DLG3 1741 
chrX:69508275-

69508334 
+ Exônico  0,000 -2,63 

DPY19L2 283417 
chr12:62260709-

62260753 
- Exônico  0,000 -1,86 

DST 667 chr6:56456393- - Exônico  0,001 -2,42 
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56456452 

E2F7 144455 
chr12:75917988-

75918047 
- Exônico  0,000 -2,19 

EBF1 1879 
chr5:158058593-

158058652 
- Exônico  0,003 -3,53 

ECHDC2 55268 
chr1:53073926-

53073985 
- Exônico  0,001 -1,80 

ELP2 55250 
chr18:32008518-

32008577 
+ Exônico  0,001 -1,76 

ERAP1 51752 
chr5:96279013-

96279072 
+ Exônico  0,004 -9,47 

ERO1LB 56605 
chr1:232705155-

232705214 
- Intrônico Antisense 0,000 -1,98 

FAAH 2166 
chr1:46588511-

46588546 
+ Exônico  0,000 -2,40 

FLT3 2322 
chr13:27475993-

27476051 
- Exônico  0,000 -1,82 

GABPB1 2553 
chr15:48447272-

48447331 
+ Exônico  0,000 -2,55 

GABPB1 2553 
chr15:48448783-

48448842 
+ Intergênico Antisense 0,003 -1,85 

GABPB1 2553 
chr16:11871200-

11871259 
- Intergênico Antisense 0,003 -1,79 

GCDH 2639 
chr19:12871038-

12871097 
- Intrônico Antisense 0,000 -1,79 

HHAT 55733 
chr1:207237736-

207237795 
+ Exônico  0,000 -2,29 

HS3ST1 9957 
chr4:11076939-

11076998 
- Exônico  0,000 -2,09 

IGSF10 285313 
chr3:152637104-

152637163 
+ Intergênico Sense 0,000 -2,19 
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JAM2 58494 
chr21:26000228-

26000269 
+ Exônico  0,000 -3,14 

KCNE1L 23630 
chrX:108673158-

108673217 
- Exônico  0,000 -2,36 

KCNMB3 27094 
chr3:180451233-

180451268 
- Exônico  0,000 -2,70 

KCNMB4 27345 
chr12:69110890-

69110949 
+ Exônico  0,001 -2,33 

KLHL5 51088 
chr4:38941503-

38941562 
+ Exônico  0,004 -2,92 

LAMB2 3913 
chr3:49133567-

49133626 
- Exônico  0,004 -1,93 

LAMC1 3915 
chr1:179846063-

179846122 
+ Exônico  0,003 -1,82 

LAYN 143903 
chr11:110936670-

110936729 
+ Exônico  0,001 -2,24 

LEF1 51176 
chr4:109454925-

109454984 
+ Intergênico Antisense 0,001 -2,80 

LOC400713 400713 
chr19:57579855-

57579914 
+ Exônico  0,003 -1,84 

LOC441242 441242 
chr7:63977853-

63977912 
- Intergênico Sense 0,003 -1,82 

LRIG1 26018 
chr3:66512287-

66512346 
- Exônico  0,003 -1,81 

MED12L 116931 
chr3:152412757-

152412816 
- Exônico  0,000 -2,45 

MGC29506 51237 
chr5:138751442-

138751501 
- Exônico  0,003 -1,77 

MMP11 4320 
chr22:22450827-

22450886 
+ Exônico  0,001 -1,78 

MORN1 79906 chr1:2326963-2327014 - Intrônico Sense 0,003 -2,15 
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MPDZ 8777 
chr9:13095883-

13095942 
- Exônico  0,001 -3,15 

MYO1D 4642 
chr17:27843945-

27844004 
- Exônico  0,001 -2,27 

MYO5C 55930 
chr15:50271936-

50271995 
- Exônico  0,000 -2,48 

NASP 4678 
chr1:45744001-

45744060 
+ Intrônico Sense 0,001 -2,10 

NASP 4678 
chr1:45749924-

45750086 
+ Exônico  0,001 -1,93 

NASP 4678 
chr1:45741247-

45741306 
+ Exônico  0,002 -1,73 

NAV1 89796 
chr1:198504378-

198504437 
+ Exônico  0,002 -1,74 

NEIL1 79661 
chr15:73434282-

73434341 
+ Intrônico Sense 0,000 -4,45 

NEIL1 79661 
chr15:73434051-

73434110 
+ Exônico  0,000 -3,72 

NEIL1 79661 
chr15:73434426-

73434485 
+ Exônico  0,001 -3,36 

NKD2 85409 chr5:1091719-1091778 + Exônico  0,004 -2,55 

NOL7 51406 
chr6:13722339-

13722397 
- Exônico  0,000 -1,75 

NPY 4852 
chr7:24104524-

24104583 
+ Exônico  0,000 -3,88 

NPY 4852 
chr7:24102358-

24102417 
+ Exônico  0,000 -3,08 

NSMCE4A 54780 
chr10:123717158-

123717201 
- Exônico  0,001 -1,74 

NUP153 9972 
chr6:17815444-

17815503 
+ Intergênico Sense 0,001 -2,04 
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PAG1 55824 
chr8:82068816-

82068875 
- Intrônico Sense 0,001 -1,83 

PCDH9 5101 
chr13:66698353-

66698412 
- Exônico  0,004 -2,33 

PDZD2 23037 
chr5:32146500-

32146559 
+ Exônico  0,000 -1,81 

PIAS2 9063 
chr18:42643244-

42643303 
- Intergênico Sense 0,000 -2,05 

PLS3 5358 
chrX:114707296-

114707355 
+ Exônico  0,000 -2,22 

POU2AF1 5450 
chr11:110728214-

110728273 
- Exônico  0,002 -2,31 

PRG4 10216 
chr1:183013558-

183013617 
- Intrônico Antisense 0,000 -1,86 

PSD3 23362 
chr8:18429333-

18429388 
- Exônico  0,003 -2,06 

PTGR1 22949 
chr9:111420724-

111420783 
- Exônico  0,003 -1,81 

PXDN 7837 chr2:1607456-1607515 - Exônico  0,000 -4,14 

PXDN 7837 chr2:1606432-1606473 - Exônico  0,001 -4,14 

RBM4B 83759 
chr11:66192338-

66192397 
+ Intrônico Sense 0,001 -1,73 

RIMS3 9783 
chr1:40755662-

40755721 
- Exônico  0,000 -2,17 

ROBO1 6091 
chr3:78729485-

78729544 
- Exônico  0,000 -4,86 

SEC63 11231 
chr6:108329351-

108329410 
- Exônico  0,000 -1,77 

SH2D4B 387694 
chr10:82393858-

82393917 
+ Exônico  0,001 -2,86 

SLC12A2 6558 chr5:127550303- + Exônico  0,000 -1,94 
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127550362 

SLC39A8 64116 
chr4:103540129-

103540188 
- Exônico  0,000 -1,73 

SNORA71B 26776 
chr20:36482692-

36482751 
- Exônico  0,001 -1,78 

SNORA71B 26776 
chr20:36482692-

36482751 
- Intergênico Sense 0,001 -1,77 

SOCS2 8835 
chr12:92472267-

92472326 
+ Exônico  0,000 -1,75 

SPATS2 65244 
chr12:48204855-

48204914 
+ Exônico  0,000 -1,74 

ST7OT1 93653 
chr7:116186492-

116186551 
- Intergênico Sense 0,004 -2,13 

TLE1 7088 
chr9:81478431-

81478490 
- Intrônico Sense 0,000 -2,30 

TLE1 7088 
chrX:64411696-

64411755 
+ Intrônico Sense 0,000 -2,12 

TLE1 7088 
chr9:81478491-

81478550 
- Intrônico Sense 0,000 -2,10 

TLE1 7088 
chr9:81428672-

81428731 
- Exônico  0,000 -1,87 

TMEM217 221468 
chr6:37288040-

37288099 
- Exônico  0,000 -1,84 

TNFAIP3 7128 
chr6:138230463-

138230522 
- Intrônico Antisense 0,000 -2,21 

TNFRSF21 27242 
chr6:47308509-

47308568 
- Exônico  0,001 -2,10 

TOM1L1 10040 
chr17:50393842-

50393901 
+ Exônico  0,001 -1,81 

TOP2B 7155 
chr3:25661877-

25661936 
- Exônico  0,003 -2,01 
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TOP2B 7155 
chr3:25614718-

25614777 
- Exônico  0,000 -1,85 

TOP2B 7155 
chr3:25615965-

25616024 
- Exônico  0,000 -1,81 

TSPYL5 85453 
chr8:98354961-

98355020 
- Exônico  0,000 -2,00 

UHRF1 29128 
chr19:4913065-

4913124 
+ Exônico  0,000 -1,76 

UNC13B 10497 
chr9:35394491-

35394550 
+ Exônico  0,001 -1,81 

UQCC 55245 
chr20:33353970-

33354029 
- Exônico  0,002 -1,84 

ZNF367 195828 
chr9:96227967-

96228026 
- Exônico  0,000 -3,00 

ZNF711 7552 
chrX:84333012-

84333071 
+ Exônico  0,000 -2,33 

ZNF76 7629 
chr6:35364312-

35364371 
+ Intrônico Sense 0,002 -2,02 

ZNF91 7644 
chr19:23334238-

23334297 
- Exônico  0,000 -2,02 

Hiperexpressos em SMD-ARSA 

AADACL1 57552 
chr3:173831278-

173831337 
- Exônico  0,002 1,96 

ACPP 55 
chr3:133551496-

133551544 
+ Exônico  0,004 2,46 

ADCY7 113 
chr16:48907161-

48907220 
+ Exônico  0,001 1,92 

AKAP13 11214 
chr15:84021272-

84021331 
+ Exônico  0,003 2,33 

ANK3 288 
chr10:61625808-

61625867 
- Intrônico Sense 0,004 2,30 
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AOAH 313 
chr7:36343264-

36343309 
- Exônico  0,004 1,97 

ARHGEF10L 55160 
chr1:17769433-

17769492 
+ Exônico  0,002 5,07 

B3GNT5 84002 
chr3:184455731-

184455790 
+ Intrônico Sense 0,001 2,21 

CALML4 91860 
chr15:66273414-

66273473 
- Exônico  0,005 1,72 

CC2D1A 54862 
chr19:13891701-

13891760 
- Intrônico Antisense 0,002 1,88 

CCDC146 57639 
chr7:76467266-

76467325 
- Intrônico Antisense 0,003 4,03 

CD44 960 
chr11:35184235-

35184294 
- Intrônico Antisense 0,000 1,83 

COTL1 23406 
chr16:83156791-

83156850 
- Exônico  0,004 1,89 

CTSH 1512 
chr15:77001264-

77001323 
- Exônico  0,002 2,91 

CTSH 1512 
chr15:77007119-

77007178 
- Exônico  0,000 2,79 

CTSS 1520 
chr1:147535553-

147535603 
- Exônico  0,000 3,07 

CTSS 1520 
chr1:147540640-

147540699 
- Exônico  0,000 2,68 

CYB5R1 51706 
chr1:199642932-

199642991 
- Exônico  0,001 2,34 

CYB5R1 51706 
chr1:199641923-

199641982 
- Exônico  0,003 1,75 

CYBASC3 220002 
chr11:60883741-

60883792 
- Intrônico Sense 0,002 2,21 

DAGLBETA 221955 chr7:6274325-6274384 + Intrônico Antisense 0,003 1,78 
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DDX3X 1654 
chrX:40963266-

40963325 
+ Exônico  0,002 2,77 

DDX3X 1654 
chrX:40963207-

40963266 
+ Exônico  0,003 1,86 

DDX3Y 8653 
chrY:13465993-

13466052 
+ Exônico  0,003 4,26 

DHX38 9785 
chr16:70696571-

70696630 
+ Intrônico Sense 0,000 2,11 

EHBP1L1 254102 
chr11:65104384-

65104443 
- Intrônico Antisense 0,001 2,38 

EHBP1L1 254102 
chr11:65114552-

65114611 
+ Exônico  0,000 1,91 

ETV3 2117 
chr1:153916337-

153916396 
- Exônico  0,002 1,78 

FAM50A 9130 
chrX:153324988-

153325047 
+ Intrônico Antisense 0,002 2,05 

FGD6 55785 
chr12:93977621-

93977680 
- Exônico  0,002 1,75 

FGFR1OP2 26127 
chr12:27004715-

27004774 
+ Exônico  0,000 1,97 

FN1 2335 
chr2:216086310-

216086369 
+ Intrônico Antisense 0,000 2,71 

FRAS1 80144 
chr4:79383367-

79383426 
+ Intrônico Sense 0,004 1,85 

HCK 3055 
chr20:30140061-

30140108 
+ Exônico  0,001 4,72 

HVCN1 84329 
chr12:109549467-

109549526 
- Exônico  0,003 1,83 

ICA1 3382 chr7:7932382-7932433 - Intrônico Sense 0,000 1,86 

IFI30 10437 
chr19:18147121-

18147180 
+ Exônico  0,001 5,43 
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IFI30 10437 
chr19:18149840-

18149899 
+ Exônico  0,000 4,35 

IFI30 10437 
chr19:18147121-

18147180 
- Intrônico Antisense 0,004 2,12 

IL10RA 3587 
chr11:117375219-

117375278 
+ Exônico  0,005 2,61 

ITGAX 3687 
chr16:31301452-

31301511 
+ Exônico  0,002 3,46 

JAZF1 221895 
chr7:27643617-

27643676 
- Exônico  0,001 1,95 

JHDM1D 80853 
chr7:139238230-

139238289 
- Exônico  0,000 2,09 

LFNG 3955 chr7:2341212-2341271 + Exônico  0,000 3,76 

LRP1 4035 
chr12:55892213-

55892272 
+ Exônico  0,005 4,03 

LY96 23643 
chr8:75103765-

75103824 
+ Exônico  0,001 2,68 

MARCH1. 55016 
chr4:164805948-

164806007 
- Intergênico Sense 0,002 3,77 

NCOA3 8202 
chr20:45714557-

45714616 
- Intrônico Antisense 0,003 1,86 

NCOA4 8031 
chr10:51259279-

51259338 
+ Exônico  0,003 2,03 

NR4A2 4929 
chr2:157011025-

157011084 
- Intrônico Sense 0,002 4,49 

NR4A2 4929 
chr2:157008881-

157008940 
- Exônico  0,002 3,51 

NR4A2 4929 
chr2:157012210-

157012269 
+ Intrônico Antisense 0,004 2,15 

NR4A3 8013 
chr9:99668743-

99668802 
+ Intrônico Sense 0,001 5,52 
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NR4A3 8013 
chr9:99675306-

99675365 
+ Exônico  0,002 5,05 

NR4A3 8013 
chr9:99668564-

99668623 
+ Exônico  0,000 4,45 

OAS1 4938 
chr12:111817181-

111817240 
+ Exônico  0,002 3,80 

PHLDA2 7262 
chr11:2906272-

2906331 
- Exônico  0,002 2,61 

PKM2 5315 
chr15:70288031-

70288090 
+ Intrônico Antisense 0,000 1,81 

PPIF 10105 
chr10:80781110-

80781169 
- Intrônico Antisense 0,001 2,36 

PPIF 10105 
chr10:80781110-

80781169 
+ Intrônico Sense 0,003 2,29 

PPP1R15A 23645 
chr19:54068439-

54068498 
- Intrônico Antisense 0,002 1,82 

RAD51L1 5890 
chr14:67951712-

67951763 
- Intrônico Antisense 0,001 1,77 

RALGPS1 9649 
chr9:126945696-

126945747 
+ Intrônico Antisense 0,000 2,70 

RP5-

1022P6.2 
56261 

chr20:5491968-

5492027 
- Intrônico Sense 0,002 1,81 

RXRA 6256 
chr9:134554548-

134554607 
+ Exônico  0,000 4,04 

S100A11 6282 
chr1:148818292-

148818351 
- Exônico  0,003 2,91 

S100A4 6275 
chr1:150330268-

150330327 
+ Intrônico Antisense 0,001 1,71 

SERPINA1 5265 
chr14:93919199-

93919258 
- Exônico  0,001 5,47 

SERPINA1 5265 chr14:93914544- - Exônico  0,001 4,55 
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93914603 

SERPINA1 5265 
chr14:93919199-

93919258 
+ Intrônico Antisense 0,001 2,51 

SESTD1 91404 
chr2:179802621-

179802672 
+ Intrônico Antisense 0,000 1,91 

SGK1 6446 
chr6:134532349-

134532408 
- Exônico  0,001 2,96 

SGSH 6448 
chr17:75797932-

75797991 
- Exônico  0,001 3,04 

SLC11A2 4891 
chr12:49679406-

49679465 
- Exônico  0,000 2,09 

SLC37A2 219855 
chr11:124464243-

124464302 
+ Exônico  0,001 4,06 

SLC43A2 124935 
chr17:1440846-

1440886 
- Exônico  0,000 3,02 

SLC8A1 6546 
chr2:40251076-

40251135 
- Exônico  0,003 2,01 

SNX20 124460 
chr16:49264159-

49264218 
- Intrônico Sense 0,000 1,88 

THBS1 7057 
chr15:37668391-

37668450 
+ Intrônico Sense 0,001 2,77 

TMBIM6 7009 
chr12:48437217-

48437268 
+ Intrônico Sense 0,001 1,85 

TNFRSF1B 7133 
chr1:12202541-

12202600 
+ Exônico  0,000 4,31 

TSPAN14 81619 
chr10:82267911-

82267970 
+ Exônico  0,000 1,97 

VCAN 1462 
chr5:82912058-

82912117 
+ Exônico  0,000 5,26 

VEGFA 7422 
chr6:43854201-

43854612 
+ Exônico  0,003 2,36 
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WIPI1 55062 
chr17:63936613-

63936672 
- Exônico  0,000 2,38 

WIPI1 55062 
chr17:63929049-

63929108 
- Exônico  0,004 2,17 

ZSCAN10 84891 
chr16:3082319-

3082378 
- Intrônico Sense 0,004 2,24 

1 Nome do Gene locus para Intrônico ncRNA é o mesmo locus do gene codificador de proteína; 

Intergênico ncRNA é anotado com o nome do gene codificador de proteína mais próximo no 

cromossomo 
2 Coordenadas extraídas do Banco do Genoma Humano de Maio de 2004 
3 Significância mínima entre todas as validações sem uma amostra. 

 

Os genes codificadores de proteína diferencialmente expressos foram 

relacionados com adesão celular, apoptose, transporte de íon e reguladores da transcrição 

(Tabela V). Seis genes, nomeados ABCB7, EBF1, IFI30, IL10RA, NR4A2 e VEGF, foram 

anteriormente descritos na literatura como diferencialmente expressos em SMD-ARSA [20, 

33, 81, 82]. Além disto, identificamos transcritos codificadores de proteína que ainda não 

foram descritos como alterados nas SMD-ARSA. 

 

Tabela 5: Processos biológicos dos genes diferencialmente expressos em células CD34+ 

de pacientes SMD-ARSA. 

Processo Biológico1 Genes Diferencialmente Expressos em Células CD34+ 

apoptose CYFIP2, MGC29506, PHLDA2, SGK1, SOCS2, 

TNFRSF21, TNFRSF1B, UNC13B 

coagulação sanguínea SEC63, SERPINA1 

adesão celular AEBP1, COL5A1, CYFIP2, ITGAX, JAM2, LAMB2, 

LAMC1, PCDH9, PDZD2, ROBO1, VCAN 

ciclo celular E2F7, NASP, UHRF1 

diferenciação celular NAV1, ROBO1 

proliferação celular CD81, DLG3, FLT3, LRP1, NASP, NPY, S100A11, 
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UHRF1, VEGFA 

exocitose  NKD2, RIMS3, UNC13B 

resposta imune  CD19, CTSS, ERAP1, OAS1, PXDN 

resposta inflamatória AOAH, C5, BLNK, LY96 

transporte  ABCB7, COL5A1, HVCN1, KCNE1L, KCNMB3, 

KCNMB4, NKD2, NPY, SGK1, SGSH, SLC8A1, 

SLC11A2, SLC12A2, SLC37A2, SLC39A8, SLC43A2 

redução oxidativa  AASS, CYB5R1, IFI30, PTGR1, PXDN 

fosforilação  de 

aminoácido de proteína 

FLT3, HCK, SGK1 

regulação da transcrição ECHDC2, AEBP1, AFF3, BACH2, CEP290, E2F7, 

EBF1, ELP2, ETV3, JAZF1, LOC400713, NCOA4, 

NR4A2, NR4A3, POU2AF1, RXRA, TLE1, UHRF1, 

ZNF711, ZNF91 

sinal transmissão ANK3, ARHGEF10L, C13orf18,NR4A2, PSD3, 

S100A11, TLE1, TNFRSF21 

outro  AADACL1, AADAT, ACPP, ACSM3, ADCY7, AHI1, 

ALS2CR4, AUTS2, C16orf67, C1orf21, C9orf58, 

CALML4, CCDC136, CLIP3, COLT1, CTSH, 

CYYR1, DDX3X, DDX3Y, DPY19L2, EBF1, 

EHBP1L1, FAAH, FGD6, FGFR1OP2, HHAT, 

HS3ST1, IL10RA, JHDM1D, LAYN, LFNG, LRIG1, 

MMP11, MPDZ, MYO1D, MYO5C, NEIL1, PLS3, 

SH2D4B, SNORA71B, SPATS2, ST7OT1, TMEM217, 

TOP2B, TSPAN14, TSPYL5, UQCC, WIPI1 

1 As categorias dos processos biológicos foram obtidos do banco de dados GOA. Genes () 

hiperexpressos ou () hipoexpressos nos pacientes SMD-ARSA em relação à indivíduos 

saudáveis. 
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Análise das vias pelo programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity 

Systems) foi usada para identificar redes funcionais enriquecidas entre os transcritos 

codificadores de proteína diferencialmente expressos nas células CD34+ de SMD-ARSA. 

Identificamos 11 redes funcionais relevantes que foram significantemente enriquecidas (p-

value  0,001) (Tabela VI). A Figura 10 mostra a rede de genes funcionais envolvidos com 

a função e o desenvolvimento do sistema hematopoético, resposta imune humoral e 

morfologia do tecido. 

 

Tabela 6: Redes gênicas de transcritos codificadores de proteína diferencialmente 
expressos em células CD34+ de SMD-ARSA, obtidos na análise de IPA. 

Grupo 

Funcional 
Moléculas no Grupo Descrição 

- log10 

(p value) 

Nº de 

Moléculas 

Em células CD34+ de SMD-ARSA (FDR < 5% e alteração  ≥ 1.7 vezes) 

1 

BACH2, Ck2, CREB5, 

CYBB, DUSP1, E2F7, 

JINK1/2, JUN, LEF1, 

MMP11, NADPH oxidase, 

NASP, NCOA4, NFkB 

(complex), NFKBIZ, Notch, 

NR4A2, PPIF, Proteasome, 

PXDN, Rxr, RXRA, 

S100A11, SAT1, 

SERPINA1, SLC11A2, 

SMARCD3, Thyroid hormone 

receptor, TLE1, Top2, 

TOP2B, tyrosine kinase, 

UHRF1, VDR 

Doença 

Dermatológicas e 

Condições, Doença 

Genética, Doença 

Imunológica 

44 24 

2 

Akt, ALP, ANK3, ASAH1, 

AUTS2, Caspase, CTSS, 

Cytochrome c, DDX3X, 

Metabolismo de 

Lipídio, Transporte 

Molecular, 

32 19 
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ELP2, Fgf, GRK4, Hsp70, 

Hsp90, IFN Beta, Ikb, IKK, IL1, 

IL10RA, Interferon alpha, 

ITGAX, LDL, NR4A3, 

OAS1, OSBPL6, SGK1, 

SLC2A3, SNCA, SOCS2, 

STAT, STAT1, STAT5a/b, 

TNFSF10, TRAF1, Ubiquitin 

Bioquímica de 

Pequenas 

Moléculas 

3 

14-3-3, AEBP1, ANXA5, 

BLNK, CD19, CD72, 

CD81, COL5A1, EBF1, 

ERK, F5, FLT3, FYB, Ifn 

gamma, Ige, Integrin, LY96, 

MAP2K1/2, Mek, MPDZ, 

MVP, Nfat, NLRP1, Pak, 

Pdgf, PLC gamma, Rac, Ras, 

Sphk, SYN1, TCR, THBS1, 

TOM1L1, VAV, VEGFA 

Desenvolvimento e 

Função do Sistema 

Hematológico, 

Resposta Inume 

Humoral, 

Morfologia do 

Tecido 

29 19 

4 

AADACL1, AFF3, amino 

acids, ARHGEF10L, beta-

estradiol, CDH11, CLIP3, 

CTSL1, CYB5R1, CYCS, 

CYP17A1, DCLK2, DLG3, 

FGD6, glutamine, GRIN2C, 

HDL, HUNK, IRS1, KCNMA1, 

KCNMB3, KCNMB4, 

MIRN295, MIRN292, MPO, 

MPPED2, MYOF, NR4A1, 

NR4A3, PPP3R1, RARS, 

Doença 

Cardiovascular, 

Ciclo Celular, 

Desenvolvimento e 

Função do Sistema 

Auditivo e 

Vestibular 

27 17 
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RXRA, STXBP1, TSHZ3, 

ZNF91 

5 

ABL1, AP1S2, ATF4, BRPF3, 

CBX2, CPEB4, CREB1, 

EMCN, FAM110A, GCDH, 

GPR45, GRB2, GTF2IRD1, 

HLF, HS3ST1, JAZF1, 

MIRN202, MIRN24-1, NAP5, 

NEK8, NFS1, NR5A1, NRG1, 

PALLD, PLS3, RCBTB2, 

retinoic acid, RICH2, SCARF2, 

SEC63, SELL, SGSH, SNX8, 

TSKS, VPS13A 

Expressão Gênica, 

Desenvolvimento 

do Tecido, Doença 

Cardiovascular 

25 16 

6 

ABR, ATXN1, BTG3, 

C12ORF23, CCDC136, COIL, 

CPNE3, DIDO1, DST, DVL3, 

F2, Itga4-Itgb1, ITGB1, JAM2, 

KIAA1841, LRIG1, 

MIRN124, MIRN349, 

MIRN124-1, MIRN134, 

MIRN212, MIRN298, MYST3, 

PLEKHG4, PROSAPIP1, 

RAC1, RBMS1, RIMS3, 

SLC43A2, SNX22, 

TNFRSF21, TNRC4, VPS37C, 

WNK2, ZNF367 

Organização 

Celular, 

Desenvolvimento e 

Função do Sistema 

Nervoso, Interação 

e Sinalização 

Célula-Célula 

22 15 

7 

Actin, ADCY7, AKAP13, 

Calmodulin, CDKN1A, 

CLCN3, COTL1, Cyclin A, 

Desenvolvimento e 

Função de 

Conectividade do 

21 14 
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CYFIP2, F Actin, FSH, GHRL, 

HCRTR1, Histone h4, Insulin, 

KCNQ1, LRP1, NPY, 

NPY1R, NPY2R, Pka, PLEC1, 

PMCH, PPP1R9A, PSAP, 

PYY, Ras homolog, RASAL2, 

Rb, RNA polymerase II, 

SMARCA4, STMN1, TTK, 

TYMS, UNC13B 

Tecido, Morfologia 

do Tecido, 

Comportamento 

8 

Ap1, C5, Calpain, CaMKII, 

CCL4, Creb, ERK1/2, FAAH, 

FOSL2, hCG, HCK, Histone 

h3, Igm, IL12, Jnk, LAMB2, 

LAMC1, Laminin, Mapk, 

MME, Mmp, P38 MAPK, 

PDGF BB, PI3K, PIK3R5, 

Pkc(s), PP2A, SLC12A2, 

SLC8A1, Smad, Tgf beta, 

TNFRSF1B, VCAN, Vegf, 

ZBTB10 

Doença Oftálmica, 

Movimento Celular, 

Doença 

Neurológica 

20 14 

9 

AASS, ABCB7, ABL1, 

ACSM3, ASNS, CCNE2, 

CSTB, CTSH, DPYD, 

EIF4A1, EIF4E, FNG, IFI30, 

ITM2C, JAK1, JAKMIP1, 

LFNG, MSH6, MYC, 

MYO5C, NOP5/NOP58, 

NOTCH1, NOTCH2, PHLDA2, 

PLS3, RBL2, RBMS1, 

Câncer, 

Crescimento e 

Proliferação 

Celular, Ciclo 

Celular 

19 13 
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SERTAD1, SFTPB, SLC39A8, 

SMARCA4, SMC4, STMN1, 

TGFB1, TYMS 

10 

ACOT1, AIF1L, BARD1, 

BAZ1B, BRIP1, CEP290, 

CSF1, DYNC2H1, DYNC2LI1, 

ETV3, GHRH, HNF4A, 

HSD17B4, HUNK, 

MGC29506, MLH1, MSH3, 

MSH6, MYO1D, MYO1G, 

NEIL1, PCNA, POLB, 

POU2AF1, progesterone, 

PSD3, RBP1, RIOK1, RIPK3, 

S100G, SMC1A, SPP1, 

TSPAN14, UQCC, XRCC1 

Replicação 

Recombinação e 

Reparo do DNA, 

Expressão Gênica, 

Ciclo Celular 

19 13 

11 

3 BETA HSD, ABCD2, AOAH, 

ARPP-21, COBL, DDX3Y, 

EHBP1L1, FAM65B, GHRL, 

HMGN3, HTT, IFITM1, IFNB1, 

L-triiodothyronine, LMCD1, 

LTBP2, MFGE8, MGP, 

MYBPH, NPY, PACSIN1, 

PDZD2, ROBO1, SEPP1, 

SLC16A5, SLC27A1, SLC2A4, 

STMN1, TNF, TNNC1, TPP2, 

TRIP10, TUBB, UCP1, UCP3 

Metabolismo de 

Carboidratos, 

Transporte 

Molecular, 

Bioquímica de 

Pequenas 

Moléculas 

17 12 

Genes () hiperexpressos ou () hipoexpressos em paciente SMD-ARSA vs. indivíduos 

saudáveis 
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Figura 10: Rede de genes codificadores de proteínas com expressão alterada em células 
CD34+ (p < 0,001). As principais funções dos genes desta rede estão relacionadas com 
desenvolvimento e função do sistema hematológico, resposta humoral e morfologia do 
tecido. A intensidade das cores dos genes indica o grau de hiperexpressão (vermelho) ou 
hipoexpressão (verde) em células CD34+ de pacientes SMD-ARSA em comparação com 
indivíduos normais. Genes em cinza não foram identificados diferencialmente expressos 
em nossos experimentos e em branco não estão presentes em nossa plataforma de 
microarranjo: ambos foram integrados computacionalmente pela rede gerada com base em 
evidências armazenadas no banco de dados do IPA, indicando relevância para esta rede. 

 

Quatorze transcritos foram selecionados para a validação do ensaio de 

microarranjo por PCR em tempo real (qPCR), que estão relacionados mitocondria (COX11, 

GCDH ncRNA e  PPIF ncRNA), homeostase do ferro (ABCB7, MYO5C e SLC11A2), 

importantes para o crescimento e diferenciação das células precursoras hematopoéticas 

(FLT3 e HCK) e transcritos codificadores de proteína e o ncRNA do mesmo locus 
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simultaneamente modulados (NR4A1, NR4A1 ncRNA, NR4A2, NR4A2 ncRNA, NR4A3 e 

NR4A3 ncRNA). A expressão relativa dos RNAs extraídos de células CD34+ de 5 

pacientes SMD-ARSA (nos 2-6; Tabela I) foram comparados com células CD34+ de 

indivíduos saudáveis. Os resultados da validação confirmaram os obtidos na análise de 

microarranjo (Figura 11). 

 

 

Figura 11: Validação da expressão gênica em células CD34+ por qPCR. Comparação da 
expressão gênica obtida por qPCR (vermelho) e em experimentos de microarranjos (azul), 
em células CD34+ de pacientes SMD-ARSA em relação à média de expressão de 
indivíduos normais. Os valores positivos e negativos indicam genes hiper ou hipoexpressos 
em pacientes SMD-ARSA, respectivamente. 

 

3. Expressão gênica e protéica do transcrito candidato SLC11A2 em 

medula óssea total de pacientes com SMD. 

As síndromes mielodisplásicas do subtipo anemia refratária com sideroblastos 

em anel são caracterizadas por possuírem acúmulo ferro nas mitocôndrias, que formam um 
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anel ao redor do núcleo [12, 13]. O excesso de ferro nas células é potencialmente danoso, 

pois tem habilidade de catalisar a conversão de peróxido de hidrogênio em radicais livres 

tóxicos [83]. Expressão anormal de genes codificadores de proteínas mitocondriais 

envolvidas no metabolismo de ferro tem sido descritos em SMD-ARSA [20, 84]. 

O gene SLC11A2, também conhecido como transportador metal divalente 

(DMT1), é um importante transportador para a homeostase do ferro. O principal sítio de 

expressão da proteína DMT1 são as células precursoras hematopoéticas e está localizado na 

membrana celular participando do ciclo da transferrina, através dos endossomos 

acidificados, transportando o ferro reduzido (Fe+2) para dentro do citoplasma [85]. São 

descritas 4 isoformas de DMT1: isoforma 1 e isoforma 2, que diferem na porção N terminal 

por possuírem promotores diferentes no éxons 1 e 2 e cada isoforma pode se diferir na 

porção C terminal, possuindo ou não um elemento responsivo ao ferro (+IRE ou –IRE) 

[86]. A hiperexpressão de DMT1 em células MES23.5 (células de neuroblastoma-glima 

murina) aponta para o aumento intracelular de íons ferroso, os quais causam disfunção na 

mitocôndria, indicado pela diminuição do potencial de membrana da mitocôndria, geração 

de ROS e ativação de caspase-3, a qual leva à apoptose [87]. Neste estudo, o gene DMT1 

foi encontrado 2,09 vezes mais expresso em células CD34+ de pacientes com SMD-ARSA 

em relação aos indivíduos saudáveis (Tabela IV), portanto estudos mais detalhados da 

expressão gênica de DMT1 em pacientes com SMD poderá auxiliar no entendimento desta 

doença. 

Corroborando os resultados encontrados no ensaio microarranjo em células 

CD34+ de pacientes SMD-ARSA, a expressão gênica de DMT1 foi maior em células de 

medula óssea total de pacientes com SMD (24/34, p=0,0282) e pacientes com LMA (12/19) 

em relação a indivíduos normais (n=7), a análise foi realizada através de qPCR, usando os 

genes GAPDH e HPRT como controles endógenos e Mann-Whitney test entre os grupos 

(Figura 12). 
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Figura 12: Expressão gênica de DMT1 em células de medula óssea total de pacientes 
com SMD e LMA. O gráfico de dispersão mostra que DMT1 foi significantemente maior (p 
< 0,05) em pacientes com SMD (24/34) em relação aos indivíduos saudáveis e também 
apresentou maior expressão em pacientes com LMA (12/19). Cada ponto representa um 
paciente e a barra horizontal representa a mediana de cada grupo. A análise foi realizada 
através de qPCR, usando os genes GAPDH e HPRT como controles endógenos e Mann-
Whitney test entre os grupos. 

 

Entre os subgrupos de pacientes SMD, de acordo com a classificação FAB, 

DMT1 apresentou maior expressão nos pacientes AR (11/18 p=0,0402), AREB (5/7 

p=0,0162) e AREB T (4/4 p=0,0396) (Figura 13A). Na classificação IPSS em pacientes de 

baixo risco/INT-1, DMT1 foi significantemente mais expresso em relação a indivíduos 

saudáveis (p=0,0347) (Figura 13B). E na classificação WHO2008, todos os subgrupos 

apresentaram expressão de DMT1 aumenta em relação aos indivíduos saudáveis, sendo 

significativo o subgrupo CRDM (8/12 p=0,0121) (Figura 13C). 



 

Resultados 
112 
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Figura 13: Expressão gênica de DMT1 nos subgrupos de SMD. (A) Expressão de 
DMT1 foi aumentada em todos os subgrupos: AR (11/18 p < 0,05), ARSA (3/5), AREB 
(5/7 p < 0,05) e AREBT (4/4 p < 0,05), de acordo com a classificação FAB, em relação aos 
indivíduos saudáveis (CTRL). (B) Na classificação IPSS a expressão de DMT1 também foi 
maior nos pacientes SMDs em relação a indivíduos saudáveis (baixo risco/INT-1 (20/28 p 
< 0,05) e alto risco/INT-2 (5/6)). (C) Na classificação WHO2008, todos os subgrupos 
apresentaram aumento de expressão de DMT1: CRDU (3/3), CRDM (8/12 p < 0,05), 
ARSA (3/5), AREB I (5/6) e AREB II (5/6), em relação aos indivíduos saudáveis. 

 

Ensaio de imuno-histoquímica em cortes de medula óssea de pacientes com 

SMD revelou expressão protéica de DMT1 principalmente nas linhagens eritroblásticas 

(Figura 14A), foi realizado uma comparação semi-quantitativa entre as amostras, a maioria 

apresentaram grau elevado de expressão (≥ 4, grau máximo de 7), a maior expressão de 

DMT1 foi encontrada nos pacientes do subgrupo ARSA e AREB de acordo com a 

classificação FAB (Figura 14B). 
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Figura 14: Imuno-histoquímicada proteína DMT1 em medula óssea de pacientes com 
SMD. (A) A imuno-histoquímica de medula óssea de 14 pacientes com SMD revelou 
expressão protéica de DMT1 principalmente nas linhagens eritroblásticas, indicadas nas 
setas vermelhas (paciente ARSA, com aumento de 20x). (B) A análise semi-quantitativa 
demonstrou os maiores graus (intensidade + porcentagem de células marcadas) de DMT1 
em pacientes do subgrupo ARSA e AREB, de acordo com a classificação FAB. Cada ponto 
representa um paciente e a barra horizontal representa a mediana de cada grupo. 

 

4. Perfil de expressão dos transcritos codificadores e não codificadores em 

células estromais 

 

Células estromais obtidas de 3 pacientes SMD-ARSA (nos 4-6; Tabela 1) foram 

comparadas com células estromais de indivíduos saudáveis usando a mesma plataforma 

customizada de oligoarranjos combinados de íntron-éxon, como também sua análise de 



 

Resultados 
115 

significância (Figura 15 e Figura 16). SAM combinado com validação sem uma amostra 

identificou 12 transcritos significantemente expressos (q-value  0,05 e variação > 1,7 

vezes) (10 hiperexpressos e 2 hipoexpressos) (Figura 17), dos quais 3 foram ncRNAs 

(todos hiperexpressos em pacientes SMD-ARSA) (Tavela VII). O baixo número de 

transcritos diferencialmente expressos ocorreu devido à alta homogeneidade das células 

estromais dos pacientes e controles (coeficiente de correlação entre todos pacientes e 

controles das amostras de células estromais = 0,93, em contraste com 0,9 das células 

CD34+, p = 10-5).  

 

 

 

Figura 15: Normalização das amostras de células estromais. (A) Intensidade de 
fluorescência pela freqüência de pontos (sondas) de cada amostra em duplo canal (Cy3 
verde e Cy5 vermelho) antes da normalização. (B) Intensidade pela freqüência de pontos 
após normalização por quantil. 
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Figura 16: Gráfico do resultado da análise SAM – Significance Analysis of 

Microarray – mostrando o índice de significância observado entre pacientes e controles 

(observerd score, eixo y) versus os valores esperados aleatoriamente (expected score, eixo 

x), com 500 permutações. Em vermelho e em verde estão os transcritos selecionados 

significativamente hiperexpressos e hipoexpressos, respectivamente, com taxa de FDR de 

5%. 
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Figura 17: Transcritos diferencialmente expressos em células estromais de pacientes 
SMD-ARSA e indivíduos saudáveis. Os pacientes foram agrupados de acordo com a 
correlação do perfil de expressão usando o método Unweighted Pair-Group, o qual resultou 
em dois grupos homogêneos: pacientes SMD-ARSA (3 colunas da direita) e indivíduos 
normais (4 colunas da esquerda). O nível de expressão de cada gene está representado pelo 
número de desvios padrão acima (vermelho) e abaixo (verde) dos valores médios para cada 
gene em todas as amostras. 

 

Tabela 7: Transcritos com expressão alterada em células estromais de SMD-ARSA. 

Nome 

Locus 

Gene 1 

Locus 

ID 
Coordenada do Alvo2 

Fita 

Alvo
Tipo 

Orientação 

em relação 

ao gene 

codificador 

de proteína 

q 

value3 
Vezes

Hipoexpressos em SMD-ARSA 

SPINT2 10653 
chr19:43474699-

43474758 
+ Exônico   0,000 -2,43 

HLA-E 3133 
chr6:30567339-

30567398 
+ Exônico   0,007 -1,73 

Hiperexpressos em SMD-ARSA 

SEMA3A 10371 
chr7:83235208-

83235267 
- Exônico   0,021 4,42 
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SOLH 6650 chr16:529804-529859 + Intrônico Sense 0,000 4,35 

GRIA3 2892 
chrX:122063785-

122063829 
+ Exônico   0,015 3,05 

CROCC 9696 
chr1:16968607-

16968658 
+ Intergênico Sense 0,038 2,43 

LEPREL1 55214 
chr3:191157346-

191157405 
- Exônico   0,019 2,41 

TNIK 23043 
chr3:172263055-

172263114 
- Exônico   0,021 2,28 

RGMB 285704 
chr5:98159978-

98160037 
+ Exônico   0,044 2,02 

TBCD 6904 
chr17:78399392-

78399451 
+ Intrônico Sense 0,042 1,97 

KRT7 3855 
chr12:50917564-

50917621 
+ Exônico   0,039 1,91 

SCFD2 152579 
chr4:53581096-

53581155 
- Exônico   0,000 1,84 

1 Nome do Gene locus para Intrônico ncRNA é o mesmo locus do gene codificador de proteína; 

Intergênico ncRNA é anotado com o nome do gene codificador de proteína mais próximo no 

cromossomo 
2 Coordenadas extraídas do Banco do Genoma Humano de Maio de 2004 
3 Significância mínima entre todas as validações sem uma amostra. 

 

O perfil de expressão dos transcritos significativos codificadores de proteína em 

células estromais de SMD-ARSA está relacionado com vários processos biológicos, como 

mobilidade celular, replicação do DNA, fosforilação de proteínas e transporte de proteínas 

(Tabela VIII) 
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Tabela 8: Processos biológicos dos genes diferencialmente expressos em células 

estromais de pacientes SMD-ARSA. 

Processo Biológico1 
Genes Diferencialmente 

Expressos em Células Estromais 

adesão celular RGMB 

diferenciação celular SEMA3A 

mobilidade celular SPINT2 

replicação celular KRT7 

resposta imune  HLA-E 

transporte  SCFD2, GRIA3 

redução oxidativa LEPREL1 

fosforilação  de aminoácido de 

proteína 

TNIK 

1 As categorias dos processos biológicos foram obtidos do banco de 

dados GOA. Genes () hiperexpressos ou () hipoexpressos nos 

pacientes SMD-ARSA em relação à indivíduos saudáveis. 

 

O IPA dos genes significativos diferencialmente expressos entre pacientes 

SMD-ARSA e indivíduos saudáveis (alteração  1,7 vezes; q-value  0,15 em todas as 

análises de validação sem uma amostra) identificou 2 redes funcionais enriquecidas 

significativas (p-value  0,001) (Tabela IX). A rede funcional mais significativa está 

relacionada à morfologia celular, dano celular e doença neurológica (Figura 18). 
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Tabela 9: Rede gênica dos transcritos codificadores diferencialmente expressos em 

células estromais de SMD-ARSA, obtidos na análise de IPA. 

 

Grupo 

Funcional 
Moléculas no Grupo Descrição 

-log10 

(p alue) 

Nº de 

Moléculas

Em células estromais de SMD-ARSA (FDR <15% e alteração ≥1.7 vezes) 

1 

1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine, 

ALDH1A3, ALDH1B1, BCL2L14, 

CARD14, CASP8AP2, CBFA2T2, CCL2, 

DNTTIP1, DOK5, ERK, GRIA3, 

HDAC9, IL1F9, LDL, LIPG, MYEF2, 

NCOR1, Neuropilin, NFkB (complex), 

NR3C1, NRP1, Orm, P38 MAPK, 

PLA2G4A, PLXND1, RDBP, RELT, 

Sema3, SEMA3A, SEMA3B, SEMA3D, 

SEMA3E, SPINT2, TFPI 

Morfologia da 

Célula, Dano 

Celular, Doença 

Neurológica 

 

27 11 

2 

ADCY9, ATF6, beta-estradiol, Ca2+, 

chondroitin sulfate B, CTSH, DEFB1, 

EMR2, ESM1, FKBP7, FKBP1A, 

GFM1, GSTM3, HLA-DOA, HLA-

DPB1, HLA-E, IFI30, IFNG, KDELR3, 

KRT7, KRT13, KRT81, LOXL1, 

MAPK1, MBTPS, MBTPS2, METAP2, 

PPIH, RYR3, SEMA3A, SOLH, TGFB1, 

TNIK, TTC28, WISP1 

Metabolismo 

de Carboidratos, 

Sinalização da 

Célula,  Transporte 

Molecular 

24 10 

Genes () hiperexpressos ou () hipoexpressos em paciente SMD-ARSA vs. indivíduos saudáveis. 
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Figura 18: Rede de genes codificadores de proteínas com expressão alterada em células 
estromais (p < 0,001). As principais funções dos genes desta rede estão relacionadas com 
morfologia celular e doença neurológica. A intensidade das cores dos genes indica o grau 
de hiperexpressão (vermelho) ou hipoexpressão (verde) em células estromais de pacientes 
SMD-ARSA em comparação com indivíduos saudáveis. Genes em cinza não foram 
identificados diferencialmente expressos em nossos experimentos e em branco não estão 
presentes em nossa plataforma de microarranjos: ambos foram integrados 
computacionalmente pela rede gerada com base em evidências do banco de dados do IPA, 
indicando uma relevância para esta rede. 

 

Quatro transcritos foram selecionados para validar o ensaio de microarranjo por 

qPCR, são transcritos relacionados com a estabilização da beta-tubilina no fuso mitótico 

(TBCD ncRNA), supressor tumoral e células neoplásicas hematopoéticas (SPINT2 e HLA-

E) e envolvido com angiogênese (SEMA3A). A expressão relativa dos RNAs extraídos de 

células estromais de 5 pacientes SMD-ARSA (nos 3-7; Tavela I) foram comparados com 

células estromais de indivíduos saudáveis. Todos os transcritos foram confirmados por 

qPCR (Figura 19). 
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Figura 19: Validação da expressão gênica em células estromais por qPCR. Comparação 
da expressão gênica obtida por qPCR (azul) e experimentos de microarranjos (vermelho), 
em células estromais de pacientes SMD-ARSA em relação à média de expressão em 
indivíduos saudáveis. Os valores positivos e negativos indicam hiper ou hipoexpressão em 
pacientes SMD-ARSA, respectivamente. 

 

5. Expressão gênica e protéica do transcrito candidato SEMA3A em 

células estromais e de medula óssea total de pacientes com SMD 

O microambiente anormal parece participar da progressão das leucemias por 

contribuírem para a expansão seletiva de clones malignos, favorecendo a proliferação das 

células neoplásicas e inibindo o crescimento das células progenitoras normais [88, 89]. Nas 

SMDs, as células estromais se mostraramdeficientes na capacidade de diferenciação e 

manutenção das células progenitoras hematopoéticas em relação às células estromais de 

indivíduos saudáveis [27, 90]. 

A proteína codificada por SEMA3A (Class 3 semaphorins), um membro da 

família das semaforinas, é secretada pelas células cancerígenas e está envolvido na 

migração celular, progressão de tumor e indução da apoptose concomitante com a 

expressão de p38MAPK e Fas [91-94]. No ensaio de microarranjo SEMA3A foi encontrado 
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4,42 vezes mais expresso em células estromais de pacientes SMD-ARSA em relação aos 

indivíduos saudáveis (Tavela VIII) e surpreendentemente, SEMA3A está presente em ambas 

as redes afetadas em células estromais de SMD-ARSA (Tabela IX), sugerindo a 

participação deste gene em diversas anormalidades implicadas na modificação do 

desenvolvimento das células hematopoéticas em SMDs. 

Corroborando os dados encontrados no ensaio de microarranjo, a expressão 

gênica de SEMA3A foi significantemente maior em células de medula óssea total de 

pacientes com SMD (25/34, p=0,0304) e também foi significativo nos pacientes com LMA 

(17/19 p=0,0073) em relação a indivíduos normais (n=7). Análise foi realizada através de 

qPCR, usando os genes GAPDH e HPRT como controles endógenos e Mann-Whitney test 

entre os grupos (Figura 20). 

 

 

Figura 20: Expressão gênica de SEMA3A em células de medula óssea total de pacientes 
com SMD e LMA. SEMA3A foi significantemente maior em pacientes com SMD (25/34 p 
< 0,05) e LMA (17/19 p < 0,01) em relação a indivíduos saudáveis (CTRL). Análise foi 
realizada através de qPCR, usando os genes GAPDH e HPRT como controles endógenos e 
Mann-Whitney test entre os grupos. Cada ponto representa um paciente e a barra horizontal 
representa a mediana de cada grupo. 

 

Entre os subgrupos de pacientes SMD, de acordo com a classificação FAB, 

SEMA3A apresentou maior expressão nos pacientes AREB (6/7 p=0,0111) e AREBT (5/5 

p=0,0303) (Figura 21A). Na classificação IPSS, SEMA3A foi significantemente mais 

expresso em ambos ossubgrupos, baixo risco/INT-1 (p=0,0418) e alto risco/INT-2 
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(p=0,014), em relação a indivíduos saudáveis (Figura 21B). E na classificação WHO2008, 

todos os subgrupos apresentaram expressão de SEMA3A aumentada em relação aos 

indivíduos saudáveis, sendo mais significativo o subgrupo AREB II (6/6 p=0,014) (Figura 

21C). 

 

 

 



 

Resultados 
125 

 

 

Figura 21: Expressão gênica de SEMA3A nos subgrupos de SMD. (A) Expressão de 
SEMA3A foi maior em todos os subgrupos: AR (10/16), ARSA (4/6), AREB (6/7, p < 0,05) 
e AREB-T (5/5, p < 0,05), de acordo com a classificação FAB, em relação a indivíduos 
saudáveis (CTRL). (B) Na classificação IPSS a expressão de SEMA3A foi 
significantemente maior em ambos ossubgrupos (p < 0,05), baixo risco/INT-1 (21/28) e 
alto risco/INT-2 (6/6), em relação a indivíduos saudáveis (CTRL). (C) Na classificação 
WHO2008, todos os subgrupos apresentaram expressão de SEMA3A aumentada: CRDU 
(1/3), CRDM (9/12), ARSA (4/6), AREB I (6/7) e AREB II (6/6 p < 0,05), em relação aos 
indivíduos saudáveis (CTRL). 

 

Análise protéica de SEMA3A em extratos totais de células estromais, utilizando 

anticorpo anti-SEMA3A (Santa Cruz Biotechnology), detectou três bandas uma 

correspondendo ao peso molecular de 125 kDa, representando proSEMA3A e as de 65 e 45 

kDa, que correspondem as isoformas proteolíticas. Não houve diferença significativa entre 

pacientes SMD e indivíduos saudáveis (Figura 22A). Entretanto no concentrado de 

proteínas do sobrenadante de células estromais do paciente SMD-AR, a isoforma 

proteolítica de 45 kDa foi encontrada 2,4 vezes maisexpresso em relação ao sobrenadante 

do indivíduo saudável (Figura 22B). A quantificação do ensaio de WB foi realizada no 

programa UN-SCAN-IT gel™, a expressão da actina foi utilizada como normalizadora para 

os extratos totais. 
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Figura 22: Expressão protéica de SEMA3A em pacientes com SMD. (A) O ensaio de 
WB revelou 3 bandas: 125 kDa, representando proSEMA3A e as 65 e 45 kDa, que 
correspondem as isoformas proteolíticas. (B) A quantificação das bandas, feita pela média 
de pixel/área, não houve diferença significativa entre as amostras (C) O concentrado de 
proteínas do sobrenadante de células estromais revelou 2 bandas, a de 95kDa que 
corresponde a isoforma ativa e a proteolítica de 45kDa. (D) A quantificação demonstrou 
que no paciente SMD-AR, a isoforma proteolítica de 45 kDa está 2,4 vezes mais expresso 
em relação ao sobrenadante do indivíduo saudável (CTRL). 

 

6. Ensaios funcionais do gene selecionado SEMA3A 

O ensaio de hiperexpressão de SEMA3A em células estromais HS27 foi 

realizado por transfecção de DNA plasmidial NSPI-CMV-MCS-myc-His vazio (NSPI) e o 

NSPI-CMV-MCS-myc-His contendo o gene SEMA3A fusionado ao epítopo Flag 

(SEMA3AFlag). As construções foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Ofra Kessler 

do Instituto de Tecnologia de Israel – Technio – Haifa, Israel. A eficiência da transfecção 

foi comprovada por qPCR com aumento da expressão gênica de SEMA3A (Figura 23A) 

nas células transfectadas com SEMA3AFlag e por WB utilizando anticorpo contra o 
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epítopo Flag, o aumento de SEMA3AFlag foi detectado no concentrado do sobrenadante, 

após 72 horas de transfecção (Figura 23B).  

 

 

Figura 23: Hiperexpressão de SEMA3A em células HS27. (A) Ensaio de qPCR mostrou 
aumento de expressão gênica de SEMA3A, em células HS27 transfectadas com 
Sema3aFlag, em relação as células HS27 transfectadas com vetor vazio NSPI, após 72 
horas de transfecção. (B) WB de concentrado de sobrenadante, utilizando anticorpo anti-
Flag (Sigma), mostrou aumento de expressão protéica da isoforma proteolítica (65kDa) de 
SEMA3A em células transfectadas HS27_Sema3aFlag. 

 

Em ensaio de coculturade células estromais com células leucêmicas, a 

hiperexpressão de SEMA3A em células HS27 aumentou a adesão em todas as linhagens, 

principalmente nas células NB4, em relação àcocultura com células HS27-NSPI controle 

(Figura 24). 
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Figura 24: Adesão das células leucêmicas em cocultura com HS27 hiperexpressando 
SEMA3A. Células leucêmicas foram cultivadas em cocultura com células HS27 
transfectadas com Sema3aFlag e NSPI como controle. Observou-se uma tendência de 
aumentar a porcentagem de células leucêmicas aderidas às células HS27-Sema3aFlag em 
relação às células HS27-NSPI, mais evidente nas células NB4. 

 

A hiperexpressão de SEMA3A em HS27 alterou a diferenciação das células 

K562 e NB4 em ensaio de cocultura. Ambas as linhagens apresentaram diminuição da 

presença do antígeno CD11c, indicativo de monócito e CD14, de macrófago, após 72 horas 

de cocultura com HS27-Sema3aFlag, em relação ao controle (Figura 25A e B). 

 

 

Figura 25: Diferenciação de células K562 e NB4 em cocultura com HS27. A 
hiperexpressão de SEMA3A em células HS27 colocadas em cocultura com células 
leucêmicas mieloides K562 e NB4 (A e B, respectivamente) diminuiu a presença dos 
antígenos de diferenciação, tanto de diferenciação para monócito (CD11c), quanto de 
diferenciação para macrófago (CD14). 
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Para verificar se a hiperexpressão de SEMA3A em células HS27 altera a taxa 

de apoptose das células leucêmicas, foi realizado ensaio de apoptose, sensibilizando 

previamente células U937 e NB4 com 100mM de ácido trans-retinoico (ATRA) por 24 

horas, para induzir a morte celular, em seguida as células foram colocadas em cocultura 

com células HS27 transfectadas com SEMA3A. Após 24 horas, as células positivas para 

apoptose foram marcadas com anexina V. Houve uma pequena diminuição da taxa 

deapoptose das células NB4 (2%) e U937 (3%) em cocultura com HS27-Sema3aFlag 

(Figura 26A). O mesmo efeito foi verificado quando se adicionou proteína recombinante de 

Sema3a (100ng/ml, Sema3aFc) em cocultura de HS27 e células leucêmicas sem tratamento 

com ATRA (Figura 26B). Os ensaios foram realizados com duas transfecções 

independentes e dois experimentos independentes para U937 tratada com Sema3aFc. 
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Figura 26: Taxa de apoptose em hiperexpressão de SEMA3A. (A) Células HS27 
hiperexpressando SEMA3A: células NB4 e U937 foram tratadas previamente com ATRA 
por 24 horas, e cocultivadas com células HS27 transfectadas com Sema3aFlag, para 
hiperexpressar SEMA3A e o vetor vazio NSPI como controle. Houve pequena diminuição 
da taxa de apoptose das células leucêmicas. (B) Células induzidas com Sema3aFc (R&D): 
células NB4, K562 e U937 foram colocas em cocultura com HS27 e 100ng/mL de 
Sema3aFc foram acrescentados ao meio por 24 horas. As taxas de apoptose também foram 
discretamente diminuídas. 
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DISCUSSÃO 

 

Neste estudo, foi determinado o perfil de expressão de transcritos codificadores 

e não codificadores (ncRNA) em células CD34+ e estromais de pacientes com Síndrome 

Mielodisplásica do subgrupo anemia refratária com sideroblastos em anel (SMD-ARSA) e 

indivíduos saudáveis, utilizando oligoarranjo de 44.000 sequências combinando íntron-

éxon e critério estatístico estringente. Análises de vias de transcritos codificadores apontam 

para novas redes gênicas que estão alteradas em ambas as células CD34+ e estromais de 

pacientes com SMD-ARSA. 

A análise das vias de transcritos codificadores alterados em células CD34+ de 

pacientes SMD-ARSA revelou uma rede de genes importantes para doenças hematológicas, 

como BLNK, CD19, CD72, CD81, EBF1, F5, FLT3, LY96, MPDZ e THBS1. A baixa 

expressão em SMD-ARSA de genes relacionados com via de sinalização de receptor de 

célula B (BLNK, CD19 e CD72) e genes envolvidos com o desenvolvimento de linfócitos 

B, corrobora a hipótese que a SMD de baixo risco pode ser definida por defeitos em 

progenitores de células B [95]. 

A expressão anormal de genes codificadores de proteínas mitocondriais 

envolvidos com o metabolismo do ferro tem sido caracterizada em SMD-ARSA [20, 84]. O 

presente estudo encontrou modulação de três diferentes transcritos ncRNA localizados em 

loci de proteínas  mitocondriais como amino adipate-semialdeído sintase (AASS), 

dehidrogenase glutaril-CoA (GCDH) e peptidilprolil isomerase F (PPIF) e sete transcritos 

codificadores de proteínas mitocondriais como aminoadipate aminotransferase (AADAT), 

AASS, cassete de ligação à ATP, subfamília B, membro 7 (ABCB7), acyl-CoA sintetase 

família de cadeia-média, membro 3 (ACSM3), citocromo c oxidase de montagem homólogo 

(COX11), citocromo b5 redutase 1 (CYB5R1) e enoyl CoA hidratase contendo domínio 2 

(ECHD2). Corroborando nossos achados, a baixa expressão do transportador de ferro 

ABCB7 tem sido descrita em células CD34+ de pacientes com SMD-ARSA, indicando que 

a redução de ABCB7 pode contribuir para a anormal homeostase do ferro mitocondrial [81]. 

Além disso, genes relacionados com a via da biosíntese do heme e transporte de 

transferrina (PXDN e MYO5C, respectivamente) foram hipoexpressos em células CD34+ de 
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SMD-ARSA. Estes genes diferencialmente expressos podem estar relacionados com o 

acúmulo de ferro observado em mitocôndrias de pacientes com ARSA. 

O gene SLC11A2, também conhecido como transportador metal bivalente 

(DMT1) foi encontrado hiperexpresso em células CD34+ de pacientes SMD-ARSA. A 

análise da expressão gênica em medula óssea total de 34 pacientes com SMD demonstrou 

que DMT1 está aumentado em todos os subgrupos, principalmente em pacientes de baixo 

risco/INT-1. Ensaios de imuno-histoquímica em medula óssea de pacientes com SMD 

corroboram os dados encontrados na análise de expressão gênica e demonstram que DMT1 

se encontra mais expresso nas células eritroblásticas. A proteína DMT1 transporta o ferro 

reduzido (Fe2+) do endossomo para dentro da célula [85] e estudos descreveram que DMT1 

transporta o ferro não ligado à transferrina (NTBI) diretamente do meio extracelular para o 

citoplasma de enterócitos [96, 97].  Os NTBIs têm sido encontrados em excesso em plasma 

de pacientes com SMD [98] e o ferro livre ativo citoplasmático (LCI) foi encontrado 

aumentado em células eritroides de SMDs [99]. O ferro reduzido livreé potencialmente 

danoso, pois tem habilidade de catalisar a conversão de peróxido de hidrogênio (H2O2) em 

radicais livres tóxicos altamente reativos (ROS). O aumento de ROS leva à instabilidade 

genômica promovendo a quebra do DNA fita dupla e erros no reparo [83]. Nas SMDs o 

estresse oxidativo contribui para a instabilidade genômica e consequentemente aumenta o 

risco de transformação para LMA. Além disto, nas células CD34+ de pacientes SMD, a 

produção de ROS exerce um papel na patogênese da hematopoese ineficiente e causa danos 

à mitocôndria, aumentado a atividade apoptótica que são frequentemente observada em 

precursores hematopoéticos de pacientes SMD de baixo risco [100, 101], esses dados 

sugerem a participação ativa de DMT1 no estresse oxidativo nas SMDs (Figura 27). 

Recentes estudos mostraram que a hipóxia aumenta o ferro intracelular através 

do aumento da expressão de DMT1 [102]; em SMD há aumento da hipóxia, que estimula a 

produção de eritropoetina para a maturação dos precursores eritroides, devido à 

hematopoese ineficaz [103]. Portanto, esses dados indicam que a modulação de DMT1 em 

SMD pode ocorrer devido à hipóxia. 



 

Discussão 
135 

 

 

 

 



 

Discussão 
136 

Figura 27: A aquisição do ferro na célula precursora hematopoética saudável (A) e na 
célula precursora de SMD (B). (A) Na situação normal: A transferrina com duas moléculas 
de ferro férrico (Fe3+) se liga ao receptor de transferrinana membrana celular e este 
complexo induz o endossomo. O pH do endossomo diminui com a presença da bomba de 
próton e faz o complexo liberar o Fe3+, o qual é reduzido para Fe2+ pela ferroredutase 
Steap3 (seis-transmembrana epitelial antígeno de próstata) e saem do endossomo via 
transportador DMT1. No citosol o Fe2+ livre pode ser direcionado para o núcleo, para a 
mitocôndria, onde participada cadeia respiratória e da biosíntese do heme, para regular 
proteínas regulatórias-ferro (IRP1 e IRP2), ou para ser armazenado na ferritina, onde será 
estocado e reutilizado. O endossomo com o complexo (transferrina + receptor de 
transferrina) e DMT1 são redirecionados para membrana e o pH neutro libera a transferrina 
do receptor [104]. O DMT1 também importa diretamente o NTBI (ferro não ligado à 
transferrina) para dentro da célula [96]. (B) Defeitos putativos causados na célula 
hematopoética de SMD devido ao aumento de DMT1: com o aumento da hipóxia e do ferro 
livre aumenta DMT1 na membrana da célula, aumentando o transporte do ferro livre e a 
endocitose do ferro férrico. O aumento do ferro contribui para a geração de ROS (espécies 
reativas de oxigênio) na mitocôndria, causando hematopoese deficiente e efeitos 
genotóxicos ao DNA nuclear e mitocondrial causando danos no reparo do DNA e mutações 
[101]. Além disto, na mitocôndria, o aumento de ROS causa peroxidação lipídica e abertura 
do poro de transição de permeabilidade mitocondrial, diminuindo o potencial de membrana, 
podendo levar à liberação do citocromo c, ativando caspases e consequentemente aumento 
da apoptose [105]. 

 

O microambiente contribui para a regulação da auto-renovação, manutenção, 

diferenciação, proliferação e dinâmica da apoptose das progenitoras hematopoéticas [106] e 

as células progenitoras CD34+ são gravemente comprometidas em SMD pela composição 

de estímulos do microambiente [107]. Detecção de diferentes transcritos expressos em 

células estromais de SMD-ARSA sugere que os mesmos possam contribuir para a 

manutenção das células CD34+. 

Surpreendentemente o gene SEMA3A está presente em ambas as redes gênicas 

afetadas e foi encontrado hiperexpresso em células estromais de pacientes SMD-ARSA. A 

análise da expressão gênica em medula óssea total demonstrou que SEMA3A está mais 

expresso em pacientes com SMD de alto risco e LMA, sugerindo sua participação na 

progressão da doença. A hiperexpressão de SEMA3A em células estromais HS27 alterou a 

adesão, apoptose e diferenciação das células leucêmicas cocultivadas, sugerindo que 

SEMA3A pode modular de maneira parácrina (interação células hematopoéticas – células 

estromais) as células progenitoras da medula óssea nas SMDs e LMAs. Proteína codificada 

por SEMA3A (Semaforina classe 3), um membro secretado da família semaforina, está 
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envolvido na guia axonal, organogênese, angiogênese, altamente expresso em várias células 

tumorais e tem sido recentemente demonstrado ser um importante determinante na 

sensibilidade de células leucêmicas para sinais de apoptose mediado por Fas (superfamília 

de receptor TNF, membro 6) e por p38MAPK (p38 proteína quinase mitogênica-ativada) 

[91-94]. Um dos mecanismos que contribuem para medula óssea hipercelular e citopenia do 

sangue periférico de pacientes em estágios iniciais de SMD é o significante aumento da 

apoptose das células hematopoéticas, devido à produção de citocinas pró-apoptóticas pelas 

células estromais e pelas células hematopoéticas [108], entretanto em SMD avançada e 

LMA, essas células produzem moléculas anti-apoptóticas, aumentando a porcentagem de 

blastos na medula [90]. A diminuição da diferenciação e apoptose das células leucêmicas 

cocultivadas com HS27 hiperexpressando SEMA3A sugere que este gene pode contribuir 

para a disfunção encontrada em SMD de alto risco e LMAs. 

SEMA3A inibe efeitos angiogênicos em tumores, por competir pelo mesmo 

receptor do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), a neutrofilina 1 (NRP1) 

[109]. VEGFA é um potente peptídeo angiogênico, que participa da progressão de diversos 

tumores [110]. Interessantemente, a hiperexpressão de VEGFA em células CD34+ de SMD-

ARSA foi confirmada em nosso microarranjo e a rede funcional mais significativaem 

células estromais demonstrou aumento do receptor NRP1. Nas SMDs a angiogênese é 

maior em pacientes de alto risco, juntamente com o aumento da expressão de VEGFA 

[111], este aumento também é observado em pacientes com LMA, sugerindo SEMA3A 

participar do controle da angiogênese via receptor NRP1 nas SMDs e LMAs.  

O perfil de expressão de ncRNA de células CD34+ e estromais de SMD-ARSA 

foram claramente distintos dos obtidos de células CD34+ e estromais de indivíduos 

saudáveis, representando 30% e 25% do total de transcritos diferencialmente expressos em 

células CD34+ e estromais de pacientes SMD-ARSA, respectivamente. Atualmentehá 

evidências do papel biológico dos ncRNAs, especialmente aqueles transcritos vindos de 

íntrons conservados [51, 55].  

Interessantemente, nossos resultados mostraram 13 transcritos diferencialmente 

expressos em células CD34+ de pacientes SMD-ARSA, os quais foram alterados 

simultaneamente o transcrito codificador e o ncRNA do locus correspondente: 7 deles, 

ambos, ncRNA e o gene codificador foram simultaneamente hipoexpressos em SMD-
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ARSA, 5 foram hiperexpressos e um o ncRNA esteve hiperexpresso enquanto o gene 

codificador foi hipoexpresso. A expressão de ambos os pares, codificador de proteína e 

ncRNA do mesmo locus, sugere que este intrônico ncRNA pode atuar como fator de 

regulação cis, modulando a estabilidade e/ou o processo de transcrição da proteína 

correspondente, ou mesmo afetando os níveis e/ou quebra de isoformas de proteínas 

codificadas [47, 48]. Muitos RNAs codificadores de proteína instáveis de mamíferos 

contêm muitas adeninas e uracilas (AU-rich), elementos que determinam sua meia vida. Em 

células B de linfoma que exibem translocação cromossômica 14/18, um ncRNA antisense 

ncRNA bcl-2/high contribui para a hiperexpressão do gene BCL2 provavelmente por 

mascarar regiões AU-rich presentes na 3’UTR do RNA codificador da proteína BCL-2 [48, 

112]. 

Encontramos 3 genes alterados de receptor nuclear da subfamília 4, grupo A 

(NR4A1 e NR4A2 e NR4A3), conhecidos por estarem envolvidos na apoptose de célula T, 

desenvolvimento cerebral e doença vascular [113], e na SMD-ARSA todos mostraram 

hiperexpressão simultânea do codificador e do ncRNA, sugerindo que estes ncRNA 

também possam estar envolvidos no controle da expressão do codificador de proteína. 

O cenário atual argumenta que a complexidade da expressão encontra-se 

temporariamente e espacialmente controlados por redes de ncRNAs. Até recentemente, o 

nível de complexidade da programação genética em organismos superiores foi subestimada, 

simplesmente apontando a proteínas como reguladores da expressão gênica. A visão 

atualizada do dogma central da biologia molecular destaca o papel de RNAbase na 

regulação, somado aos possíveis mecanismos de ação de ncRNAs intrônicos [48].  
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CONCLUSÃO 

 

Neste estudo identificamos pela primeira vez redes funcionais desreguladas em 

pacientes com SMD-ARSA. Demonstramos que o transportador de ferro DMT1 está mais 

expresso em medula óssea de pacientes com SMD de todos os subgrupos e sua expressão é 

mais evidente nas células eritroblásticas da medula óssea, estes dados sugerem a 

participação deste gene nas disfunções do ferro encontradas SMDs e que pode ser um alvo 

terapêutico.  

A participação do estroma medular nas doenças hematológicas está cada vez 

mais evidente e o perfil diferencial destas células encontrado nas SMD-ARSA sustenta 

esses dados. A hiperexpressão de SEMA3A é maior em pacientes com SMD de alto risco e 

leucemias, e nossos ensaios funcionais demonstraram que SEMA3A está envolvido com 

aumento daadesão, diminuição da diferenciação e apoptose das células leucêmicas e age de 

maneira parácrina sobre as células precursoras.  

A presença de transcritos intrônicos ncRNA diferencialmente expressos em 

células CD34+ e estromais pode ser o início do entendimento do mecanismo molecular 

ainda não esclarecido da heterogeneidade que envolve as síndromes mielodisplásicas e 

sugere que ncRNA possam participardo desenvolvimento da doença. A caracterização 

destes transcritos ncRNA poderá contribuir para o melhor entendimento das SMD-ARSA, 

ou mesmo para o desenvolvimento de biomarcadores e alvos terapêuticos. 
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