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RESUMO

As sindromes mielodisplasicas (SMDs) constituem um grupo heterogéneo de
desordens hematopoéticas, caracterizadas por exibirem hematopoese ineficaz com
evidéncias de displasia da medula dssea resultando em citopenias no sangue periférico.
Tecnologia de microarranjo tem permitido o refinado mapeamento da atividade
transcricional do genoma humano. RNAs ndo codificadores (ncRNAs) transcritos de
regides intronicas de genes conhecidos estdo envolvidos em varios processos relacionados
com controle transcricional e pds-transcricional da expressdo génica, interacdes com
cromatinas, modificagdo de histonas e também estdo se tornando evidentes em varios tipos
de canceres. Caracterizagdo de ncRNAs em células progenitoras e células estromais de
pacientes com SMD representa uma estratégia aparentemente importante para o
entendimento da regulagcdo génica nesta doenca. Neste estudo, o perfil de expressdo génica
de células CD34" e estromais de pacientes com SMD do subgrupo anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA) foi comparado com o de individuos saudaveis, usando
oligoarranjos de 44 kilobases contendo introns e éxons, o qual incluiu sequéncias para
genes codificadores, RNAs sense e antisense totalmente e parcialmente intronicos. Em
células CD34" de pacientes com SMD-ARSA, 216 genes foram diferencialmente expressos
(g-value < 0,01) em comparagdo com individuos saudaveis, dos quais 65 (30%) eram
transcritos ndo codificadores. O gene DMTI, um transportador de ferro, foi encontrado
hiperexpresso em células CD34" de SMD-ARSA. Em medula dssea total de 34 pacientes, a
expressdo foi mais evidente no subgrupo de pacientes com SMD de baixo risco/INT-1.
Ensaios de imuno-histoquimica corroboram os dados encontrados na analise de expressao
génica ¢ demonstram que DMT1 se encontra mais expresso nas c€lulas eritroblasticas. A
hiperexpressdo de DMT1 pode estar relacionada com o homeostase do ferro anormal nas
SMDs. Em células estromais de SMD-ARSA, 12 genes foram diferencialmente expressos
(g-value < 0,05) em comparacdo com individuos saudaveis, dos quais 3 (25%) eram
transcritos nao codificadores. O gene SEMA3A4, um membro secretado da familia das
semaforinas, foi encontrado hiperexpresso em células estromais de SMD-ARSA e na

medula dssea total de 34 pacientes; sua hiperexpressao 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 esta envolvido com aumento da adesdo, diminui¢ao da diferenciagdo e
apoptose de células leucémicas cocultivadas com células estromais HS27 hiperexpressando
SEMA3A e age de maneira paracrina sobre as células precursoras. Pela primeira vez, o
perfil diferencial de ncRNA em células CD34" e células estromais entre SMD-ARSA e
individuos saudéveis foi demonstrado, sugerindo que ncRNA pode ter um importante papel

durante o desenvolvimento das sindromes mielodisplasicas.
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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 DMTI 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 DMTI 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 DMTI1 is more expressed in erythroid cells. The higher
expression of DMTI can be related with abnormal iron homeostasis in MDS. In stromal
cells of MDS-RARS, 12 genes were significantly differentially expressed (g-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 SEMA34 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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alto risco/INT-2 (6/6), em relacdo a individuos saudaveis (CTRL). (C) Na classifica¢ao
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WHO2008, todos os subgrupos apresentaram expressao de SEMA3A aumentada:
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hiperexpressar SEMA3A e o vetor vazio NSPI como controle. Houve pequena diminuigdo
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da taxa de apoptose das células leucémicas. (B) Células induzidas com Sema3aFc
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INTRODUCAO

Sindromes Mielodisplasicas constituem um grupo heterogéneo de desordens
hematopoéticas clonais, que exibem hematopoese ineficaz. A expansao do clone andmalo ¢
um fendmeno medular caracterizado por displasia morfologica e diferencia¢do deficiente,
resultando em células ndo funcionais. As consequéncias desta hematopoese deficiente no
sangue periférico sdo citopenias, que podem vir a envolver os trés segmentos do sangue:
eritrocitos, leucocitos e plaquetas. A anemia e seus sintomas relacionados sdo as
manifestagdes clinicas mais comuns da maioria das SMDs [1,2]

A exata causa das SMDs ¢ desconhecida e provavelmente multifatorial. Estudos
epidemioldgicos sugerem que a taxa de incidéncia aumente com o a idade, e também
podem estar associadasa alguns fatores como tabagismo, radiacdo ionizantes, sexo
masculino, parentes de primeiro grau afetado por doenca hematologica e exposi¢do a
produtos quimicos como solventes organicos, benzeno, pesticidas e fungicidas. Ha também
SMDs associadas a terapia (SMD-t), que esta relacionada a exposi¢do a drogas citotoxicas,
em particular agentes alquilantes, inibidores de topoisomerase II e radiacao terapéutica. As
SMD-t afetam 15% dos pacientes com linfoma que receberam quimioterapias agressivas
[3.4].

As SMDs estdo entre as 5 causas de anemia em idosos, tendo como mediana da
idade, no diagndstico, 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 clinicos de 97% dos pacientes acima de 65 anos e calcularam uma
incidéncia de 162 casos de SMD/100.000 durante o ano de 2003 e apenas 4% haviam sido
diagnosticados em consultorios médicos [5]. Cerca de um tergco dos pacientes com SMDs
evoluem para leucemia mieloide aguda (LMA). As SMDs com maior percentual de blastos
sdo de pior prognostico e possuem maior chance de evolugao para LMA, com sobrevida de
6 meses apoOs a apresentacdo da citopenia [4].

Subtipos morfoldgicos de SMD baseado predominantemente na proporgdo de
blastos na medula tém classificado pacientes dentro de subgrupos e na presenca ou auséncia

de sideroblasto em anel. A classificagdo Franco-Americano-Britanica (FAB) requeria no
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minimo displasia bilinear e considerava progressdao para LMA quando havia mais de 30%
de blastos na medula, esta classificagdo distinguiu 5 subcategorias: anemia refrataria (AR),
anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refrataria com excesso de
blastos (AREB), anemia refrataria com excesso de blastos em transformagdo (AREB-T) e
leucemia mielomonocitica cronica (LMMC) [6]. O novo critério definido pela Organizagao
Mundial da Saude (WHO) em 2008 também esta baseado na porcentagem de blastos
presentes na medula 6ssea e no sangue periférico, porém considera LMA quando ha mais
de 20% de blastos na medula, além do tipo e grau da displasia, a presenca de sideroblasto
em anel e a presenca de anormalidades citogenéticas. A classificagio WHO 2008,
distinguiu 7 subtipos de SMDs: citopenia refrataria com displasia unilinear (CRDU),
anemia refrataria com sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refratdria com displasia
multilinear (CRDM), anemia refrataria com excesso de blastos (AREB I ¢ AREB II), SMD-
nao classificada (SMD-N) e SMD associada com del(5q) isolada [7,8].

Outra importante caracteristica clinica que tem implicagdes terapéuticas e
prognosticas, ¢ a citogenética da medula, verifica-se anormalidades cromossomicas clonais
em alguns pacientes, incluindo monossomia 5 e 7, dele¢cdes 5q e 7q, trissomia 8 e delegdes
de 20q [8]. O Sistema de Indice de Prognostico Internacional (IPSS) combina blastos na
medula, citogenéticas especificas e nimero de citopenias para ajudar na determinagdo dos
caminhos clinicos dos pacientes e acima de tudo a sobrevida e potencial progressdo para
LMA [9,10]. O IPSS tem 4 subgrupos: pacientes baixo risco ou Intermedidrio — 1 e alto
risco ou Intermediario — 2. Recentes analises de um amplo grupo de pacientes com SMD
refinou a citogenética dos subgrupos IPSS. O WHO WPSS tem acrescentado a este
sistemaa dependéncia de transfusdo de hemdcias, que tem um fator negativo para os
pacientes de baixo risco [8,11].

As SMDs de baixo risco s3o caracterizadas por anemia e dependéncia
transfusional. A SMD-ARSA ¢ um subtipo de baixo risco na qual ocorre acimulo de ferro
na mitoferritina mitocondrial (MtF) e a mitocondria se encontra organizada
perinuclearmente, formando um anel ao redor do nucleo do eritroblasto [9,12,13].
Entretanto as bases moleculares das SMD-ARSA ainda sdo desconhecidas.

Hé uma década o perfil de expressdao génica foi com sucesso introduzido nas

pesquisas hematoldgicas [14]. Novas relevancias clinicas dos subgrupos de pacientes foram
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identificadas com distintas caracteristicas e as classificagdes foram desenvolvidas, as quais
sdo capazes de predizer progndsticos ou mesmo a participagdo de componentes especificos,
como por exemplo, a predicao 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 expressdo génica ELN (European Leukemia-Net,
www.leukemia-net.org), que reuniu 11 laboratorios em 3 continentes e analisaram 3.334
pacientes, formando 17 classes representando subclasses de leucemias agudas e crdnicas,
como também as SMDs e concluiram que a tecnologia de microarranjo pode classificar e
diagnosticar a leucemia, de forma confiavel e com sofisticados dados algoritmicos, além de
analisar a expressdo de multiplos genes em paralelo [16]. A partir do banco de dados
gerado pelo MILE, um novo modelo de classificacdo de progndstico para SMD foi
validado, o qual prediz a probabilidade em meses de transformagdo para LMA: grupo A,
menos de 18 meses, grupo B de 18 a 36 meses e grupo C mais de 36 meses [17]. Hoje esta
claro que a tecnologia de microarranjo tem um 6timo potencial para melhorar o diagndstico
nas doengas hematologicas, podendo definir novos alvos terapéuticos e proporcionar maior
selecdo diferencial de estratégias terapéuticas [18].

O perfil de expressdo das células progenitoras hematopoéticas dos pacientes
com SMD identificou genes relacionados com diferenciagdo, proliferacdo -celular,
transcri¢cdo, metabolismo, citoesqueleto e sinalizacdo/transporte [19-23]. Investigagcdo do
perfil de expressdo das células precursoras CD34+ de pacientes SMDs observou que o
aumento da expressdo de genes que codificam subunidades proteossomicas estdao
relacionados a menor sobrevida dos pacientes [24]. Pellagatti e colaboradores [25]
demonstraram que a expressao do fator de ligagdo linféide 1 (LEF1) foi significativamente
menor em pacientes com SMD de alto risco e sugerem que LEF1 pode estar envolvido na
maturacao prejudicada dos progenitores hematopoéticos em pacientes com SMDs.

Ha evidéncias que em certas doencas hematologicas, o microambiente medular
¢ anormal, tanto em composi¢do quanto em fungdo [26]. Em SMD, a camada aderente de
estroma da medula 6ssea ¢ ineficaz no suporte da mielopoese normal in vitro, apresentando
manutengcdo prejudicada das células-tronco hematopoéticas [27]. Alteracdes nos

componentes do estroma, a relativa deficiéncia dos fatores de crescimento hematopoéticos
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e a aberrante liberacdo de inibidores, podem ser implicadas na modificagdo do
desenvolvimento e apoptose das células hematopoéticas das SMDs [28-30].

Estudos sobre a expressdo génica do estroma medular evidenciam a importancia
deste microambiente em doencas hematologicas. O perfil de expressdo génica de células
estromais da medula 6ssea em mielodisplasia infantil apresentou progressiva diminui¢ao no
nivel de expressdo de genes associados principalmente com processos bioldgicos que
podem alterar a capacidade das células estromais em manter a diferenciagdo das células
hematopocéticas [31] e demonstrou hiperexpressdo do fator-2 especifico de osteoblasto
(OSF-2), que ¢ conhecido por sustentar preferencialmente as células precursoras imaturas
do sangue, mantendo sua proliferacdo e retardando a sua diferenciagdo, resultando na
hipercelularidade da medula 6ssea e citopenia periférica [32].

O interesse na investigacdo de genes diferencialmente expressos em células
estromais de medula éssea tem crescido Zeng e colaboradores [33] trataram células
estromais com a citocina interferon gama (IFNG) e verificaram, através de microarranjo de
cDNA, a diminuicao da expressao do nimero de genes e hiperexpressao de genes induzidos
pelo IFNG como ASP4, VCAM1, CXCL10, CCL5 e OASL.

Além das alteracdes de expressao de genes codificadores de proteinas,
alteragdes em RNAs nao codificadores (ncRNAs) curtos, com < 30 bases, contribuem para
a patogénese do cancer [34]. Pequenos ncRNAs como microRNAs (miRNAs) tem
mostrado expressdo especifica em distintos subtipos de LMA, podendo auxiliar na
classificagdo genética [35]. Estudos recentes descobriram que muitas classes de pequenos
RNAs nucleares (snRNAs) possuem caracteristicas estruturais que sao funcionais € bem
conservadas através da evolucao [36].

O projeto piloto ENCODE identificou e caracterizou apenas 1% do genoma
humano e mostrou que 74% a 93% das bases sdo transcritas, sendo que a maioria (63%)
eram ncRNAs longos (> 200 bases), os quais residem em regides intronicas (40,9%) e
intergénicas (22,6%), fora das anotacdes do GENCODE [37]. ncRNAs estdo envolvidos em
diferentes processos bioldgicos como a sobrevivéncia celular, regulagdo da progressdo do
ciclo celular, controle transcricional e pds transcricional da expressdo gé€nica [38, 39],
imprinting genomico [40, 41], interagdo com cromatinas [42], modificagdes de histonas

[39], inativacdo do cromossomo X [43, 44] e biogénese de RNAs maduros através de
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mudancgas estruturais intron-éxon dos genes vitais [45]. Foi demonstrado que sitios de
ncRNAs intronicos longos sdo responsivos a estimulos fisiolégicos como a 4cido retinoico
[46] ou hormonio androgeno [47].

Os ncRNAs longos receberam menor atengdo da comunidade cientifica,
baseada na percepcao provavelmente equivocada de que todos eles resultavam de RNAs
imaturos [48]. Porém o levantamento in silico dos projetos de anélise de expressdo em larga
escala, levou a identificacdo de ncRNAs de transcri¢do independente [49]. A abordagem in
silico baseada no mapeamento gendmico e agrupamento de ESTs (Expressed Sequence
Tags), juntamente com experimentos de microarranjos combinando introns e éxons,
apontaram para regides intronicas como potenciais ncRNAs reguladores [50, 51]. Além
disso, revelou que aproximadamente 81% de todos os genes codificadores de proteina que
sofreram clivagem contém introns transcricionalmente ativos [51].

Andlises dos genomas identificaram sequéncias 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 conservacdo indica que esses ncRNAs tem uma
fungdo bioldgica essencial para as células normais [52-54]. Além disto, sdo expressos de
maneira orgdo especifica, sugerindo que sua fungdo esta relacionada com fendmenos
fisiologicos especificos de cada orgdo. Recentemente, descreveu-se que o conservado
ncRNA eosinofilo granulo ontogene (EGO) regula a proteina basica principal (MBP) e
niveis de RNAm de eosindfilo derivado de neurotoxina (EDN) em progenitoras CD34+
[55]. Andlise dos ncRNAs longos expressos especificamente no timo revelou que o ncRNA
Thy-ncR1 foi expresso especificamente em células T imaturas de estagio III e controla a
abundancia do mRNA de MFAP4 (glicoproteina 4 associada a microfibrila), que codifica
polipeptidios para adesao celular [56].

A tecnologia de microarranjo tem permitido um refinado mapeamento da
atividade transcricional do genoma humano [57], e tem revelado expressao diferencial de
ncRNAs intronicos longos em proéstata, figado e rim [50]. ncRNAs longos mudaram a
interpretacao das bases funcionais de muitas doengas [58, 59]. O ncRNA longo MIAT esta
associado com infarto do miocardio [60]. O ncRNA longo induzido pela delecdao
cromossdmica que trunca o sitio de poliadenilizacao do gene LUC7L resulta na metilagao

aberrante e silenciamento do gene vizinho HBA2, levando a a-talassemia [44, 61].
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Recentemente, foi descrito que transcritos ncRNA intergénicos estdo associados com
regulacdo da mielopoese [62], doenca de Alzheimer [63] e metdstase em adenocarcinomas
de pulmdo [48, 64], além de diferencialmente expressos em vérios tipos de canceres [65-
68].

No inicio dos anos 90, oncogenes € genes supressores tumorais como N-myc
(MYCN) e p53 (TP53) foram identificados apresentando ncRNAs transcritos em sua regido
intronica [69, 70]. Mais recentemente estudos envolvendo ncRNAs e p53 demonstraram
p53 regula muitos ncRNAs longos intergénicos [71].

A crescente caracterizacdo da existéncia de transcri¢do intronica e intergénica
de ncRNAs generalizada no genoma humano e a correlagdo com diversos canceres [72, 73]
sugerem a necessidade de um amplo estudo de possiveis alteragdes de expressdo desse
grupo de transcritos. Além disto, a caracterizacdo de genes importantes que possam
contribuir para a fisiopatologia das SMDs estd sendo explorado. Neste trabalho, foi
caracterizado o perfil de expressdao gé€nica de células CD34+ e células estromais de
pacientes SMD-ARSA e individuos saudéaveis usando uma plataforma de 44k oligoarranjos
combinados de intron-éxon, permitindo a identificagdo de sinais de expressdo de transcritos
codificadores de proteinas ¢ ncRNAs modulados em pacientes com SMD-ARSA. A
validacdo de genes canditados (DMT1 e SEMA3A) nos diferentes subgrupos de SMD

sugerem a participacdo destes genes no desenvolvimento da doenga.
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OBJETIVO

Verificar o perfil de expressdo génica de células CD34" e estromais de medula
O0ssea de pacientes com Sindrome Mielodisplasica do subtipo anemia refrataria com
sideroblastos em anel, utilizando um conjunto de genes conhecidos e transcritos intronicos
humano, imobilizados em laminas de microarranjos e validar genes candidatos nos

diferentes subgrupos de SMD.

1. Objetivos especificos

e Analise funcional in silico dos genes diferencialmente expressos,
verificando enriquecimento de categorias de ontologias e de redes génicas relevantes na
SMD e sele¢do de genes para estudo funcional.

e Validacdo dos genes candidatos através de PCR em tempo real.

e Verificagdo da expressdo génica e protéica do gene DMTI em células de
medula 6ssea total de pacientes de diferentes subgrupos de SMD, separados de acordo com
as classificagdes FAB, IPSS ¢ WHO2008.

e Verificagdo da expressdo génica e protéica do gene SEMA3A em células de
medula 6ssea total e estromais de pacientes de diferentes subgrupos de SMD, separados de
acordo com as classificagcdes FAB, IPSS e WHO2008.

e Ensaios funcionais do gene SEMA3A através de transfec¢do transitdria em

células estromais HS27.
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MATERIAL E METODOS

1. Pacientes

Amostras de medula dssea foram coletadas de individuos saudaveis 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 refrataria
com sideroblasto em anel (ARSA), de acordo com a classificagdo Franco-Americano-
Britanica (FAB) por ser o subgrupo mais homogéneo e ndo apresentavam anormalidades
cromossomicas, antes de tratamento e sem alteragdes secundarias. O diagnostico e a coleta
foram realizados pela Dra. Fabiola Traina do Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia, da
Universidade Estadual de Campinas. As caracteristicas de todos os pacientes estdo

demonstradas na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes SMD-ARSA na hora da coleta da medula o6ssea.

Analise da Analise da
Neut Plt blasto

@ snica d das célul (anos) Gé @dL) (x10* (x10°/ sMO )
n enica das as celulas anos
: ’ u)  oul) (%)

Pacientes expressao expressio génica Idade R Hgb

células CD34" estromais
1 Microarranjo Nenhum 72 F 7,2 0,95 75 2 30
Microarranjo,
2 Nenhum 78 M 83 1,23 136 0 58
qPCR
Microarranjo,
3 qPCR 62 M 12,4 0,99 110 2 16
qPCR
Microarranjo, Microarranjo,
4 70 M 10,2 5,34 322 0 38
qPCR qPCR
Microarranjo,
5 gqPCR 69 F 6,7 0,51 72 0 22
qPCR
Microarranjo,
6 gPCR 56 M 8,4 2,81 754 0 91
qPCR
7 Nenhum gPCR 75 M 6,3 0,75 216 0 27

F indica feminino; M masculino; Hgb hemoglobina; Neut neutréfilo absoluto; Plt Plaquetas; MO medula 6ssea e

SA sideroblastos em anel.
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Para analise de expressdo génica dos genes DMT1 e SEMA3A por qPCR, foram
utilizadas amostras de RNA de medula 6ssea total de individuos saudaveis e pacientes com
SMD e LMA, coletadas entre o periodo de 2005 a 2011. No total foram incluidas 60
amostras, das quais 7 eram de individuos saudaveis, 34 de pacientes com SMD e 19 de

pacientes com LMA (Tabela II)

Tabela 2: Caracteristicas dos pacientes na hora da coleta da medula 6ssea.

Pacientes Idade Subgrupo Subgrupo Subgrupo

@) (anos) Género Diagndéstico FAB IPSS WHO
baixo

1 62 F SMD AR risco/INT-  CRDM
1
baixo

2 74 M SMD AR risco/INT- CRDM
1
baixo

3 37 M SMD AR risco/INT-  CRDM
1
baixo

4 77 F SMD AR risco/INT-  CRDM
1
baixo

5 49 M SMD AR risco/INT- CRDM
1
baixo

6 62 M SMD AR risco/INT- CDRU
1
baixo

7 62 F SMD AR risco/INT- CRDM

1
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29

25

39

63

71

33

20

82

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

AR

ARSA

baixo
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risco/INT-
1
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1
baixo
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1
baixo
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1
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1
baixo
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1
baixo
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1
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1

CRDM

AREB I

CRDU

CRDM
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CRDM

CRDU

CRDM

CRDM
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18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

83

76

76

62

70

66

79

59

69

67

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

ARSA

ARSA

ARSA

ARSA

ARSA

AREB

AREB

AREB

AREB

AREB

baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1
baixo
risco/INT-
1

ARSA

ARSA

ARSA

ARSA

ARSA

AREB I

AREB I

AREB 1

AREB I

AREB I
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28

29

30

31

32

33

34

35
36
37
38
39
40
41
42
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44

64

61

71

44

44

41

71

68
52
26
60
71
52
52
49
52
35
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SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

SMD

LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA
LMA

AREB

AREB

AREB-T

AREB-T

AREB-T

AREB-T

AREB-T

alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2
alto
risco/INT-
2

AREB 1

AREB II

AREB II

AREB II

AREB II

AREB 11

AREB II
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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 Sindrome Mielodisplasica; LMA leucemia
mieloide aguda; FAB Franco-Americano-Britanica; IPSS Sistema de Indice de
Prognostico Internacional; WHO Organizagdo Mundial da Satde; AR anemia
refrataria; CRDU citopenia refrataria com displasia unilinear, CRDM citopenia
refrataria com displasia multilinear, ARSA anemia refrataria com sideroblasto em
anel; AREB anemia refrataria com excesso de blasto; AREB-T anemia refrataria

com excesso de blasto em transformagao; CTRL controle.

Todos os pacientes e individuos saudaveis forneceram consentimento e o
estudo foi aprovado pelo comité de ética (nimero CEP/CONEP 124/2005, ver anexo I). O

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

2. Separagio das células CD34 e das células estromais
As células mononucleares da medula 6ssea foram isoladas por centrifugacao de

gradiente de densidade com Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Uppsala, Suica), incubadas
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com CD34 MicroBeads (Miltenyi Biotec, Monchengladbach, Alemanha) e as células
CD34" foram isoladas usando colunas magnéticas de separacdo celular MACS, seguindo as
instrugdes do fabricante. A pureza das células CD34" foi no minimo 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 eqiiino (HS), mantidas em estufa imida com
5% de CO, a 37°C. O meio de cultura foi semanalmente substituido. Ao atingir 90% de
confluéncia, a monocamada de células foi tripsinizada e cultivada nas mesmas condigdes.
Depois de 4 passagens, uma populagdo de células homogéneas foi obtida e as células
estromais foram validadas por FACS pela auséncia de antigenos CD34, CD45 e CD68
(Caltag Laboratories, Burlingame, CA).

3. Citometria de Fluxo (FACS)

Andlises de FACS foram utilizadas para verificar na membrana das células, a
presenga de antigenos de grupos de diferenciacdo (CD). As células foram centrifugadas a
1.500 rpm por 5 minutos, o botdo foi lavado duas vezes em tampao salina fosfato (PBS)
(137mM de NaCl, 2,7mM de KCIl, 10mM de Na,HPO4 ¢ 2mM de KH,PO4, pH 7,4) para
retirada do meio de cultura e resuspendido em 100 pL de PBS, em seguida, as células
foram incubadas com 2 pL anticorpo contra o antigeno CD de interesse conjugados com
fluoréforos especificos, por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds duas lavagens com
PBS, as c¢lulas foram analisadas no citometro de fluxo FACSCalibur (BD Bioscience) com

10.000 eventos adquiridos.

4. Extracao do RNA

RNA total foi extraido 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 tensdo das amostras de RNAs. O valor de
integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN) foi atribuido pelo programa 2100 Expert

(Agilent Technologies) através do tracado 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

recomendacdes do fabricante (Figura 1).

RMA oe pacients RMNA de paciants
5 AAAA Y MRMA 5 ABRAA T wiEA
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cRNA do paciente duplamente marcado

Figura 1: Método de amplificagdo de cRNA e marcagdo com fluoroforos (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 expressdes génicas foram realizadas usando uma lamina com 44.000 oligos
intron-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 proteina, 7.135 sense e 7.135 antisense de transcritos ndo codificadores

totalmente intronicos (TIN), 4.439 sense e 4.439 antinsense de transcritos ndo codificadores
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parcialmente intronicos (PIN), 8.780 sdo oligos de microarranjos da Agilent e 2.256 sdo
controles negativos e positivos, as coordenadas gendmicas foram extraidas do Banco do
Genoma Humano de Maio de 2004 (hgl7) (Figura 2). As laminas foram hibridizadas sob
rotagdo de 10 rpm, a 65°C por 17 horas e em seguida lavadas utilizando tampdes
adequados. A aquisi¢cdo da imagem dos transcritos expressos, de cada amostra, realizou-se
através do Scanner Gene PIX 4000B — Molecular Devices (MDS Analytical Technologies,
Califérnia — USA), utilizando laser 532nm para excitar moléculas de Cy3 e laser 633nm
para moléculas de CyS5. Os dados de intensidade obtidos na imagem foram extraidos usando
o programa Agilent Feature Extration (Agilent Technologies). Os niveis de ruidos e
controles de hibridiza¢do estavam dentro do limite aceitdvel. Os alvos com intensidade
significantemente acima do ruido (p > 0,05) de todas as amostras foram consideradas para

analise.

Protein-coding Sense TIN RNA Sense exonic |

Gene . *. v, B

L
- - .
- -
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1 3

Antisense PIN RNA Antisense TIN RNA

---------

NAKAYA, etal. Genome Bioi (2007), 8(3): R43.

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

6. Analise 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 individuos normais foram identificados
com analise estatistica usando o programa Significance Analysis of Microarray (SAM)
[75], a qual leva em consideracdo o p-valor do teste-t, 0 nimero de testes realizados — um

para cada oligo, e a probabilidade de se obter oligos com valores altos de significancia (ex.
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p valor menor que 0,05), mas resultantes do grande nimero de perguntas (40.000 oligos x
0,05 = 200 oligos), a chamada taxa de falsa descoberta (FDR). Para uma andlise mais
robusta realizamos o SAM seguido por validagcdo sem uma amostra [76], a qual consiste na
remo¢do de uma amostra e determinagdo de uma nova amostragem de genes
significantemente alterados usando as amostras restantes. Este processo foi repetido para
cada amostra, computando a significancia estatistica de cada transcrito em varias validacdes
sem uma amostra. Para ambas as amostras celulares CD34" e estromais os seguintes
parametros foram utilizados: duas classes ndo pareadas, teste t-student e 500 permutagdes.
Foram considerados significantemente alterados os transcritos que mostraram diferenga de
no minimo 1,7 vezes e FDR de 1% para células CD34" e 5% para células estromais entre
todas as validagdes sem uma amostra. Os dados integros foram depositados no banco de
dados Gene Expression Omnibus (GEO) (www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) com nimero de

acesso GSE18911.

7. Agrupamentos hierarquicos dos transcritos validos

A fim de tornar os transcritos comparaveis entre si, independentemente da
intensidade, foi utilizado para cada transcrito a normalizacdo Z-score [77], na qual ¢
calculada a média e desvio padrao da expressao de cada transcrito ao longo das amostras,
em seguida cada valor de expressao ¢ subtraido pela média e este resultado ¢ entdo dividido
pelo desvio padrdo. Desta maneira, o valor de expressao considerado ¢ o nimero de desvios
padrdes acima ou abaixo da média de cada gene ao longo dos experimentos em seguida
realizamos o agrupamento hierarquico dos pontos validos usando o método Unweighted

Pair-Group, que agrupa dados similares.

8. Analise funcional in silico dos genes diferencialmente expressos
Parametros menos estringentes (FDR de 5% para células CD34" e 15% para células
estromais) foram usados na gerag¢do da lista dos genes codificadores de proteina alterados
para analise funcional no programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity®

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

programa indica as interagdes ¢ funcdes dos genes ja conhecidos e documentados na base

de dados, indices estatisticos, fornecendo ao usudrio os genes significativos, o tamanho da
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rede e o numero de moléculas conhecidas. O indice de cada rede ¢ um valor de p
logaritmico negativo, o qual reflete a probabilidade de encontrar moléculas alvos na rede
gendmica por trocas aleatorias. A rede identificada ¢ apresentada como grafico, indicando
as relagdes moleculares entre os produtos dos genes.

O banco de dados Gene Ontology Annotation (GOA) (www.ebi.ac.uk/GOA/) foi
usado para as anotagdes dos processos biologicos das proteinas codificadas pelos
transcritos que mostram alteragdes nos niveis de expressdo de no minimo 1,7 vezes.
Descri¢des 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 nao codificante intronicos com variacdo de no minimo 1,7 vezes foram

anotados de acordo com o gene codificador da proteina traduzida pelo mesmo /ocus.

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

PCR em tempo real foram realizados para confirmar os niveis de expressdo dos
transcritos selecionados. Transcrigdes reversa dos RNAs foram realizadas usando o
material Superscript'™ III Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies). As
amostras de cDNA foram quantificadas em espectrofotdometro NanoDrop e 60 ng foram
utilizadas por reacdo. Iniciadores foram desenhados usando o programa PRIMER3 (versao
0.4.0) (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) com os dados das sequéncias publicadas no banco
de dados do NCBI (Tabela III). Para encontrar a melhor concentracdo de iniciadores,
diluicao seriada de 150 a 600nM de cada par de iniciador foi realizada, considerando
reagoes de amplificagdo do produto génico no menor ciclo (C;) como sendo a melhor
concentragdo, evitando sobra de reagente e formacdes de dimeros. Em seguida, a eficiéncia
da amplificacdo foi verificada através da curva de diluicdo seriada de cDNA (1:2),
consideradas eficientes reacdes de amplificagdo maiores que 95% e inclinagao de -3,30 a -
3,34. Os genes HPRT ¢ GAPDH foram selecionados como controles endogenos por nao
alterarem os seus niveis de expressdo em todas as amostras de estudo. Além disso, sua
complementaridade com os genes alvos foi verificada, através da curva de dispersdo, que
utiliza os valores de AC; (C; aivo — Ci endogeno) (0s valores de C; sdo gerados na curva padrao

de eficiéncia), em comparacdo ao log de entrada (log da diluicdo do cDNA utilizada), as
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eficiéncias das duas reagdes de PCR foram consideradas equivalentes quando apresentaram

inclina¢do entre -0,1 a 0,1.

Tabela 3: Sequéncias de iniciadores utilizados nos ensaios de qPCR

Transcritos candidatos para validacio em células CD34"

Sense

antisense

ABCB7

COXl11

FLT3

GCDH_ncRNA

HCK

MY50C

NR4A1

NR4A1 ncRNA

NR4A2

NR4A2 ncRNA

NR4A3

NR4A3 ncRNA

5
TAAGGTAGCCGAACGTGGTACC
3
5'CTGCACTGGCGTTTTACAGA
3
5' CAACTGCTGCTTCACCAGAC
3

5' AAGGAGCTTTGGGTTTTTGT
3'
5'GAGTTCATGGCCAAAGGAAG
3'

5' CGTGGCAGAAGAGGCATACA
3'

5'GTGCTGTGTGTGGGGACA 3'
S'AAACCTCCCCCAATGTCTTC 3

5' ACTCCAACCCGGCTATGAC 3'

5'CTTCCGGGTGTCTGAGAAAG
3'

5'TCCGCTCCTCCTACACTCTC 3

5' CCGTTAAGACCCTGGTTTTC

5
TTATCATGGTTCTGCACACGG
3
5S'TGGGGATTAAGCCTTTGTTC
3
5'TATCAGCTCCTCCTGCCTTG
3
5
CGCCTTAGTGACAGCTTCCAG
3
5' GGAGGTCTCGGTGGATGTAG
3
5' AGCGAGCCGACACTGTCTTT
3
5' ACTTGGCGTTTTTCTGCACT
3
5" ACCGTCCAGATCCTGCTG 3
5
CATGGAGCCAGTCAGGAGAT
3
S'TTTGCATGTGCTAGGAGCTG
3
5' TGGAGGGGAAGGGCTATATT
3
5' AGGCGCTGAGAATTATTGGA
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PPIF ncRNA

SLCI1A2

3'

5" ATCGAGCTTTGGGGGTAGAT
3 1

5’

GTGGTTACTGGGCTGCATCT 3’

3
5
AGCAACAGTGTAGCGCAATG
3
5
GAGCCGATGATAGCCAACTC
3

Transcritos candidatos para validacdo em células estromais

5'

HLA-E 5' ATCGTGGGCATCATTGCT 3' GAGTAGCTCCCTCCTTTTCCA
3'
5' AGGGACCGAAAACAACGTC 5'CGTGGGTCCTCCTGTTTCTA
SEMA3A
3' 3'
5' 5'
SPINT2 TCTGTTTCTCTGGGAGGTAGGA CGATCAGCGAGGAAACAACT
3' 3
5'
5' TCTTGCCTGGTGAGTGTGAG
TBCD ncRNA 3 AAGGTGTTGGAAGGGAGGAG
3'
Genes
endogenos
5'
5' ACCCACTCCTCCACCTTTGA
GAPDH 3 CTGTGCCTGTAGCCAAATTCGT
3!
HPRT 5' TCCAGCAGGTCAGCAAAGAA 5' GAACGTCTTGCTCGAGATGT

3'

3'

Para a andlise qPCR, Power SYBRGreen PCR Master Mix (Applied
Biosystems) foi usado de acordo com instru¢des do fabricante, e as reagdes 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 incluido em cada par
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de iniciador. A expressdo do transcrito foi normalizada pelos genes enddgenos e a
expressao relativa foi calculada como Z'AACt, onde AAC; ¢ a diferenca do o valor de C; para
cada paciente normalizado pela média do C; da diferenga de C; das amostras dos individuos

saudaveis (método C; ComparativoAAC;) [78].

10.Analise Estatistica da Expressao Relativa

A comparagdo dos valores da quantidade relativa de expressdao génica dos genes
candidatos entre os grupos de pacientes e individuos normais foi realizada através do teste
estatistico de Mann-Whitney, usando o programa GraphPad Prism versao 5.0, valores de p

< 0,05 foram considerados significativos.

11.Extracao de Proteina

As células foram lisadas em tampao 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 pg/mL leupeptina, ImM ortovanadato de sddio 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 4°C. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de 1,5 mL e o
conteudo protéico foi quantificado utilizando reagente BreadFord 20% (BioRad), seguindo

especificagdes do fabricante.

12.Western Blot

Western Blot foi realizado para andlise da expressdo protéica. Foram utilizados
quantidades de extratos protéicos correspondentes a 100 pg e adicionados 5% do volume
final de tampao de Laemmli contendo 100 mmol/L de ditiotreitol e estes foram aquecidos a
100 °C por 10 minutos. Em seguida, foram fracionados em gel de poliacrilamida-SDS 10%.
Apos a corrida, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Millipore)
por 2 horas a 120 volts. As membranas foram incubadas por 1 hora em solu¢do de TBS-T
(50mM Tris (pH 7,5), 150mM NaCl e 0,1% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado
para bloqueio dos sitios inespecificos. Em seguida foram incubadas com anticorpo primario
de interesse por 16-18 horas a 4 °C. No dia seguinte as membranas foram lavadas em TBS-

T por trés vezes de 10 minutos e, em seguida, incubadas com anticorpo secundario
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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 exposicao em filmes fotograficos Kodak
XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY), utilizando-se o reagente ECL (GE).

Quando houve necessidade de quantificagdo das bandas de western blot
utilizou-se o programa UN-SCAN-IT gel™ — 6.1 (Silk Scientific Corporation), que fornece
a média de pixel/area de cada banda. As intensidades foram normalizadas pelas bandas

correspondentes de P-actina de cada amostra.

13.Imuno-histoquimica

Cortes histologicos de medula 6ssea de dezoito casos de SMD foram cedidos
pelo Prof. Dr. Jos¢ Vassalo do Departamento de Patologia do Hospital das Clinicas —
UNICAMP. As reagdes de imuno-histoquimica foram realizadas pelo Dr. Paulo Latufi-
Filho no Laboratorio de Patologia Molecular — CIPED — UNICAMP, que ¢ dirigido pelo
Prof. Dr. José Vassalo.

Inicialmente os cortes foram desparafinizados por uma passagem em xilol por
30 minutos a 110 °C, outras duas passagens em xilol a temperatura ambiente, trés passagens
em cubas contendo etanol absoluto, duas passagens em etanol 80% e etanol 50% e, por fim,
uma lavagem em 4agua corrente por 5 minutos. A atividade da peroxidase endogena foi
bloqueada com a passagem dos cortes em trés cubas contendo agua oxigenada 10% (3
minutos cada passagem), seguida por uma lavagem em &agua corrente por 5 minutos. A
recuperacdo antigénica foi realizada em tampao citrato 10mM (pH 6) em panela a vapor por
30 minutos. Para anticorpo primario policlonal anti-DMT]1 (Sigma-Aldrich, Alemanha) foi
utilizado diluigdo de 1:50. O anticorpo foi incubado em camara imida por 16-18 horas a
4°C. Em seguida, foram realizadas trés lavagens em PBS. Para o bloqueio pds-incubacdo
com anticorpo primario foi usado o reagente Novocasta Post Primary Block (Novocastra —
Novolink™ — Leica Inc) por 30 minutos a 37 °C. Novamente, os cortes foram lavados trés
vezes em PBS por 5 minutos. Seguiu-se a incubagdo com anticorpo secundario
(Novolink™ Polymer) por 30 minutos a 37 °C. Apos trés lavagens em PBS por 5 minutos,
as laminas foram colocadas em solu¢do contendo diamino benzidina (DAB), PBS, H,O, e
DMSO por 3 minutos. As laminas foram lavadas em agua corrente e depois em agua

destilada. A contra-coloragdo foi feita com Hematoxilina de Mayer por 10 a 30 segundos,
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seguida por lavagens em agua corrente e destilada. Ao final as l1aminas foram incubadas por
3 minutos em 4agua amoniacal. Seguiram se as ultimas lavagens em d4gua corrente,
desidratag¢do em xilol e em etanol e montagem das 1dminas em resina adequada.

As laminas foram analisadas e as imagens foram capturadas em microscopio
Zeiss acoplado a camera digital CCD Zeiss. Foi realizada anélise semi-quantitativa para
amostras marcadas com DMTI, na qual foi estabelecido critérios de porcentagem de
células marcadas (nenhuma (0); < 10% (1); 10-40% (2); 40-70% (3) ¢ > 70% (4)) e
intensidade de marcacdo (nenhuma (0); leve (1); moderada (2) e intensa (3)), a somatoria
desses fatores determinou-se o grau de marcagdo (0 a 7), a analise foi realizada sem prévia

identificacao das amostras.

14.Linhagens Celulares

Para os ensaios funcionais do gene candidato SEMA3A foram utilizadas células
de linhagens leucémicas humanas: K562 (leucemia mieloide cronica), U937 (linfoma
monocito leucémico) e NB4 (leucemia promielocitica aguda) e a linhagem estromal de
medula 6ssea humana HS27, todas adquiridas da Cole¢do 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.Transfeccio transitoria 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 epitopo 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 sitios das enzimas BamH1 e Xhol.

Células HS27 foram cultivadas em placas p100 (2x10° células/placa) em meio
RPMI com 10% SBF. Apo6s 12 horas, foi retirado o meio e adicionado 3 mL de
OptiMem™ (Gibco), em seguida foi realizada a transfec¢io com Lipofectamina LTX
(Invitrogen), utilizando 1pg de DNA plasmidial. Apos 5 horas o meio foi substituido por
meio RPMI com de 10% SBF. Para confirmar a eficiéncia da transfec¢do, apos 72 horas,
foi extraido RNA e proteina das células para o ensaio de qPCR e Western Blot

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

16.Ensaio de Adesao

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24
pocos (1x10* células/pogo). Apds 48 horas, adicionaram-se células leucémicas (K562 ou
NB4 ou U937) em cocultura (4x10° células/poco). Apos 45 minutos o sobrenadante foi
retirado e as células aderidas foram recolhidas apds 10 pipetagens com PBS gelado. Em
seguida, proferiu-se a marcacdo 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 transfec¢des independentes foram realizadas.
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17.Ensaio de Diferenciacao

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24
pocos (1x10* células/poco). Apds 24 horas, adicionaram-se células leucémicas (K562 ou
NB4) em cocultura (1,5x10° células/pogo). Apds 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 marcagdo com anticorpos anti-CD11c/APC e
anti-CD14/PE-Cy5 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA). A diferenciagdo das células
leucémicas foi analisada por FACS. Foram realizadas duas transfec¢des independentes para

cada construgao.

18.Ensaio de Apoptose

Células HS27-NSPI e HS27-SEMA3AFlag foram cultivadas em placas de 24
pocos (1x10* células/poco). Apods 48 horas foi adicionado células leucémicas (U937 ou
NB4), 1,5x10° células/poco, essas células foram previamente sensibilizadas com 100mM de
acido trans-retinoico (ATRA) por 24horas. Apds 24 horas de cocultivo as células do
sobrenadante foram coletas e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. O botdo de células
foi lavado duas vezes em tampao de liga¢ao (0,1M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4M NacCl e
25mM CacCl,) e marcado com 5 puL de anexina V conjugada com APC e 5 uL lodeto de
propidio (PI) (BD Bioscience) por 15 minutos e, em seguida, foi analisado por FACS.

Células leucémicas (K562 ou NB4 ou U937) foram cultivadas em placas de 12
pocos (1x10° células/pogo), em cocultura com células HS27 cultivadas previamente (5x10*
células/poco). Em seguida, foi adicionado 100 ng/mL de proteina recombinante Sema3A-
Fc Chimera (R&D Systems, Minneapolis USA). Apds 24 horas as células do sobrenadante
foram coletas e centrifugadas a 1.500 rpm por 5 minutos. O botdo de células foi lavado
duas vezes em tampao de ligacdo (0,1M Hepes/NaOH (pH 7,4), 1,4M NaCl e 25mM
CaCl,) e marcado com 5 pL de anexina V conjugada com APC e 5 uL lodeto de propidio
(PI) (BD Bioscience) por 15 minutos e, em seguida, foi analisado por FACS.
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RESULTADOS

1. Caracterizacio das células CD34" e estromais de medula 6ssea
As células CD34" de medula éssea purificadas por coluna magnética tiveram

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

10+

103

Date: Zz-Mar-07 Parameters: 7

Total Events 10000 Gated Ewents 23782 97 _BE%
Svstem: Loy Parameter Means: Geometric

Quad Etats

FL1-Height (Log) ws CD34 PE{Log)

Tuadrant x,¥: 325,340

Duad  H-Mean T-Mean Ewents $#Total _iGated
1 UL zZ. 156_ 5 897 89 _7E 91.91

CD34 PE
102

= 1

- Z UR 4Z. 0 ZzE.8 TE o.76 a.7a
3 LL 1.7 g8.9 714 7.14 7.31
4 LE o.o o.o 1) o.0o0 o._oo

o 1

Lo NN

L 10" 103 103 10

FLA1-Height

Figura 4: Separacido das células CD34". A eficiéncia da separagdo das células CD34"
foi confirmada por citometria de fluxo utilizando anticorpo contra antigenos CD34

conjugado com PE.

As células estromais cultivadas para extragdo de RNA mostraram-se livres de
células progenitoras (CD34"), macréfagos ou linfécitos (CD68") e células hematopoéticas

(CD45"), analisados por FACS (Figura 5).
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Figura 5: Cultura das células estromais de medula 6ssea. (A) Aparéncia das células
aderentes usando microscopio invertido, nos primeiros dias apos incubacdo com 10% de
confluéncia (aumento 40x), com duas semanas atingindo confluéncia > 50% (aumento
10x), na terceira a quarta semana, ao atingem confluéncia maior que 90% (aumento 10x) as
células foram tripsinizadas e utilizadas apo6s a quarta passagem. (B) Utilizamos citometria
de fluxo para demonstrar a auséncia de células ndo-estromais, o resultado foi considerado
satisfatorio 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 macrofagos ou linfocitos (marcados com anticorpo anti-

CD68/FITC).
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O RNA total foi extraido 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 fluorescéncia dos RNAs ribossomais 18S e 28S e
também numero de integridade do RNA (RIN), considerando-se um RNA de boa qualidade

as amostras com RIN superior a 7 (Figura 7).
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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 numero de integridade do RNA (destacado no retdngulo vermelho) maiores que 7.

2. Perfil de expressdo dos transcritos codificadores e nio codificadores de
proteina em células CD34" de SMD-ARSA
Células CD34" obtidas de 4 pacientes com SMD-ARSA (n® 1-4; Tabela I) foram

’ + T S
comparadas com células CD34" de individuos sauddveis usando uma plataforma com
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44.000 oligoarranjos customizados de expressao combinada intron-éxon [50]. Os
oligoarranjos incluem genes codificadores e fitas sense e antisense de ncRNAs, como
descrito em Material e Métodos.

Cada lamina foi hibridizada com uma amostra, duplamente marcada com Cy5 e com
Cy3 [79, 80]. Os dados foram normalizados por quant! (Figura 7), usando como referéncia
os valores de intensidade do conjunto inteiro de amostras. Com a inten¢do de reduzir o
efeito de variabilidade individual, promovemos uma identificagdo robusta dos sinais de
expressdo génica de SMD-ARSA, combinando-se a analise SAM [75] com validagdo sem
uma amostra [76]. A Figura 8 mostra os indices dos transcritos significantes observados
entre pacientes e controles versus o que seria observado aleatoriamente, computado através

de permutagdes entre os grupos, neste estudo usamos 500 permutagdes.
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Figura 7: Normalizagio das amostras RNAs de células CD34". (A) Intensidade de

fluorescéncia pela freqiiéncia de pontos (sondas) de cada amostra em duplo canal (Cy3
verde e Cy5 vermelho) antes da normalizacdo. (B) Intensidade pela freqiiéncia de pontos

apods normalizagdo por quantil.
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Figura 8: Grafico do resultado da analise SAM — Significance Analysis of Microarray
— mostrando o indice de significancia observado entre pacientes e controles (observerd
score, €1X0 y) versus os valores esperados aleatoriamente (expected score, eixo x), com 500
permutagdes. Em vermelho e em verde estdo os transcritos selecionados significativamente
hiperexpressos (vermelho) e hipoexpressos (verde), com taxa de FDR < 1%.

No total foram identificados 216 transcritos diferencialmente expressos (g-
value < 0,01 e com variagdo > 1,7 vezes) entre pacientes SMD-ARSA e individuos
saudaveis, dos quais 129 eram hipoexpressos e 87 hiperexpressos em SMD-ARSA (Erro!
A origem da referéncia nao 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 individuos normais. Os pacientes foram agrupados de acordo com a correlagdao do
perfil de expressao usando o método Unweighted Pair-Group, o qual resultou em dois
grupos homogéneos: pacientes SMD-ARSA (4 colunas da esquerda) e individuos normais
(4 colunas da direita). O nivel de expressao de cada gene esta representado pelo nimero de
desvios padrdo acima (vermelho) e abaixo (verde) dos valores médios para cada gene em

todas as amostras.

Tabela 4: Transcritos com expressio alterada em células CD34" de SMD-ARSA

Orientacio
em relacao
Nome Locus Locus 5 Fita
X Coordenada do Alvo Tipo ao gene , Vezes
Gene ID Alvo value
codificador
de proteina
Hipoexpressos em SMD-ARSA
chrd:171356547-
AADAT 51166 - Exonico 0,001 -2,38
171356606
chr7:121310573-
AASS 10157 - Exo6nico 0,000 -2,99
121310613
chr7:121332812-
AASS 10157 + Intronico Antisense 0,001 -1,79
121332871
chrX:74056355-
ABCB7 22 - Ex6nico 0,000 -1,75
74056414
chr16:20700539-
ACSM3 6296 + Exonico 0,000 -2,07
20700598
chr16:20715193-
ACSM3 + Exonico 0,000 -2,00
20715252
chr7:43927062-
AEBPI 165 + Exonico 0,000 -2,05
43927121
chr4:88268668-
AFF1 4299 + Intrénico Sense 0,000 -1,83
88268724
chr2:99640471-
AFF3 3899 - Exonico 0,001 -2,48
99640526
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AFF3

AHII

ALS2CR4

ANK3
ASAP2

ASXLI

AUTS2

AUTS2

BACH?

BLNK

BLNK

C130rf18

Cl6orf67

Cl6orf67

Clorf21

C5

3899

54806

65062

288

8853

171023

26053

26053

60468

29760

29760

80183

79014

79014

81563

727

chr2:99698165-
99698216
chr6:135791459-
135791499
chr2:202310578-
202310637
chr10:61459558-
61459591

chr2:9299234-9299293

chr20:30410722-
30410781
chr7:69200166-
69200225
chr7:69702065-
69702124
chr6:90693326-
90693385
chr10:97961400-
97961459
chr10:97946676-
97946735
chr13:45816907-
45816966
chr16:31625733-
31625792
chr16:31624199-
31624258
chr1:181329653-
181329712
chr9:120794621-
120794680

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Sense

Sense

Sense

Sense

0,004

0,000

0,001

0,000

0,003

0,001

0,000

0,001

0,001

0,000

0,000

0,003

0,000

0,001

0,001

0,001

-1,76

-2,07

-1,81

-3,01

-2,14

-1,94

-3,33

-2,67

-3,28

-3,59

-2,88

-2,06

-2,83

-1,91

-2,62

-1,86
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CSorfl3

C90rf38

CCDCI136

CCDCI136

CDI19

CDS81

CEP290

CLIP3

COL5A1

CPSF6

CPSF6

CYFIP2

CYYRI

DLG3

DPYI9L?

DST

chr5:111094583-

9315
111094642
chr9:131027887-
83543
131027946
chr7:128049619-
64753
128049675
chr7:128048785-
64753
128048844
chr16:28858101-
930
28858160
chr11:2374760-
975
2374819
chr12:87007495-
80184
87007554
chr19:41197577-
25999
41197636
chr9:134960497-
1289
134960556
chr12:67954327-
11052
67954386
chr12:67954327-
11052
67954386
chr5:156754713-
26999
156754772
chr21:26760551-
116159
26760610
chrX:69508275-
1741
69508334
chr12:62260709-
283417
62260753
667 chr6:56456393-

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Antisense

Antisense

Antisense

0,000

0,001

0,003

0,004

0,002

0,000

0,001

0,003

0,000

0,000

0,000

0,000

0,002

0,000

0,000

0,001

-1,86

-1,92

-4,12

-2,10

-1,92

1,77

-1,81

-2,00

-2,24

-2,16

-1,97

-1,78

-2,01

-2,63

-1,86

-2,42
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56456452
chr12:75917988-

E2F7 144455 - Exonico 0,000 -2,19
75918047
chr5:158058593-
EBF1 1879 - Exonico 0,003 -3,53
158058652
chr1:53073926-
ECHDC?2 55268 - Exonico 0,001 -1,80
53073985
chr18:32008518-
ELP? 55250 + Ex6nico 0,001 -1,76
32008577
chr5:96279013-
ERAPI 51752 + Exonico 0,004 -9,47
96279072
chr1:232705155-
EROILB 56605 - Intrénico Antisense 0,000 -1,98
232705214
chr1:46588511-
FAAH 2166 + Exonico 0,000 -2,40
46588546
chr13:27475993-
FLT3 2322 - Ex6nico 0,000 -1,82
27476051
chr15:48447272-
GABPBI 2553 + Exonico 0,000 -2,55
48447331
chr15:48448783-
GABPBI 2553 +  Intergénico  Antisense 0,003 -1,85
48448842
chr16:11871200-
GABPBI 2553 - Intergénico  Antisense 0,003 -1,79
11871259
chr19:12871038-
GCDH 2639 - Intrénico Antisense 0,000 -1,79
12871097
chr1:207237736-
HHAT 55733 + Exonico 0,000 -2,29
207237795
chr4:11076939-
HS3ST1 9957 - Exonico 0,000 -2,09
11076998
chr3:152637104-
IGSF10 285313 +  Intergénico Sense 0,000 -2,19
152637163
Resultados
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JAM?2

KCNEIL

KCNMB3

KCNMB4

KLHLS5

LAMB?

LAMCI

LAYN

LEF]

LOC400713

LOC441242

LRIGI

MEDI2L

MGC29506

MMPI11

MORNI

chr21:26000228-

58494
26000269
chrX:108673158-
23630
108673217
chr3:180451233-
27094
180451268
chr12:69110890-
27345
69110949
chr4:38941503-
51088
38941562
chr3:49133567-
3913
49133626
chr1:179846063-
3915
179846122
chr11:110936670-
143903
110936729
chr4:109454925-
51176
109454984
chr19:57579855-
400713
57579914
chr7:63977853-
441242
63977912
chr3:66512287-
26018
66512346
chr3:152412757-
116931
152412816
chr5:138751442-
51237
138751501
chr22:22450827-
4320
22450886

79906  chrl:2326963-2327014

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intergénico

Exonico

Intergénico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Antisense

Sense

Sense

0,000

0,000

0,000

0,001

0,004

0,004

0,003

0,001

0,001

0,003

0,003

0,003

0,000

0,003

0,001

0,003

-3,14

-2,36

-2,70

-2,33

-2,92

-1,93

-1,82

-2,24

-2,80

-1,84

-1,82

-1,81

-2,45

1,77

-1,78

-2,15
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MPDZ

MYOID

MYO5C

NASP

NASP

NASP

NAVI

NEILI

NEILI

NEILI

NKD?2

NOL7

NPY

NPY

NSMCE44

NUPI53

8777

4642

55930

4678

4678

4678

89796

79661

79661

79661

85409

51406

4852

4852

54780

9972

chr9:13095883-
13095942
chr17:27843945-
27844004
chr15:50271936-
50271995
chr1:45744001-
45744060
chr1:45749924-
45750086
chrl:45741247-
45741306
chr1:198504378-
198504437
chrl15:73434282-
73434341
chrl15:73434051-
73434110
chrl15:73434426-
73434485

chr5:1091719-1091778  +

chr6:13722339-
13722397
chr7:24104524-
24104583
chr7:24102358-
24102417
chr10:123717158
123717201
chr6:17815444-
17815503

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico
Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intergénico

Sense

Sense

Sense

0,001

0,001

0,000

0,001

0,001

0,002

0,002

0,000

0,000

0,001

0,004

0,000

0,000

0,000

0,001

0,001

-3,15

-2,27

-2,48

-2,10

-1,93

-1,73

-1,74

4,45

-3,72

-3,36

-2,55

-1,75

-3,88

-3,08

-1,74

-2,04
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PAGI

PCDHY9

PDZD2

PIAS2

PLS3

POU2AF1

PRG4

PSD3

PTGRI

PXDN
PXDN

RBM4B

RIMS3

ROBOI

SEC63

SH2D4B

SLCI242

chr8:82068816-

55824 -
82068875
chr13:66698353-
5101 -
66698412
chr5:32146500-
23037 +
32146559
chr18:42643244-
9063 -
42643303
chrX:114707296-
5358 +
114707355
chr11:110728214-
5450 -
110728273
chr1:183013558-
10216 .
183013617
chr8:18429333-
23362 -
18429388
chr9:111420724-
22949 -
111420783

7837  chr2:1607456-1607515
7837  chr2:1606432-1606473
chr11:66192338-

83759 +
66192397
chr1:40755662-
9783 -
40755721
chr3:78729485-
6091 -
78729544
chr6:108329351-
11231 -
108329410
chr10:82393858-
387694 +
82393917
6558 chr5:127550303- +

Intronico

Exonico

Exonico

Intergénico

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Sense

Sense

Antisense

Sense

0,001

0,004

0,000

0,000

0,000

0,002

0,000

0,003

0,003

0,000
0,001

0,001

0,000

0,000

0,000

0,001

0,000

-1,83

-2,33

-1,81

-2,05

-2,22

-2,31

-1,86

-2,06

-1,81

414
4,14

-1,73

-2,17

-4,86

1,77

-2,86

-1,94
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127550362
chr4:103540129-

SLC3948 64116 - Exonico 0,000 -1,73
103540188
chr20:36482692-
SNORA7IB 26776 - Exonico 0,001 -1,78
36482751
chr20:36482692-
SNORA7IB 26776 - Intergénico Sense 0,001 -1,77
36482751
chr12:92472267-
SOCS2 8835 + Exonico 0,000 -1,75
92472326
chr12:48204855-
SPATS?2 65244 + Exonico 0,000 -1,74
48204914
chr7:116186492- .
ST70T1 93653 - Intergénico Sense 0,004 -2,13
116186551
chr9:81478431-
TLE] 7088 - Intrénico Sense 0,000 -2,30
81478490
chrX:64411696-
TLEI 7088 + Intrénico Sense 0,000 -2,12
64411755
chr9:81478491-
TLE] 7088 - Intrénico Sense 0,000 -2,10
81478550
chr9:81428672-
TLEI 7088 - Ex6nico 0,000 -1,87
81428731
chr6:37288040-
TMEM217 221468 - Exonico 0,000 -1,84
37288099
chr6:138230463-
TNFAIP3 7128 - Intronico Antisense 0,000 -2,21
138230522
chr6:47308509-
TNFRSF21 27242 - Exonico 0,001 -2,10
47308568
chr17:50393842-
TOMILI 10040 + Exonico 0,001 -1,81
50393901
chr3:25661877-
TOP2B 7155 - Exonico 0,003 -2,01

25661936
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chr3:25614718-

TOP2B 7155 - Exonico 0,000 -1,85
25614777
chr3:25615965-
TOP2B 7155 - Exo6nico 0,000 -1,81
25616024
chr8:98354961-
TSPYLS5 85453 - Exonico 0,000 -2,00
98355020
chr19:4913065-
UHRF1 29128 + Exonico 0,000 -1,76
4913124
chr9:35394491-
UNCI3B 10497 + Exonico 0,001 -1,81
35394550
chr20:33353970-
vocc 55245 - Exonico 0,002 -1,84
33354029
chr9:96227967-
ZNF367 195828 - Exonico 0,000 -3,00
96228026
chrX:84333012-
ZNF711 7552 + Exonico 0,000 -2,33
84333071
chr6:35364312-
ZNF76 7629 + Intrénico Sense 0,002 -2,02
35364371
chr19:23334238-
ZNF91 7644 - Exonico 0,000 -2,02
23334297
Hiperexpressos em SMD-ARSA
chr3:173831278-
AADACLI 57552 - Exonico 0,002 1,96
173831337
chr3:133551496-
ACPP 55 + Exonico 0,004 2,46
133551544
chr16:48907161-
ADCY7 113 + Exonico 0,001 1,92
48907220
chr15:84021272-
AKAPI3 11214 + Exonico 0,003 2,33
84021331
chr10:61625808-
ANK3 288 - Intrénico Sense 0,004 2,30

61625867
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AOAH

ARHGEFI10L

B3GNT5

CALML4

CC2DI4

CCDC146

CD44

COTLI

CTSH

CTSH

CTSS

CTSS

CYB5RI

CYB5RI

CYBASC3

DAGLBETA

313

55160

84002

91860

54862

57639

960

23406

1512

1512

1520

1520

51706

51706

220002

221955

chr7:36343264-
36343309
chrl:17769433-
17769492
chr3:184455731-
184455790
chr15:66273414-
66273473
chr19:13891701-
13891760
chr7:76467266-
76467325
chr11:35184235-
35184294
chr16:83156791-
83156850
chr15:77001264-
77001323
chr15:77007119-
77007178
chrl:147535553-
147535603
chr1:147540640-
147540699
chrl1:199642932-
199642991
chr1:199641923-
199641982
chr11:60883741-
60883792

chr7:6274325-6274384

Exonico

Exonico

Intronico

Exonico

Intronico

Intronico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Intronico

Sense

Antisense

Antisense

Antisense

Sense

Antisense

0,004

0,002

0,001

0,005

0,002

0,003

0,000

0,004

0,002

0,000

0,000

0,000

0,001

0,003

0,002

0,003

1,97

5,07

2,21

1,72

1,88

4,03

1,83

1,89

2,91

2,79

3,07

2,68

2,34

1,75

2,21

1,78




chrX:40963266-

DDX3X 1654 + Exonico 0,002 2,77
40963325
chrX:40963207-
DDX3X 1654 + Exonico 0,003 1,86
40963266
chrY:13465993-
DDX3Y 8653 + Exonico 0,003 4,26
13466052
chr16:70696571-
DHX38 9785 + Intronico Sense 0,000 2,11
70696630
chr11:65104384-
EHBPILI 254102 - Intrénico Antisense 0,001 2,38
65104443
chr11:65114552-
EHBPILI 254102 + Exonico 0,000 1,91
65114611
chrl:153916337-
ETV3 2117 - Exonico 0,002 1,78
153916396
chrX:153324988-
FAMS50A4 9130 + Intronico Antisense 0,002 2,05
153325047
chr12:93977621-
FGD6 55785 - Exonico 0,002 1,75
93977680
chr12:27004715-
FGFRIOP2 26127 + Exonico 0,000 1,97
27004774
chr2:216086310-
FNI 2335 + Intronico Antisense 0,000 2,71
216086369
chr4:79383367-
FRASI 80144 + Intronico Sense 0,004 1,85
79383426
chr20:30140061-
HCK 3055 + Exonico 0,001 4,72
30140108
chr12:109549467-
HVCNI 84329 - Exonico 0,003 1,83
109549526
1CAl 3382  chr7:7932382-7932433 - Intrénico Sense 0,000 1,86
chr19:18147121-
IFI30 10437 + Exonico 0,001 5,43

18147180
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chr19:18149840-

IFI30 10437
18149899
chr19:18147121-
IFI130 10437
18147180
chr11:117375219-
ILI0RA 3587
117375278
chr16:31301452-
ITGAX 3687
31301511
chr7:27643617-
JAZF1 221895
27643676
chr7:139238230-
JHDMI1D 80853
139238289
LFNG 3955  chr7:2341212-2341271
chr12:55892213-
LRPI 4035
55892272
chr8:75103765-
LY96 23643
75103824
chr4:164805948-
MARCH]. 55016
164806007
chr20:45714557-
NCOA3 8202
45714616
chr10:51259279-
NCOA4 8031
51259338
chr2:157011025-
NR4A2 4929
157011084
chr2:157008881-
NR4A2 4929
157008940
chr2:157012210-
NR4A2 4929
157012269

chr9:99668743-
99668802

NR4A3 8013

Exonico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico
Exonico

Exonico

Exonico

Intergénico

Intronico

Exonico

Intronico

Exonico

Intronico

Intronico

Antisense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

Sense

0,000

0,004

0,005

0,002

0,001

0,000

0,000

0,005

0,001

0,002

0,003

0,003

0,002

0,002

0,004

0,001

4,35

2,12

2,61

3,46

1,95

2,09

3,76

4,03

2,68

3,77

1,86

2,03

4,49

3,51

2,15

5,52
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chr9:99675306-

NR4A3 8013 + Exonico 0,002 5,05
99675365
chr9:99668564-
NR4A3 8013 + Exonico 0,000 4,45
99668623
chr12:111817181-
0AS1 4938 + Exonico 0,002 3,80
111817240
chr11:2906272-
PHLDA?2 7262 - Exonico 0,002 2,61
2906331
chr15:70288031-
PKM?2 5315 + Intrénico Antisense 0,000 1,81
70288090
chr10:80781110-
PPIF 10105 - Intrénico Antisense 0,001 2,36
80781169
chr10:80781110-
PPIF 10105 + Intronico Sense 0,003 2,29
80781169
chr19:54068439-
PPPIRISA 23645 - Intronico Antisense 0,002 1,82
54068498
chr14:67951712-
RADSILI 5890 - Intrénico Antisense 0,001 1,77
67951763
chr9:126945696-
RALGPS1 9649 + Intronico Antisense 0,000 2,70
126945747
RP5- chr20:5491968-
56261 - Intronico Sense 0,002 1,81
1022P6.2 5492027
chr9:134554548-
RXRA 6256 + Exonico 0,000 4,04
134554607
chrl:148818292-
S100A411 6282 - Exonico 0,003 2,91
148818351
chr1:150330268-
S100A44 6275 + Intronico Antisense 0,001 1,71
150330327
chr14:93919199-
SERPINAI 5265 - Exonico 0,001 5,47
93919258
SERPINAI 5265 chr14:93914544- - Exonico 0,001 4,55
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SERPINAI

SESTDI

SGK1

SGSH

SLCI1A42

SLC3742

SLC4342

SLC841

SNX20

THBSI

TMBIMG6

TNFRSF1B

TSPAN14

VCAN

VEGFA

5265

91404

6446

6448

4891

219855

124935

6546

124460

7057

7009

7133

81619

1462

7422

93914603
chr14:93919199-
93919258
chr2:179802621-
179802672
chr6:134532349-
134532408
chrl7:75797932-
75797991
chr12:49679406-
49679465
chr11:124464243-
124464302
chr17:1440846-
1440886
chr2:40251076-
40251135
chr16:49264159-
49264218
chr15:37668391-
37668450
chr12:48437217-
48437268
chrl:12202541-
12202600
chr10:82267911-
82267970
chr5:82912058-
82912117
chr6:43854201-
43854612

Intronico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Intronico

Intronico

Intronico

Exonico

Exonico

Exonico

Exonico

Antisense

Antisense

Sense

Sense

Sense

0,001

0,000

0,001

0,001

0,000

0,001

0,000

0,003

0,000

0,001

0,001

0,000

0,000

0,000

0,003

2,51

1,91

2,96

3,04

2,09

4,06

3,02

2,01

1,88

2,77

1,85

4,31

1,97

5,26

2,36
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chr17:63936613-

WIPII 55062 - Exonico 0,000 2,38
63936672
chr17:63929049-
WIPI1 55062 - Ex6nico 0,004 2,17
63929108
chr16:3082319-
ZSCANI0 84891 - Intronico Sense 0,004 2,24
3082378

' Nome do Gene locus para Intronico ncRNA é o mesmo locus do gene codificador de proteina;
Intergénico ncRNA ¢ anotado com o nome do gene codificador de proteina mais proximo no
Cromossomo

? Coordenadas extraidas do Banco do Genoma Humano de Maio de 2004

> Significancia minima entre todas as validagdes sem uma amostra.

Os genes codificadores de proteina diferencialmente expressos foram
relacionados com adesdo celular, apoptose, transporte de ion e reguladores da transcricao
(Tabela V). Seis genes, nomeados ABCB7, EBF1, IFI30, ILIORA, NR4A2 e VEGF, foram
anteriormente descritos na literatura como diferencialmente expressos em SMD-ARSA [20,
33, 81, 82]. Além disto, identificamos transcritos codificadores de proteina que ainda nao

foram descritos como alterados nas SMD-ARSA.

Tabela 5: Processos biologicos dos genes diferencialmente expressos em células CD34"
de pacientes SMD-ARSA.

Processo Biolégico1 Genes Diferencialmente Expressos em Células CD34"
apoptose JCYFIP2, IMGC29506, TPHLDA2, TSGKI, 1SOCS2,
VTNFRSF21, TTNFRSFI1B, VUNCI3B
coagulacdo sanguinea ISEC63, TSERPINAI

adesdo celular VAEBP1, L COL541, {CYFIP2, TITGAX, yJAM2, LLAMB2,
YLAMCI,VPCDHY, {PDZD2, {\ROBO1, TVCAN

ciclo celular JE2F7,{NASP, L UHRFI

diferencia¢do celular INAVI,{ROBOI

proliferagdo celular dCD81,{DLG3, {FLT3, TLRP1, {\NASP, {NPY, TS100411,

Resultados
101



JUHRF1, YVEGFA

exocitose INKD2, LRIMS3, L UNC13B

resposta imune $CD19, TCTSS, VERAPI, TOASI, {PXDN

resposta inflamatoria T404H,1C5, LBLNK, TLY96

transporte JABCB7, {coL541, THVCNI, VKCNEIL, {KCNMBS3,

JKCNMB4, {NKD2, {NPY, TSGKI, 1SGSH, TSLC8AI,
TSLC11A42,1SLC1242, TSLC3742,VSLC3948, TSLC4342
reducdo oxidativa 34488, TCYB5RI1, TIFI30, Y PTGRI, Y PXDN
fosforilacdo de JFLT3, THCK, TSGK1

aminoacido de proteina

regulagio da transcrigio  VECHDC2, VAEBPI, VAFF3, {\BACH2, {CEP290, \E2F7,
VEBF1, VELP2, TETV3, TJAZF1, L\LOC400713, TNCOA4,
TNR442, TNR443, {\POU2AF1, TRXRA, VTLEI, YUHRFI,
YZNF711,VZNF91

sinal transmiss&o VANK3, TARHGEFIOL, 1Cl30rfI8,TNR442, PSD3,
1S100411,{TLEI, V TNFRSF21
outro YAADACLI, VAADAT, TACPP, {ACSM3, TADCY7, LAHII,

VALS2CR4, 1AUTS2, Cl6orf67, Clorf21, 1C90rf38,
tcaLmr4, lccbpcise, lcrip3, TcoLri, TCTSH,
JCYYRI, TDDX3Xx, 1TDDX3Y, DPYI9L2, JEBFI,
YEHBPILI, VFAAH, TFGD6, TFGFRIOP2, V\HHAT,
VHS3STI, TILI0RA, TJHDMID, VLAYN, TLFNG, LLRIGI,
IMMPI1, AMPDZ, {\MYOID, {\MYO5C, \NEILI, {PLS3,
YSH2D4B, LSNORA71B, \SPATS2, {ST70T1, \TMEM217,
ITOP2B, TTSPAN14,VTSPYL5, {UQCC, TWIPII

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

hiperexpressos ou (¥) hipoexpressos nos pacientes SMD-ARSA em relagio a individuos

saudaveis.
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Analise das vias pelo programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA) (Ingenuity®
Systems) foi usada para identificar redes funcionais enriquecidas entre os transcritos
codificadores de proteina 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 fun¢do e o desenvolvimento do sistema hematopoético, resposta imune humoral e

morfologia do tecido.

Tabela 6: Redes génicas de transcritos codificadores de proteina diferencialmente
expressos em células CD34" de SMD-ARSA, obtidos na analise de IPA.

Grupo - log10 N° de
Moléculas no Grupo Descricao
Funcional (p value) Moléculas

Em células CD34" de SMD-ARSA (FDR < 5% e alteragio > 1.7 vezes)

JBACH2, Ck2, TCREBS,
TCYBB, TDUSPI,  E2F7,
JINK1/2,  JJUN,  JLEFl,
IMMPI11, NADPH oxidase,
INASP, TNCOA4, NFkB

Doenca
(complex), YNFKBIZ, Notch, ¢

Dermatologicas e
TNR4A2, TPPIF, Proteasome,

1 Condicdes, Doenga 44 24
IPXDN, Rxr, TRXRA, ,
Genética, Doencga
TS100A11, TSATI, .
Imunolégica
TSERPINAL, TSLC11A2,

TSMARCD3, Thyroid hormone
receptor, ITLEI , Top2,
¢TOP2B, tyrosine kinase,
LUHRF1, TVDR

Akt, ALP, {ANK3, TASAHI, Metabolismo de

2 JAUTS2, Caspase, TCTSS, Lipidio, Transporte 32 19
Cytochrome ¢,  TDDX3X, Molecular,
Resultados

103



JELP2, Fgf, {GRK4, Hsp70,  Bioquimica de
Hsp90, IFN Beta, Ikb, IKK, IL1, Pequenas

ILIORA,  Interferon  alpha, Moléculas

MTGAX, LDL, TNR4A3,

TOAS1, TOSBPL6, TSGKI,

TSLC2A3, TSNCA, TSOCS2,

TSTAT, TSTATI, STAT5a/b,

TTNFSF10, TTRAF1, Ubiquitin

14-3-3, VAEBP1, TANXAS,
JBLNK, 1CD19, CD72,
JCD81, COL5A1, JEBFI,
ERK, JF5, {FLT3, TFYB, Ifn

Desenvolvimento e

Fungdo do Sistema

Hematologico,
gamma, Ige, Integrin, TLY96,

Resposta Inume 29 19
MAP2K1/2, Mek, {MPDZ,

Humoral,

T™VP, Nfat, TNLRPI, Pak, Morfologia do
Pdgt, PLC gamma, Rac, Ras, Tecido
Sphk, TSYNI, TCR, TTHBSI,
JTOMILI, VAV, TVEGFA
TAADACL1, JAFF3, amino
acids, TARHGEFI0L, beta-
estradiol, ~CDHI1, JCLIP3, Doenca
CTSL1, TCYB5RI, CYCS, Cardiovascular,
CYP17A1, {IDCLK2, {DLG3, Ciclo Celular,
TFGD6, glutamine, GRIN2C, Desenvolvimento e 27 17
HDL, HUNK, IRS1, KCNMA1, Fungdo do Sistema
JKCNMBS3, JKCNMB4, Auditivo e
MIRN295, MIRN292, MPO, Vestibular

IMPPED2, TMYOF, NR4Al,
TNR4A3, PPP3RI, RARS,
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TRXRA, JSTXBP1, TTSHZ3,
JZNF91

ABL1, TAP1S2, ATF4, BRPF3,
JCBX2, TCPEB4, CREBI,
JEMCN, TFAMI110A, YGCDH,
GPR45, GRB2, {GTF2IRDI,

Expressao Génica,

JHLF, JHS3ST1, TIJAZFI, '
Desenvolvimento
MIRN202, MIRN24-1, NAPS, do Tecido, Dosiga 25 16
NEKS, NFS1, NR5A1, NRGI, Cardiovascular
JPALLD, {PLS3, TRCBTB?2,
retinoic acid, YRICH2, SCARF2,
JSEC63, SELL, TSGSH, SNXS8,
TSKS, VPS13A
ABR, TATXNI, IBTGS3,
CI120RF23, 4CCDC136, COIL,
CPNE3, {DIDO1, DST, DVL3,
F2, Ttga4-Itgbl, ITGBI, YJAM2, Organizagio
JKIAA1841, JLRIGI, Celular,
MIRN124, MIRN349, Desenvolvimento e
MIRN124-1, MIRN134, Funcao do Sistema 22 15
MIRN212, MIRN298, MYST3, Nervoso, Interacao
JPLEKHGA4, JPROSAPIP1, e Sinalizagio
RACI, RBMSI, JRIMSS3, Célula-Célula
TSLC43A2, TSNX22,
JTNFRSF21, TNRC4, VPS37C,
WNK2, |ZNF367
Actin, TADCY7, TAKAP13,  Desenvolvimento e
Calmodulin, TCDKN]A, Funcgao de 21 14

TCLCN3, TCOTLI1, Cyclin A,

Conectividade do
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JCYFIP2, F Actin, FSH, GHRL, Tecido, Morfologia
HCRTRI1, Histone h4, Insulin, do Tecido,
TKCNQI1, TLRP1, {NPY, Comportamento
NPY 1R, NPY2R, Pka, TPLECI,
PMCH, {PPPIR9A, TPSAP,
PYY, Ras homolog, JRASAL?2,
Rb, RNA polymerase II,
SMARCA4, STMNI, TTK,
TYMS, JUNCI13B

Apl, C5, Calpain, CaMKII,
TCCL4, Creb, ERK1/2, JFAAH,
TFOSL2, hCG, THCK, Histone

h3, Igm, IL12, Jnk, LAMB2,

D ftalmi
JLAMC]I, Laminin, Mapk, oenca Oftalmica,

Movimento Celular,
JMME, Mmp, P38 MAPK, 20

14
PDGF BB, PI3K, TPIK3RS, Doenga
Neurologica
Pke(s), PP2A, JSLC12A2,
TSLC8A1, Smad, Tgf beta,
TTNFRSF1B, TVCAN, Vegf,
JZBTBI10
JAASS, JABCB7, ABLI,
JACSM3, ASNS, CCNE2,
CSTB, TCTSH, TDPYD, Cancer,
EIF4A1, EIF4E, FNG, IFI30, Crescimento e
JITM2C, JAK 1, TJAKMIP1, Proliferacio 19 13
TLENG, MSH6, MYC, Celular, Ciclo
IMYOS5C, NOP5/NOP58, Celular

NOTCH1, NOTCH2, TPHLDAZ2,
{PLS3, RBL2, RBMSI,
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SERTADI, SFTPB, {SLC39AS,
SMARCA4, SMC4, STMNI,
TGFB1, TYMS

ACOTI1, JAIFIL, BARDI,
BAZI1B, BRIP1, {CEP290,
CSF1, {DYNC2HI1, DYNC2LII,
TETV3, GHRH, HNF4A,
HSD17B4, HUNK,
IMGC29506, MLH1, MSH3,
10 Reparo do DNA, 19 13

MSH6, {MYO1D, TMYOIG,
INEIL1, PCNA, POLB,
JPOU2AF]1, progesterone,
JIPSD3, RBP1, {RIOK 1, RIPK3,
S100G, SMCI1A, SPPI,

TTSPAN14, JUQCC, XRCC1

Replicagao

Recombinagéo e

Expressao Génica,

Ciclo Celular

3 BETA HSD, ABCD2, TAOAH,
ARPP-21, {COBL, TDDX3Y,
TEHBPIL1, TFAM65B, GHRL, Metabolismo de

HMGN3, HTT, IFITM1, IFNBI, Carboidratos,
L-triiodothyronine, TLMCDI, Transporte
11 LTBP2, MFGES, MGP, Molecular, 17 12
MYBPH, {NPY, PACSINI, Bioquimica de
{PDZD2, {ROBOI, SEPPI, Pequenas
TSLC16A5, SLC27A1, SLC2A4, Moléculas

STMN1, TNF, TNNC1, {TPP2,
TRIP10, TUBB, UCP1, UCP3

Genes (T) hiperexpressos ou (¥) hipoexpressos em paciente SMD-ARSA vs. individuos

saudaveis
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Figura 10: Rede de genes codificadores de proteinas com expressdo alterada em células
CD34" (p < 0,001). As principais funcdes dos genes desta rede estdo relacionadas com
desenvolvimento e fungdo do sistema hematologico, resposta humoral e morfologia do
tecido. A intensidade das cores dos genes indica o grau de hiperexpressdao (vermelho) ou
hipoexpressdo (verde) em células CD34" de pacientes SMD-ARSA em comparagdo com
individuos normais. Genes em cinza ndo foram identificados diferencialmente expressos
em nossos experimentos € em branco ndo estdo presentes em nossa plataforma de
microarranjo: ambos foram integrados computacionalmente pela rede gerada com base em
evidéncias armazenadas no banco de dados do IPA, indicando relevancia para esta rede.

Quatorze transcritos foram selecionados para a validagdo do ensaio de
microarranjo por PCR em tempo real (QPCR), que estao relacionados mitocondria (COX11,
GCDH ncRNA e PPIF ncRNA), homeostase do ferro (4BCB7, MYOS5C e SLCI1142),
importantes para o crescimento e diferenciacdo das células precursoras hematopoéticas

(FLT3 e HCK) e transcritos codificadores de proteina e o ncRNA do mesmo locus
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simultanecamente modulados (NR441, NR4A1 ncRNA, NR442, NR4A2 ncRNA, NR4A43 ¢
NR4A3 ncRNA). A expressdo relativa dos RNAs extraidos de células CD34" de 5
pacientes SMD-ARSA (n” 2-6; Tabela I) foram comparados com células CD34" de
individuos saudaveis. Os resultados da valida¢do confirmaram os obtidos na analise de

microarranjo (Figura 11).

Comparacao de expressao entre microariay e RT-PCR
-4 3 =2 +I 0] L " ] 3 9 - 5] T & ¥ ‘W a3 12
ABCE?
Coxii
FLT3
GCOH ncANA
HCK

MYO5C

EMicroerray
WRT-RCR

NR4AT

NR4AD ncRNA

NRAAZ

MNRAAD ncRNA

NR4AS

NE4AT ncANA

FPIF neRNA

SLC1iAZ

Figura 11: Validacio da expressdo génica em células CD34" por qPCR. Comparacio da
expressdo génica obtida por qPCR (vermelho) e em experimentos de microarranjos (azul),
em células CD34" de pacientes SMD-ARSA em relagdio a média de expressio de
individuos normais. Os valores positivos e negativos indicam genes hiper ou hipoexpressos
em pacientes SMD-ARSA, respectivamente.

3. Expressdo génica e protéica do transcrito candidato SLCI142 em
medula déssea total de pacientes com SMD.
As sindromes mielodisplasicas do subtipo anemia refrataria com sideroblastos

em anel sdo caracterizadas por possuirem acimulo ferro nas mitocondrias, que formam um
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anel ao redor do nucleo [12, 13]. O excesso de ferro nas células ¢ potencialmente danoso,
pois tem habilidade de catalisar a conversdo de perdxido de hidrogénio em radicais livres
toxicos [83]. Expressdo anormal de genes codificadores de proteinas mitocondriais
envolvidas no metabolismo de ferro tem sido descritos em SMD-ARSA [20, 84].

O gene SLCI1A42, também conhecido como transportador metal divalente
(DMTTI), é um importante transportador para a homeostase do ferro. O principal sitio de
expressao da proteina DMTT sdo as células precursoras hematopoéticas e estd localizado na
membrana celular participando do ciclo da transferrina, através dos endossomos
acidificados, transportando o ferro reduzido (Fe™) para dentro do citoplasma [85]. Sdo
descritas 4 isoformas de DMT 1: isoforma 1 e isoforma 2, que diferem na por¢ao N terminal
por possuirem promotores diferentes no éxons 1 e 2 e cada isoforma pode se diferir na
por¢do C terminal, possuindo ou ndo um elemento responsivo ao ferro (+IRE ou —IRE)
[86]. A hiperexpressdao de DMTI em células MES23.5 (células de neuroblastoma-glima
murina) aponta para o aumento intracelular de ions ferroso, os quais causam disfun¢do na
mitocondria, indicado pela diminui¢do do potencial de membrana da mitocondria, geracao
de ROS e ativagdo de caspase-3, a qual leva a apoptose [87]. Neste estudo, o gene DMT1
foi encontrado 2,09 vezes mais expresso em células CD34" de pacientes com SMD-ARSA
em relagdo aos individuos saudaveis (Tabela IV), portanto estudos mais detalhados da
expressao génica de DMTI em pacientes com SMD podera auxiliar no entendimento desta
doenga.

Corroborando os resultados encontrados no ensaio microarranjo em células
CD34" de pacientes SMD-ARSA, a expressdo génica de DMTI foi maior em células de
medula 6ssea total de pacientes com SMD (24/34, p=0,0282) e pacientes com LMA (12/19)
em relacdo a individuos normais (n=7), a andlise foi realizada através de qPCR, usando os
genes GAPDH ¢ HPRT como controles endogenos e Mann-Whitney test entre os grupos
(Figura 12).
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Figura 12: Expressdo génica de DMT1 em células de medula dssea total de pacientes
com SMD e LMA. O grafico de dispersao mostra que DMT! foi significantemente maior (p
< 0,05) em pacientes com SMD (24/34) em relagdo aos individuos sauddveis e também
apresentou maior expressao em pacientes com LMA (12/19). Cada ponto representa um
paciente e a barra horizontal representa a mediana de cada grupo. A analise foi realizada
através de qPCR, usando os genes GAPDH ¢ HPRT como controles endogenos ¢ Mann-

Whitney test entre os grupos.

Entre os subgrupos de pacientes SMD, de acordo com a classificagdo FAB,
DMTI apresentou maior expressao 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 classificagdo IPSS em pacientes de
baixo risco/INT-1, DMTI foi significantemente mais expresso em relacdo a individuos
saudaveis (p=0,0347) (Figura 13B). E na classificagdo WHO2008, todos os subgrupos
apresentaram expressao de DMTI aumenta em relacdo aos individuos saudaveis, sendo

significativo o subgrupo CRDM (8/12 p=0,0121) (Figura 13C).
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Figura 13: Expressao génica de DMTI nos subgrupos de SMD. (A) Expressao de
DMTI foi aumentada em todos os subgrupos: AR (11/18 p < 0,05), ARSA (3/5), AREB
(5/7p <0,05) e AREBT (4/4 p <0,05), de acordo com a classificagdo FAB, em relagao aos
individuos saudéaveis (CTRL). (B) Na classificagdo IPSS a expressdo de DMT] também foi
maior nos pacientes SMDs em relagdo a individuos saudéaveis (baixo risco/INT-1 (20/28 p
< 0,05) e alto risco/INT-2 (5/6)). (C) Na classificacdo WHO2008, todos os subgrupos
apresentaram aumento de expressao de DMTI: CRDU (3/3), CRDM (8/12 p < 0,05),
ARSA (3/5), AREB 1 (5/6) e AREB II (5/6), em relagdo aos individuos saudéveis.

Ensaio de imuno-histoquimica em cortes de medula 6ssea de pacientes com
SMD revelou expressao protéica de DMT1 principalmente nas linhagens eritroblasticas
(Figura 14A), foi realizado uma comparacdo semi-quantitativa entre as amostras, a maioria
apresentaram grau elevado de expressdo (= 4, grau maximo de 7), a maior expressao de
DMTI1 foi encontrada nos pacientes do subgrupo ARSA e AREB de acordo com a
classificagao FAB (Figura 14B).
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Figura 14: Imuno-histoquimicada proteina DMT1 em medula 6ssea de pacientes com
SMD. (A) A imuno-histoquimica de medula 6ssea de 14 pacientes com SMD revelou
expressao protéica de DMT1 principalmente nas linhagens eritroblésticas, indicadas nas
setas vermelhas (paciente ARSA, com aumento de 20x). (B) A andlise semi-quantitativa
demonstrou os maiores graus (intensidade + porcentagem de células marcadas) de DMT1
em pacientes do subgrupo ARSA e AREB, de acordo com a classificacdo FAB. Cada ponto
representa um paciente e a barra horizontal representa a mediana de cada grupo.

4. Perfil de expressio dos transcritos codificadores e nao codificadores em

células estromais

Células estromais obtidas de 3 pacientes SMD-ARSA (n® 4-6; Tabela 1) foram
comparadas com células estromais de individuos saudaveis usando a mesma plataforma

customizada de oligoarranjos combinados de intron-éxon, como também sua andlise de
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significancia (Figura 15 e Figura 16). SAM combinado com validagdo sem uma amostra
identificou 12 transcritos significantemente expressos (q-value < 0,05 e variagdo > 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 nimero de
transcritos diferencialmente expressos ocorreu devido a alta homogeneidade das células
estromais dos pacientes e controles (coeficiente de correlagdo entre todos pacientes e
controles das amostras de células estromais = 0,93, em contraste com 0,9 das células

CD34",p=10").

A
R R TR R
B
IR

Figura 15: Normalizacdo das amostras de células estromais. (A) Intensidade de
fluorescéncia pela freqiiéncia de pontos (sondas) de cada amostra em duplo canal (Cy3
verde e Cy5 vermelho) antes da normalizagdo. (B) Intensidade pela freqiiéncia de pontos
apods normalizagdo por quantil.
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Figura 16: Grafico do resultado da analise SAM — Significance Analysis of

Microarray — mostrando o indice de significancia observado entre pacientes e controles

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

x), com 500 permutacdoes. Em vermelho e em verde estdo 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 individuos saudaveis. Os pacientes foram agrupados de acordo com a
correlagao do perfil de expressdao usando o método Unweighted Pair-Group, o qual resultou
em dois grupos homogéneos: pacientes SMD-ARSA (3 colunas da direita) e individuos
normais (4 colunas da esquerda). O nivel de expressao de cada gene esta representado pelo

nimero de desvios padrdo acima (vermelho) e abaixo (verde) dos valores médios para cada
gene em todas as amostras.

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

Orientacio
Nome em relacao
Locus , Fita
Locus Coordenada do Alvo Tipo ao gene , Vezes
; Alvo value
Gene codificador
de proteina
Hipoexpressos em SMD-ARSA
chr19:43474699-
SPINT? 10653 +  Ex0nico 0,000 -2/43
43474758
chr6:30567339- .
HLA-E 3133 +  ExOnico 0,007 -1,73
30567398
Hiperexpressos em SMD-ARSA
chr7:83235208-
SEMA34 10371 - Exonico 0,021 4,42

83235267
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SOLH 6650 chr16:529804-529859 +  Intronico Sense 0,000 4,35
chrX:122063785-

GRIA3 2892 +  ExoOnico 0,015 3,05
122063829
chr1:16968607-

CROCC 9696 +  Intergénico Sense 0,038 243
16968658
chr3:191157346-

LEPRELI 55214 - Exonico 0,019 241
191157405
chr3:172263055-

TNIK 23043 - Ex6nico 0,021 2,28
172263114
chr5:98159978-

RGMB 285704 +  ExoOnico 0,044 2,02
98160037
chr17:78399392-

TBCD 6904 +  Intronico Sense 0,042 1,97
78399451
chr12:50917564-

KRT7 3855 +  ExOnico 0,039 1,91
50917621
chr4:53581096-

SCFD2 152579 - Exo0nico 0,000 1,84
53581155

"Nome do Gene locus para Intronico ncRNA é o mesmo locus do gene codificador de proteina;
Intergénico ncRNA ¢ anotado com o nome do gene codificador de proteina mais préoximo no
Cromossomo

? Coordenadas extraidas do Banco do Genoma Humano de Maio de 2004

3 SignificAncia minima entre todas as valida¢des sem uma amostra.

O perfil de expressao dos transcritos significativos codificadores de proteina em
células estromais de SMD-ARSA esta relacionado com varios processos bioldgicos, como
mobilidade celular, replicacdo do DNA, fosforilacao de proteinas e transporte de proteinas

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

estromais de pacientes SMD-ARSA.

1 Genes Diferencialmente
Processo Bioldgico
Expressos em Células Estromais

adesao celular TRGMB
diferenciagao celular TSEMA3A
mobilidade celular LSPINT?
replicacdo celular TKRT7
resposta imune JHLA-E
transporte TSCFD2, JGRIA3
reducao oxidativa MLEPRELI
fosforilagdo de aminoacido de JTNIK
proteina

" As categorias dos processos biologicos foram obtidos do banco de
dados GOA. Genes (1) hiperexpressos ou (¥) hipoexpressos nos

pacientes SMD-ARSA em relagdo a individuos saudaveis.

O IPA dos genes significativos diferencialmente expressos entre pacientes
SMD-ARSA e individuos saudaveis (alteracdo > 1,7 vezes; g-value < 0,15 em todas as
analises de validacdo sem uma amostra) identificou 2 redes funcionais enriquecidas
significativas (p-value < 0,001) (Tabela IX). A rede funcional mais significativa esta

relacionada a morfologia celular, dano celular e doenga neurolédgica (Figura 18).
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Tabela 9: Rede génica dos transcritos codificadores diferencialmente expressos em

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

Grupo -log10 N°de
Moléculas no Grupo Descricéo
Funcional (p alue) Moléculas

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

1,2-dipalmitoylphosphatidylcholine,
TALDHI1A3, ALDH1B1, BCL2L14,
CARDI14, CASPSAP2, CBFA2T2, TCCL2,
DNTTIP1, DOKS5, ERK, TGRIA3,
THDACY, IL1F9, LDL, TLIPG, MYEF2,

Morfologia da

Célula, Dano

NCORI, Neuropilin, NFkB (complex), Celular, Doénga 27 H
NR3CI1, TNRP1, Orm, P38 MAPK, Neurologica
TPLA2G4A, PLXNDI, TRDBP, RELT,
Sema3, TSEMA3A, SEMA3B, SEMA3D,
SEMAG3E, {SPINT2, TTFPI
ADCY9, ATF6, beta-estradiol, Ca2+,
chondroitin sulfate B, CTSH, DEFBI,
TEMR2, ESM1, FKBP7, TFKBPIA, Metabolismo
GFM1, TGSTM3, HLA-DOA, THLA- de Carboidratos,
2 DPBI1, VHLA-E, IFI130, IFNG, KDELR3, Sinaliza¢do da 24 10
TKRT7, KRT13, KRT81, LOXLI, Célula, Transporte
MAPK1, MBTPS, TMBTPS2, METAP2, Molecular

PPIH, RYR3, TSEMA3A, TSOLH, TGFBI,
TTNIK, TTC28, WISP1

Genes () hiperexpressos ou () hipoexpressos em paciente SMD-ARSA vs. individuos saudaveis.
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Figura 18: Rede de genes codificadores de proteinas com expressao alterada em células
estromais (p < 0,001). As principais fungdes dos genes desta rede estdo relacionadas com
morfologia celular e doenga neuroldgica. A intensidade das cores dos genes indica o grau
de hiperexpressao (vermelho) ou hipoexpressdo (verde) em células estromais de pacientes
SMD-ARSA em comparagdo com individuos saudaveis. Genes em cinza ndo foram
identificados diferencialmente expressos em nossos experimentos e em branco ndo estdo
presentes em nossa plataforma de microarranjos: ambos foram integrados
computacionalmente pela rede gerada com base em evidéncias do banco de dados do IPA,
indicando uma relevancia para esta rede.

Quatro transcritos foram selecionados para validar o ensaio de microarranjo por
qPCR, sdo transcritos relacionados com a estabilizacdo da beta-tubilina no fuso mitotico
(TBCD ncRNA), supressor tumoral e células neoplasicas hematopoéticas (SPINT2 e HLA-
E) e envolvido com angiogénese (SEMA3A4). A expressao relativa dos RNAs extraidos de
células estromais de 5 pacientes SMD-ARSA (n* 3-7; Tavela I) foram comparados com
células estromais de individuos saudaveis. Todos os transcritos foram confirmados por

qPCR (Figura 19).
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Comparacao de expressao entre microarray e RT-PCR

BRT-PCR
W Microarray
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Figura 19: Validacdo da expressdo génica em células estromais por qPCR. Comparacao
da expressdo génica obtida por qPCR (azul) e experimentos de microarranjos (vermelho),
em células estromais de pacientes SMD-ARSA em relacio a média de expressdo em
individuos saudaveis. Os valores positivos e negativos indicam hiper ou hipoexpressdo em
pacientes SMD-ARSA, respectivamente.

5. Expressao génica e protéica do transcrito candidato SEMA3A em
células estromais e de medula déssea total de pacientes com SMD

O microambiente anormal parece participar da progressao das leucemias por
contribuirem para a expansao seletiva de clones malignos, favorecendo a proliferacdo das
células neoplasicas e inibindo o crescimento das células progenitoras normais [88, 89]. Nas
SMDs, as células estromais se mostraramdeficientes na capacidade de diferenciacdo e
manutencdo das células progenitoras hematopoéticas em relagdo as células estromais de
individuos saudaveis [27, 90].

A proteina codificada por SEMA3A (Class 3 semaphorins), um membro da
familia das semaforinas, ¢ secretada pelas células cancerigenas e estd envolvido na
migracdo celular, progressdo de tumor e indu¢do da apoptose concomitante com a

expressao 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 relagdo aos
individuos saudaveis (Tavela VIII) e surpreendentemente, SEMA3A estd presente em ambas
as redes afetadas em células estromais de SMD-ARSA (Tabela IX), sugerindo a
participagdo deste gene em diversas anormalidades implicadas na modificagdo do
desenvolvimento das células hematopoéticas em SMDs.

Corroborando os dados encontrados no ensaio de microarranjo, a expressao
génica de SEMA3A4 foi significantemente maior em células de medula oOssea total de
pacientes com SMD (25/34, p=0,0304) e também foi significativo nos pacientes com LMA
(17/19 p=0,0073) em relagdo a individuos normais (n=7). Andlise foi realizada através de
gPCR, usando os genes GAPDH ¢ HPRT como controles endogenos e Mann-Whitney test

entre os grupos (Figura 20).
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Figura 20: Expressdo génica de SEMA3A4 em células de medula 6ssea 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 relacdo a individuos saudaveis (CTRL). Analise foi
realizada através de qPCR, usando os genes GAPDH e HPRT como controles enddgenos 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 classificagdo FAB,
SEMA3A apresentou maior expressdo nos pacientes AREB (6/7 p=0,0111) e AREBT (5/5
p=0,0303) (Figura 21A). Na classificacdo IPSS, SEMA3A4 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 relacao a individuos saudaveis (Figura 21B). E na classificagado WHO2008,
todos os subgrupos apresentaram expressao de SEMA3A aumentada em relacdo aos
individuos saudaveis, sendo mais significativo o subgrupo AREB II (6/6 p=0,014) (Figura
210).
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Figura 21: Expressao génica de SEMA3A nos subgrupos de SMD. (A) Expressao 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 classificagido FAB, em relagdo a individuos
saudaveis (CTRL). (B) Na classificagdo IPSS a expressio 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 relagao a individuos saudaveis (CTRL). (C) Na classificagao
WHO2008, todos os subgrupos apresentaram expressao 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 relagdo aos
individuos saudaveis (CTRL).

Andlise protéica de SEMA3A em extratos totais de células estromais, utilizando
anticorpo anti-SEMA3A (Santa Cruz Biotechnology), detectou trés bandas uma
correspondendo ao peso molecular de 125 kDa, representando proSEMA3A e as de 65 e 45
kDa, que correspondem as isoformas proteoliticas. Nao houve diferenca significativa entre
pacientes SMD e individuos saudaveis (Figura 22A). Entretanto no concentrado de
proteinas do sobrenadante de células estromais do paciente SMD-AR, a isoforma
proteolitica de 45 kDa foi encontrada 2,4 vezes maisexpresso em relacdo ao sobrenadante
do individuo saudavel (Figura 22B). A quantificacdo do ensaio de WB foi realizada no
programa UN-SCAN-IT gel™, a expressao da actina foi utilizada como normalizadora para

0s extratos totais.
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Figura 22: Expressdo protéica de SEMA3A em pacientes com SMD. (A) O ensaio de
WB revelou 3 bandas: 125 kDa, representando proSEMA3A e as 65 ¢ 45 kDa, que
correspondem as isoformas proteoliticas. (B) A quantificacdo das bandas, feita pela média
de pixel/area, ndo houve diferenca significativa entre as amostras (C) O concentrado de
proteinas do sobrenadante de células estromais revelou 2 bandas, a de 95kDa que
corresponde a isoforma ativa e a proteolitica de 45kDa. (D) A quantificagdo demonstrou
que no paciente SMD-AR, a isoforma proteolitica de 45 kDa esta 2,4 vezes mais expresso
em relagdo ao sobrenadante do individuo saudavel (CTRL).

6. Ensaios funcionais do gene selecionado SEMA3A4

O ensaio de hiperexpressao de SEMA3A em células estromais HS27 foi
realizado por transfeccdo de DNA plasmidial NSPI-CMV-MCS-myc-His vazio (NSPI) e o
NSPI-CMV-MCS-myc-His contendo o gene SEMA3A fusionado ao epitopo Flag
(SEMA3AFlag). As construcdes foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Ofra Kessler
do Instituto de Tecnologia de Israel — Technio — Haifa, Israel. A eficiéncia da transfeccao
foi comprovada por qPCR com aumento da expressdo génica de SEMA3A (Figura 23A)

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

apods 72 horas de transfec¢ao (Figura 23B).
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Hiperexpressao de SEMA3A em células HS27. (A) Ensaio de qPCR mostrou
expressao génica de SEMA3A, em células HS27 transfectadas com

Sema3aFlag, em relagdo as células HS27 transfectadas com vetor vazio NSPI, apos 72
horas de transfec¢ao. (B) WB de concentrado de sobrenadante, utilizando anticorpo anti-

Flag (Sigma),

mostrou aumento de expressdo protéica da isoforma proteolitica (65kDa) de

SEMA3A em células transfectadas HS27 Sema3aFlag.

Em ensaio de coculturade células estromais com células leucémicas, a

hiperexpressdao de SEMA3A em células HS27 aumentou a adesdo em todas as linhagens,

principalmente nas células NB4, em relagdo acocultura com células HS27-NSPI controle

(Figura 24).
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Figura 24: Adesao das células leucémicas em cocultura com HS27 hiperexpressando
SEMA3A. C¢lulas leucémicas foram cultivadas em cocultura com células HS27
transfectadas com Sema3aFlag e NSPI como controle. Observou-se uma tendéncia de
aumentar a porcentagem de células leucémicas aderidas as células HS27-Sema3aFlag em
relacdo as células HS27-NSPI, mais evidente nas cé¢lulas NB4.

A hiperexpressio de SEMA3A em HS27 alterou a diferenciagdo das células
K562 ¢ NB4 em ensaio de cocultura. Ambas as linhagens apresentaram diminui¢do da
presenca do antigeno CDl1 1c, indicativo de mondcito e CD14, de macrofago, apos 72 horas

de cocultura com HS27-Sema3aFlag, em relacao ao controle (Figura 25A ¢ B).
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Figura 25: Diferenciacdo de células K562 e NB4 em cocultura com HS27. A
hiperexpressao de SEMA3A em células HS27 colocadas em cocultura com células
leucémicas mieloides K562 e NB4 (A e B, respectivamente) diminuiu a presenca dos
antigenos de diferenciagdo, tanto de diferenciacdo para monoécito (CD11c), quanto de
diferenciag¢do para macréfago (CD14).

Resultados
128



Para verificar se a hiperexpressao de SEMA3A em células HS27 altera a taxa
de apoptose das células leucémicas, foi realizado ensaio de apoptose, sensibilizando
previamente células U937 e NB4 com 100mM de &cido 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. Apods 24 horas, as células positivas para
apoptose foram marcadas com anexina V. Houve uma pequena diminui¢do 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 proteina recombinante de
Sema3a (100ng/ml, Sema3aFc) em cocultura de HS27 e células leucémicas sem tratamento
com ATRA (Figura 26B). Os ensaios foram realizados com duas transfeccoes

independentes e dois experimentos independentes para U937 tratada com Sema3aFc.
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Figura 26: Taxa de apoptose em hiperexpressaio 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 diminui¢ao
da taxa de apoptose das células leucémicas. (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 diminuidas.
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DISCUSSAO

Neste estudo, foi determinado o perfil de expressao de transcritos codificadores
e ndo codificadores (ncRNA) em células CD34" e estromais de pacientes com Sindrome
Mielodisplasica do subgrupo anemia refrataria com sideroblastos em anel (SMD-ARSA) e
individuos saudaveis, utilizando oligoarranjo de 44.000 sequéncias combinando intron-
éxon e critério estatistico estringente. Andlises de vias de transcritos codificadores apontam
para novas redes génicas que estdo alteradas em ambas as células CD34" ¢ estromais de
pacientes com SMD-ARSA.

A analise das vias de transcritos codificadores alterados em células CD34" de
pacientes SMD-ARSA revelou uma rede de genes importantes para doengas hematologicas,
como BLNK, CDI19, CD72, CDS81, EBFI, F5, FLT3, LY96, MPDZ e THBSI. A baixa
expressdo em SMD-ARSA de genes relacionados com via de sinalizagdo de receptor de
célula B (BLNK, CD19 e CD72) e genes envolvidos com o desenvolvimento de linfécitos
B, corrobora a hipotese que a SMD de baixo risco pode ser definida por defeitos em
progenitores de células B [95].

A expressdo anormal de genes codificadores de proteinas mitocondriais
envolvidos com o metabolismo do ferro tem sido caracterizada em SMD-ARSA [20, 84]. O
presente estudo encontrou modulagdo de trés diferentes transcritos ncRNA localizados em
loci de proteinas  mitocondriais como amino adipate-semialdeido sintase (A4A4SS),
dehidrogenase glutaril-CoA (GCDH) e peptidilprolil isomerase F (PPIF) e sete transcritos
codificadores de proteinas mitocondriais como aminoadipate aminotransferase (4ADAT),
AASS, cassete de ligacdo a ATP, subfamilia B, membro 7 (ABCB?7), acyl-CoA sintetase
familia de cadeia-média, membro 3 (4CSM3), citocromo ¢ oxidase de montagem homologo
(COX11), citocromo b5 redutase 1 (CYB5RI) e enoyl CoA hidratase contendo dominio 2
(ECHD2). Corroborando nossos achados, a baixa expressdo do transportador de ferro
ABCB?7 tem sido descrita em células CD34" de pacientes com SMD-ARSA, indicando que
a reducdo de ABCB7 pode contribuir para a anormal homeostase do ferro mitocondrial [81].
Além disso, genes relacionados com a via da biosintese do heme e transporte de

transferrina (PXDN e MYOS5C, respectivamente) foram hipoexpressos em células CD34" de
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SMD-ARSA. Estes genes diferencialmente expressos podem estar relacionados com o
actmulo de ferro observado em mitocondrias de pacientes com ARSA.

O gene SLCIIA42, também conhecido como transportador metal bivalente
(DMTI) foi encontrado hiperexpresso em células CD34" de pacientes SMD-ARSA. A
analise da expressao génica em medula dssea total de 34 pacientes com SMD demonstrou
que DMT1] estd aumentado em todos os subgrupos, principalmente em pacientes de baixo
risco/INT-1. Ensaios de imuno-histoquimica em medula ¢ssea de pacientes com SMD
corroboram os dados encontrados na analise de expressdo génica e demonstram que DMT1
se encontra mais expresso nas células eritroblasticas. A proteina DMT1 transporta o ferro
reduzido (Fe*") do endossomo para dentro da célula [85] e estudos descreveram que DMT1
transporta o ferro nao ligado a transferrina (NTBI) diretamente do meio extracelular para o
citoplasma de enterdcitos [96, 97]. Os NTBIs tém sido encontrados em excesso em plasma
de pacientes com SMD [98] e o ferro livre ativo citoplasmatico (LCI) foi encontrado
aumentado em células eritroides de SMDs [99]. O ferro reduzido livreé potencialmente
danoso, pois tem habilidade de catalisar a conversdo de perdxido de hidrogénio (H,0O,) em
radicais livres toxicos altamente reativos (ROS). O aumento de ROS leva a instabilidade
genomica promovendo a quebra do DNA fita dupla e erros no reparo [83]. Nas SMDs o
estresse oxidativo contribui para a instabilidade gendmica e consequentemente aumenta o
risco de transformagdo para LMA. Além disto, nas células CD34" de pacientes SMD, a
produ¢do de ROS exerce um papel na patogénese da hematopoese ineficiente e causa danos
a mitocondria, aumentado a atividade apoptdtica que sdo frequentemente observada em
precursores hematopoéticos de pacientes SMD de baixo risco [100, 101], esses dados
sugerem a participagdo ativa de DMT1 no estresse oxidativo nas SMDs (Figura 27).

Recentes estudos mostraram que a hipoxia aumenta o ferro intracelular através
do aumento da expressao de DMT1 [102]; em SMD héa aumento da hipdxia, que estimula a
producdo de eritropoetina para a maturacdo dos precursores eritroides, devido a
hematopoese ineficaz [103]. Portanto, esses dados indicam que a modulacdo de DMTI em

SMD pode ocorrer devido a hipoxia.
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Figura 27: A aquisi¢ao do ferro na célula precursora hematopoética saudavel (A) e na
célula precursora de SMD (B). (A) Na situacdo normal: A transferrina com duas moléculas
de ferro férrico (Fe’") se liga ao receptor de transferrinana membrana celular e este
complexo induz o endossomo. O pH do endossomo diminui com a presenga da bomba de
préton e faz o complexo liberar o Fe’”, o qual é reduzido para Fe* pela ferroredutase
Steap3 (seis-transmembrana epitelial antigeno de prdstata) e saem do endossomo via
transportador DMT1. No citosol o Fe*" livre pode ser direcionado para o nucleo, para a
mitocondria, onde participada cadeia respiratoria e da biosintese do heme, para regular
proteinas regulatorias-ferro (IRP1 e IRP2), ou para ser armazenado na ferritina, onde sera
estocado e reutilizado. O endossomo com o complexo (transferrina + receptor de
transferrina) e DMT1 sdo redirecionados para membrana e o pH neutro libera a transferrina
do receptor [104]. O DMTI1 também importa diretamente o NTBI (ferro ndo ligado a
transferrina) para dentro da célula [96]. (B) Defeitos putativos causados na célula
hematopoética de SMD devido ao aumento de DMT1: com o aumento da hipdxia 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 geragdo de ROS (espécies
reativas de oxigénio) na mitocondria, causando hematopoese deficiente e efeitos
genotdxicos a0 DNA nuclear e mitocondrial causando danos no reparo do DNA e mutagdes
[101]. Além disto, na mitocondria, o aumento de ROS causa peroxidacao lipidica e abertura
do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial, diminuindo o potencial de membrana,
podendo levar a liberagdo do citocromo c, ativando caspases ¢ consequentemente aumento
da apoptose [105].

O microambiente contribui para a regulagdo da auto-renovagdo, manutengao,
diferenciagdo, proliferacao e dindmica da apoptose das progenitoras hematopoéticas [106] e
as células progenitoras CD34" sdo gravemente comprometidas em SMD pela composico
de estimulos do microambiente [107]. Deteccdo de diferentes transcritos expressos em
células estromais de SMD-ARSA sugere que os mesmos possam contribuir para a
manutencdo das células CD34".

Surpreendentemente o gene SEMA3A esta presente em ambas as redes génicas
afetadas e foi encontrado hiperexpresso em células estromais de pacientes SMD-ARSA. A
analise da expressdo génica em medula 6ssea total demonstrou que SEMA3A estad mais
expresso em pacientes com SMD de alto risco e LMA, sugerindo sua participagdo na
progressdo da doenca. A hiperexpressdo de SEMA3A em células estromais HS27 alterou a
adesdo, apoptose e diferenciacdo das células leucémicas cocultivadas, sugerindo que
SEMA3A pode modular de maneira paracrina (interagdo células hematopoéticas — células
estromais) as células progenitoras da medula dssea nas SMDs e LMAs. Proteina codificada

por SEMA3A (Semaforina classe 3), um membro secretado da familia semaforina, esta
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envolvido na guia axonal, organogénese, angiogénese, altamente expresso em varias células
tumorais e tem sido recentemente demonstrado ser um importante determinante na
sensibilidade de células leucémicas para sinais de apoptose mediado por Fas (superfamilia
de receptor TNF, membro 6) e por p38MAPK (p38 proteina quinase mitogénica-ativada)
[91-94]. Um dos mecanismos que contribuem para medula dssea hipercelular e citopenia do
sangue periférico de pacientes em estagios iniciais de SMD ¢ o significante aumento da
apoptose das células hematopoéticas, devido a produgdo de citocinas pro-apoptoticas pelas
células estromais e pelas células hematopoéticas [108], entretanto em SMD avangada e
LMA, essas células produzem moléculas anti-apoptéticas, aumentando a porcentagem de
blastos na medula [90]. A diminui¢do da diferenciacdo e apoptose das células leucémicas
cocultivadas com HS27 hiperexpressando SEMA3A4 sugere que este gene pode contribuir
para a disfunc¢do encontrada em SMD de alto risco e LMAs.

SEMAJ3A inibe efeitos angiogé€nicos em tumores, por competir pelo mesmo
receptor do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA), a neutrofilina 1 (NRP1)
[109]. VEGFA ¢ um potente peptideo angiogénico, que participa da progressao de diversos
tumores [110]. Interessantemente, a hiperexpressdo de VEGFA em células CD34" de SMD-
ARSA foi confirmada em nosso microarranjo ¢ a rede funcional mais significativaem
células estromais demonstrou aumento do receptor NRP1. Nas SMDs a angiogénese ¢
maior em pacientes de alto risco, juntamente com o aumento da expressio de VEGFA
[111], este aumento também ¢ observado em pacientes com LMA, sugerindo SEMA3A
participar do controle da angiogénese via receptor NRP1 nas SMDs e LMAs.

O perfil de expressdo de ncRNA de células CD34" e estromais de SMD-ARSA
foram claramente distintos dos obtidos de células CD34" e estromais de individuos
saudaveis, representando 30% e 25% do total de transcritos diferencialmente expressos em
células CD34" e estromais de pacientes SMD-ARSA, respectivamente. Atualmentehd
evidéncias do papel biologico dos ncRNAs, especialmente aqueles transcritos vindos de
introns 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 ¢ 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 ¢ um o ncRNA esteve hiperexpresso enquanto o gene
codificador foi hipoexpresso. A expressdo de ambos os pares, codificador de proteina e
ncRNA do mesmo locus, sugere que este intronico ncRNA pode atuar como fator de
regulacdo cis, modulando a estabilidade e/ou o processo de transcricio da proteina
correspondente, ou mesmo afetando os niveis e/ou quebra de isoformas de proteinas
codificadas [47, 48]. Muitos RNAs codificadores de proteina instaveis de mamiferos
contém muitas adeninas e uracilas (AU-rich), elementos que determinam sua meia vida. Em
c¢lulas B de linfoma que exibem translocagdo cromossomica 14/18, um ncRNA antisense
ncRNA bcl-2/high contribui para a hiperexpressdo do gene BCL2 provavelmente por
mascarar regides AU-rich presentes na 3’UTR do RNA codificador da proteina BCL-2 [48,
112].

Encontramos 3 genes alterados de receptor nuclear da subfamilia 4, grupo A
(NR4A1 e NR4A2 e NR4A3), conhecidos por estarem envolvidos na apoptose de célula T,
desenvolvimento cerebral e doencga vascular [113], e na SMD-ARSA todos mostraram
hiperexpressdo simultdnea do codificador e do ncRNA, sugerindo que estes ncRNA
também possam estar envolvidos no controle da expressao do codificador de proteina.

O cendrio atual argumenta que a complexidade da expressdo encontra-se
temporariamente e espacialmente controlados por redes de ncRNAs. Até recentemente, o
nivel de complexidade da programacdo genética em organismos superiores foi subestimada,
simplesmente apontando a proteinas como reguladores da expressdo génica. A visdo
atualizada do dogma central da biologia molecular destaca o papel de RNAbase na

regulacao, somado aos possiveis mecanismos de agao de ncRNAs intronicos [48].
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CONCLUSAO

Neste estudo identificamos pela primeira vez redes funcionais desreguladas em
pacientes com SMD-ARSA. Demonstramos que o transportador de ferro DMTI estd mais
expresso em medula 6ssea de pacientes com SMD de todos os subgrupos e sua expressao ¢
mais evidente nas células eritroblasticas da medula 6ssea, estes dados sugerem a
participagdo deste gene nas disfungdes do ferro encontradas SMDs e que pode ser um alvo
terapéutico.

A participacdo do estroma medular nas doencas hematoldgicas esta cada vez
mais evidente e o perfil diferencial destas células encontrado nas SMD-ARSA sustenta
esses dados. A hiperexpressao de SEMA3A ¢ maior em pacientes com SMD de alto risco e
leucemias, € nossos ensaios funcionais demonstraram que SEMA3A esta envolvido com
aumento daadesdo, diminui¢do da diferenciacdo e apoptose das células leucémicas e age de
maneira paracrina sobre as células precursoras.

A presenca de transcritos intronicos ncRNA diferencialmente expressos em
células CD34" e estromais pode ser o inicio do entendimento do mecanismo molecular
ainda ndo esclarecido da heterogeneidade que envolve as sindromes mielodisplasicas e
sugere que ncRNA possam participardo desenvolvimento da doenga. A caracterizagao
destes transcritos ncRNA podera contribuir para o melhor entendimento das SMD-ARSA,

ou mesmo para o desenvolvimento de biomarcadores e alvos terapéuticos.
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ANEXO 1

Parecer do Comité de Etica

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

'~] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
= (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

B
CEP, 24/05/05
(Grupo 1)

PARECER PROJETO: N° 124/2005

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “INVESTIGACAO FUNCIONAL E CARACTERIZACAO DO
ENVOLVIMENTO DE NOVOS GENES ALVO E NOVAS TERAPEUTICAS NAS
SINDROMES MIELODISPLASICAS E EM LINHAGENS LEUCEMICAS”
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Sara Terezinha Olalla Saad

INSTITUICAO: Centro de Hematologia e Hemoterapia - UNICAMP

APRESENTACAO AQ CEP: 09/05/2005

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/05/06

I1- OBJETIVOS

O projeto visa a investigagdo funcional de novos genes alvo e novas terapéuticas nas
mielodisplasias. Em vista de ndo haver modelos de células ou animais com mielodisplasias, para
cumprimento de alguns objetivos serdo utilizados linhagens leucémicas. Analisar a regulagdo da
expressio dos gencs ARHGAP10, MASK em linhagens leucémicas submetidas a diferentes
agentes terapéuticos cultivadas em suspensdo. Analisar a expressao diferencial dos genes
ARHGAP10 ¢ MASK em células de pacientes com SMDs cultivadas em suspensdo e um
ambiente de células estromais submetidas a diferentes terapias anti-tumorais. Huperxpressar
MASK e ARHGAP10 em células hematopoéticas e verificar o perfil de expressdo génica por
microarray. Induzir Ros e verificar a expressio de MASK, ARHFGAP10, formita, APAF e
FLIP. Verificar a expressio das isofarmas de APAF e FLIP em células de medula Ossea de
pacientes com mielodisplasias e correlacionar com subgrupo e IPSS. Verificar a expressdo de
formita em células linfoides de pacientes com SMD e correlacionar com padrdo de celularidade
da medula dssea, grau de anemia, subgrupo de SMD e IPSS. Verificar a expressdo de WT1 e
PRAME e correlacionar com su'bgrupo de SMD e IPSS. Verificar o crescimento de colnias a
partir de células precursoras de medula 6ssea de pacientes com SMD, em culturas de longa
duragdo, submetidas a tratamento com diferentes drogas. Verificar a expressao de citocinas ¢
moléculas de adesdo em células aderente da cultura de longa duragéo. Verificar o perfil de
expressio génica de células CD34 + de pacientes co SMD, utilizando conjunto de genes
conhecidos e transcritos humanos novos, imobilizados em |dminas de microarrays. Verificar a
capacidade da célula dendritica de SMD, derivada de célula mononuclear, induzir
imunogenicidade quando transformada com mRNA de WT1. Investigar mutagdes nos genes
PTPN11, AML-1, FLT3 e GATA-1 e verificara se estas mutagdes se relacionam com subgrupo
de SMD, IPSS, progressdo para leucemia.
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111 - SUMARIO

Para esse estudo participardo, no minimo, 34 pacientes, 23 mulheres, 11 homens, com
idade entre 18 e 89 anos; sendo que pacientes novos admitidos no servigo serdo convidados a
participar. Serdo incluidos no estudo os pacientes com diagnostico de Sindrome Mielodisplasica,
acompanhados no Ambulatério de Hematologia do Hemocentro da Unicamp por pelo menos 6
meses. o diagnostico sera feito com base em critérios clinicos e morfologicos, utilizados no
servico ha pelo menos 15 anos, com exclusdo de causas como caréncias vitaminicas, doencgas
inflamatérias, infecciosas, hepaticas, renais, endocrinas e outras neoplasias. Os pacientes ¢
controles que aceitarem voluntariamente em participar do estudo serdo submetidos a coleta de
Sm! de medula ossea para extragio de mRNA, citometriade fluxo para analise de PRAME,
formina em leucocitos e células dendriticas; cultivo de células estromais (apenas em pacientes
com idade acima de 65 anos), tratamento in vitro de células em suspensdo com agentes
terapéuticos (apenas pacientes com idade acima de 65 anos); tratamenti in vitro com agentes
terapéuticos em ambiente de células estromais (apenas pacientes com idade acima de 65 anos),
extragio de DNA para investigagdo das mutagdes.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

E um projeto bem elaborado, condizente com as normas do CEP e do CONEP. Apresenta
bibliografia atualizada; o orgamento tem como fonte financiadora a FAPESP, no valor de R$
250.000,00. Apds modificagdes o TCLE ficou adequado.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presenic caso ¢
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opiniio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

V1 - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto a0 sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
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centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitaria - ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo 1 ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, ltem 111.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de maio de 2005.

Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

Anexos
161



ANEXO IT

Artigo aceito para publicacao

rrm e ¢ 66l dwfe psomm ID0 BET
o o SRR R B A e I TS B S A ]

RESEARCH ARTICLE

BrAC
Medical Genamics

Identification of protein-coding and non-coding
RNA expression profiles in CD34* and in stromal
cells in refractory anemia with ringed sideroblasts

e ¥ Bt H bdir Fal nareh L e eriosek Wit wnd Gaa il
adil

Abskrac

:m" I FIavres 5 0 o el b o O DT UM AT b
i i T R - o lam g o v peEneral Blocd
Tz REE gy 1 STy TV §E . e ta J . o ihei i i ;
] i i I trrry P Fid 1 T T e F i i 1 i

i an= : 1 gt il i T 1t ol e -adegeg -

ot Fri A il ¥ P i i L ] il e uliad
arribei L L i sl i 1 A

Plst bt i [} il i LT ol 4 " 1 i by T
i iy (RAT iy 1 f [ T niaed it fiagle i
i 184 B Coinen I wii il i Fy L vt LR J ¥ CIGy i Ml il O
i g =T P bod T 1l if i it BT R

[ e e ¥ | — . R pa— i

[ - i # il AHY g f ] fifeie mrily o | =¥ i
i 11 it 4 L prh "y 1k L1l n w '] ] | i

g A i . b n i I ¥ i i 5
. = ey

| Comclunsmna: i i he Howi twves s ol if =g I ' e

AARE vl et i § r I i 1 1Pl fic HERE ip i5 dif . e
g 11 ' T 4y | drufii

Meprbhigrlaats spndroos (80%:0 are o heiemgessoos
giip ool o il et ibobegtin i et & o P i 1] it B
it bt b win =il P hi il b ol
marw ool dyapasis  eealting o penagsneral bl
iyt | Ld] Lew sk MIOS gov oharseleaed s pas
lomamad wprews sl irenabsssn dependoracy, ol s owly
tivelp lisa ok ol propressan b aosis il ek
Bodraubeay dmemis with cioged sdeoeblass (RAKS) i a

wiiblvpe ol ke sk M5 it whoeh o eseeis of Enn s
alwtes any the prea leay bbb ia ol ragaosd sl
IHaas im rhe Boii ol mitochaarl feesms Odeky (3§
Mowrvrn the dvdriiles gerwbh basds o HARY ivitians
Wik

Losiir ¢ i[iTramri |H-|.|||- vil Nesstjdlig{hiifdh  figeides
wall of WU paiisnts demnsireses the sreodeeemapl of
grrus rwlsbail oo oAl L wnl rslilersum of pre
prrdion wolls |6 % Fusthermors, thery s savemneg, o
dizwn that, in oerisin hessbdogial dissden, i
mErmw min ruesy oo o glesnrmml. bseih oo cempes
wiliein il Pl linii | B0 b WEDYS. (e dilhdem laves ol
liinp sigiime afjrsvis o delyotibe o cogejmflong ring ol

AT R A A S I SR T TR S e e R R el PR S W B | R
{ [ e LT [t S et S S S T e
L e T ST

Anexos

162



B B e e L,
B ot TR L R B

myslapunesis in il pressniing 4 poor manknans s
emuiopretn dem ol |11 AReration of s com.
il can b otigdinelod i e esdie sies of lis
development sl apaysosis ol  hemalpeicts oflls
TENETE

e B LIHD st alerpiiliedd anad oBaiaben ol Ihe
ransripienally siive eegiem o 1% ol the usman
e, arad dascrihed sl the magesily oAW1 ol iran-
wrips wes wl long men-oding, Khis incdiiN s Thes
e vigets vk otuicke G WO CHDME anmmsinne. barth
= wmini GHLFET el e (2160 oo [16].
utn Luding WA ave bnuen e b vsbved G diller i

|

'
!
i2

f
;
I
I

i
[!

l;

El
I
3

im
eralitry subnents pressbed evdormel wedten omsend amd
the Mutmeral Lilisi i otrmmitios Boaid ol Schial of ked
el bairer ety of £ s djijeeeed the b

El

Bagel ot 1}

EOH= el and ibrumal cobl isleidinn

Bl mommudee: el wers mulsted by domity gratam
veuirilugaiim throsgh Pl (LE st v
Uipspealy. Meddien | Iubesled] silh £1034 MicsoBeatls and
LI el wewe bsibiied waitig M magierin iell s
amlnn olumns Midbeny Hasles . Monchengladboce.
ey imacrey| scomsidiing 1 the sl turer s it bl
The purily ml U4 oolls was il sl 978 a0 determinad
liv flamermsro s activetnd el ssring, (FAC S usig anf
LI by (Caliag Libuotuiosies, Surlegame. LA]
Vv ovvisiwmeg bean ooells wiiliad © D wers platel
bamsen Duliveces [NLDN (Sigema, 51 Losas. 800 LS4
supplomeeiied with HI% leial bvess serwon o 1090%
b wmem. Saperesisn with ouicadberen ol s
remuwvanl waeekly nd replaved swith livsh modisem W hen
e i was falalissled WY cenflisioe) ool
i Pripasiuged ail paated dniler he sanie ooililiems
Kbier vhwer spilaings & beamgiaeess ool pipmile
st el aiml he memal cells wers o phasied by
FaL % bor thar when i ol 0 98, UTRS aml © 098 aniigens

Anexos

163



Ega b 0B

L
(]
ki
LT
il

=
L
LR
-
LR
LR S am
al am

EE20580
B S 0 m.E N
S1EgERN

lcamly iy + QU% higher than the biisl barkground
i aa cabasiated by the L waltware. The seliwar

pmrameters L35 FIR fon C034 o 185 Doy sbresmal

anat B g cdassblam

ol wraw coed lut grnecalng o kel o altsoed e s
wus uplsitid b bngensty Pathsa Anabis () i
ware lagEmii i, B W SR e
idetilicatin of Febcvain altered gene mirwsalia | B sl
walr aaghs dlidnbicad woee Geling s g the
WA il al sl anl genes setwerh swpe sl il sl
number ol moks ules 5 Ingenuily knosdedgs lNas The
mswnrk wine & e negaine logenthm ol p-vajue, which
prilleiks the profainits ol Gndmeg e ous o ules s
giem netwarh by pandbon charee. U wdeiitilied nelwad.
i Mol preicilesd s gragh releaiing the medeculer
ietatinisburi betsers grin piedots. The vis dats bas
heen deposied @ Gane Eapeession Omnibas iGE0
dataliise unilsn wmee

sirn wurrdhs CAF 1891
Comtier A Bmanbogy Anmilation (GO} deishass b
wrcm b LA v e foor mnnmiadiig, e ey
wal pocsses ofl prries ookl by i
g s wllered el shoted i ras

vl WD databidar of th Salissisd Conler b Brotsbned
ugy lnbormainm (WU B Bllg) weownubi b

Thig=anstine ima- 1 ATITH
M- o W] PR o pesrinarmisnd me comibran pagpressss
lirveds, ol wnprvsstam data b seltisl ransiopls. Bevens

Wb (versis 0400
sk el e e lama fam he W0OH] dabiliase
Fur peal-uime UL snalvais, Powar SYBE Green PR

Anexos

164



B B e e L,
B ot TR L R B

Bage o 1}

— A
et isteiteal los abtdates I8 D008 cela
WY S Fid S TR A e TOAT A PETCTTT
GLEW aqfild . nagng tigogiithg | g cHagnue spct gl
Wi T AT T L A oAkl AT Tl T ik T TR
et i Y i W e R i ek
Ay ST OL AR L | STRALT 1L TR, LA T LR A8 1 |
Wbl el R L Vi g
Ll PR el Wil W -0 Vil 3 T Tl ST et T8
B el A rmmaag T Em " dE rTREgaaTEagel
Bares it b kgl moimos i
e L G T T i R T Bl PR AL G DBl A 1T
LR W R Pl & T AT AT RS PO TTTEC AT
abpans A i § AR A AR T PRGN LTI A
TNC raritied NV T . e A TS TV RAGTE G ARG AL |
W ke W T ]l i Vil T ARBIE e Sl e aeiaa AT
Endommm g
- I e e VL ok el | AL T T TORASATET |
Wt % LA Beivaiosin wi sed aiebling W gRiee capiession lighibare of &I AR, Sgnilaies

e sl 6 el i e e R el e

s @i 8 "Bl R Tiems PUH Seoems (Agapliodd Riwis:
tewmsni B @l cvwkes Esch samsple masssremand ws -

where GAET @ the O vabee dilference o sl potiem
wermnatiand by e average O dilerss of sples v
vty e b 1 | bl 431

Reiults
Proien-iding and ror-sing CERary srErEaien
‘prliie m ChEE - clin

VB el obpanal lswm 8 pmienie wilk MIB-EARN
imak, 14 Tahle 1] were rmmpeavd willi CTEHC pells of
baalivhy imlividusis custam-tisigned  onbaneed

wns gy anbreenss simids o B3 A an des ribed b
the Beligibsoii I ordct i frdine e ol of ilivedeal
oy fhas puosveding e wleetin ofnm of @ b

Kiigiluaha ol Wi tisaid s AN MY g g copalanied willi s
patipm e - s o valilalm (48] & wotsld ol 206
siggmilbsrbu ig-vakes « 181 dilformnially copressel
scampes bestmren DS LARS pabients aml el ol
wiluaby wein ddeililied (Fauee 10 1M dewe

soripls el peevieusly desribend o altered (0 WIER
LU

Ingemity Pallvaays Acalysis (141 wss sl o deni

Anexos

165



[ T S [ P

COR L =1

AIIEERLRIEERERSRR AR R EARE

i
R
L]

SEERRARER RSN RESRRRRE

ssaddededanannnnaaddaddlasad
peebbet e henntbarenn ey

(U
segsisdiefobsrsabuiaaiabonis

Anexos

166



Figgani i 1 Viblamrbia iy migm mei sl b drras gl

TR D TR

L LB ERE T

WO FERL peraaiL and ramtty Fgmioaan

AP REEEI

aille g

1E 2
bodig ¥
PR 1E EfRTAE E i
ann{ e weapp [ haimeg
il-lims BV PR HNA

L HER

- AN plis wn J-B Lalils B s

chamgs e

WalT LEE

#ini-Canding @l ncANA DesE i @ o sl peali s o
aberemul o mis
Strumal cells obtsmed frmm thees 8PS HARS palicm

o, -8 labide I weir oomipuied il oy

healik rler id isiing Tha sars 1l
piberwd vl rain oo e ulig o i
vaime aikdipse LR il i e ror
ninbl vty & alulgisen alamiieed 1) egrilaanily b calie
i el iy vags e irhiee I e epiakilied
v e griaiead i s ol inlls of KECHS-HARS
paiirmiini L Figure & Seddai ahii e
B D b e e || dmbe 5
- ¥ L
LT 1k Faoi
e Tarre sl
Vel Fasl e

Lil i ssgnaisme supe

m &RLIS- HAED

ral bavkgu s

i bt pan i I . LN gl i

twewn RS- HAHS

auhl Chang 3
v i sl prad el leavr el o walislaizon
awrualys: alarndilanal fag gniluauiy mushnd gene

ViR | Al Eile 21 The il sig

Dscussinm

anmripel @upe
i T if WS BARS pui
haaithy ssdividuads %o berem celslsled The «

skl bl @ met ol dclgreil Chiim Dipls By il tiime W S |

o e AT M4 EY mataaits. Foscwed Tidlan i i Friadeg
e w g BN s A e
pari 6l il
wel ik o thas an

Anexos

167



B bl 0§

by, s, Tewnods Tun, by Jneas, T e
JswLm

Lasen T apunmasr

Laner, onasad boeey TIoan Lne, Joavey, fosar, LRcme LR
st T

Ly Lmase Lo
LT s

bomar, sonnn g Timei fassie, e Troisii s, Tobora

g e ey
Lo, Tora Joserr Toas Leew
Tanar fow, pinwm ¥ v

Lamrgr Lomwnan, Vo, Lorng il |aiwaenn Jereenss iy Lwer
Toows Tonew Twcwan Tuicoan dwrrsas T Larmes T
Jmasn, Toomen Vi S Lrmon Fousvrminr
beuen, T T sy

Ly Ladwe, Laswi, Lakr. Lorees Lawer L, L, T Taasey,
loraoerin Taooss Tossar Tomsns jrooar, Tasas Lus Linee
Lpwrin Ly

ey T amenra btteen T ey Lot Throoanr, JFiEE b i

Taspsan i baspe Taree sarwin Tapoer, Lasr Lagsackd g
L rasr, Lo it | ibeiin Toimmiie, oo Joaes, Tosce, Tomm
burrni, T oomie Toguer Jorrins DB Lineein L, TRiDs.
Trararors Lo, ceammi Tauma ¥ osiiein Joden Tiena Lowai
Lotimarn s, Jaw, Laivialy Jaecie, LA |, SPLSE Lasiel JSAERANE
Lstrae Larmary, & mazie Looeas T ek, 4 riewd Juper T
ity B i

ST I T T ——

PP S

U e syl vl o MEFCEAES putiosts (A
niaad fike 20

rell gy kmman in he sreeeedy g led o BIEE by the
vompmmmen v i i peemeiels imuh [§6] e

AT s harmiver sl by s st el ey
amsver kel with cvinpee, bading o seeere merhudily o
silililissn s liwrvased visk ol leibemia imnsirmaiion
(8] The wams slage of G034 progestor colls i
i b jpiveress of S amd ranslormoiee = AL we
will th desgte Bone matiew Hicreess rovenei ol
drs an ergilite wll crmcial pemmiiEen el
G, el pnd (b dinamis vl spepraes o
iyl peogenines (47, sl OO0 jiegeniiong

1ot il ity rrmbially eapreseed Dramscnge in MIE ILAEY
sliamiad o ella siggrnls thal Dhidar rrane ips ookl cise
b des iraisidanin 0700 " s slls
Pulhiys shabvis of e sl ol prelsio cding e
soripts wheerd i CT08 oells o WIS AARS juseivs
peweabeld an engitanl gene etk colased 10 e
tharase BLNE Cins CRTE el
i Fa FLTL LY, MPTE and FRRRT e seguls-
v i WETS A RN ol gerees erlased po vhe B ool secemion

Anexos

168



“Il-'lﬁ-_llﬂﬂ.l-
PR

¥

T 1 T

P 1B 1D

B T b -

Rl

Figmarn 3 mu—um“ﬂ-“m o i il a1 b S

LIPFITE T F O TTH T TR LT LT
wribacy Dndinedl sadame prg e 5ol 6 o o
T T T L T
LT wln =i b e b e e
o ] ] B | VSR

= afgy T ik

fual™
B ey E—— g L

s hgpemni @ P

BEL | PR T

ugnaieg peiinewy werw sl oo el (A2 N
r.m.-lrm'n—l.-l—_—-d-—i-—
wrvohd B lymphocyia devel tha
hpﬁ“-ﬁ-ﬂﬂ-ﬂ.h“-ldh
A dekein |69

e ahnnrmal vapression o genis smomling o fem
ibraad i s brom el aloliein s been cha
ackon jiesd on NV AKS [T 0] The presend shudy bl

NPT N TR T TN TR T PR

AT § LT T TR FRETeeT?

FrEEn R vl E S e g ol @
Ipagiy poll-abi® TEee 00 plis ARE T wrrhisi o Fpssgal rmsaimi
P (gl rn pd el s O e ol Ve e ikl d S eshille

A liflsveni o BNA rensigms with slversl @ apresion
e L TR ol vul WDV BAKES pailiord s froew ges b nl
u-:h—lu-i-,--—mm.‘m—l!ﬂ!-ﬂn

slow hunudrial projen coding snscrpis In
-ﬁ—.;mﬁu-ﬁpﬂmhh#ﬁh
wl bin raepeEies QR0 N7 ban e e vibesl in 00
vells of pananss BALYS- B AR, muliaing P o AN 8
bl sl L vairivee 0 sl mses honerial sroa

Anexos

169



[ AR TR e o PR T T
R e B N AR L S o]

Sy
B l'- - - kT
RN W P rEE R o
= s s e
=i T b ol e

Figuarw A i mi oy 1=

wamelamg 41 b by e ielaied e s
[ 1] pabbsay arnil le=rim cralliaiiiog 1Py
and AT, prpen livaly ), wvew donan ragalaiosd i LTS
BARS CTWA el These dillerenislly copresedl grmes
wruid be relsiod o U oun ecoemubsien cheseseed
i bremedeis ol BAKS pofivnd L

 bowr o ey opcBainisis il oy deeiy o bepeocliuln
i dil peripberdl binsl O ogeviiis Gl palicels il
eiwly wlage NI i e g 006 il (1 Pedae b e lieaia oil
hempinpossin oells [31] The bighe espossiom ol Fas
Fasl. spalem fmuml in MOS8 plass & rede o oo ing RS
e marnre sgupiaras anal werks wobaih an asjsenne

| u anldl} vl

P 11 sl i

R

.

Lo TR R e BT T PR R BTN R P PR T
WY AR bl by gl ey T

gencus anil haghly copreasd @ everal e culls
V1] it rroeiilly Bereds deepiviviiad i el Ban Tor i bidijnii
vant depErmananl of bubeme  oels snemiedy e b
medigiod spiaplosis sagnal (VY Deidwimses, Ssmald
has slrvarly been deva il o0l idbeongh Efferemi aig
naog patbreays do ounind ses el pegenioe call mepd
sloh sciivaling Bk 1L o apopives proooss dvebing
pAEMAPE |3h| bwrprisiiig. WEASA A n prrsonl s both
atleciod asrarecks of ST BAES ool oells oee b
vissnsl (Hr I, waggesisng paeragation of this gene 0

Taurid  wi

paiaciime | b vell wmi|  codl
paitrtti (51 Vi pvsiein ctispded by WAL LA 1Clan 3
wmapherinst, s wocied gl al Uhe e TR

fammmiby il (i gasmial FUTEFITENTI EEETT P L] PR I

il whviparnyaliibey ippplasted i e sl atiss il

hemalagiiien o ells deslopmani sl apspius o SR
[TFRE |

The msow ondivig  oapeeesion  pieldies of ClE4 ami
wtavitinl cells ol WD WARS wire dearly disliid Sl

Tahie 5 neARA G drtsesmnlly papess el m prremal cedly of BEFS RARD paisenis o romgaraan te healisy indeadgals

e iy Leisi D aolA Prels Pesbs  Typs Orisation i petes gl Feis Chargs

i § sy gias Nirgrgd e praise ning gess

W PRAAERaE iR VO AN

LR B P VB P, I drhwa e LE i
L o ol iy * ey L Ll Bkl el A 1
PR B chei | Faibd e Pl T L o el iy

D D T T T T R ——

wwril mrebea oslengojeee o8 P lnceede
o e P LR B b @ T Sl e L e sl d PP

Anexos

170



“Il-'lﬁ-_llﬂﬂ.l-
i LR R

P 11 1B

 Figpars A Slost srrhadd e sefy of p it costiog qeres #h sferd sepreien mirmaivels o

Pl TR F R T R L R PR R - R BB R O R O T S PRAAEL AP SRR B e - PR

@ e g e by i T
i Fli W el ab 99 P e AR A
o ] i, eapd il e e o b

1 L

tharas ol from TG e sommal el ol baality
smiinude. erprssniing K% sl 350% o e dulal -

I g Py kil ey e P e i e R

VR WS yhe dF 0] Fas,

sy P g ) (g vy Bl cw o e st g o o iy o A R o ey

i Ll PR [ TE T L T

m-nn—i-#—-lhﬂ—mh

ol dilleseimially coprevend genes im U036 sl ool
wrbls vl Bl - AR pailivwd s, sriprobively U iipeenif ee)-
denis o the iologiial rede played by o ERA have
et sl e by i D pthed rum et
il grasube cobogeny BLAF has been sheswm i
mruhv mn aENA eap d dduring IL 5 i

I ekt i s TR aslls wf NIDG
I..l.l! puticnts hn whah thire wes o smmliajses
ihangr th chgnosesis ul W gEoteih coding geas w b
oo pespieining hicus, fov 7 ol e bl tbe pRNA o
ther i sbeqii Coulling e seie shiibiltaneials dnsi rege
bl b BATPS-HARS 4 werr ap-regulabeld sl i
thlwmﬁmr—-ﬁl“ﬁ-

el Bion @ ke eegulate SUEP griiic protees sl
L mRA levs 158

lang e woms v regaduivd Foepre s ol
I wiggest that s wirmmn e Ehds mov =8 apen
o regilaery listors. medidsting the sl andier

Anexos

171



A i i Pl Rl
e

ol i WP e b O e A i iledaeil Sl
i e PSS T CYE T L Sap—y gy =
La b osbes e viaves pule sl lormrnes sirpped ool
Wl el b 1 ] o Vi b ik Pl i lwd i i
e R e T T R e [T T PR TIE i SR T
[ s T L T P R S R LT R L T L S T
= rmeierk

sy of e correspoisieg ol codes B
i, o even dieeotly afecting the bevels andes the
spbciig, ol phobeia-oieliig iseborei (27 59 W el 2
ahemil geaes ol the pibdear cereptar saamils & graap A
INERA T ¢ NEA T kmoas o e lrvesdvol i Tl agope
ey hran dwvebnpmeni snd o ular dawease [l anil
bth shanerd 3 omulianesss ap- egelsion o dw s
e vanbing and the neBbA bmm the s loces i bS
BN g gestong i thaer nel N As cuubd be uvebesd
the coibined ol protei codling caproainn of this geo G
iy WA EARS et

T i i insrona sefha ey i iy
onpraed o CTVEC and shmmal cells sy sl Jighy
e e il ped budly undeniisl mokuskn mechamems
wraboad e the beierageney of ovsbodyodalic o
dromey anad wigdest el e BSA may play o rele dusing
dreramr developarcnl Uhmstierslen of thosr nolbA
T gy ned crmptiaar e eier gadepsandusg -d
MV RARE, ur peen desnds e devslupment of b
markers and chrvppsnii ) grés

Additional matenal

iwm“

e m i e i & Sy

g 1l 1

 laibind s | T g by
”m-m
iliunl, chalad uw B malws 0 o ocesiand
| i Sy b

I 1 T s e T B e B T BT

B oy s

At o s

Pl e br e s em rresE e et e S e e e b s B
pars (B perermme rp gy, Sdigs 0E e srly 1 eomgen i
rrmeris FHL o § 00 o€ He rewech WL S LW i
P o e B mEbRh e R S ApreEl e e
CE

W ey U e T TS s gy no o g sweee rices
FUPLE A L s S T D P T e
e P e i S e ey e e L Ry s
it L F e e b e PR el C o o esa | Dy
S s e g o R

dgrmp Cmnagi

" lmparrery reprey M e St o Verirel s P e
i i e | e e § B

el e R T PR 8 LTS G Rl e

Fmden P W bk o] e

e

Poraba e £ Sacaptad (8 e B00D
Frdiiduail 1% by SN0

Lt L]
PHA e e ) eEREe b il e ——

of Py, peTEEE— oo 0 8 BE =

& i remed e S ngEre——— mer =
R s S P LT ]
PRI ey Cp e P e i e e
Wl 1 T - SRR
a gty F | e b, sy § ey
‘it | Parelrie e i

fany s ey

g e o
[ IEE

§ Frmibgr d Bhpen & M prbee et Sl Lo damed Te
Qe lally a8 ol bl o T iy ikt
L R T e
Valmui b sy W o v i b, by (ol B, i
Carnpla | Wby = v g b

prevess i CTidd=
iy hens ke ] e ml ek T e A e e s
. o o Tl

§ P el ey e e Hoeoe T Sprepe i i gl

B N e e ]

L i e S E T |

B kmrny Jpeg oy bessgimes b osbirnm 0 dapaeayi 8 rEeEee o ki
TRE e 1 e i mg by sk of (01 bl s
plritn o b bl el e T it Ly e
e ey, o 00 b G

C Hwe - e ek B i P et
i et e Fa Rt T e
[ G T

Lawnied 18 Alew v om0 Bk b BB e b
a

- e e— o i
m B g VHE FFS S

Jaeea 11T Tl

Anexos

172



B W A e S, LB
DT e B T s G R T

x E

Tt sty W e (T 6 i i = ey s
BT L PR e o e d ey o
L]
' A b
ffrms k - gy s 5
Crners tl i s e o b srr———
TR R ST ST e R S e
T A

Brwn | g 88 Laag i ragrae 1
bt s iy sl L g md [lspride 7 Bppeg @ & 6
oo e -
Sy JL1 AN 2R
i

i —p
Tt e midh "o oam g0
A Rawr W

iy e #E 1 & T e ey ey
—--:ih—n-u-nhd i ks
° TER T

e i8R
it S, W e ol SV, a0
dmgihi. E " rag

[T O TR TR ]
By i g R v e R
B ol N TRRTT 1
R T

e

athe
rreen r —

PRSP ————y

T et TN S A
e A deare e W Ranven | Ry

P S

Bt B ehaiibal 1) 1omscsa 1o iminas i e iy MR -aasl
Vgl e e P T T

R ]

w1 g |

g vt bl

(A P S L L e (P
[EE T

Bikn i lahel ba wmiien AL i . Ly
B ks by st A e 1 i o p—

il . i weeey v b e

Tl 1 e | TaEm T (e aE A s e | PR S e

L] e o eadeage 5 K el apes g
b - Fa e

P T )

- Fpge TR U b ey bl e Ve L e b

(it L, e, ot S e ) o o el
L T g hie L
HI—-H.HI'IH-'IHE

iy b wwpbee o repeewi 1 lusd Al Cbeie b syl
i § Hgeew - el |0

Wl -
TR ey R e e T ere——y
FrTaEr

el oem il b
s W R e

Nurme S e 3R

T

Sl ey i (o ST
L TR

] D e e dgve el e T nan e s oA Peena
ooy Fy e WL fltsveer @0y
i s - e i ST T ARG
G rmmnom L i e p—— e sy
Pl gk (S g dhe [ (b lmba 07 ) S
ddepnik F L e i
g hampy | Pl & lbpns B Foss e B Fele ) maen
b | i e | e brend B e b i gl

i e W, il
EUELE

Rl | s L
A s 7 el

t---ll---h:‘ ool R
it e el CE T P . B e R T T R LR B e i R
Eadam | Caaly N [t o B | Mty B b Comae bbb VO e i gt ki
s P Lasge E] £h 1 - Il
L e P R [N
My 1] Srmid! P oo s Do dwrss I M el 00 Sesan W el 8, R, | Wy W, M, i®
vy e s ] I ik el
ammbmers ] by s onn ey B e S L T T pulew o g et
i i b il p R e el e il o] I W L
L R CRETE T e g A capm b el ———
[ mmier b it T8 Rigeaiioey 7 Sy U8, By R T T e T E
B alfrin & e el 8 ey Wless &) = o ol e feay e et d)
gy o e pir ey e W LEmiEl g O L Do B i) B vy
it [ 1w [] pasii fsideppieml s
B LR TR L
oo B Ceshage i Sy S cpmg e gy W o s A e [ECE oI
Brmiarr g e s ey mee o wides B A Egadic 0P e
o e il ey o S A N
yregmis & T L primgee S by o— L1l vy Sk L Hrpe . Farewi & il e .

Wumie P Bamby e vl rpy i B i
R TR

im ey e vl

B e b | e ] T

[T T T N R 0 S N e S T P
e g et STE ] g g

T b b ke B B (R e
[t

W GO g | Mddne el s e | el 8 JaH
s J L

e
g e Al s
By T ot M L B s D Peagpher B beessdy G Forde
Chb s o R b af fray g ey e sy
L

Ll

v g, v 6 Jlledia e
P T ke 1B aiet § Db el 0 Gl W
g e F e L ey S

Prmw B e o el e i i el

r—w-—-—-l—m"
Lo

T e R L

el ombed e Gy dlieremmarmes Fanm 14 pershae

| el g ) ¢ Sy A Cmem s s & kel
e, e P - e

.
Bl P R ] b
Fiidgi e o Vi | it 0 Vit i | Poiladiel

Fairaa Lo of fe -
LT RE TR T B ]
Brumgren |, | o gl el
Ry T THE
oW e 1 | emsam gt s bew
e s g R e

Anexos

173



B B U e S L g 15 0N
B et T L L S S

B S L] N T o L T e P e e

Lot & Savaphenil sghEieg e ek
D L L T T

LLLE L ]
i e D e s Eerreer (L wine W e e n men

U iman B bk | S 6 s T e v | il

daiaiall ol b =l
ey e g —— o W6 B
E g 8 e Tayer O ) el O Db & Biting
S e A sy B8 fdea 0 TR e
Sy

(L TR
B e Ll . . e L]
Ry payr——— e o e e e

A
na By Ui e T ow s
e JIF F ] A DIERE

P kb ey

S piT e brern e TEY e o b s et e
B . o ST YTTITIRNN B LY FYTS AT

[RERRLLRES LR AL R

I TR B T T i

vty . o g e i f S g o e i e b
ol ]

¢ T e
B

e L R T T
= et saeaih o Forly s ek B ndedy Smias

i DO O | T

Anexos
174



	DEDICATÓRIA
	Parecer do Comitê de Ética
	Artigo aceito para publicação


