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RESUMO

Durante o desenvolvimento ontogenético, ocorrem alteragbes na expressdo dos genes das
globinas, caracterizando o switching de hemoglobina. Apds o nascimento h& o silenciamento do
gene da globina y concomitante a ativagdo do gene da globina B. Todavia, algumas delecoes
génicas no grupamento dos genes das globinas e algumas mutagdes de ponto no promotor do
gene da globina y sdo responsaveis pela expressao continuada do gene da globina v, resultando
em niveis elevados de hemoglobina fetal (HbF) na vida adulta, caracterizando, respectivamente,
a Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal delecional e a ndo delecional (ndPHHF). A
mutacado de ponto C>G na posicdo —195 do promotor do gene da globina yA caracteriza a
ndPHHF tipo Brasileira (hdPHHF-B), com aumento nos niveis de HbF entre 6% e 16%. Todavia,
o mecanismo molecular responsavel pela reativacdo do gene da globina yA na ndPHHF-B néao
esta elucidado. Estudos anteriores demonstraram que na ndPHHF tipo Brasileira (-195) a
elevacao nos niveis de HbF nao é mediada pelo aumento na afinidade com o fator de transcricao
SP1, como ocorre na ndPHHF-B tipo Inglesa (—198). Na tentativa de compreender o0 mecanismo
responsavel pelo fenétipo de ndPHHF-B, buscamos identificar outros fatores de transcricao
envolvidos na reativagdo do gene da globina y* nessa ndPHHF-B. Os resultados obtidos através
de ensaios de Array DNA—proteina, EMSA e ChIP mostraram uma alterag@o na interag@o de dois
fatores de transcricdo: NF-E1/YY1 e PAX1. A mutacdo —195 C>G abole o sitio de ligacdo para o
NF-E1/YY1 e aumenta a interacdo do PAX1, um ativador da transcricdo, com o promotor do
gene da globina y*, possivelmente levando a reativacdo desse gene. Também investigamos o
possivel envolvimento de outros genes que poderiam estar relacionados a manutencdo dos
niveis elevados de HbF, construindo Bibliotecas Subtrativas Supressivas para identificar
transcritos diferencialmente expressos em reticuldcitos de portadores de ndPHHF-B. Os
resultados apontam para uma possivel participagdo do gene MIER1 no switching da
hemoglobina fetal para a adulta, uma vez que esse gene, responsavel pelo remodelamento de
cromatina e consequente silenciamento génico, apresentou expressao diminuida em portadores
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de ndPHHF-B. Identificamos ainda outro gene, o KLF1, com expressdo diminuida nesses
individuos, 0 que pode favorecer a interacdo entre o gene da globina v* e o LCR. Nossos
resultados fornecem a primeira evidéncia in vitro do provavel mecanismo molecular envolvido na

reativagdo do gene da globina y" na ndPHHF tipo Brasileira.

Palavras Chave: Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal, Regulacdo Génica, Fatores de

Transcricao, Switching de Hemoglobina
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ABSTRACT

Hemoglobin switching occurs after birth resulting in a decrease in gamma globin gene
expression. Although, some single point mutation in this gene are able to maintain its expression
during adult life, leading to increased production of fetal hemoglobin (HbF) which characterize the
non deletion Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (ndHPFH). Among these, the Brazilian
type of ndHPFH corresponds to the C>G substitution at the —195 position of the A gamma globin
gene. However, the molecular mechanism responsible for this phenotype still unclear. In contrast
to the British ndHPFH type (-198), where the mechanism responsible for the increase of HbF
levels is mediated by the raising in the affinity for the SP1 transcription factor, the Brazilian
ndHPFH mutation does not affect Sp1 binding. In order to elucidate this mechanism, we tried to
identify others transcription factors involved in the reactivation of the A gamma globin gene in the
Brazilian ndHPFH. Alterations in the binding of two transcription factors were identified by DNA-
protein Array, EMSA and ChIP: NF-E1/YY1 and PAX-1. Our results suggest that the —195C—G in
the A gamma globin promoter may abrogate NF-E1/YY1 binding and increase PAX-1 binding in
this DNA region, probably resulting in the reactivation of this gene. We also investigate others
genes that may be involved in hemoglobin switching and/or maintenance of elevated HbF levels
in Brazilian ndHPHF using Suppression Subtractive Hybridization Library to identify transcripts
that are differentially expressed in reticulocytes of ndHPFH Brazilian subjects. MIER1 expression
was found to be decreased in Brazilian ndHPFH reticulocytes, compared to controls. The MIER1
gene is able to chromatin-remodeling leading to the formation of heterochromatin and,
consequently, silencing genes. This MIER1 may be an important gene in gamma to beta globin
gene switching, where it could help in the maintenance of a closed chromatin structure in the
gamma globin gene in individuals with low HbF levels. Another gene identified was KLF1 which
expression was decreased in Brazilian HPFH and favors the interaction between the A gamma
globin gene and the LCR. These results provide the first in vitro evidence for the possibly

molecular mechanism of reactivation of the A gamma globin gene in Brazilian nHPFH.
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1 — Genes das Globinas e Hemoglobinas

A hemoglobina humana é o principal componente das hemacias, correspondendo a
aproximadamente 90% do peso da célula. Essa proteina € uma molécula tetramérica composta por
quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas do tipo alfa (o) e duas do tipo beta (B) (Bunn & Forget,
1986). Cada cadeia possui um grupo prostético heme com um ion ferro em seu centro, o qual se
liga reversivel e ndo covalentemente a uma molécula de oxigénio, desempenhando a fungéo de
transporte de oxigénio e de gas carbonico, aos tecidos (Perutz, 1983). E uma proteina alostérica,
pois a ligagao e liberacdo do oxigénio sdo reguladas por mudang¢as na sua estrutura, decorrentes
da ligacao do oxigénio ao grupo prostético heme (Nussbaum et al., 2004).

Os genes, que expressam as cadeias o e B, estdo localizados em dois grupamentos
cromossémicos diferentes. O grupamento o esta situado no brago curto do cromossomo 16 e
codifica as cadeias zeta ({) e alfa (oy € ap, que nado apresentam diferencas em sua regido
codificante). O grupamento B esta localizado no brago curto do cromossomo 11 e codifica as
cadeias épsilon (g), gama (yA e yG, com diferenca em apenas um aminoacido na posicdo 136,
alanina e glicina, respectivamente), delta (5) e beta (B). A expressao dos genes do grupamento B é
controlada por uma regido denominada Locus Control Region (LCR) que atua adaptando-se ao
promotor de cada um dos genes, em periodos especificos do desenvolvimento, levando a
formacao de cada um dos tipos de hemoglobinas (Stamatoyannopoulos e Grosveld, 2001).

Durante o periodo de desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem alteracbes na
expressao dos genes responsaveis pelos diferentes tipos de hemoglobinas (Dzierzak, 2001). No
periodo embrionario, os genes { e ¢ sdo transcritos e seus respectivos polipeptidios formam a
hemoglobina do tipo Gower | ({2e5) (Hecht et al., 1966). Por volta da décima semana de gestacgéo,
0 gene que expressa o polipeptidio da globina o passa a ser transcrito abundantemente, é
expresso durante toda a vida e ocorre a formagao da hemoglobina Gower Il (ope,). Além dessas,
no periodo embrionario ha a producao da hemoglobina Portland ({oy2), uma vez que o gene da
globina y também comeca a ser expresso (Gale et al., 1979; Randhawa et al., 1984). Na fase fetal,
ha a predominancia da expressao do gene da globina y, levando a formagao da hemoglobina fetal
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(HbF; asy2) composta por 75% de cadeias yG e 25% de cadeias yA. Na fase adulta, a expressao do
gene da globina B é abundante e as hemoglobinas dos tipos A (HbA; asBs) e Ax (HbA; ads)
passam a ser formadas. Em individuos adultos, a HbA é predominante, correspondendo a mais de
95% do total de hemoglobina, enquanto que a HbA, se mantem em niveis inferiores a 3,5% e a
HbF é produzida em niveis inferiores a 1% (Bunn & Forget, 1986; Stamatoyannopoulos & Grosveld
2001).

No ser humano ocorrem dois switching de hemoglobina, que correspondem a inativagéo de
um gene simultaneamente a ativagdo de outro (figura 1). O primeiro switching ocorre por volta da
62 semana de gestacéo, quando ha a diminuigcdo na expressao do gene da globina & concomitante
ao aumento da expressédo do gene da globina y. O principal switching ocorre apds o nascimento,
com a diminuicdo da expressdo do gene da globina y e 0 aumento da expressao do gene da
globina B, levando a diminuicao progressiva da produgcao de HbF e ao aumento da produgdo de
HbA (Amoyal & Fibach, 2007). Esse fato esta relacionado a uma afinidade aumentada da HbF pela
molécula de oxigénio em relacdo a HbA, favorecendo a entrega de oxigénio para o feto através da

circulagao placentaria (Hofmann et al., 1995).

Yolk sac Liver Spleen Bone marrow

|
— =

100

604

Globin Synthesis (%)

204

0 3 6 9 12 Infancy

Figura 1: Expressdo dos genes das globinas. Durante o desenvolvimento ontogenético ocorre
switching dos genes das globinas, levando a producdo de diferentes hemoglobinas (Sankaran et
al., 2010).
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2 — Regulacao dos genes das globinas

A regulacdo dos genes das globinas localizados no grupamento da globina B envolve a
interacdo entre elementos regulatorios cis, que correspondem as sequéncias localizadas dentro, ao
redor ou distantes dos genes, tais como promotores, acentuadores e silenciadores, e fatores de

transcricdo (Bank 2006).

A. Elementos Regulatorios cis

Promotores

As regidbes promotoras ficam a montante do inicio do sitio de transcrigdo e séo
fundamentais para o direcionamento correto da transcricdo dos genes, uma vez que possuem sitio
de ligagcao para a RNA polimerase e proteinas regulatérias. Os promotores dos genes das globinas
g, v, 6 e B diferem entre si na presenga de sitios distintos para a ligacdo de proteinas regulatérias,
resultando na diferenca de expressdo desses genes durante os estagios de desenvolvimento

(Forget, 2001).

Acentuadores ou Enhancers

Acentuadores sdo regides capazes de aumentar os niveis de transcricio de um
determinado gene, de modo tecido especifico, independentemente da orientacdo, posicdo ou
distdncia em relagcao ao gene. Os acentuadores estdo presentes tanto no grupamento «, a-major
regulatory element (HS-40), quanto no B, Locus Control Region (LCR).

O LCR esta localizado a montante do grupamento B e consiste de 5 sitios hipersensiveis a
enzima DNAsel. Durante as etapas de ativacdo génica sequencial em linhagem eritroide, fatores
especificos ligam-se ao LCR concomitantemente a ligagcdo de complexos pré-transcricionais ao
promotor do gene que serd expresso naquela fase de desenvolvimento. A ativacdo da transcrigéo
ocorre quando ha o contato direto entre os fatores ligados ao LCR e os complexos pré-

transcricionais ligados ao promotor, com consequente formacao de algas (/looping). Dessa forma, o
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LCR adapta-se ao promotor de cada um dos genes, em periodos especificos: globina & no

embrionario, globina y no fetal e globina B no adulto (Spector & Gasser, 2003).

Silenciadores

Elementos silenciadores sao regides do DNA, nos quais se ligam proteinas repressoras da
transcricdo, diminuindo a expressdo dos promotores génicos. No promotor distal do gene da
globina ¢ existe uma regido silenciadora que controla a repressdo autbnoma desses gene nos
estagios de desenvolvimento fetal e adulto (Raich et al, 1992). As sequéncias localizadas entre os

genes das globinas yA e & podem ter efeito silenciador.

B. Fatores de Transcricao

Os fatores de transcricao sao proteinas que interagem tanto com os elementos regulatorios
cis quanto entre si, formando uma rede de interacoes DNA-proteina e proteina-proteina e, dessa
forma, podem atuar diretamente na maquinaria transcricional, interagindo com uma determinada
regidao do DNA, ou indiretamente através de modificagbes na estrutura da cromatina, tais como
acetilacdo e desacetilacdo de histonas, que irdo promover a abertura ou o fechamento dessas

regides do DNA, promovendo ou silenciando a transcrigdo génica (Bank 2006).

3 — Alteracoes das hemoglobinas

Os disturbios das hemoglobinas podem ser classificados em quatro grupos: (1) alteragdes
estruturais, sendo a hemoglobina S (HbS) a mais importante e freqiiente; (2) alteragcdes no ritmo de
sintese (redugcdo ou supressdo) das cadeias da globina B, conhecidas como sindromes
talassémicas; (3) anomalias no padrdo de desenvolvimento ontogenético normal, como a
persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal; e (4) algumas alteragbées adquiridas na produgao de

hemoglobina (Bradley & Ranney, 1973; Weatherall, 1977; Weatherall & Clegg, 1979).
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A. Anemia Falciforme

A anemia falciforme é caracterizada por uma mutagado de ponto no cdédon 6 da globina 8
onde uma Adenina (A) é substituida por uma Timina (T) resultando na substituicdo do Acido
Glutamico pela Valina (Glu —»Val) e consequente produgao da hemoglobina S (Nagel e Platt,
2001). A hemoglobina S é sollvel em seu estado oxigenado. Porém, quando ha desoxigenacao
nos tecidos torna-se relativamente insollvel e agrega-se em polimeros. Este fendmeno é reversivel
quando a molécula é novamente oxigenada. Todavia, apds alguns ciclos de oxigenagao e
desoxigenagdo, a membrana do eritrécito se deforma, torna-se rigida e assume o formato de foice.
A polimerizagédo intracelular da HbS desoxigenada € um fator fundamental no processo

fisiopatoldgico e nas manifestacdes clinicas da anemia falciforme (Ferrone 2004; Ballas, 2001).

B. Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF)

PHHF corresponde a um grupo heterogéneo de alteragbes genéticas, decorrente de uma
falha no switching de hemoglobina durante o periodo pés-natal levando a expressao continuada do
gene da globina y na vida adulta, com consequente aumento na sintese de cadeias da globina y e
nos niveis de HbF (Forget, 1998; Wood et al., 2001). Esse disturbio genético ndo esta associado a
outras manifestacdbes hematolégicas nem a variagdes na morfologia dos eritrocitos
(Stamatoyannopoulo & Grosveld, 2001). O aumento nos niveis de HbF é considerado um
modulador fenotipico da anemia falciforme e da talassemia beta, hemoglobinopatias que afetam
milhdes de pessoas em todo o mundo (Wilber et al., 2011).

Do ponto de vista molecular, essa alteracdo pode ser caracterizada por extensas delecdes
no grupamento B, PHHF delecional (dPHHF) (Calzolari et al., 1999; Feingold & Forget, 1989;
Arcasoy et al,, 1997), ou por mutagdes de ponto na regido promotora de ambos 0s genes da
globina y, PHHF nao delecional (ndPHHF) (Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001; Bacolla et al.,
1995). Outro tipo de PHHF, sem a presen¢a de mutagéo de ponto ou de rearranjo cromossomal, foi

identificada em 2 individuos de uma mesma familia, que apresentavam 20% e 24% de HbF, sendo
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67% de cadeias v*/ (y* + v%). A hipétese é que essa PHHF esta relacionada & expressdo anormal

de fatores de transcricao, responsaveis pelo silenciamento do gene da globina y (Ma et al., 2007).

B.1 — PHHF Delecional (dPHHF)

A PHHF delecional estd associada a delegées nas sequéncias de DNA no grupamento da
globina 3, com preservagao do gene da globina y e consequente aumento, na maioria dos casos,
de ambas as cadeias 7" e v. Os individuos heterozigotos para a PHHF delecional apresentam
20% a 30% de HbF do total de hemoglobina celular, com distribuicdo homogénea (pancelular) nos
eritrocitos (Arcasoy et al., 1997; Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001).

O mecanismo responsavel pelo aumento dos niveis de HbF devido as delegbes
observadas na dPHHF nao esta totalmente elucidado. Algumas hipéteses foram propostas para
explicar a expressao continuada do gene da globina y nessa alteracdo genética: (1) remocao de
regidbes competitivas dos genes das globinas 6 e B que favoreceriam, em condi¢gdes normais, a
interacdo com o LCR (Townes & Behringer, 1990); (2) remog¢édo de elementos silenciadores,
localizados na regido entre os genes das globinas y* e 5 (Vitale et al., 2001); ou (3) justaposicao
dos elementos potencializadores distantes, geralmente presentes na regido franqueadora 3’ do
grupamento da globina 3, nas proximidades dos genes da globina vy, responsaveis pelo aumento da
expressao génica (Arcasoy et al., 1997; Katsantoni et al., 2003).

Seis diferentes dPHHFs ja foram caracterizadas. Na dPHHF-1 (Africana) ha uma extensa
delecdo incluindo os genes das globinas 6 e p e 0 DNA adjacente a essa regido (Feingold & Forget,
1989; Huisman et al, 1997). Na dPHHF-2 (Ganense) também ocorre uma grande delecéo
localizada do gene da globina Wp até o da globina B (Collins et al., 1987; Huisman et al., 1997). Na
dPHHF-3 (Indiana), a delegédo engloba os genes das globinas Wf e 8, enquanto que a dPHHF—4
(Italiana) estende-se do gene da globina 6 até o da globina B (Schroeder et al., 1973; Kutlar et al.,
1984; Henthorn et al., 1986). A delecéo responsavel pela dPHHF-5 (ltaliana) remove os genes das
globinas & e B e termina préximo ao acentuador localizado na regido 3’ do grupamento B

(Camaschella et al., 1990). A dPHHF-6 (Vietnamita) envolve a delecdo do gene da globina yA
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(Motum et al., 1993; Kosteas et al., 1997). Na figura abaixo (figura 2) estd ilustrada a localizacao

das delecgdes referentes as dPHHFs.

LCR € Gy Ay wh 5 p  Acentuador Acentuador
Ip PHHF-2
Wb i
o —— ) ——)— - 7/

PHHF-1 /jj

PHHF-2 /,/«f

PHHF-3 fj

PHHF-4 //

PHHF-5

PHHF-6 fjh

&p- talassemia Negra

5p- talassemia Siciliana

Figura 2: Tipos de PHHF delecionais. Delegdes génicas identificadas no grupamento 8, referentes

as dPHHFs. As barras representam a extensao de cada delegao (Andrade, 2006).

B.2 — PHHF Nao Delecional (hdPHHF)

A PHHF nao delecional é caracterizada pela mutacdo de uma Unica base nitrogenada
(mutacdo de ponto) na regido promotora do gene da globina v ou do gene da globina v*,
resultando no aumento dos niveis de HbF, variando entre 3% e 20% em individuos heterozigotos.
Em relagdo ao gene da globina y*, as ndPHHFs descritas na literatura s&o: tipo Georgiana (y* —114
C->T) (Oner et al., 1991); tipo Grega (yA -117 G>A) (Collins et al., 1985); tipo Africana (yA -175
T->C) (Stoming et al., 1989); tipo Brasileira (yA —-195 C->@G) (Costa et al.,, 1990); tipo Italiana (yA -
196 C>T) (Gelinas et al., 1986); tipo Inglesa (yA —-198 T>C) (Tate et al., 1986); e tipo Africana (yA -
202 C->T) (Gilman et al., 1988). Em relagdo ao gene da globina yG, as ndPHHFs descritas na
literatura s&o: tipo Suica (y* =110 A>C) (Indrak et al., 1991); tipo Argelina (y¢ —114 C>A) (Zertal-
Zidane et al., 1999); tipo Japonesa (yG —114 C->T) (Fucharoen et al., 1990); tipo Australiana (yG -
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114 C>G) (Motum et al,, 1994); tipo Sardenha (yG -175 T>C) (Ottolenghi et al., 1988); e tipo
Africana (y® — 202 C>G) (Collins et al, 1984) Mais recentemente foram identificadas, na
populagdo grega, novas mutagdes associadas a ndPHHF, yA -201 C>Te yG -196 C->T, existentes
apenas na presenca da mutacao y* —158 C>T (Tasiopoulou et al., 2008).

A regido promotora dos genes das globinas y é rica em ilhas GC e suas sequéncias
apresentam homologia com elementos cis reguladores de outros genes. Essas mutagdes podem
interferir na ligacdo especifica de alguns elementos, principalmente de fatores de transcrigao, com
suas sequéncias cis localizadas na regido promotora dos genes da globina v, restringindo a ligagao
de elementos supressores ou facilitando a ligacao de ativadores de transcricao (Forget, 1998). Os
mecanismos responsaveis pelo aumento da expressao das cadeias da globina y e os fatores de
transcricdo e/ou as proteinas envolvidas nesse processo ainda ndo estdo totalmente elucidados
nas diferentes ndPHHFs e tem sido amplamente investigados.

Na ndPHHF tipo Inglesa, —198 T->C, ocorre a criagdo de um novo sitio de interagéao,
CACCC box, que possui alta afinidade pelo fator de transcrigdo SP71, o que aumenta a forga do
promotor do gene da globina y* e permite a interaco desse promotor com o LCR. Dessa forma, a
expressdo do gene da globina y* ¢ mantida, resultando no aumento da sintese de HbF durante a
vida adulta (Li et al., 2001). Olave e colaboradores identificaram, usando espectrometria de massa
acoplada a cromatografia liquida de alta performance (HPLC), um complexo proteico formado
pelas proteinas Dnmt1, Cdc5-like protein, Rap74, Snev e p52, capazes de se ligar a regido
promotora do gene da globina yA apenas na presenca da mutacdo —198, reativando a expressao
desse gene (Olave et al.,, 2007). Todavia, nesse complexo, a proteina Sp1 nao foi identificada.
Olave e colaboradores sugerem que este fato poderia estar relacionado a alteragdes no
microambiente transcricional, devido a utilizacdo de extratos nucleares diferentes e, até mesmo, ao
fracionamento bioquimico e purificagcdo das proteinas, com base na afinidade pela mutagao —198.
Ainda assim, a possibilidade da participagdo da proteina Sp1 nao foi descartada e pode ser que
todas essas proteinas estejam envolvidas no processo de reativagdo da expressdo do gene da

globina y* (Olave et al., 2007).
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J& na ndPHHF tipo Grega, a mutacdo —117 G>A abole o sitio de ligagao do repressor de
transcricdo NF-E3, reduzindo sua interagido ao promotor do gene da globina y* e permitindo a
interacdo do CP-1, um ativador da transcricdo. Devido a alteracdo nessas interagdes ocorre um
aumento na atividade desse promotor (Superti-Furga et al., 1988; Mantovani et al., 1988).

As mutacdes —175 T>C e —173 T=>C impedem a formacado do complexo protéico contendo
GATA-1, OCT-1 e outros fatores transcricionais. Esse complexo proteico tem provavel contribuigao
na formagdo de uma estrutura repressora da cromatina, na regiao —170 a —191 do promotor da
globina v*, levando ao silenciamento da expressdo desse gene nos eritrécitos adultos (Liu et al.,
2005). Além disso, Magis e Martin hipotetizaram que o fator de transcricado HMG1 liga-se na regiao

—175 do promotor do gene v* e interage com o GATA-1 (Magis & Martin, 1995).

PHHF nao delecional tipo Brasileira

A mutagao —195 foi identificada por Costa e colaboradores em 1990, através do estudo de
um paciente caucasoide portador de esferocitose hereditaria e esplenectomizado, com niveis de
HbF de 7% (13,9% de cadeias v° e 86,1% de cadeias y"). Dois irmaos desse paciente também
apresentavam aumento de HbF (4,5% e 4,7%) com predominio de cadeias y* sem, entretanto,
serem portadores de esferocitose. O sequenciamento da regido promotora do gene da globina y*
foi realizado, identificando a substituicdo de uma citosina (C) por uma guanina (G) na posicdo —195
do promotor do gene da globina yA. (Costa et al., 1990).

Em 2001, com a finalidade de verificar se a mutacdo —195 C->G era responsavel pelo
aumento na expressdo do gene da globina y*, com consequente elevacdo nos niveis de HbF,
experimentos in vitro foram realizados usando o sistema do gene repérter da luciferase. Nao foi
observado aumento significativo na expressao do promotor contendo a mutagdo —195 quando
comparado ao promotor normal. Dessa forma, foi hipotetizado que a presenca de elementos do
LCR ou modificagdes na estrutura do DNA seriam necessarios para a expressao continuada do
gene da globina yA durante a fase adulta (Schreiber et al, 2001). Em 2003, Takahashi e

colaboradores mostraram que esta Unica substituicio C>G na posicao —195 é capaz de causar
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um aumento da expressado do gene repérter da luciferase em trés diferentes linhagens celulares
(K562, HEL e 293), apenas na presenca de parte do elemento de regulacdo HS2 do LCR
(Takahashi et al., 2003).

Andlises de interacao DNA—proteina (Takahashi et al., 2003) demonstraram que 0 aumento
na sintese de HbF, devido a mutacdo —195 C>G, nao é mediada pela proteina Sp1 e nem cria um
novo sitio CACCC box. Dessa forma, o mecanismo de aumento dos niveis de HbF em portadores
de ndPHHF-B é diferente daquele que ocorre na mutagdo —198 apesar de ambas, quando em
heterozigose, apresentarem um aumento similar (moderado) nos niveis de HbF.

Um estudo in vivo da mutacdo —195 C—->G no promotor do gene da globina yA foi
desenvolvido visando avaliar a habilidade de expressar o gene da globina y durante todo o
desenvolvimento. A mutagdo —195 foi inserida no promotor do gene da globina y* e clonada em um
cosmidio contendo todo o grupamento da globina B, o qual foi inserido em camundongos. Através
de PCR em Tempo Real foi demonstrado que a mutagdo —-195, em conjunto com todo o
grupamento da globina B, é suficiente para elevar os niveis de HbF em todas as fases de
desenvolvimento dos camundongos transgénicos, uma vez que foi observado um aumento na
expressao do gene da globina y no saco embrionario, no figado fetal e em outros érgao desses
camundongos em comparagao a expressdao no camundongo portador do grupamento da globina 3
selvagem. Os resultados demonstraram que a presenga da mutagao —195 em conjunto com todo o
grupamento da globina B é suficiente para desenvolver o fen6tipo de ndPHHF-B em camundongos
(Cunha et al., 2009).

O mecanismo molecular especifico envolvido na reativagdo do gene da globina v* na
ndPHHF-B ainda nao esta elucidado. O entendimento desse mecanismo é importante para o
desenvolvimento de novas terapias baseadas na reativacdo do gene da globina y que possam

auxiliar no tratamento das hemoglobinopatias.
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OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos moleculares relacionados ao aumento da sintese de
hemoglobina fetal em portadores de Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal nao

delecional tipo Brasileira.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v'Investigar a interagao entre fatores de transcricao e o promotor do gene da globina yA, na

presenca ou na auséncia da mutagao —195 C>G.

v" Identificar genes diferencialmente expressos na ndPHHF-B.

v' Estudar a expressao de alguns dos genes diferencialmente expressos identificados.

v' Estudar a expressdo de algumas proteinas codificadas pelos genes diferencialmente

expressos e suas vias de sinalizagao.

v" Rastrear o promotor do gene da globina yA para a identificagdo da mutacao —195 C>G

em pacientes com anemia falciforme.
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1 — Critério de Inclusao
Os critérios de incluséo para participagao no estudo foram:
A Para portadores de PHHF n&o delecional tipo Brasileira:
) Presenca de mutagao na posicdo —195 C>G do promotor do gene da globina y*,

com consequente aumento nos niveis de HbF.

B. Para controles:

o Nao apresentarem aumento nos niveis de HbF.

C. Pacientes com anemia falciforme

o Presenca da mutagdo A>T no cddon 6 do gene da globina p.

2 — Critérios de Excluséao
Os critérios de exclusao para participacao no estudo para todos os grupos foram:

. Individuos nao dispostos a seguir o protocolo da pesquisa.

3 — Portadores de PHHF nao delecional tipo Brasileira

Parte da rotina do setor de doagédo de sangue do Hemocentro da UNICAMP realiza o
rastreamento de hemoglobinas através de eletroforese sob condi¢des alcalinas, usando acetato
de celulose. Entre 2002 e 2011, a presenca de HbF foi identificada em 69 individuos. A
quantificacdo da porcentagem de HbF foi determinada pelo método de HPLC, usando o

programa B-Thalassemia Short Program (VARIANT™

, Bio-Rad Laboratories), no Laboratério de
Hematologia do Departamento de Patologia do Hospital de Clinicas da UNICAMP, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Maria de Fatima Sonati.

A metodologia de HPLC permite a separagao das fragdes de hemoglobinas por eluicéao
em coluna de troca i6nica com a injegdo de tampdes em sistema de alta pressdo. As
hemoglobinas sado diferenciadas por apresentarem tempos de retencdo caracteristicos, que
correspondem ao tempo transcorrido entre a injecdo da amostra e o é4pice do pico da
hemoglobina. A quantificacdo das diferentes fragbes de hemoglobina em uma amostra é

realizada a partir dos valores de porcentagem e tempo de retencdo, comparados com os valores

de calibragao especificos (Clarke & Higgins, 2000).
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No cromatograma resultante do HPLC, o primeiro pico de retencdo corresponde a HbF
(por volta de 1 min) enquanto que o ultimo pico corresponde a HbA2 (por volta de 3,5 min). Para
individuos com aumento nos niveis de HbF, caracteristica dos portadores de PHHF, a analise
apresenta porcentagem de HbF superior a 1%, e de HbA, inferior a 3,5%. Os individuos
controles apresentam porcentagem de HbF inferior a 1%, e de HbA, inferior a 3,5%.
Cromatogramas abaixo referem-se ao HPLC de hemoglobina de um individuo controle, com
niveis de HbF e HbA, de 0,2% e 2,8%, respectivamente, e de um portador de PHHF, com niveis

de HbF e HbA, de 16,0% e 2,4%, respectivamente (figura 3).

A CTRL B PHHF

T T T T T T g S T R
0 1 2 3 4 5 6 0 1
Tempo (min)

"rempo (min)

Figura 3: HPLC de Hemoglobinas. Cromatogramas referentes ao HPLC de hemoglobina (A) de
um individuo controle, com niveis de HbF e HbA, de 0,2% e 2,8%, respectivamente, e (B) de um
portador de PHHF, com niveis de HbF e HbA, de 16,0% e 2,4%, respectivamente.

A presenga das cadeias das globinas 3, B, a. e y e do grupo heme também foi verificada
através de HPLC, técnica precisa de separacao das cadeias das globinas (Zamaro et al., 2002).

No cromatograma de individuos controles, é possivel observar o grupo heme, a cadeia 3,
a cadeia B e a cadeia a, enquanto que no cromatograma de portadores de PHHF além dessas
h& a presenga da cadeia y (yA ou yG, dependendo da mutagao). Na figura 4 apresentamos o
padrdo cromatografico de um controle (figura 4A), de um portador de PHHF que possui apenas
cadeias yA (figura 4B) e de um portador de PHHF que apresenta tanto cadeias yG como cadeias
v* (figura 4C).
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Figura 4: HPLC de Cadeias Globinicas. Cromatograma referente ao HPLC de cadeias das
globinas, onde os picos correspondem, respectivamente, ao grupo heme, as cadeias 3, B, a e vy
(A) de um controle (auséncia de cadeias y); (B) de um portador de PHHF que possui apenas de

cadeias yA; e (C) de outro portador de PHHF que possui tanto de cadeias yG quanto yA.

Apds a quantificagdo de HbF por HPLC, 23 individuos apresentaram niveis de HbF entre
2% e 20%; 23 entre 21% e 30%; 16 entre 31% e 50%, e 1 com 98,6% .Essa quantificagdo néo
foi realizada em 6 individuos. Como na ndPHHF-B os aumentos nos niveis de HbF séo
moderados (até 20%) e a mutacdo ocorre no promotor do gene da globina yA, foram
selecionados os individuos com porcentagem de HbF entre 2% e 30% e com a presenca de

cadeias do tipo yA, para a determinacao do gendtipo e identificagcédo dessa ndPHHF-B.
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O gendtipo dos portadores de ndPHHF-B foi determinado por PCR / sequenciamento.
Um fragmento de 319pb do promotor do gene da globina yA (posicdo -5 a —324pb) foi

amplificado usando primers desenhados numa regido nio homéloga ao gene da globina v%:

e globinay" (Sense) 5'-CTCTATGATGGGAGAAGGAAACTAG-3'

o globinay" (Antisense) 5-AACTGCTGAAGGGTGCTTCC-3'

A determinacao do genétipo foi feita através da anélise do eletroferograma gerado apdés
seguenciamento: na posicao —195, o individuo homozigoto selvagem apresenta pico Unico de
citosina (C) enquanto o individuo heterozigoto possui picos simultidneos de citosina (C) e de

guanina (G), como ilustrado na figura 5.

PROMOTOR DO GENE
DA GLOBINA y*

HOMOZIGOTO

_ SELVAGEM HETEROZIB0TO
—195 -195
c/C C/G

Figura 5: Genotipagem da regido promotora do gene da globina yA. Eletroferograma do
sequenciamento referente ao promotor do gene da globina y* de um individuo homozigoto

selvagem e de um heterozigoto para a mutagao —195 C>G.

Entre 2002 e 2011, no setor de doagado de sangue do Hemocentro da UNICAMP foram
identificados 11 portadores de ndPHHF-B nao cosanguineos (frequéncia de 15,94% dentre os 69

portadores de PHHF identificados), todos heterozigotos para a mutagao —195.
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4. indices Hematimétricos
Os indices hematolégicos referentes aos portadores de ndPHHF-B, com excegéo dos

valores de HbF, tem valores normais e estdo descritos na tabela I.

Tabela I: indices hematoldgicos dos 11 portadores de PHHF nao delecional tipo Brasileira.

ndPHHF-B HbF HbA, HCT HGB GRBC MCV MCH RDW
(%) (%) (%) (%) (10" cell pL) (fL) (pg) (%)

1 8,2 24 42,4 13,1 5,0 84,0 259 12,7
2 15,9 24 40,1 14,1 4,3 92,8 32,7 12,7
3 13,9 26 45,6 16,2 5,7 813 28,7 13,9
4 10,3 24 46,3 16,3 55 835 295 13,7
5 12,7 2,6 43,5 14,7 49 89,4 30,2 13,5
6 10,2 25 30,0 16,5 9 97,9 823 12,9
7 6,3 2.5 T, 12,0 4.4 84,5 27,0 19,7
8 12,4 2,5 44,2 14,8 4.9 89,5 30,0 11,8
9 13,6 2.5 93,7 17,1 9.5 97,7 31,1 12,9
10 10,3 24 40,9 13,7 49 84,4 28,2 13,9
11 10,5 2,0 48,5 15,8 2. 94,4 30,8 12,2

Mt DP 113227 24202 439239 147115 50+04 88,2255 2895x22 "37x22

M — média; DP — desvio padrao

Os valores hematoldgicos e o padrdo eletroforético de hemoglobinas referentes aos

individuos controles estdo dentro da normalidade (tabela Il).

Tabela II: indices hematolégicos dos 11 individuos controles.

CTRL HbF HbA, HCT HGB sRBC MCv MCH RDW
(%) (%) (%) (%) (10" cel/ pL) (fL) (pg) (%)

1 05 30 423 14,3 5,0 849 287 13,5
2 02 31 42,2 13,7 52 80,0 26,0 13,2
3 03 3,3 46,7 16,0 55 84,9 29,0 13,4
4 0,2 3,2 385 12,2 45 864 27,2 14,3
5 0,2 2,8 48,7 16,8 57 85,1 29,3 13,6
6 02 32 45,0 15,4 50 89,3 30,5 12,7
7 05 30 389 14,8 52 76,9 28,6 14,2
8 0,3 31 47 4 16,2 57 83,0 283 12,5
9 0,6 3,2 46,1 152 5,2 89,5 29,5 13,5
10 08 30 481 15,3 5,0 859 30,5 14,0
11 0,3 2,4 49,8 16,1 6,1 81,4 26,3 12,7

MtDP 04+02 30+02 450237 15113 53+04 852+52 285+x15 134+06

M - média; DP - desvio padréo
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5 — Aspectos Eticos

O projeto “Estudo dos mecanismos moleculares relacionados a expressao génica
diferencial em portadores de persisténcia hereditaria da hemoglobina fetal ndo delecional tipo
Brasileira” foi apresentado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP em 03/10/2007 com registro nimero 606/2007 (CAAE: 0446.0.146.000-
07), tendo sido aprovado em 23/10/2007, conforme determinagdes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Saude (Resolugcdes 196/96 e 251/97).

Antes de participar do estudo, todos os individuos envolvidos na pesquisa, controles,
portadores de PHHF, pacientes com anemia falciforme, assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE), de acordo com a Declaragdo de Helsinki, que foram arquivados
como dados brutos. Nesses Termos sao descritos os propositos do projeto; os procedimentos a
serem realizados, os desconfortos, riscos possiveis e beneficios esperados, as garantias do
sigilo assegurando a privacidade quanto aos dados confidenciais, o acesso a tratamento
hospitalar, quando necessario, e os esclarecimentos permanentes, incluindo nomes, telefones e
enderecos dos pesquisadores para eventuais dividas, assim como o telefone do Comité de Etica
em Pesquisa; a liberdade para retirar o consentimento e abandonar a pesquisa em qualquer
momento, antes ou durante o procedimento, sem penalidades, prejuizos ou perda de qualquer
beneficio que possa ter adquirido.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP

aprovou o Relatério de Acompanhamento desse projeto, em 23/10/2008.

O presente trabalho foi dividido em trés capitulos. No primeiro capitulo buscamos
identificar fatores de transcricdo envolvidos na expressao continuada do gene da globina yA na
ndPHHF-B. No segundo capitulo investigamos genes possivelmente envolvidos na manutencao
dos niveis elevados de HbF. No capitulo 3 rastreamos a presenca da mutagdo —195 C->G no
promotor do gene da globina y* em pacientes com anemia falciforme. Em cada capitulo estio

descritos os métodos utilizados bem como os resultados obtidos.
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IV. CAPITULO 1:

INTERACAO ENTRE FATORES DE TRANSCRICAO
E A REGIAO -195 DO PROMOTOR

DO GENE DA GLOBINA y*
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1. OBJETIVO

v' Investigar a interacdo entre fatores de transcricdo e o promotor do gene da globina yA, na

presenca ou na auséncia da mutagao —195 no promotor do gene da globina yA.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 — Linhagem Celular K562

Células da linhagem de eritroleucémica humana K562 foram cultivadas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) (Invitrogen, Life Technologies), suplementado com
10% Soro Fetal Bovino (SFB), bicarbonato de sédio, penicilina, estreptomicina e fungizona

(Invitrogen). O cultivo das células foi feito a 37°C numa atmosfera tmida com 5% de COx.

2.2 — Cultura eritroide primaria
A partir de células CD34", obtidas por separagdo imunomagnética a partir de células
mononucleares, foram cultivados, in vitro, eritroblastos, conforme o protocolo U790 INSERM

(Ugo et al., 2004). Todo o experimento foi realizado em fluxo estéril.

A — Separacao de Células Mononucleares

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo o anticoagulante
heparina litica e processadas imediatamente ap6s a coleta. As amostras foram diluidas na
proporgao 1:2 em solugdo PBS (NaCl 137mM, KCI 2,7mM, Na,PO,, KH,PO,) + ACD + BSA ¢ as
células foram isoladas através de centrifugacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque (Amersham
Biosciences) a 317 g por 30 min e temperatura ambiente. As células da camada intermediaria
desse gradiente, correspondentes as células mononucleares, foram coletadas e lavadas com a
mesma solugdo PBS + ACD + BSA para retirada de eventuais contaminantes, como plasma e

outras linhagens celulares. As células foram entdo lisadas em tampao de lise para hemécias
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(NH4CI 0,144M e KHCO3 0,01M) por 30 min no gelo, seguida de centrifugacao a 361 g por 5 min.

As células foram lavadas e ressuspendidas em PBS para contagem na camara de Neubauer.

B - Isolamento de Células CD34" do sangue periférico

As células CD34" foram isoladas usando o Indirect CD34" Progenitor Cell Isolation Kit
(MACS cell isolation kit, Miltenyi Biotec GmbH).

Apo6s a contagem, as células foram incubadas com FcR Blocking Reagent e Hapten
Antiboby por 15 min a 4°C. Ap6s lavagem com PBS, essas células foram incubadas por 15 min a
4°C com Anti-Hapten Microbeads (Miltenyi Biotec GmbH). Em seguida, foram novamente
lavadas, ressuspensas em PBS e passadas em uma coluna magnética LS (Miltenyi Biotec
GmbH), previamente tratada com a solugdo PBS + ACD + BSA, acoplada a um suporte
magnético. As células CD34" ficam retidas a coluna magnética, enquanto que os mondcitos e
linfocitos (contaminantes) sdo coletados. Para eluir as células CD34" presas a coluna e coletéa-
las, a coluna magnética foi retirada do suporte e uma leve pressao foi feita sobre essa coluna,
através de um émbolo de seringa. Essas células CD34" foram lavadas com solugao PBS + ACD
+ BSA, centrifugadas a 203 g por 10 min e ressuspensas em 1mL de solucdo PBS + ACD + BSA

para contagem na camara de Neubauer.

C - Cultivo de Células CD34*

As células foram cultivadas numa densidade de aproximadamente 1 x 10° células por mL
de meio MSSe, suplementado com penicilina/estreptomicina/L-glutamina (Sigma), a-tioglicerol
(Sigma), albumina sérica bovina (BSA, Calbiochem), 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco),
mistura de lipidios sonicados (Sigma), transferrina humana saturada (Sigma), 5ng/mL de
interleucina-3 (IL-3, R&D Systems), 1U/mL de Eritropoetina (EPO, R&D Systems), 25ng/mL de
Stem Cell factor (SCF, R&D Systems). As células foram entao incubadas numa estufa estéril a
temperatura de 37°C e atmosfera imida com 5% de CO, por 7 dias. Apds esse periodo, foi feita
a exclusdo das células mortas. As coldnias constituidas por unidades formadoras de coldnias

eritroides (CFU-E) e proeritroblastos foram coletados através de centrifugagédo, lavados e
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cultivados numa densidade de 1 x 10° células por mL de meio MSSe, suplementado com 30% de
SFB, 5ng/mL de IL-3, 1U/mL de EPO e 25ng/mL de SCF. As culturas foram incubadas na estufa
estéril & temperatura de 37°C em atmosfera Umida, contendo 5% de CO, até o 13°dia de cultura.

A diferenciagao eritroide foi acompanhada por analise da morfologia celular (citospin) e
da expressdo de marcadores de superficie celular (citometria de fluxo). Amostras de células
foram coletadas nos 7°, 10° e 13° dias das culturas e armazenadas em tamp&o RLT do Kit Micro
RNeasy (Qiagen) para a extragdo de RNA. Esse tampao RLT inativa RNAses e outras proteinas

evitando a degradagao do RNA e alteragdes no padrao de expressao génica.

D - Citospin — Confecg¢ao de laminas

Para confecgdo de laminas foram utilizadas 2 x 10* células, ressuspensas em PBS. As
amostras foram aplicadas em suporte plastico adequado, encaixado sobre a lamina, e
centrifugadas a 400 g por 5 min e temperatura ambiente para sua fixagao na lamina. As laminas
foram coradas com Leishman, analisadas no microscépio Eclipse i80 (Nikon) usando o software

NIS-Element Image System (Nikon).

E — Marcadores de superficie celular e de HbF

A expressao dos marcadores de superficie celular receptor de transferrina e glicoforina A
foi avaliada através de citometria de fluxo. A quantidade de 1 x 10° células, coletadas nos 72, 10°
e 132 dias de cultura e ressuspensas em 100uL de PBS, foram adicionados 5uL de anticorpo
anti- glicoforina A, conjugado com o fluoréforo PE (Caltag Laboratories) e 5uL de anticorpo anti-
receptor de transferrina, conjugado com o fluoréforo FITC (Caltag Laboratories). Como controle
negativo, o mesmo procedimento foi realizado com anticorpo anti-mouse lIgG1, conjugado a
FITC (Caltag Laboratories). As amostras foram incubadas por 30 min a 4°C e lavadas com PBS,
centrifugando a 1200 rpm por 5 min e temperatura ambiente. As células foram ressuspensas em
500uL de PBS.

Em relagdo a HbF, 2 x 10* células foram incubadas em 50uL de solugao para fixagéo da

membrana, por 15 min, a temperatura ambiente e no escuro. Em seguida, foram adicionados
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50uL de solugao para permeabilizagdo da membrana juntamente com 5uL de anticorpo anti-HbF
conjugado a FITC (Invitrogen), incubando a 4°C por 30 min, no escuro. As células foram lavadas
e ressuspensas em PBS. Como controle negativo, 0 mesmo procedimento foi realizado com o
is6topo anti-mouse 1gG1 conjugado a FITC.

Informagbes sobre 10.000 eventos foram obtidas para analise utilizando o software Cell

Quest do citometro FACSort® (Becton Dickinson).

2.3 — Expresséao dos Genes das Globinas

A — Extracao de RNA

A extragdo de RNA total nos 7°, 10° e 13° dias da cultura foi feita através do kit Rneasy
Mini Kit (Qiagen). Uma quantidade de 5 x 10°a 1 x 10’ células foi adicionada a 1mL de tamp&o
RLT, contendo 10% de betamercaptoetanol. Em seguida, essas células foram lisadas
mecanicamente, através de sucessivas passagens da amostra em seringa de 1mL (agulha
0,45mm). Apds a lise, foram adicionados 700uL de etanol 70%, sendo o homogeneizado
transferido para uma coluna RNeasy e centrifugado a 10000 g por 45 s e temperatura ambiente.
Apos o descarte do eluato, foram adicionados 700uL de tampao RW1 e uma nova centrifugagao
a 10000 g por 45 s a temperatura ambiente foi realizada. O eluato foi desprezado e 500uL de
tampao RPE foram adicionados a coluna, centrifugando a 10000 g por 45 s a temperatura
ambiente. O eluato foi novamente descartado e uma nova lavagem com tampéo RPE foi feita.
Para retirar eventuais residuos de tampao, os tubos foram centrifugados a 10000 g por 1 min e
temperatura ambiente. O RNA foi eluido adicionando 30uL de agua DEPC, seguida de
centrifugacdo a 10000 g por 2 min e temperatura ambiente. A concentracdo de RNA extraido foi
determinada no espectrofotdbmetro NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific), através da leitura da

densidade o6ptica no comprimento de onda de 260 nm.
B - Sintese de cDNA

Para retirar qualquer contaminagéo do RNA com moléculas dupla fita, 1ug de cada RNA

extraido foi tratado com 1U da enzima DNAsel (Fermentas, Thermo Scientific) em DNAsel
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reaction buffer 1X (Tris-HCI 20mM, MgCl, 2mM, KCI 50mM), num volume final de 10uL. A reagéo
foi incubada por 30 min & temperatura de 37°C e paralisada com a adicdo de EDTA 2,27mM e
incubac&o por 10 min a 65°C.

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA previamente tratado com DNAsel,
através da reagdo de transcrigdo reversa, usando o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas). A amostra de RNA tratada, foi adicionado oligo (dT)s primer (100 uM,
0,5ug/uL), com incubagéo por 5 min a 65°C. Em seguida, foram adicionados Reaction Buffer 1x
(Tris-HCI 250mM pH 8.3, KCI 250mM, MgCl, 20mM, DTT 50mM), dNTP 1mM, 20U de
RiboLock™ RNase Inhibitor (20U/uL) e 200U de RevertAid™ H Minus M-MulLV Reverse
Transcriptase (200U/uL). A sintese de cDNA foi feita a 42°C por 60 min. A reacéo foi paralisada
através de incubacgdo a 75°C por 5 min. A concentragdo de cDNA sintetizada foi determinada
usando o espectrofotdmetro NanoDrop (comprimento de onda de 260 nandmetros).

A fim de verificar a qualidade da transcri¢ao, foi realizada uma PCR usando tampé&o da
enzima 1x; dNTP 1mM; 1U de enzima Tagq polimerase 5U/uL (Invitrogen); primer S-actina Sense
1uM  (5'-AAGAGATGGCCACGGCTGCT-3"); primer p-actina Antisense 1uM  (5'-
TCGCTCCAACCGACTGCTGT-3") e 100ng de cDNA. A programacao usada foi: desnaturagéao
inicial a 96°C por 2 min, seguida de amplificacdo através de 35 ciclos de 96°C por 30 s, 58°C por
45 s e 72°C por 1 min e extensao final a 72°C por 5 min. O produto da PCR foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador UV para verificagdo da amplificacdo de um fragmento de 643pb. Os cDNAs

sintetizados foram armazenados a — 20°C.

C - PCR em Tempo Real

A andlise da expressado do gene da globinas vy foi realizada através de PCR em Tempo
Real em um volume final de 12uL contendo cDNA na concentragao inicial de 2ug/uL; 150nM de
primers sense e antisense; e 6uL de SYBRGreen PCR Master Mix (Invitrogen), o qual contem
tampao de enzima, MgCl,, dNTPs, enzima Tag Ampli-Gold e o fluorocromo SYBRGreen (agente

intercalante da dupla fita de DNA). Em todos os casos foram feitos controles negativos, com
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agua estéril substituindo a amostra. Todas as amostras foram amplificadas em duplicatas. As
reacoes foram preparadas em placas de 96 pocos com tampas plasticas que permitem a
passagem de luz. O programa usado foi: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 s
e 60°C por 1 min. Apés a amplificagé@o, a curva de melting foi determinada, através do aumento
gradual da temperatura de 60°C a 95°C. A deteccéo da amplificacdo em tempo real foi feita no
equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems, Life Technologies) e os resultados foram
expressos em graficos de fluorescéncia versus numero de ciclos.

As amostras em estudo tiveram a expressao relativa determinada. Os dados de Ct foram
exportados para uma planilha no programa Excel (Microsoft Corporation) e, entdo, analisados. A
andlise relativa foi obtida seguindo Vandesompele e colaboradores (Vandesompele et al., 2002):

a média dos Cts das duplicadas foi subtraida do Ct com menor média entre as amostras

analisadas para cada gene, obtendo AC, (ACt=Ct,, —Ct . A seguir, foi calculado o

amostra)

valor da quantidade de expressdo Q (2“’), baseado na eficiéncia de amplificagdo de cada
conjunto de primers, onde 2 corresponde a uma eficiéncia de 100%. Foi feita uma normalizagao
dos dados obtidos usando os genes constitutivos GAPDH e f-actina como controle endégeno.
Os valores Q dos genes constitutivos de cada amostra analisada foram exportados para o
programa geNorm, que calculou a média geométrica entre eles, valor denominado Fator de
Normalizagdo da amostra. A expressao normalizada do gene da globina vy, referente a cada
amostra em estudo, foi dada pela razao entre o valor Q desse gene e o Fator de Normalizacao

da amostra. O valor obtido foi expresso em unidades arbitrarias (U.A.).

2.4 - Interacio entre Fatores de Transcri¢do e o promotor do gene da globina y*

A — Extracao Nuclear

O extrato nuclear foi preparado a partir de células K562 ou de células do 10° dia da
cultura eritroide primaria utilizando o Kit Nuclear Extraction (Panomics, Affymetrix). Uma
quantidade de 1 x 107 células foram peletadas, através de centrifugagéo e, em seguida, lavadas
duas vezes em tampdo PBS. As células lavadas foram lisadas com Tampdo de Extracao A

(HEPES pH 7,9 10mM, KCI 10mM, EDTA 10mM, IGEPAL 4%, DTT 10mM, inibidor de protease,
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inibidor de fosfatase I, inibidor de fosfatase 1), no gelo por 10 min sob agitacdo constante de 200
rpm. Foi entdo realizada uma centrifugagdo a 15000 g por 3 min e 4°C. O sobrenadante foi
desprezado cuidadosamente. O pellet foi ressuspenso em Tampéao de Extracdo B (HEPES pH
7,9 20mM, NaCl 400mM, EDTA 1mM, glicerol 4%, DTT 10mM, inibidor de protease, inibidor de
fosfatase |, inibidor de fosfatase Il) e incubado a 4°C por 2 horas, sob agitacdo constante de 200
rem. Apos essa incubagdo, foi feita uma centrifugagdo a 15000 g por 5 min e 4°C. O
sobrenadante foi coletado e a concentragdo de proteinas do extrato nuclear foi determinada

usando o ensaio de Bradford (Bio-Rad Laboratories).

B — Super Gel Shift

Foram sintetizados 2 oligonucleotideos complementares (sondas), contendo biotina na
extremidade 3’, entre as posigdes —165 a —205 do promotor do gene da globina yA: uma sonda
contendo a sequéncia do promotor normal e outra com a sequéncia do promotor com a mutagéo
—-195 C>G, que caracteriza a ndPHHF-B.

A Tabela Ill mostra as sequéncias das sondas usadas nos ensaios de Super Gel Shift.

Tabela lll: Sequéncias de sondas utilizadas no Super Gel Shift.

Selvagem Sense 5 - GGCCCCTTCCCCACACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGA - 3 - Biotina

Selvagem Antisense 5 - TCAGACAGATATTTGCATTGAGATAGTGTGGGGAAGGGGCC ~-3 - Bidtina

Mutado Sense 5 - GGCCCCTTCCGCACACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGA — 3 - Biotina

Mutado Antisense 5 - TCAGACAGATATTTGCATTGAGATAGTGTGGGGAAGGGGCC -3 - Bidtina

Foram anelados 100fmol de cada oligonucleotideo com sua fita complementar em
Tampéo de Anelamento 1x (Tris-HCI pH 7,5 100mM, NaCl 1M, EDTA pH 8,0 10mM), por 10 min
a 95°C, seguido de resfriamento gradual até atingir a temperatura ambiente.

Uma quantidade de 5ug de extrato nuclear de células K562 foi incubada, no gelo por 30

min, com 2ug de anticorpo (200ug/0,1mL) anti-GATA-1 (sc-265X, Santa Cruz), anti-MAZ (sc-
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28745X, Santa Cruz) ou anti-WT-1(sc-192X, Santa Cruz). Em seguida, foi adicionado tampéao de
ligacdo (NaCl 50mM, KCI 30mM, Tris-HCI pH 7,5 10mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, glicerol 10%),
1,0ug de poli dI-dC e 100fmol de sonda previamente desnaturada, incubando por 25 min a
temperatura ambiente. Nos ensaios de competicdo usado para testar a especificidade da
interacdo, foi adicionada sonda ndo marcada, em alta concentracdo (100X mais do que a sonda
biotinilada).

A interacao DNA-proteina foi analisada através de eletroforese em gel de poliacrilamida
5% a 250 Volts por 2 hs, transferéncia semi-seca para uma membrana de nylon e cross-link UV
(light-cross-linker instrument) a 120 mJ/cm® por 10 min. O ensaio de quimioluminescéncia foi

feito usando o Kit Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module (Pierce).

C — Array DNA-proteina

O ensaio de Array, usando o kit TransSignal Protein/DNA Array (Panomics), foi realizado
a partir do extrato nuclear isolado de células eritroides do 10° dia de cultura eritroide primaria.

A membrana foi colocada em uma garrafa de hibridizacao e tratada com Tampéao de Pré
Tratamento |, durante 5 min a 45°C (forno de hibridizagao) e com de Tampao de Pré Tratamento
I, durante 10 min a 45°C (forno de hibridizacao). Em seguida, essa membrana foi lavada 3x com
agua destilada. O Tampao de Hibridizagao (pré-aquecido a 42°C) foi adicionado a membrana,
homogeneizando por 2 horas a 42°C (forno de hibridizag&do). Dois microgramas de extrato
nuclear foram adicionados a 100 nanogramas de TransSignal Probe Mix seguida de incubagao a
15°C por 30 min. A seguir, foi adicionado Tampéao de Incubacéo e a reacéo foi transferida para
uma coluna spin previamente lavada com Tampao de Incubacao. Apos incubacao no gelo por 30
min, foi feita uma centrifugacao a 7000 rpm por 30 s a 4°C. O eluato foi descartado e as colunas
foram lavadas 4x com Tampéao de Lavagem, centrifugando a 7000 rpm por 30 s a 4°C. As
sondas de DNA foram eluidas com Tampdo de Eluicdo e desnaturadas a 95°C por 3 min,
seguida de incubagao no gelo por 2 min, antes de serem hibridizadas a 42°C por, pelo menos,

12 hs. Apos esse periodo, a membrana foi lavada duas vezes com 2x SSC/ 0,5% SDS a 42°C
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por 20 min e duas vezes com 0,1x SSC/ 0,5% SDS a 42°C por 20 min para retirar excessos do
tampao de hibridizacao, evitando alto background.

A atividade dos fatores de transcricdo foi analisada através de um ensaio de
quimioluminescéncia. Inicialmente, os sitios inespecificos foram bloqueados através da adicédo
de tampéo de bloqueio por 15 min com agitacdo constante. Em seguida, foi adicionado o
conjugado estreptavidina — Horseradish peroxidase (HRP) ao tampao de bloqueio, incubando a
temperatura ambiente por 15 min com agitagcdo constante. O excesso dessas solugdes foi
retirado através de 3 lavagens sucessivas com tampéao de lavagem e incubag¢des de 8 min com
agitacdo constante. Foram, entdo, adicionados tampao de deteccdo por 5 min e solucdo de
trabalho por 10 min. A atividade dos fatores de transcricdo foi detectada por autorradiografia em
filme de raio-X. A intensidade de cada spot do Array foi estimada por andlise densitométrica,

usando o software TotalLab Quant (Inglaterra).

D — Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

O ensaio de EMSA foi realizado usando o kit EMSA (Panomics). Dois microgramas de
extrato nuclear de células eritroides do 10° dia de cultura foram incubados, no gelo por 5 min,
com tampao de ligagao 1x (NaCl 50mM, KCI 30mM, Tris-HCI pH 7,5 10mM, EDTA 1mM, DTT
1mM, glicerol 10%) e 1,0ug de poli dI-dC. A seguir, foi adicionada sonda biotinilada, incubando
por 1 hora a 15°C. Nos ensaios de competicdo usados com a finalidade de testar a
especificidade da ligacdo, foi adicionada sonda ndo marcada, em alta concentracdo. Apéds a
incubacao foi adicionado tampédo de amostra. O complexo DNA-proteina foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, em tampao TBE (Tris-HCL 89mM; Acido Bérico 89mM;
EDTA 2mM, pH 8,0) a 120 Volts por 1 hora e 20 min e temperatura de 4°C. Em seguida, a
transferéncia das amostras do gel para uma membrana de nylon carregada positivamente foi
feita em tampé&o TBE a 300 mA por 40 min e temperatura de 4°C. A membrana foi submetida a
um cross-linker UV por 10 min e 120 mJ. A detecgdo foi feita através de um ensaio

quimioluminescéncia.
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E - Imunoprecipitacdo de Cromatina (ChlP)

A imunoprecipitacao de cromatina é um ensaio que possibilita a verificagao da existéncia
da interacao direta de um dado fator de transcricdo com a regido promotora de interesse através
da precipitacdo de cromatina usando anticorpo especifico para o fator de transcricdo. O método
€ baseado na adi¢cdo de formaldeido, que promove um cross-linking entre as proteinas e as
sequéncias cis localizadas nas proximidades da estrutura de cromatina aberta. (Das et al., 2004).

O ensaio de ChIP foi realizado através do Kit de Imunoprecipitacdo de Cromatina
(Millipore). Uma quantidade de 1 x 10° células foi fixada em formaldeido numa concentracdo final
de 1%, com incubacdo a 37°C por 10 min. Apds centrifugacdo a 2000 rpm por 5 min e 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o pellet lavado duas vezes em PBS, contendo os inibidores de
proteases PMSF 1mM, aprotinina 1ug/mL e pepstatina A 1ug/mL. As células lavadas foram
ressuspensas em tampao de lise, contendo SDS 1% e os inibidores de proteases PMSF,
aprotinina e pepstatina A. Para a fragmentagdo da cromatina, os extratos celulares foram
submetidos a 30 s de ultrassom gerado a 21% da poténcia maxima do sonicador de 750W,
seguidos de 5 s sem ultrassom. Para evitar superaquecimento das amostras, os tubos foram
incubados em banho de gelo durante todo o periodo de sonicagdo. Dessa forma, DNA foi
quebrado, gerando fragmentos de 0,2-1,0 kb, faixa de tamanho ideais para a realizagao da ChlP.
Aliquotas do extrato celular obtido apds a sonicagdo foram diluidas 1:10 em tampéo de
imunoprecipitagdo e usadas para cada imunoprecipitacdo. Uma fragdo de cada amostra
sonicadas e diluida foi separada para servir como controle da quantidade inicial de DNA (DNA
INPUT) e armazenada a —-20°C até a fase de ruptura da ligacdo do fator de transcricdo a
cromatina. As amostras foram pré-clareadas com Proteina A Sepharose / DNA de Esperma de
Salmao por 30 min a 4°C sob agitacédo, seguida de centrifugacao a 800 rpm por 1 min e 4°C. Ao
sobrenadante, contendo o imunoprecipitado, foram adicionados 4ug de anticorpo (200pg/0,1mL),
anti-NF-E1/YY1 (sc-7341, Santa Cruz Biotechnology) ou anti-PAX1 (sc-25407, Santa Cruz
Biotechnology), incubando por 16 horas a 4°C com agitacdo. Como controle, também foram
feitas reagbes de imunoprecipitagdo na auséncia de anticorpo. Em seguida, foi adicionada

Proteina A Sepharose / DNA de Esperma de Salm&o a imunoprecipitacdo, incubando com
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agitacdo por 1 hora a 4°C. Os imunoprecipitados foram lavados a 4°C: 1x com o tampao Low
Salt Immune Complex, 1x com o tampao High Salt Immune Complex, 1x com o tampao LiCl
Immune Complex e 2x com tampao Tris / EDTA. A cromatina imunoprecipitada foi eluida da
Proteina A Sepharose Sepharose / DNA de Esperma de Salmao apds duas incubagdes com
tampao de eluicdo (SDS 1% e NaHCO;3; 0,1M) por 15 min a temperatura ambiente sob agitacéo.
Nos passos seguintes, o INPUT foi tratado juntamente com as amostras de imunoprecipitagdo. O
cross-linking (ligacédo cruzada) foi revertido pela incubacdo a 65°C por 4 horas na presenca de
NaCl 5M. Para remocao das proteinas contaminantes, as amostras foram tratadas com EDTA
0,5M, Tris HCI 1M e proteinase K 10mg/mL por 1 hora a 45°C. O DNA foi extraido através do
método de fenol / cloroférmio / alcool isoamilico (25:24:1 volume/volume), precipitado com
glicogénio 0,5%, acetato de amoénio 7,5M e etanol absoluto, lavado com etanol 70% e
ressuspenso em 15uL de agua. A concentracdo dos imunoprecipitados foi determinada através
do espectrofotdbmetro NanoDrop (comprimento de onda de 260 nanémetros).

A imunoprecipitagdo do complexo foi confirmada por PCR em Tempo Real com primer
desenhado, especificamente na regido promotora (143 a —274) do gene da globina ", através
do programa Primer Express (Applied Biosystems) o qual estipulou o tamanho e a temperatura
de melting do produto amplificado. A verificagdo de sua especificidade foi feita usando o site
BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast) e a verificagdo da formagao de estruturas, como hairpins e

dimers, através do programa GeneRunner (Hastings Software).

Tabela IV: Sequéncia do par de primer utilizado na quantificagdo dos imunoprecipitados.

Gene Primers

Promotor globina yA — Sense 5- AAACTGGAATGACTGAATCGG -3
Promotor globina y* — Antisense S-GGAGTTTAGCCAGGGACCG -3

A concentragdo 6tima de primer, isto é, a quantidade minima suficiente para permitir a
duplicacdo de todas as coOpias do gene presentes na amostra, foi padronizada. A partir da
mesma quantidade de amostra, foram feitas reagbes contendo primers nas concentragées finais

de 70nM, 150nM ou 300nM. Uma vez utilizada a mesma quantidade de amostra em todas as
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reacoes, os ciclos de Threshold (Cts) nao deveriam variar. Se o aumento da concentragéo de
primer ocasionou uma diminuicdo de Ct, a quantidade desse primer na reagdo ainda era
insuficiente. Assim, a concentragao 6tima escolhida foi a de menor valor associada ao menor Ct.

Estabelecida a concentragdo 6tima de primer, foi determinada a eficiéncia de cada
reacdo. Foram realizadas reagcbes com 6 quantidades conhecidas de amostra, em escala
logaritmica: 2ng; 6,32ng; 20ng; 63,2ng; 200ng; 632ng. Além disso, foi feita uma reagao contendo
quantidade intermedidria de amostra, 120ng, totalizando 7 reagbes. Os resultados foram
utilizados para a construgcao de uma curva padrao: Ct versus quantidade de amostra. A eficiéncia

de amplificagéo ( E) foi obtida a partir da formula E =10"""""

, onde slope corresponde ao
coeficiente angular da reta (Pfaffl, 2001), dado pelo software StepOnePlus (Applied Biosystems).
Uma vez determinada a eficiéncia, qualquer quantidade de amostra dentro da faixa analisada
pode ser utilizada nas reagdes.

As amostras na concentracdo final de 5upg/uL foram usadas para a quantificacdo
absoluta dos imunoprecipitados por PCR em Tempo Real. Como controle da inespecificidade na

imuprecipitacao, utilizamos oligos para amplificacdo de uma sequéncia interna do gene FOXO3a

(controle negativo).

3. RESULTADOS

3.1 — A presenca da mutacao —195 nao altera a interacao dos fatores MAZ e WT1

Iniciamos com uma analise de sitios de ligacado de fatores de transcricdo na regido —165
a —205 do promotor do gene da globina yA (tanto no promotor normal quanto no promotor mutado
na posicdo —195 C->G) usando os programas de bioinformatica TRANSAFAC, JASPAR e
Matinspector. Essas andlises mostraram que os fatores de transcricdo WT1, MZF1 e RREB séao
possiveis candidatos para o silenciamento e os MAZ e PAX1 para a ativagao da expressao do
gene da globina yA. Optamos por analisar a interagdo dos fatores de transcricdo MAZ e WTT: o
MAZ reconhece o mesmo sitio que o SP1, responsavel pela reativagdo do gene da globina yA na

ndPHHF Inglesa, e 0 WT1 desempenha um papel importante na hematopoese.
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A andlise da interagdo dos fatores MAZ e WT1 (presentes em extratos nucleares de
células K562) com sondas correspondentes a regiao —165 a —205 do promotor do gene da
globina y* (sem ou com a mutagao —195) foi realizada por ensaios de Super Gel Shift. Como nas
duas sondas ha interagdo com o fator de transcricdo GATA-1, o experimento de Super Gel Shift
usando anticorpo anti-GATA1 foi usado como controle da reagéo.

Inicialmente foi realizada a padronizacdo das sondas para determinar a concentracdo mais
adequada para os experimentos de Super Gel Shift. Para isso, foi feita uma diluicdo seriada das
sondas nas concentragdes 10pmol, 1pmol, 100fmol, 50fmol, 25fmol e 10fmol. As sondas nessas
concentragdes foram aneladas através de desnaturagao a 95°C por 10 min com reducgéo gradual
de temperatura. Houve saturacdo no gel das sondas nas concentracdes 10pmol e 1pmol. As
bandas referentes as sondas nas concentragcées 100fmol e 50fmol estavam nitidas, definidas e
fortes, enquanto que as referentes a concentracdo 25fmol estavam fracas. Nao houve o
aparecimento de bandas na concentragdo de 10fmol. Dessa forma, as sondas na concentragao

100fmol foram selecionadas para os experimentos subsequentes (figura 6).

Sonda Sem Mutagéo Sonda Com Mutacdo

10pmol 1pmol 100fmol 50fmol 25 fmol 10 fmol  10pmol 1pmol 100fmol 50fmol 25 fmol 10 fmol
w

Figura 6: Padronizacdo das concentragbes das sondas biotiniladas. Andlise das sondas
biotiniladas sem e com a mutacdo —195 nas concentra¢des de 10pmol, 1pmol, 100fmol, 50fmol,
25fmol e 10fmol. Houve uma saturacdo das sondas na concentragdo 10pmol e 1pmol. Nas
concentragdes 100fmol e 50fmol foram observadas bandas bem definidas e na concentragéo

25fmol bandas fracas. Na concentragao 10fmol o sinal ndo foi detectado.
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A reacdo de ligagdo entre as proteinas do extrato nuclear, o anticorpo e a sonda
garantem uma melhor especificidade na interacdo entre esses elementos, o que é importante
para o experimento de Super Gel Shift. Por essa razao, foram testados dois tampdes de ligagao.
O tampao de ligagdao 1 contendo NaCl 50mM, KCI 30mM, Tris-HCI pH 7,5 10mM, EDTA 1mM,
DTT 1mM e glicerol 10% enquanto o tampao 2 era composto de NaCl 0,1M, MgCl, 0,3mM, Tris-
HCIpH 7,5 10mM, EGTA 0,1mM, DTT 0,5mM, PMSF 0,5mM e glicerol 4% (Huang et al., 2004).
O tampao de ligacdao 1 apresentou maior eficiéncia do que o 2, uma vez que as bandas

apareceram mais fortes (figura 7).

Sonda WT MUT WT MUT WT MUT WT MUT WT MUT WT MUT

Extrato + + + + + + + + + + + +

Anticorpo No Ab GATA1 MAZ WT1 MAZ WT1

Tampéao 1 1 1 1 2 2
A—s F’Jl - ‘

B— ‘lq' ""N‘ mﬂhilu

Figura 7: Padronizagdo do Tampao de Ligacao para os ensaios de Super Gel Shift. Sondas sem
(WT) e com (MUT) a mutagdo —195 marcadas com biotina foram incubadas com extrato nuclear
de células K562, na auséncia (no Ab) ou presenga de anticorpos (anti-GATA-1, anti-MAZ ou anti-
WT1). O complexo DNA-proteina foi separado através de eletroforese em gel de poliacrilamida e,
entao, transferido para uma membrana. A letra A indica o Super Gel Shift formado pela interagéo

entre o anticorpo e complexo DNA-proteina enquanto que B corresponde a sonda livre.

Uma vez padronizado o tampao, o Super Gel Shift foi realizado usando anticorpos anti-
GATA1, anti-MAZ e anti-WT1. A analise densitométrica dos resultados mostrou que a ligagao

das proteinas Maz e Wt1 as sondas, sem e com a mutagcdo —195, levou a interagbes de
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intensidades semelhantes, indicando os fatores de transcricdo que codificam essas duas
proteinas apresentam uma atividade de ligagdo ao DNA anéloga na presenga ou auséncia da
mutacao —195 (figura 8, setas A e C). O controle do experimento foi a interagdo entre a proteina
Gata-1 e as sondas biotiniladas, mutadas ou ndo, uma vez que a mutagdo nao altera nenhum
dos sitios do fator GATA-1 (regides —170 a -177 e —184 a —191). Como esperado nenhuma
alteracado na ligacdo dessa proteina foi encontrada (figura 8, seta B). A especificidade das
sondas de DNA foi analisada através de experimentos de competicdo nos quais foi adicionado
excesso de sondas ndao marcadas com biotina, as quais inibem a afinidade do extrato nuclear

pela sonda biotinilada e, assim, ndo é observada a presenga de bandas no gel (figura 8).

Sonda S MUT S MUT S MUT S MUT S MUT S MUT S MUT
Extrato nuclear * ¥ & O o ¥ & w® & X o # o+
Competidor = e e + o+ - - o+ + = = + o+
Anticorpo No Ab GATA1 MAZ1 WT1

Sonda
Livre

Figura 8: Andlise de Super Gel Shif para os fatores de transcricado MAZ, WT1 e GATA-1. Sondas
sem (S) e com (MUT) a mutacdo —195 C->G marcadas com biotina foram incubadas com extrato
nuclear de células K562, na auséncia (no Ab) ou presenga de anticorpos (anti-GATA-1, anti-MAZ
ou anti-WT1). O complexo DNA-proteina foi separado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferido para uma membrana. As letras A e C indicam, respectivamente, os

complexos maior e menor formados pela interagdo entre o complexo DNA-proteina e o anticorpo
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anti-MAZ ou anti-WT1. A letra B indica o Super Gel Shift formado pela interacdo entre o

anticorpo anti-GATA-1 e o complexo DNA-proteina.

Como nao encontramos diferenga na atividade dos fatores de transcricdo MAZe WT1 na
ndPHHF-B e, ao invés de continuarmos analisando um Unico fator de transcricdo de cada vez
através de Super Gel Shift, optamos por utilizar a técnica de Array DNA-proteina para a analise

simultanea de varios (345) fatores de transcricao.

3.2 — Interacao de fatores de transcricao

A — Analise da concentracao de hemoglobinas no sangue periférico dos individuos
controles e portadores de ndPHHF-B

O ensaio Array DNA-proteina foi feito usando de extrato nuclear de células eritroides.
Como as células eritroides circulantes no sangue periférico sdo, em sua grande maioria,
anucleadas, e a puncao da medula éssea para obtencao de células eritroides nucleadas é um
procedimento invasivo e bastante doloroso, optamos pela realizacdo de culturas de células
eritroides a partir de células CD34" isoladas do sangue periférico de individuos controles e de
portadores de ndPHHF-B.

A porcentagem de HbF e de HbA2, quantificada por HPLC, dos individuos controles e

dos portadores de ndPHHF-B selecionados para cada cultura estao apresentadas na tabela V.

Tabela V: Porcentagem de HbF e de HbA2 dos individuos selecionados para a realizacdo das

culturas eritroides.

Niveis de HbF Niveis de Hb A2 Niveis de HbF Niveis de Hb A2

(%) (%) (%) (%)

CTRL PHHF
Cultura 1 0,5 3,0 15,9 2,4
Cultura 2 0,3 3,1 12,4 2,5
Cultura 3 0,3 3,3 13,9 2,6
Cultura 4 0,3 2,4 10,5 2,0
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B - Diferenciacao eritroide — Morfologia

No decorrer das culturas de células eritroides foram observados todos os estagios da
eritropoese: proeritroblastos, eritroblasto basofilico, eritroblasto policromatico, eritroblasto
ortocromatico e hemacias. Os tempos de coleta foram escolhidos com base no predominio
celular em um determinado dia de cultivo, sendo as coletas realizadas no 7°, 10° e 13° dias. No
7° dia, houve um predominio celular de unidades formadoras de coldnias eritroides (CFU-E) e
proeritroblastos (células grandes com cromatina frouxa e citoplasma discretamente disforme)
(figura 9A). No 10° dia, o predominio celular foi de eritroblastos basofilicos com nucléolos
evidentes e cromatina mais condensada e eritroblastos policromaticos (figura 9B). No 13° dia de
cultura, houve predominio de eritroblastos ortocromaticos (figura 9C), embora fosse possivel
observar células com nicleo em extrusao (figura 9C) e hemacias. Em relagdo a morfologia, a
diferenciagéo eritroide ocorreu de forma semelhante em todas as culturas, ndo apresentando

diferengas entre os controles e as ndPHHFs-B.

DIA7 DIA10

&
.‘ ]

Figura 9: Diferenciagao eritroide — llustragdo da morfologia celular nos 7°, 10° e 13° dias de uma
das culturas eritroides. Laminas visualizadas em microscopio Optico (aumento de 1000X)
contendo células coletadas ao longo da cultura, ilustrando as fases da diferenciacéo eritroide. No
dia 7 ha predominio de proeritroblastos; no dia 10 o predominio celular € de eritroblastos
basofilicos; e no dia 13 a populagéo celular predominante é de eritroblastos ortocromaticos e de

células com extrusdo nuclear.
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C - Diferenciacao eritroide — Marcadores de superficie celular

O processo de diferenciagdo eritroide foi acompanhado através da observacdo de
alteracbes na expressdao dos marcadores de superficie celular receptor de transferrina e
glicoforina A, através de citometria de fluxo. O receptor de transferrina € uma glicoproteina
transmembranica expressa na superficie de células nucleadas, sendo a marcagao anti-receptor
de transferrina observada nas fases mais precoces da diferenciagao eritroide. A glicoforina A é
uma sialoglicoproteina expressa apds o estagio de CFU-E e com maxima expressao nas fases
mais tardia, correspondendo, dessa forma a um marcador tardio de diferenciagao eritroide
(Robinson et al., 1981). A identificacao de estagios distintos de diferenciagao eritroide é realizada
através da combinagao dos anticorpos anti-glicoforina A e anti-receptor de transferrina: a medida
que ocorre diferenciacéo celular, as células que possuem marcador anti-receptor de transferrina
adquirem a marcacao anti-glicoforina A, indicando maturac¢do celular (Loken et al., 1987). A
expressdo dos marcadores de superficie celular foi semelhante em todas as culturas, nao

apresentando diferengas entre os controles e as ndPHHFs-B.
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Figura 10: Diferenciagdo eritroide — llustragdo da citometria de Fluxo dos marcadores de
superficie celular nos 7°, 10° e 13° dias de uma das culturas eritroides. Analise da expresséo dos
marcadores de superficie celular receptor de transferrina e glicoforina A: as células mais jovens e

imaturas possuem marcador anti-receptor de transferrina e, durante sua maturagédo, adquirem

também a marcacéo anti-glicoforina A.
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Na figura 10 estéo ilustrados os dot plots da citometria de fluxo usando anticorpo anti-
receptor de transferrina e anti-glicoforina A em uma das culturas realizadas para verificagao da
diferenciagao eritroide. No 7° dia de cultura, a maior parte das células expressavam o marcador
de superficie celular receptor de ftransferrina enquanto uma pequena parte apresentava
marcacao duplo positiva em relacdo aos marcadores receptor de transferrina e glicoforina A. No
10° dia, a maioria da populacdo estava fortemente marcada por ambos os anticorpos. No 13° dia,
uma parte da populacdo eritroide apresentou marcagdo positiva apenas para glicoforina A,
indicando que a cultura era composta de células maduras e até mesmo anucleadas, que haviam

perdido o marcador para o receptor de transferrina.

D — Aumento na producao de HbF na cultura eritroide de portadores de ndPHHF-B

A producéo de HbF também foi acompanhada através de citometria de fluxo. Como pode
ser observado na figura 11, nas 4 culturas eritroides dos portadores de ndPHHF-B ha uma
porcentagem maior de células positivas, indicando a presenca de um nimero maior de células F

contendo HbF.
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Figura 11: Produgdo de HbF avaliada através de citometria de fluxo. Producdo de HbF nas
culturas eritroides dos individuos portadores de ndPHHF-B (n=4) e dos controles (n=4). A
abscissa representa os dias da cultura e a ordenada a porcentagem de células positivas para

HbF (%).
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E - Aumento na producao de cadeias das globinas na cultura eritroide de
portadores de ndPHHF-B

A producdo de cadeias globinicas no 13° dia (predominio celular de eritroblasto
ortocromaticos e de células extruindo seus nlcleos) de uma das quatro culturas eritroides foi
analisada através de HPLC a fim de determinar a porcentagem de cada cadeia globinica
produzida. A cultura controle apresentou uma sintese de 3,24% de cadeia yA e de 1,85% de
cadeia yG, enquanto que na do portador de ndPHHF-B foi observada o dobro de producao de

cadeia da globina y*, 7,23% (figura 12).
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Figura 12: HPLC de cadeias globinicas de uma das culturas eritroides. Cromatograma referente
ao HPLC de cadeias globinicas de uma cultura eritroide de um individuo controle (3,24% de

cadeia y" e 1,85% de cadeia y) e de um portador de ndPHHF-B (7,23% de cadeia y").
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F — Aumento na expressdao do gene das globinas y na cultura eritroide de
portadores de ndPHHF-B

A integridade do RNA extraido de todas as culturas foi verificada através de eletroforese
em gel desnaturante. O perfil observado apés a corrida eletroforética do RNA extraido de uma

das culturas esta apresentado na figura 13.

7°DIA 10° DIA 13° DIA

CTRL _PHHF

(A) (B) (€)

Figura 13: Integridade dos RNA. Os RNA foram extraidos de amostras coletadas nos 7° (A), 10°
(B) e 13° (C) dias da cultura eritroide dos individuos controles (CTRL) e dos portadores de
ndPHHF-B (PHHF), utilizando o Kit Micro Rneasy. As amostras foram visualizadas em gel

desnaturante, observando a integridade das subunidades 28S, 18S e 5S do RNA.

Apoés a sintese da fita de cDNA, para verificar a qualidade, a PCR foi realizada para a
amplificagcdo do gene enddgeno p-actina. A amplificacdo resultou em bandas Unicas, bem
definidas e do tamanho esperado (643pb) para os cDNAs referentes aos RNA do 7°, 10° e 13°
dias das culturas eritroides dos individuos controles e dos portadores de ndPHHF-B. Como
controle de reacao, uma amostra de DNA foi usada para amplificagcdo de um produto de 863pb
(figura 14). As amostras referentes ao 7° dia da cultura 1 apresentaram bandas muito fracas,

optando por nao utiliza-las nos experimentos de PCR em tempo real.
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Cultura 1 Cultura 3

7°DIA 10° DIA 13°DIA 7°DIA 10° DIA 13°DIA
PM CTRL PHHF CTRL PHHF CTRL PHHF CP PM  CTRL PHHF CTRL PHHF CTRL PHHF CP

Cultura 2 Cultura 4

7°DIA 10° DIA 13°DIA 7°DIA 10° DIA 13°DIA

PM CTRL PHHF CTRL PHHF CTRL PHHF CP

PM CTRL PHHF CTRL PHHF CTRL PHHF CP

Figura 14: Amplificacdo de um fragmento do gene enddgeno p-actina. Amplificagdo de um
fragmento de 643pb do gene f-actina em amostras de cDNA referentes ao RNA extraidos nos
7% 10° e 13° dias das culturas eritroides de individuos controles (CTRL) e de portadores de
ndPHHF-B (PHHF). PM corresponde ao peso molecular (100pb) e CP ao controle positivo —

amplificagdo de uma amostra de DNA .

A andlise da expressao do gene da globina y nas culturas dos individuos controles e dos
portadores de ndPHHF-B foi realizada atravées de PCR em Tempo Real, a partir de cDNAs
sintetizados de RNAs extraidos nos 7°, 10° e 13° dias de cada cultura. Uma maior expressao do
gene da globina y foi observada nas culturas dos portadores de ndPHHF-B quando comparada

as culturas controle no decorrer da toda a diferenciacao eritroide (figura 15).
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Figura 15: Expressdo do Gene da Globina y avaliada por PCR em Tempo Real. Expressao do
gene da globina y nas culturas dos individuos controles (n=4) e portadores de ndPHHF-B (n=4).
A abscissa representa os dias da cultura e a ordenada as unidades arbitrarias (U.A.). O valor de

p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo (Teste de Mann-Whitney).

O extrato nuclear com predominio celular de eritroblastos basofilicos e policromaticos,
que corresponde ao 10° dia das culturas, foi utilizado para os ensaios de Array DNA-proteina.
Nesta fase a maquinaria transcricional estd muito ativa e a populagdo celular ainda é
predominantemente nucleada, ha diferenca significativa (p = 0,04) na expressdo do gene da
globina y entre as culturas dos controles e dos portadores de ndPHHF-B, além de diferenca no

namero de células positivas para HbF.

G - Analise do Array DNA-proteina revelou uma série de fatores de transcricao
com diferenca de ativadade

A andlise simultanea da interacéo de 345 fatores de transcri¢cdo diferentes foi realizada
através da técnica de Array. O extrato nuclear do 10° dia das culturas controle e dos portadores
de ndPHHF-B foi hibridizado com sondas biotiniladas referentes aos diferentes fatores de
transcricdo. A densidade de cada spot da membrana do Array foi analisada usando o software
TotalLab Quant (England, UK) e, ap6s subtragdo do background, foi feita uma normalizagao dos

valores usando os spots calibradores localizados na linha p e coluna 24 de cada membrana.
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Todos os experimentos de Array foram realizados em duplicatas. Uma compatibilidade
de 97% entre cada duplicata foi observada. Ao comparar as atividades dos fatores de transcri¢cdo
nos Arrays das 4 culturas realizadas, obtivemos concordancia em 94% dos dados, indicando um
bom grau de confiabilidade em relagdo a técnica utilizada.

A analise densitométrica mostrou diferencas na atividade de diversos fatores de
transcri¢cdo entre as culturas dos individuos controles (CTRL) e as dos portadores de ndPHHF-B
(PHHF). Esses fatores estao listados na tabela VI, sendo que o valor da diferenca de atividade
esta representado em termos de razao entre 0 CTRL e a PHHF ou vice-versa. A tabela abaixo
discrimina alguns fatores cuja variacao na sua atividade dentro da mesma populagéo & menor do
que 5 (grupo 1) ou maior do que 5 (grupo 2). No grupo 3, estdo alguns fatores cuja atividade néo

segue um mesmo padrdo entre as populacoes.

Tabela VI: Andlise densitométrica de alguns fatores de transcrigdo que apresentaram diferenca
em sua atividade de ligagcdo ao DNA nos extratos nucleares das culturas eritroides controle

comparada a dos ndPHHF-B.

Cultura1 Cultura 2 Cultura 3 Cultura 4
CTRL PHHF CTRL PHHF CTRLT PHHF CTRL PHHF

GRUPO 1
c-Rel 2,18 1,00 474 100 3,78 100 2,46 1,00
EGR-1 a7 1,00 6,87 100 3,76 100 2,96 1,00
Fast-1/FOXHT 4,31 1,00 1,94 100 4,42 100 444 1,00
HFH-1/FOXQ1 6,78 1,00 181 100 4,96 1,00 537 1,00
HINFP 2,77 1,00 3,82 100 474 100 2,28 1,00
LyF /lkaros 2,55 1,00 2,91 100 3,08 100 242 1,00
NF-E1/YY1 2,61 1,00 164 100 2,51 1,00 1,91 1,00
PAX-1 1,00 1,82 1,00 1,77 1,00 1,56 1,00 1,86
PAX-2 2,86 1,00 2,78 1,00 1,09 1,00 1,76 1,00
PAX-6 1,00 2,61 1,00 516 1,00 1,97 1,00 1,46
PU.1 5,35 1,00 574 100 9,08 100 2,99 1,00
ATXhFOXO4 6,59 1,00 2,03 100 554 100 4,60 1,00
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Cultura 1 Cultura 2 Cultura 3 Cultura 4
CTRL PHHF CTRL PHHF CTRLT PHHF CTRL PHHF

GRUPO 2
ADR-1 2,02 1,00 17,20 1,00 8,16 1,00 4,75 1,00
KLF 1,09 1,00 3,43 1,00 7,14 1,00 1,41 1,00
HNF-1A 1,72 1,00 17,33 1,00 4,59 1,00 2,46 1,00
HNF-3 9,81 1,00 1,60 1,00 5,44 1,00 2,79 1,00
LF-A1 4,02 1,00 15,1 1,00 4,53 1,00 213 1,00

GRUPO 3
EBP-40/45 0,58 1,00 0,23 1,00 1,79 1,00 1,27 1,00
PARP 0,62 1,00 1,11 1,00 2,34 1,00 2,13 1,00
TEF1 0,52 1,00 0,32 1,00 1,14 1,00 1,20 1,00

Selecionamos 6 fatores de transcrigao relacionados a eritropoese, identificados através
do Array DNA-proteina, cuja atividade densitométrica esta representada na figura 16. Houve uma
diminuicdo na atividade de ligagcdo dos fatores NF-E1/YY1, EKLF, EGR-1 e HINFP e uma
aumento na atividade dos fatores PAX7 e E12, no extrato nuclear das culturas eritroides dos

portadores de ndPHHF-B (n=4) em comparagéo ao das culturas controle (n=4).
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Figura 16: Analise densitométrica de 6 fatores de transcricdo identificados através de Array
DNA-proteina. A atividade de ligagdo dos fatores NF-E1/YY1, EKLF, EGR-1, HINFP, PAX1 e
E12 apresentou diferenca nos extratos nucleares das culturas controle (n=4) comparada a dos
ndPHHF-B (n=4). Os resultados sao apresentados como média + desvio padrao. O valor de p <

0,05 foi considerado estatisticamente significativo (Teste de Mann-Whitney).
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O ensaio de Array DNA-proteina gera uma grande quantidade de dados e fica a critério
do investigador analisar, selecionar e validar os resultados obtidos, através de outros métodos.
Para a validacdo dos nossos resultados optamos pela realizacdo dos ensaios de EMSA e
imunoprecipitagdo de cromatina (ChIP) para a andlise da interagdo dos fatores de transcricao
NF-E1/YY1 e PAX1, uma vez que apresentam elementos cis de ligacdo ao DNA localizados na

regido —195 do promotor do gene da globina da yA.

H - Ensaios de EMSA mostram a atividade diminuida do fator de transcricio NF-
E1/YY1 e aumentada do PAX7 na presenca da mutacao —195

As sondas usadas nos ensaios de EMSA referentes aos fatores de transcricao NF-
E1/YY1 e PAX1 possuem sequéncia idéntica as hibridizadas na membrana do Array DNA-
proteina. A andlise da interagdo desses fatores de transcricdo foram feitas usando os mesmos
extratos utilizados nos experimentos de Array: extratos nucleares das culturas eritroides dos
portadores de ndPHHF-B e das culturas dos individuos controles. Apos eletroforese em gel de
poliacrilamida e transferéncia para membrana de nylon, os complexos DNA-proteina e a sonda
livre foram identificados por ensaio de quimioluminescéncia com estreptavidina e peroxidase.

O resultado da hibridizagao para o fator de transcricdo NF-E1/YY1 evidencia a formacgéao
de uma banda de maior intensidade formando um shiff na amostra referente ao extrato nuclear
das culturas dos individuos controles, quando comparado com as culturas dos portadores de
ndPHHF-B (figura 17A). Isso indica uma maior atividade desse fator de transcricdo NF-E1/YY1
na auséncia da mutacdo —195. O resultado da hibridizacdo para o fator de transcricdo PAX1
evidencia a formagdo de uma banda de maior intensidade formando um shift na amostra
referente ao extrato nuclear das culturas dos portadores de ndPHHF-B, quando comparado com
as culturas controle (figura 17B). Desse modo, a atividade desse fator de transcricdo PAXT é
maior na presenca da mutacdo —195 C->G.

Nos ensaios de competicdo, usados para discriminar uma ligagao especifica de uma
inespecifica, ndo foi observada a formagado do shift, indicando que a interagdo, observada

anteriormente, era especifica para cada fator de transcrigdo em estudo.
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Figura 17: EMSA referentes aos fatores de transcricao NF-E1/YY1 e PAX1. Extrato nuclear das
culturas controle (CTRL) e de portadores de ndPHHF-B foram hibridizadas com sondas
referentes aos fatores de transcricdo (A) NF-E1/YY1 e (B) PAX1. O complexo DNA-proteina foi
separado através de eletroforese em gel de poliacrilamida e transferido para uma membrana. A
auséncia ou a presenca do extrato nuclear e do competidor (excesso de sonda nao biotinilada)

estdo indicados pelos simbolos () ou (+), respectivamente.

I — Ensaio de Imunoprecipitacdo de Cromatina (ChIP) evidencia um menor

recrutamento do NF-E1/YY1 e maior do PAX1 na presenca da mutacao —195

A ligacao das proteinas NF-E1/YY1 ou PAX1 a regiao promotora do gene da globina yA,
foi analisada nas culturas 3 e 4, apés o procedimento de ChIP, por PCR em Tempo Real, com
oligos desenhados especificamente para essa regido promotora (-143 a —274).

Para a realizagcdo da PCR em Tempo Real foi feita a padronizacdo do par de primers
especificos para o promotor do gene da globina v*. A verificagdo da especificidade foi feita por
meio da andlise da curva de dissociagao (fluorescéncia versus temperatura) do produto

amplificado usando o programa StepOnePlus (Applied Biosystems) (figura 18).
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Figura 18: Curva de dissociacdo do primer promotor gene da globina yA. Na temperatura de
80,25°C ocorre desnaturagdo do produto amplificado. A presenga de apenas um pico na curva

demonstra a especificidade dos iniciadores.

Entdo, determinamos a faixa de concentragao 6tima de amostra e a eficiéncia de reacao.
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Figura 19: Andlise da eficiéncia de amplificagdo do primer promotor do gene yA. (A) curva de
amplificacdo onde a ordenada representa o ARn (intensidade de fluorescéncia) e a abscissa x o
numero de ciclos.; (B) curva de eficiéncia onde a ordenada representa o Ct e a abscissa a

quantidade de cDNA.
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Tabela VII: Sequéncia, temperatura de desnaturagdo, tamanho dos fragmentos

amplificados, concentragdo 6tima e eficiéncia do primer promotor do gene da globina y*.

Produto Amplificado

Concentragdo
Gene Temperatura de ) Eficiéncia
Tamanho Otima
Desnaturagao
Promotor globina yA 80,25°C 127 pb 150 nM 100,0%

A quantificagdo dos imunoprecipitados foi realizada através da construgédo de uma curva
padrdo das amostras denominadas INPUT. Inicialmente, foi feita uma diluicdo seriada nas
concentragdes 107, 107 10°, 10® e 10°. Como a curva padrio ndo apresentou o perfil
esperado, optamos por quantificar, através do espectrofotometro NanoDrop, as amostras
INPUTs e construir uma nova curva padrdo, para cada imunoprecipitado em andlise. As
amostras INPUT foram ent&o diluidas nas concentragdes de 3,75ng, 7,5ng, 15ng, 30ng e 60ng.

As curvas padrao referentes a cada amostra INPUT estédo apresentadas na figura 20..
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Figura 20: Curva padrao do INPUT referente a cada populacdo em analise.

A quantificacdo de cada amostras em relacdo a curva padrdo da amostra INPUT esta
representada no grafico abaixo. A analise do ChIP mostrou que na presenca da mutacao —195
C->G ha um menor recrutamento do fator de transcricdo NF-E1/YY1 e um maior recrutamento

do fator PAX1 para a regido promotora do gene y" globina.
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Figura 21: Quantificacdo da interagdo entre os fatores de transcricdo NF-E1/YY1 e PAX1 a
regido promotora do gene da globina 7A. Interacdo entre os fatores NF-E1/YY1 ou PAX1 e o
promotora do gene da globina yA no extrato nuclear das culturas controle (CTRL, n=2) e dos

portadores de ndPHHF-B (n=2), analisada por PCR em Tempo Real apés o ensaio de ChlIP.
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V. CAPITULO 2:

GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

na ndPHHF tipo BRASILEIRA
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1. OBJETIVOS

v"Identificar genes diferencialmente expressos na ndPHHF-B.
v" Analisar a expressao de alguns dos genes diferencialmente expressos identificados.
v Analisar a expressdo de algumas proteinas traduzidas pelos genes diferencialmente

expressos.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 — Células eritroides — reticulécitos

A — Separacao de Reticuldcitos

Um volume de 4mL de sangue venoso periférico, coletado em tubo contendo EDTA
como anticoagulante, foi transferido para um tubo Falcon e centrifugado a 3.000 rpm por 10 min
e temperatura de 4°C. Apdés o plasma ser descartado, foi adicionada solugdo de lise de
hemacias (NH,Cl 0,144M; NH4HCO; 0,01M) na quantidade de 5x o volume de papa de
hemécias. As amostras foram incubadas por 30 min no gelo, com agitacado vigorosa a cada 5
min. Apos centrifugacao a 3.000 rpm por 15 min e temperatura de 4°C, o sobrenadante contendo
reticulécitos foi transferido para novo tubo, adicionando solu¢éo de Sucrose (1,5M) / KCI (0,15M)
preparada com agua tratada com DEPC, num volume correspondente a 1/10 do volume desse
sobrenadante. Uma centrifugagcdo a 5.000 rpm por 20 min e temperatura de 4°C foi realizada
para a sedimentacdo de debris celulares. O sobrenadante contendo apenas reticuldcitos foi
transferido para um novo tubo.

Para a obtencdo do RNA de reticulécitos, esse sobrenadante foi tratado com 700uL de
acido acético 10% e centrifugado a 5.000 rpm por 20 min e 4°C. O precipitado foi entao
ressuspenso em 1mL de TRIzol (Invitrogen) e armazenado a — 80°C.

Para a obtencdo das proteinas de reticulécitos, esse sobrenadante foi centrifugado a
2.000 rpm por 40 min e 4°C. O pellet foi lavado duas vezes com PBS, ressuspenso em 100uL de

agua e transferido para um eppendorf, o qual foi incubado a — 80°C.
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B - Extracao de Proteinas de Reticulécitos
A amostra contendo reticulécitos ressuspensos em agua foi descongelada para provocar
a ruptura da membrana celular. Apds centrifugacdo (13.500 rpm, 30 min, 4°C), o sobrenadante

foi coletado e a concentragédo das proteinas foi determinada usando o ensaio de Bradford.

C - Extracao de RNA de Reticulécitos

A amostra contendo RNA estocado em 1mL de TRIzol foi descongelada em banho de
gelo. Um volume de 200uL de cloroférmio foi adicionado, agitando vigorosamente. Uma
incubacao a temperatura ambiente foi feita por 5 min, seguida por centrifugacdo a 13.500 rpm
por 15 min a 4°C. A fase aquosa (superior) foi transferida para novo eppendorf e 500uL de
isopropanol gelado foram adicionados. A amostra foi incubada por 10 min a temperatura
ambiente, sendo centrifugada a 13.500 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado
cuidadosamente e o RNA precipitado foi lavado com 1mL de etanol 75% gelado. Apds
centrifugacdo a 11.500 rpm por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o RNA foi
solubilizado em 12yuL de agua tratada com DEPC.

A concentracdo de RNA total extraido de reticulécitos foi determinada usando o
espectrofotdmetro NanoDrop (comprimento de onda de 260 nan6metros).

A andlise da integridade do RNA total extraido foi feita através de eletroforese em gel

desnaturante 1,5% contendo formaldeido.

D - Sintese de DNA complementar (cDNA)
A sintese do cDNA foi realizada a partir do 1ug RNA, previamente tratado com DNAsel,

de reticulécitos isolados do sangue periférico.

E - PCR em Tempo Real

A expressdo dos genes das globinas o, B e y nas 11 amostras dos portadores de

ndPHHF-B e nas amostras dos 11 individuos controles foi analisada por PCR em Tempo Real.
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Tabela VIII: Sequéncia de cada par de primers e concentracdo oOtima utilizada para a

amplificagédo dos genes das globinas.

Gene Primers Concfentrag.éo

Otima

globina «— Sense 5'—- GGCGAGTATGGTGCGGAG -3 150 M

globina «— Antisense 5'- TGCGGGAAGTAGGTCTTGGT -3’

globina B — Sense 5'—- CACTGTGACAAGCTGCACGTG -3 150 nM

globina fi— Antisense 5'- GCACACAGACCAGCACGTTG -3

globina y— Sense 5'-TCTGGAAGATGCTGGAGGAGA -3 150 nM

globina y— Antisense 5'—- CAAAGAACCTCTGGGTCCATG =3

factina — Sense 5'— AAAGAGATGGCCACGGCTGCT -3 150 nM

[actina — Anitsense 5'— TCGCTCCAACCGACTGCTGT -3

GAPDH — Sense 5'- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC -3 150 M

GAFPDH — Antisense 5'- CCACTTGATTTTGGAGGGATCT =3’

2.2 - Biblioteca Subtrativa

As Bibliotecas Subtrativas Supressivas foram construidas usando PCR-Select cDNA
Subtraction Kit (Clontech Laboratories). Essa técnica possibilita a comparagdo entre duas
populacdes distintas de RNA e a obtencdo de clones que estdo expressos em apenas uma
condicao (Diatchenko et al., 1996). No nosso caso, comparamos transcritos obtidos a partir de
RNA de reticulécitos de portadores de ndPHHF-B e de individuos controles. Dois pools de RNA
foram preparados, um contendo RNAs de 5 amostras de controles e outro contendo RNAs de 5

amostras de portadores de ndPHHF-B, e tratados com DNAsel.

A — Sintese e amplificacdo de cDNAs

Para a constru¢do das Bibliotecas, os cDNA de uma populagéo foi denominado tester e
da outra driver. Na biblioteca forward, o cDNA tester corresponde a amostra dos individuos
controles e o cDNA driver a dos portador de ndPHHF-B. Na biblioteca reverse, o cDNA tester

corresponde a amostra dos portadores de ndPHHF-B e o cDNA driver a dos individuos controles.
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Assim, na biblioteca forward estéo identificados os transcritos presentes apenas nos controles e
na reverse os transcritos presentes apenas nos portadores de ndPHHF-B.

Para a sintese do cDNA, 500ng do pool de RNA previamente tratado, 3'-BD SMART
CDS Primer Il A 2,4uM (5 — AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30VN — 3’, sendo V = A, G
ou C e N = qualquer base nitrogenada) e SMART Il A Oligonucleotide 2,4uM (5 -
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG - 3') foram incubados a 70°C por 2 min. Em
seguida, foram adicionados First-Strand Syntesis Buffer 1x, DTT 2mM, dNTP 1mM e 20U de
AMV PowerScript Reverse Transcriptase (20U/uL), incubando por 1 hora a 42°C. O tamp&o Tris-
EDTA foi entdo adicionado para volume final de 50pL.

A qualidade da sintese de cDNA foi verificada através da amplificagdo do gene f-actina,
usando tampao de enzima 1x; MgCl, 2mM; dNTP 200uM; primer S-actina Sense 0,32uM; primer
p-actina Antisense 0,32uM; 1U de enzima Taq polimerase 5U/uL (Invitrogen); e 50ng de cDNA. A
programacao usada foi: desnaturagéo inicial a 95°C por 2 min, seguida de amplificagéo através
de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 58°C por 1 min e 72°C por 2 min, com uma extenséo final por 5
min a 72°C. A anélise do produto de PCR foi feita por eletroforese em gel de agarose.

Antes da amplificagdo total dos cDNAs, foi feita a otimizagdo do numero de ciclos da LD
PCR usando tampado da enzima 1x; MgSO, 2mM; dNTP 200uM; 5° PCR Primer (5' -
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT - 3') 0,48uM; 2,5U de enzima Platinum Taq HiFi 5U/uL;
cDNA diluido 1:10. A programacéo da LD PCR foi: desnaturagéo inicial de 1 min a 95°C, seguida
de amplificacéo através de 35 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por 15 s e 68°C por 6 min. Foram
retirados 5uL de amostra a cada 3 ciclos da LD PCR para analise da amplificacdo. Apds a

determinagé@o do nimero étimo de ciclos, um volume de 96uL de cDNA foi amplificado - LD PCR.

B - Digestao com Rsal

O produto da LD PCR foi purificado usando Wizard SV Gel and PCR Clean Up System
(Promega). O produto da LD PCR foi homogeneizado com solugdo Membrane Binding Solution e
transferido para uma SV Minicolumn previamente tratada com a mesma solugdo. Uma incubagao

por 1 min a temperatura ambiente foi feita, seguida de centrifugagdo por 2 min a temperatura
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ambiente. O eluato foi descartado e a solucdo Membrane Wash Solution foi adicionada a SV
Minicolumn seguida de centrifugagdo por 2 min a temperatura ambiente. A SV Minicolumn foi
transferida para um novo eppendorf e a eluigdo da LD PCR foi feita através da adi¢cao de agua a
65°C, seguida de incubacéo por 1 min a temperatura ambiente e de centrifugacdo por 2 min.

Os cDNA tester e driver amplificados e purificados foram digeridos com a enzima Rsal.
Para a digestao, ao volume de 96uL do produto de LD PCR purificado foram adicionados tampao
Tango 1x e 30U da enzima Rsal 10U/uL, incubando overnight a 37°C. Apos esse periodo, foi
adicionado EDTA / Glicogénio para a inativagdo da enzima. A confirmacdo da digestdo foi
realizada através de uma eletroforese usando cDNA nao digerido e cDNA digerido. O produto da
digestdo foi purificado adicionando igual volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(Invitrogen) e centrifugado a 13.000 rpm por 5 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e o DNA foi precipitado com glicogénio 0,5%, acetato de amdnio
7,5 M e etanol absoluto, incubando em banho de gelo seco com etanol por 15 min e
centrifugando a 13.000 rpm por 30 min a 4°C. O DNA precipitado foi lavado com etanol 70%,
centrifugado a 13.000 rpm por 10 min a 4°C, e ressuspenso em 150uL de agua DEPC. A

verificagdo da integridade do DNA purificado foi feita através de eletroforese.

C - Ligacao dos Adaptadores

Para a ligacdo dos adaptadores, o cDNA tester digerido e purificado foi diluido em agua
na propor¢do 1:5. Um volume de 2uL dessa amostra de cDNA tester purificada, digerida e
diluida 1:5 foi ligado a 2uL de adaptador 1 10uM (adaptador 1: 5'-
CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3) ou adaptador 2R
10puM (5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3’), adicionando, a
cada reacao, 6 pL de Master Mix (contendo 2 pL de tampao T, DNA ligase 5x, 1uL de enzima
T4DNA ligase e 3uL de agua). Foram misturados 2uL da ligacdo com o adaptador 1 e 2uL da
ligacdo com o adaptador 2R, reservando-os como tester ndo subtraido. As ligacbes foram
incubadas overnight a 16°C. Apds esse periodo, foi adicionado, em cada tubo, 1uL de EDTA /

Glicogénio, e foi feita uma incubacéo a 72°C por 5 min para inativar a enzima ligase.
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D — Hibridizacoes

Na primeira hibridizagdo, cada 1,5uL de cDNA fester (ligado ao adaptador 1 ou ao
adaptador 2R) foi hibridizada separadamente com 1uL de tampéao de hibridizacdo 4x e 1,5uL de
cDNA driver também digerido com Rsal e purificado. Foram feitas duas incubagées: uma a 98°C
por 1,5 min seguida por outra a 68°C por 8 horas. Desse modo, as moléculas que sdo expressas
apenas na populacdo cDNA tester, correspondentes as moléculas diferencialmente expressas
nessa populacao, estdo na condigdo de fita simples e possuem adaptadores diferentes ligados
as suas extremidades. As moléculas comuns as duas populagbes sofrem hibridizagao, com
consequente formagao de estruturas dupla fita. As moléculas especificas da populagao driver
também estdo na forma de fita simples, mas ndo possuem os adaptadores ligados as suas
extremidades e, por isso, ndo sdo amplificadas por PCR nas etapas posteriores.

Na segunda hibridizagdo foram misturadas as aliquotas de cDNA fester da 1°
hibridizagdo com 1puL de uma mistura, contendo 1uL de cDNA driver digerido com Rsal
(previamente desnaturado a 98°C por 1,5 min), 1uL de tampé&o de hibridizacao 4x e 2uL de agua.
A mistura foi realizada da seguinte forma: com uma pipeta marcando 15uL foi pipetado o volume
total do tubo contendo o adaptador 2R, puxando um pouco de ar na ponteira; em seguida foi
pipetado o driver desnaturado a 98°C. Essas amostras foram transferidas para o tubo da 12
hibridizacdo contendo o adaptador 1, aquecido a 68°C, homogeneizando. Dessa forma, o
contetido dos 3 tubos (cDNA tester ligado ao adaptador 1 apds 12 hibridizacdo; cDNA tester
ligado ao adaptador 2R apés 12 hibridizagéo; e cDNA driver) foram misturados ao mesmo tempo.
As reacdes foram incubadas overnight a 68°C. Ap6s esse periodo, 200uL de tampao de diluigdo
foram adicionados a amostra, incubando a 68°C por 7 min. Apenas as moléculas fita simples

especificas formam estruturas em dupla fita.

E — Amplificacao dos Transcritos
A PCR (1% amplificag&o) foi realizada usando tamp&o Advantage 2 PCR Buffer 1x; dNTP
1,25mM; 5 PCR Primer 1 0,20uM; enzima 50x Advantage cDNA polymerase mix (Clontech); e

cDNA. A programacéo utilizada foi: 5 min a 75°C (preenchimento das extremidades dos
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adaptadores na molécula de dupla fita); desnaturacdo inicial a 94°C por 25 s, seguida de
amplificacéo através de 30 ciclos de 94°C por 10 s, 66°C por 30 s e 72°C por 1,5 min. A andlise
do produto de PCR foi feita através de eletroforese. Para essa amplificacdo também foram
avaliados os cDNAs nao subtraidos previamente diluidos.

Ap6s a verificagdo da qualidade da PCR, foi realizada a Nested PCR (2% amplificag&o),
usando tampéao Advantage 2 PCR Buffer 1x; dNTP 200uM; Nested PCR Primer 1 0,8uM (5'-
TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT-3');  Nested PCR  Primer 2R 0,8uM  (5-
AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT-3'); enzima 50x Advantage cDNA polymerase mix; e o produto
de PCR diluido na proporg¢éo 1:10. O programa usado foi: 13 ciclos de 94°C por 10 s, 68°C por
30 s e 72°C por 1,5 min. A andlise do produto da Nested PCR foi feita através de eletroforese.

Para essa amplificagdo também foram avaliados os cDNAs néo subtraidos previamente diluidos.
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Figura 22: Esquema das etapas envolvidas na construcdo das Bibliotecas Subtrativas. (A)
Sintese de cDNAs, digestdo com Rsal e ligacdo dos adaptadores; (B) 12 hibridizagao; (C) 22

hibridizagao; (D) 12 amplificagédo dos transcritos; (E) 22 amplificacao dos transcritos.
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F — Clonagem, Amplificacado e Sequenciamento dos clones

Os fragmentos resultantes da Nested PCR foram clonados no pGEM-T Easy Vector
(Promega), especifico para clonagens provenientes de amplificacées por PCR. Para a reacao de
ligacao foram utilizados: Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase 1X; 50ng de pGEM-T Easy Vector
System (Promega); 25ng de produto de Nested PCR; 3U de T4 DNA ligase 3U/uL. A reacado de
ligacao foi entdo incubada overnight a 4°C.

A transformacgéo de bactérias foi feita por eletroporagdo com a utilizagao de cubetas 0,1
centimetros e eletroporador MicroPulser (Bio-Rad Laboratories), ajustado para 1800 V, 25
milifarad de capacitancia e 200 ohms de resisténcia. As bactérias Eschericia coli DH10p
competentes (50uL) foram adicionados 2uL da reagéo de ligacao, incubando em banho de gelo
por 2 min. Foi entdo realizada a eletroporagdo seguida de incubacdao em meio SOC (20g de
triptona, 59 de extrato de levedura, 0,5g de NaCl/L, KCI 2,5mM, pH 7,0 por mL de meio) sem
ampicilina, sob agitacdo constante de 500 rpm, por 1 hora e temperatura de 37°C. As bactérias
transformadas foram plaqueadas em meio LB s6lido contendo ampicilina 150ug/mL, IPTG e X-
Gal, incubando a 37°C overnight na estufa.

As colbnias com o inserto (brancas) foram inoculadas em placas de fundo U contendo,
por poco, 120uL de meio LB com ampicilina (150ug/mL). Essas placas foram incubadas por um
periodo minimo de 12 hs a 37°C sob agitacao constante de 120 rpm. A seguir, 2uL desta cultura
foram usados como molde da PCR: tampado de enzima 1X; MgCl, 1,66mM; dNTPs 1,25mM,;
Primer M13 Sense 0,12uM; Primer M13 Antisense 0,12M; 1U de enzima Taq DNA Polimerase
5U/uL (Invitrogen), em volume final de 15uL. A programagao utilizada foi: desnaturagao inicial a
94°C por 3 min, seguida de amplificacdo através de 35 ciclos de 94°C por 20 s, 57°C por 15 s e
72°C por 1 min. Para a verificagdo da reagéo, as amplificaces de diferentes tamanhos foram
visualizadas em gel de agarose. Os fragmentos amplificados foram sequenciados no aparelho

Mega Bace 1000 DNA Analysis System (Molecular Dynamics, Amersham, Life Science).
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G — Andlise das sequéncias geradas

Um pipeline para submissdo das sequéncias geradas foi criado pelo grupo de
bioinformatica do Laboratério de Genémica e Expressao (LGE) do Departamento de Genética do
Instituto de Biologia da UNICAMP (www.Ige.ibi.unicamp.br/reticulécito). O LGE possui ampla
experiéncia nesta area, tendo participacdo em projetos de bioinformatica relacionados a diversos
genomas. As sequéncias geradas através do sequenciamento automdtico foram submetidas a
andlise por este pipeline que faz a trimagem dos vetores e analisa a qualidade das sequéncias
atribuindo notas de qualidade a cada nucleotideo através do programa PHRED (Ewing & Green,
1998). As sequéncias formadas por pelo menos, 200 pb com nota PHRED acima ou igual a 20
foram consideradas como de boa qualidade. Esses dados foram, entdo, filtrados, removendo
elementos tais como sequencias ribossomais e vetoriais e as caudas poly(A) ou poly(T). Cada
sequéncia (read) foi alinhada contra o banco de dados de nucleotideos Unigene
(http://'www.ncbi.nlm.nih.gov/unigene), através do programa BLASTn usando um valor de corte
de similaridade (E-value) menor que 1e-10. Os genes que obtiveram sequéncias alinhadas foram
identificados e anotados e os que n&o tiveram similaridade foram denominados “no hits”. Os
agrupamentos de genes foram formados de acordo com a identificacdo dada por esta
comparacao. Assim, as sequéncias que apresentaram o mesmo numero de Unigene foram
agrupadas conjuntamente. Estas sequéncias ficam depositadas no enderego
www.lge.ibi.unicamp.br/reticulocito na area de analise de Bibliotecas Subtrativas/PHHF cujo

acesso é limitado por senha.

H - PCR em Tempo Real

A validacéo dos resultados obtidos nas Bibliotecas Subtrativas foi realizada pelo método
de PCR em Tempo Real, utilizando como molde da reagdo as mesmas amostras de cDNAs,
sintetizadas a partir do pool de RNAs, usadas para a construgado dessas Bibliotecas e os genes
AHSP, FAM46C, FOX0O3a, globina y, HOOK3, MKRN1, MIER1, PI4K2A, PPM1A e TCEA1. Os

primers referentes a todos esses genes foram padronizados.
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Tabela IX: Sequéncia de cada par de primers e concentragao étima utilizada para a amplificagao

de alguns genes diferencialmente expressos encontrados nas Bibliotecas Subtrativas.

Gene Primers Con(fentragﬁo

Otima

AHSF - Sense 5- GTGGGTGAGACATATACAGCCTGTTA -3 5

AHSF - Antisense 5- TCCTGCGGAAATGAGATCCTTA -3’

FAM46C - Sense 5- CCAGAGGGTGTGAACAAGCTC -3

FAM46C — Antisense 5= TCCGTGCAAACCTTCACTAGC -3/ Ry

FOX03a - Sense 5- TCAAGGATAAGGGCGACAGC -3 ST

FOXO3a - Antisense  5- GGACCCGCATGAATCGACTAT -3

Globina y— Sense 5- TGTGGAAGATGCTGGAGGAGA -3 150 M

Globina v— Antisense  5— CAAAGAACCTCTGGGTCCATG -3

HOOK3 - Sense 5~ GAAGCAAATGGAAGAACGATACAA -3

HOOK3 — Antisense 5-TCGGTCTCGTTCCTGGAGCT -3 10

MKRN1T - Sense 5- TCCACGGAGATTCTTGTGACAT -3

MKRN1T — Antisense 5- ATGGGCCTCAATGCACGA -3 R

MIER1 - Sense 5- TCAGGGTCCCACAGGAGC -3

MIER1 — Antisense 5- GGGCTCCATGTTTCAAGCA -3’ R

PI4K2A - Sense 5'- CCACCGTTTGTCTGTGTATAGGGA -3 BB

PI4K2A — Antisense 5- TTCAGAGTTGGCAGTTCTTTGG -3’

PPM1A - Sense 5'- GCAATGAAGTAGTCGACACCTGTT -3

PPM1A — Antisense 5- GATACTTTGGGTGCATTTGGAA -3 oy

TCEA? — Sense 5- GAAAAATGTCCTCTGTGGGAATAT -3 N

TCEAT — Antisense 5-TCTCTTTCAGCTCATCACTAGCC -3

2.3 — Genes Diferencialmente Expressos e sua respectivas Proteinas

A andlise da expressao dos genes AHSP, FOX0O3a, HOOK3, MKRN1, MIER1, e PPM1A
foi realizada através de PCR em Tempo Real, utilizando como molde da reagdo amostras de
cDNAs, sintetizadas de RNA de reticuldcitos isolados do sangue periférico, de 11 individuos
controles e de 11 portadores de ndPHHF-B.

As proteinas Foxo3a, Hook3, Mkrn1, Mier1, e Ppm1a foram selecionadas para analise
de sua expressao. Ao extrato protéico de reticuldcitos foi adicionado tampao Laemmli contendo

DTT 100mmol/L, fervendo por 4 min. As proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de
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poliacrilamida 10% SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Bio-Rad). A eletrotransferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi feita a 120 V por 90 min em aparelho de
transferéncia (Bio-Rad). A ligacdo dos anticorpos a proteinas nao-especificas foi reduzida por
pré-incubagcdo da membrana por 1 h com tampao de bloqueio (5% de leite em pé magro em
solugéo basal contendo Tris 10mmol/L, NaCl 150mmol/L e Tween-20 0,02%). A membrana foi
incubada com anticorpos especificos diluidos em tampao de bloqueio (0,3% de leite em po
magro em solu¢do basal) por 12 hs a 4°C e, entdo, lavadas 3 vezes com solugdo basal. Os
anticorpos primarios usados foram obtidos da Santa Cruz: anti-FOX0O3a (sc-11351), anti-HOOK3
(sc-49981), anti-MKRN1 (sc-133771), anti-MIER1 (sc-131601), e anti-PPM1A (sc-32402). O
sistema de revelacao foi baseado em ensaio de quimioluminescéncia usando SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific). As membranas foram incubadas por 1 h
com o anticorpo secundario (conjugado a HRP), lavadas, submetidas ao substrato da enzima e

detectado por auto-radiografias em filme Kodak XAR (Eastman Kodak).

3. RESULTADOS

3.1 — Analise da expressao génica evidencia o aumento na expressao do gene das
globinas y em reticuldcitos de portadores de ndPHHF-B

A andlise da expressao dos genes das globinas o, B e y foi realizada, através de PCR
em Tempo Real, em cDNAs, sintetizados de RNA total extraido de reticulécitos isolados do
sangue periférico, de 11 portadores de ndPHHF-B e de 11 individuos controles.

A expressao dos genes das globinas o e  ndo apresentaram diferencga significativa nos
reticulécitos dos dois grupos em analise. Como esperado, 0 gene da globina y apresentou

expressao significativamente aumentada nos portadores de ndPHHF-B (figura 23).
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Figura 23: Expressdo dos genes das globinas «, 5 € y em RNA de reticuldcitos de individuos
controles (n = 11) e de portadores de ndPHHF-B (n = 11). A expressdao de cada gene foi
normalizada usando a média geométrica dos genes p-actina e GAPDH. Os valores sao
representados por média + desvio padrao (unidades arbitrarias, U.A.). O valor de p < 0,05 foi

considerado estatisticamente significativo (Teste de Mann-Whitney).

3.2 — Analise diferencial aponta uma série de genes diferencialmente expressos entre
controles e portadores de ndPHHF-B

Duas Bibliotecas Subtrativas foram construidas com o objetivo de identificar genes
diferencialmente expressos em portadores de ndPHHF-B. A qualidade de alguns dos RNAs

extraidos pode ser observada na figura 24.

CTRL PHHF

Figura 24: Qualidade dos RNAs. Os RNAs de reticuldcitos de individuos controles (CTRL) e de
portadores de ndPHHF-B (PHHF) foram extraidos. As amostras foram visualizadas em gel

desnaturante, observando as subunidades 28S e 18S. PM — peso molecular (100pb).
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A - Sintese e amplificacao de cDNAs
Os RNAs foram tratados com DNAsel, para remocao de moléculas dupla fita. Os cDNAs

foram sintetizados a partir de pools de RNAs: um com RNAs de 5 controles e outro com RNAs
de 5 portadores de ndPHHF-B. A amplificacdo do gene p-actina nas amostras de cDNAs

sintetizados esta ilustrada na figura 25.

Figura 25: Anadlise da Sintese de cDNAs. Amplificagdo do gene B-actina nas amostras de
cDNAs referentes aos individuos controles (CTRL) e aos portadores de ndPHHF-B (PHHF). PM

— peso molecular (100pb); CP — produto de PCR do cDNA referente a uma amostra controle.

Antes da construcao das Bibliotecas, a expressao dos genes das globinas o, B e vy foi

analisada através de PCR em Tempo Real. A expressdo do gene da globina y estd aumentada

na amostra de cDNA do pool/ de RNAs dos portadores de ndPHHF-B (figura 26).

GLOBINAALFA GLOBINA BETA GLOBINA GAMA

=3
L

o
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n

=3
~
h

o
=3

Expressao génica globina y (U.A.)

CTRL ndPHHF-B CTRL ndPHHF-B
pool pool pool pool

CTRL ndPHHF-B
pool pool

Expressao génica globina o (U.A.)
Expressao génica globina 3 (U.A))

Figura 26: Expressao dos genes das globinas «, € y nas amostras de cDNAs do pool de RNA
extraido de reticuldcitos de individuos controles (CTRL) e do de portadores de ndPHHF-B. A

expressao dos genes foi normalizada usando a média geométrica dos genes g-actinae GAPDH.
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Para as etapas seguintes, foi realizada a padronizagdo do numero de ciclos para
assegurar que o cDNA permaneceria em sua fase exponencial de amplificagdo. Um aumento no
ndmero de ciclos resulta em uma amostra pobre para a subtragéo, visto que na fase de plat6é o
numero de copias dos genes se equivale. Um nimero muito reduzido de ciclos leva a uma baixa
concentragdo do produto da PCR. O ciclo 6timo foi estabelecido como sendo 1 ciclo antes de
atingir o platé. Para isso, foram retiradas aliquotas, a cada 3 ciclos, a partir do ciclo 15 de
amplificagédo. A andlise do padrao mostrou que com o aumento do nimero de ciclos, ocorreu um
aumento na intensidade das bandas até que esta intensidade permaneceu constante, mostrando
que a amplificacdo chegou a sua fase de platd. A fase estavel da amplificacao foi atingida apds
30 ciclos para a amostra CTRL e ap6s 33 ciclos para a amostra ndPHHF-B. Assim, o ciclo 29 e o
ciclo 32 foram selecionados como sendo o ciclo 6timo da LD PCR para as amostras CTRL e

ndPHHF-B, respectivamente (figura 27).

PM 15 18 21 24 27 30 33 36

CTRL

PHHF

Figura 27: Padronizagcdo do numero otimo de ciclos da LD PCR. Os ciclos 29 e 32 foram
selecionados como ciclo étimo para as populagées CTRL e ndPHHF-B, respectivamente (1 ciclo
antes de atingir o platé — ciclos 30 e 33). PM — peso molecular 100pb; CTRL — amplificacéo da
amostra referente ao cDNA do pool de RNAs dos individuos controles; PHHF — amplificacdo da

amostra referente ao cDNA do pool de RNAs dos portadores de ndPHHF-B.
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B - Digestao com Rsal

As amostras de cDNAs amplificadas e purificadas, foram digeridas com a enzima de
restricdo Rsal, a fim de gerar fragmentos de menor tamanho. A confirmagao da digestao foi
realizada através de uma eletroforese em gel de agarose (figura 28A) usando cDNA nao digerido
e cDNA digerido com a enzima Rsal. Anteriormente a digestao, os cDNAs apresentam tamanho
entre 0,5 e 10 kb, correspondentes aos mMRNAs abundantes. Apds a digestao, os transcritos tém
tamanho menor, variando entre 0,1 e 2 kb. O perfil observado apds a purificacdo dos cDNAs

digeridos esta apresentado na figura 28B.

A DIGESTAO B PURIFICAGAO
PM CTRL CTRL PHHF PHHF PM  CTRL PHHF
ND D ND D

Figura 28: Verificacdo da digestdo dos cDNAs com Rsal e da purificagdo. (A) cDNA digerido
com Rsal. (B) cDNA digerido com Rsal apés purificacdo. PM — peso molecular (100 pb); CTRL D
— cDNA controle digerido; CTRL ND — cDNA controle n&o digerido; PHHF D — cDNA ndPHHF-B

digerido; PHHF ND — cDNA ndPHHF-B néo digerido.

C - Hibridizacoes

Os fragmentos digeridos e purificados foram ligados ao adaptadores 1 ou ao adaptador
2R. Na primeira hibridizagdo, um excesso de cDNA driver foi adicionado a cada aliquota de
cDNA tester e as amostras foram desnaturadas e aneladas. Nesta etapa, ocorre a primeira

subtragédo onde sequéncias complementares presentes em ambas as amostras se anelam e ndo
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podem ser amplificadas, uma vez que a sequéncia driver ndo esta ligada aos adaptadores. Na
segunda hibridizagado, ocorre a supressdo dos transcritos muito expressos e o enriquecimento

dos transcritos menos abundantes.

D - Amplificacado dos Transcritos

Os transcritos subtraidos foram selecionados através de amplificacao por PCR. Nestas
etapas apenas os fragmentos ligados aos adaptadores em ambas as extremidades sao
amplificados. Com isso, ocorre uma diminuicdo no “rastro” e na intensidade das bandas
observadas no gel, indicando que os transcritos presentes em ambas as amostras foram
subtraidos, remanescendo apenas os transcritos diferenciais (figura 29A). Apos a verificacdo da
amplificagdo das amostras subtraidas, foi realizada a Nested PCR, uma vez que essa reagao

aumenta a concentragdo dos transcritos diferenciais (figura 29B).

A PCR B NESTED PCR

PM CTRL CTRL PHHF PHHF CP PM CTRL CTRL PHHF PHHF CP
SUB NSUB SUB NSUB

SUB NSUB SUB NSUB

Y

Figura 29: 72 (PCR) e 22 (Nested PCR) Amplificagées do cDNA subtraido. (A) Produto da PCR
dos cDNA usados na construcdo das SSHs. (B) Produto da Nested PCR dos cDNA usados na
construgdo das SSHs. PM — peso molecular de 100pb; CTRL SUB — cDNA controle pés-
subtracao; CTRL NSUB — cDNA controle ndo subtraido; PHHF SUB — cDNA ndPHHF-B pbs-

subtracao; PHHF NSUB — ¢cDNA ndPHHF-B nao subtraido; CP — controle positivo ndo subtraido.
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E - Clonagem, Amplificacao e Sequenciamento

As amostras resultantes da Nested PCR foram clonadas em vetor pGEM-T. A reacéao de
ligacdo dos produtos da Nested PCR ao plasmideo pGEM-T foi realizada, seguida da
transformagao das bactérias através de eletroporagao. As bactérias foram entao plaqueadas em
placas contendo meio LB / ampicilina / IPTG / X-Gal.

Para identificar as col6nias com ou sem o inserto, foi usado um anéalogo sintético e nao
degradavel da lactose, o isopropil-p-D-tio-galactosideo (IPTG), que se associa ao repressor do
gene lacZ (enzima B-galactosidase), inibindo-o e possibilitando que haja transcricao. A enzima f3-
galactosidase tem sua expressdo induzida por IPTG, catalisando a conversdo do substrato
cromogénico X-Gal num precipitado de coloracao azul. As colénias de bactérias que foram
transformadas com plasmideos sem o inserto apresentam o gene lacZ intacto e, na presenca de
IPTG e X-Gal, possuem coloragédo azul. Como o sitio de clonagem do pGEM-T interrompe 0
gene lacZ, as colbnias de coloragdo branca correspondem as col6nias contendo o plasmideo
com inserto, pois ndo expressam a enzima B-galactosidase.

As colbnias positivas para inserto (coloracao branca) foram selecionadas e inoculadas. A
partir do inéculo, foram realizadas PCRs contendo iniciadores M13, presentes no sitio de
clonagem do plasmideo. Na figura 30 esté ilustrada a amplificacdo por PCR de alguns in6culos

positivos para o inserto, podendo ser observados fragmentos com diferentes tamanhos.

Figura 30: Amplificacdo por PCR de alguns indculos positivos para o inserto. Os fragmentos

obtidos ap6s a construcdo das Bibliotecas Subtrativas foram clonados e amplificados.

Os produtos de PCR amplificados foram sequenciados.
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F — Andlise das sequéncias geradas nas Bibliotecas Subtrativas

Foram geradas e analisadas 1618 e 1091 sequéncias nas SSHs controle e ndPHHF-B,

respectivamente. Ap6s a remocao de sequéncias de baixa qualidade, vetoriais e ribossomais,

foram selecionadas 813 e 622 sequéncias referentes as SSHs controle e ndPHHF-B,

respectivamente. Uma nova selecdo, através do banco de dados Unigene, foi realizada e

restaram, respectivamente, 165 e 119 sequéncias. Dentre essas, 55 e 57 genes foram

identificados na SSH controle e na SSH ndPHHF-B, respectivamente. Alguns desses genes

diferencialmente expressos encontrados estdo descritos na tabela X. A tabela completa pode ser

acessada no site www.lge.ibi.unicamp.br/reticul6cito, mediante solicitagdo de senha pessoal.

Tabela X: Identificagdo de alguns genes encontrados nas SSHs. Os reads totais se

referem ao ndmero de vezes que o gene foi identificado, sendo descrito 0 nimero de vezes

encontrado em cada uma das bibliotecas (reads CTRL ou reads PHHF).

Reads Reads Reads
Grupo mRNA
Totais CTRL ndPHHF-B
Hs. 130036
214 Protein phosphatase 1A (formerly 2C), 40 0 40
magnesium-dependent, alpha isoform
Hs.356216
211 ) ) . 21 20 1
Family with sequence similarity 46, member C
Hs. 712539
209 20 0 20
Hemoglobin, gamma A
Hs. 162852
208 ) 18 18 0
Hook homolog 3 {Drosophila)
Hs.220950
205 13 0 13
Forkhead box O3
Hs.57079
204 Phosphatidylinositol-5-phosphate 4-kinase, type 12 12 0
II, alpha
Hs.490347
201 11 0 11
Makorin ring finger protein 1
Hs. 104624
162 7 7 0
Agquaporin 9
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Hs.700599

178 5 5 0
Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like 1
Hs.652983
169 Mesoderm induction early response 1 homolog 4 4 0
{(Xenopus laevis)
Hs.274309
124 2 0 2
Erythroid associated factor
Hs.491745
67 1 0 1

Transcription elongation factor A (Si1). 1

G — Validacao da Biblioteca Subtrativa

Os resultados obtidos através das Bibliotecas Subtrativas foram validados através da
andlise da expressdo de alguns genes. Selecionamos para essa validagdo os genes AHSP,
FAM46C, FOXO3a, globina y, HOOK3, MKRN1, MIER1, PI4K2A, PPM1A e TCEAT1 por
apresentarem grande diferenga de expressdo entre as duas bibliotecas ou por estarem
relacionados com a expressao dos genes das globinas.

G.1 - Padronizacao dos primers de FOXO3a, HOOK3, MKRN1, e PPM1A

Os primers referentes aos genes FOXO3a, HOOK3, MKRN1, e PPM1A foram desenhados a
partir do programa Primer Express, através do qual o tamanho e a temperatura de desnaturagao
foram estipuladas para o produto amplificado. A especificidade dos primers sintetizados foi

verificada por PCR, observando o tamanho especifico do produto (figura 31).

FOXO HOOK MKRNf1 PPM1A
A B A B A B AB

Figura 31: Amplificacdo por PCR dos genes FOX0O3a, HOOK3, MKRN1 e PPM1A. Visualizagao

do produto amplificado dos genes FOXO3a, HOOK, MKRN1 e PPM1A usando os primers

desenhados. PM — peso molecular (100 pb e 50 pb); A — amostra de cDNA controle; B — branco.
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A verificacdo da especificidade foi realizada através da andlise da curva de dissociacao

(fluorescéncia versus temperatura) do produto amplificado de cada gene, gerada pelo programa

StepOnePlus (Applied Biosystems) (figura 32).
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Figura 32: Temperatura de dissociacdo dos primers FOXO3a, HOOK3, MKRN1 e PPM1A.
Curva de dissociacao do produto amplificado dos genes FOXO3a, HOOK3, MKRN1 e PPM1A,

gerada pelo programa StepOnePlus, cuja desnaturagcdo ocorre nas temperaturas de 83,69°C,

78,00°C, 83,42°C e 77,56°C, respectivamente.

As reacgdes para a determinacdo da concentracdo 6tima de primer a ser utilizada e da

eficiéncia de reacao foram entao realizadas. As curvas de eficiéncia para cada gene podem ser

observadas na figura 33.
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Figura 33: Eficiéncia de amplificagdo dos primers FOXO3a, HOOK3, MKRN1 e PPM1A. Curva

de eficiéncia de cada gene em analise.

Tabela XlI: Sequéncia, temperatura de desnaturacao, tamanho dos fragmentos amplificados,

concentracdo étima e eficiéncia de cada par de primers desenhado.

Produto Amplificado

Concentragao
Gene Temperatura de 3 Eficiéncia
Tamanho Otima
Desnaturacao
FOX03a 83,69°C 90 ph 300 nM 100,0%
HOOK3 78,00°C 136 pb 150 nM 99 5%
MKRN1T 83,42°C 98 ph 150 nM 99,3%
PPM1A 77,56°C 90 pb 150 nM 99,5%
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G.2 - Validacao dos resultados das Bibliotecas Subtrativas

Foram avaliados 10 genes por PCR em Tempo Real, cuja expressao foi comparada com
a expressao encontrada nas SSHs. A analise dos dados mostrou que 9 dos 10 genes analisados
apresentaram concordancia no perfil de expressdo entre as duas técnicas, validando os
resultados. A expressdo normalizada de cada gene selecionado para a validagcdo, em cada uma
das populagbes estudadas, esta representada na figura 34.

Os resultados da validacdo das Bibliotecas mostraram que os genes AHSP, FOX0O3a,
MKRN1, PIP4K2A, PPM1A e TCEAT apresentaram maior expressao na amostra referente aos
portadores de ndPHHF-B em relacdo aos individuos controles. Em contrapartida, os genes
FAM46C, HOOK3 e MIER1 apresentaram maior expressao na amostra dos individuos controles
comparado a dos portadores de ndPHHF-B. Apenas o gene PIP4K2A apresentou expressao

discordante em ambas as técnicas.

CTRL - pool
ndPHHF-B - pool

(U.A)
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Figura 34: Validacdo dos resultados das Bibliotecas Subtrativas por PCR em Tempo Real. A
expressao de cada um dos genes AHSP, FAM46C, FOXO3a, Globina y, HOOK3, MKRN1,
MIER1, PIP4K2A, PPM1A e TCEAT foi analisada e normalizada em relagdo a média geométrica
dos genes p-actina e GAPDH, através do programa geNorm. Os valores, em unidades arbitrérias

(U.A.), estao indicados no gréfico.
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3.3 — Andlise comparativa da expressao génica evidencia uma hipoexpressdo dos genes
MIER1 e HOOK3 e uma hiperexpressdo dos genes FOXO3a, MKRN1, e PPM1A em
reticuldcitos de portadores de ndPHHF-B

Com a finalidade de analisar individualmente a participagcdo de alguns genes,
identificados nas SSHs, na regulacido dos genes das globinas e na manutencao dos niveis de
HbF, foram escolhidos seis genes, AHSP, FOX0O3a, HOOK3, MKRN1, MIER1 e PPM1A, para
avaliar suas expressées em amostras de cDNA, sintetizadas a partir de RNA extraidos de
reticulécitos isolados do sangue periférico. A expressao dos genes selecionados, para 0s
controles (CTRL; n=11) e para os portadores de ndPHHF-B (PHHF-B; n=11) esta representada
na figura 35. A expressao dos genes FOXO3a, MKRN1 e PPM1A teve um aumento significativo
nos portadores de ndPHHF-B em comparacdo com os individuos controles. Em contrapartida, a
expressao dos genes HOOK3 e MIER1 foi significativamente menor nos portadores de ndPHHF-
B em relagao aos individuos controles. Nesses experimentos, a expressdo do gene AHSP nao

apresentou diferenca significativa entre controles e portadores de ndPHHF-B.
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Figura 35: Andlise da expressdo dos genes AHSP, FOXO3a, HOOK3, MKRN1, MIERI1, e
PPM1A em reticuldcitos de individuos controles (n=11) e de portadores de ndPHHF-B (n=11) por
PCR em Tempo Real. A expressdo de cada gene foi normalizada em relagdo a média
geométrica dos genes f-actina e GAPDH, através do programa geNorm. Os valores séo
representados por média + desvio padrdo e estao indicados como unidades arbitrarias (U.A.). Foi

considerado estatisticamente significativo o valor de p < 0,05 (Teste de Mann-Whitney).

3.4 — Producao da proteina Foxo3a é aumentada em reticuldcitos de ndPHHF-B

A expressao proteica de Foxo3a, globina y, Hook3, Mkrn1, Mier1 e Ppm1a foi analisada
em extrato proteico total de reticuldcitos isolados do sangue periférico. Os resultados de Western
Blotting revelaram expressdo de Foxo3a nao fosforilado e de globina y nas amostras dos
portadores de ndPHHF-B (n=5) e auséncia de expressao em amostras de controle (n=5) (figura
36). Embora os outros anticorpos também tenham sido padronizados usando extratos proteicos
de diversas linhagens celulares, nos ensaios de Western Blotting em reticul6citos houve o
aparecimento de background, que mesmo repetindo o experimento varias vezes, inviabilizou a

analise da expressao dessas proteinas.

CONTROLE ndPHHF-B
1 2 3 4 5
. “ Foxo3a
3 (97kDa)
Globina y
(18kDa)

. p-actina
(42kDa)

Figura 36: Expressdo proteica de Foxo3a em reticuldcitos analisada por Western Blotting. A

expressdo da proteina Foxo3a foi analisada em 30ug de extrato proteico de reticuldcitos de
individuos controle (n=5) e de portadores de ndPHHF-B (n=5). Extratos totais de células foram
incubados com anticorpo anti-FOXO3a (97kDa) e anti-globina y (18kDa). Como controle da
quantidade proteica aplicada no gel, a mesma membrana foi incubada com anticorpo anti-actina

(42kDa). A membrana de nitrocelulose foi revelada através de ensaio de quimioluminescéncia.
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VI. CAPITULO 3:

MUTACAO -195 NO PROMOTOR
DO GENE DA GLOBINA y* EM

PACIENTES COM ANEMIA FALCIFORME
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1. OBJETIVO

v" Rastrear o promotor do gene da globina yA para a identificacdo da mutagdo —195 C>G em

pacientes com anemia falciforme.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 — Pacientes com Anemia Falciforme

Para o estudo foram selecionados pacientes com anemia falciforme diagnosticados
através de eletroforese de hemoglobina sob condi¢cdes alcalinas e HPLC de hemoglobina,
atendidos nos Hemocentros da UNICAMP (n=185), de Pernambuco — PE (HEMOPE) (n=200) e
de Porto Alegre — RS (n=5) e na Fiocruz de Salvador — BA (n=15). Incluimos no estudo tanto
pacientes em tratamento com hidroxiureia quanto sem o uso desse medicamento,

independentemente do niveis de HbF que apresentavam.

2.2 -D-HPLC

A — Extracao de DNA Gendémico

A extragdo do DNA gendmico foi realizada a partir de 4mL de sangue periférico coletado
em tubos contendo EDTA como anticoagulante, e foi baseada no método de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)descrito por Davis (Davis et al., 1986).

Inicialmente foi feita a lise de células vermelhas, adicionando tampao de lise (NH,CI
0,144M, NH,HCO; 0,01M) ao sangue coletado e incubando a temperatura de 4°C por 30 min. O
material foi centrifugado por 15 min a 2.500 rpm e temperatura ambiente. O sobrenadante foi
desprezado e uma nova lise foi realizada nas mesmas condicdes. A seguir, foram adicionados
5mL de solugdo TKM1 (Tris-HCI pH 7,6 10mM, KCI 10mM, MgCl, 10mM, EDTA 20mM) e 1 gota
de Triton-100X (Sigma Aldich), com posterior homogeneizagao e centrifugagdo por 10 min a
2.500 rpm e temperatura ambiente. O pellet foi transferido para um eppendorf e ressuspenso em

400uL de solugdo TKM2 (Tris-HCI pH 7,6 10mM, KCI 10mM, NaCl 0,4M, MgCl,10mM, EDTA
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20mM) e 25uL de SDS 10%, incubando a 55°C por 1 h. Ap6s esse periodo, um volume de 180puL
de solucao NaCl 5M foi adicionado, homogeneizando e incubando a temperatura ambiente por
15 min. Foi realizada uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 min e temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e foram adicionados 400uL de fenol saturado
e 400 pL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1). Uma nova centrifugagéo a 14.000 rpm por 5 min
a temperatura ambiente foi feita. Ao sobrenadante foram adicionados 800uL de cloroférmio:
alcool isoamilico, centrifugando em seguida. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf
e o DNA foi precipitado com etanol absoluto, através de centrifugacdo (14000rpm, 5 min). O DNA

precipitado foi lavado com etanol 70%, centrifugado (14.000 rpm, 5 min) e ressuspenso em agua.

B — Amplificacdo do gene da globina y*

Para garantir a amplificacdo apenas do gene da globina yA, um par de primers foi
desenhado numa regido ndo homédloga ao gene da globina y®. A PCR foi realizada utilizando
Tampédo de enzima 1x, MgCl, 2mM, dNTP 200uM, primer globina yA Sense 0,20uM (5'-
CTCTATGATGGGAGAAGGAAACTAG-3"); primer globina yA Antisense  0,20uM  (5'-
AACTGCTGAAGGGTGCTTCC-3"); 1U de enzima Tag DNA polimerase 5 U/uL; e 200ng de
DNA. A programacao usada foi: desnaturagao inicial a 96°C por 2 min, seguida de amplificacio
de 35 ciclos de 96°C por 30 s, 60°C por 45 s e 72°C por 1 min e extens&o final a 72°C por 5 min.
A andlise do produto do PCR foi realizada em gel de agarose corado com brometo de etidio e

visualizado em transiluminador UV.

C - Padronizacao da técnica de D-HPLC

A padronizagdo foi feita através do software Wavemaker do D-HPLC (Transgenomic
WAVE Nucleic Acid Fragment Analysis System) avaliando a sequéncia do amplicon e diferentes
temperaturas. As temperaturas usadas para a padronizagdo foram 56,6°C, 59,2°C, 60,0°C e
61,4°C. A composicédo do tampao A foi TEAA 0,1M e do tampao B foi 55,9%, 52,1%, 52,3% ou
57,9% de acetonitrila para cada temperatura em andlise, respectivamente. A padronizacao foi

realizada usando controle negativo (produto da PCR da amplificagdo de um promotor do gene da
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globina yA selvagem) e controle positivo (produto da PCR da amplificagdo de um promotor do
gene da globina v* com a mutagdo —195). As amostras foram eluidas numa coluna DNAsep

(Transgenomic) com fluxo de 0,9mL/min, sob condi¢des de desnaturagéo parcial.

D - Analise de D-HPLC

O produto da PCR foi desnaturado a 95°C por 5 min, seguido de resfriamento gradual
até atingir a temperatura ambiente para a formacdo dos homoduplex e heteroduplex. Os
produtos da PCR foram analisados pelo aparelho de D-HPLC, na temperatura 6tima de 59,2°C.
A composic¢do do tampéao A foi TEAA 0,1M e do tampao B foi 52,1% de acetonitrila. Para cada
corrida, foi usado um controle negativo (produto da PCR da amplificagdo de um promotor do
gene da globina yA selvagem) e um controle positivo (uma mistura de igual volume dos produtos
de PCR das amplificacbes de um promotor do gene da globina yA selvagem e de um com a
mutagao —195). O produto da PCR de cada amostra em analise foi misturado com igual volume
do produto de PCR amplificacdo de um promotor do gene da globina yA com a mutacdo —195, a
fim de evitar que mutagbes em homozigoze nao fossem identificadas pela auséncia de
heteroduplex. As amostras foram eluidas por uma coluna DNAsep com fluxo de 0,9 mL/ min, sob

condi¢des de desnaturacao parcial.

E - Sequenciamento

Para o sequenciamento, uma reacédo de PCR contendo Dyenamic ET Terminator reagent
premix (GE Healthcare), primer globina v* Sense 5uM; produto da PCR foi realizada. As
condicbes de reacdo utilizadas foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 2 min, seguida de
amplificacdo 35 ciclos de 94°C por 20 s, 57°C por 15 s e 60°C por 1 min. A purificacdo do
produto de sequenciamento foi feita através da adicdo de acetato de aménio 7,5M e etanol
absoluto. Ap6s homogeneizacdo e incubagdo a 4°C por 20 min, em ambiente escuro, as
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 40 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado por
inversao. O pellet foi lavado com etanol 70% e uma centrifugagéo a 4.000 rpm por 20 min e 4°C

foi feita. Para a completa remogéao de etanol, as amostras foram submetidas a centrifugacéao
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invertida (200 rpm, 8 s, 4°C) e incubadas a 65°C por 15 min. O produto da purificagao foi
ressuspenso em tampado Load MegaBace sequenciado no MegaBace 1000 DNA Analysis
System (Molecular Dynamics, Amersham, Life Science). O resultado foi analisado com auxilio do

programa Chromas (Technelysium Pty Ltd).

3. RESULTADOS

3.1 — Amplificacdo especifica do promotor do gene da globina y*
A amplificacdo de 319pb, na regido -5 a —324 do promotor do gene da globina yA, foi
feita usando primers desenhados numa ndo homéloga ao gene da globina y°. o perfil das

amostras amplificadas esta ilustrado na figura 37 .

PM

319 pb

Figura 37: Amplificacdo de parte da regido promotora do gene da globina . Verificacdo da
amplificacéo, por PCR, de 319 pb usando primers especificos para a regido promotora do gene

da globina y*. PM — peso molecular (100 pb).

3.2 — Padronizacao da técnica de D-HPLC em amostras controles e mutadas

A padronizacao foi feita para o fragmento amplificado, estabelecendo a temperatura ideal
na qual esse fragmento deve ser analisado, com base na sua sequéncia e dependendo da
quantidade de GC. Dentre as temperaturas usadas para a padronizagdo, a temperatura de
59,2°C apresentou melhor perfil cromatografico. Nessa temperatura, a composi¢ao do tampao A

foi de TEAA 0,1M e do tampao B foi de 52,1% de acetonitrila.
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Nos cromatogramas abaixo estdo representados os padrdes observados na andlise do
D-HPLC para a amostra controle (CTRL), com genétipo —195C/C, e para o controle positivo
(CTRL/Mut), mistura de volume iguais dos produtos das PCRs da amostra do individuo controle
e da do portador heterozigoto da mutagédo —195 para possibilitar a formacao de homoduplexes e

heteroduplexes.

CTRL CTRL/Mut

5.18

4.773
4.96

5 5 5

Figura 38: Padronizagdo do ensaio de D-HPLC. (A) Cromatograma referente & amostra do
individuo controle (CTRL), observando-se o fragmento homoduplex. (B) Cromatograma da
amostra controle positivo (CTRL/Mut), onde se observa o fragmento heteroduplex (eluido

primeiramente devido a menor forga de ligagao) e o fragmento homoduplex.

3 — Analise dos resultados do D-HPLC evidencia um perfil cromatografico diferente
A regido promotora do gene da globina y" foi amplificada e analisada em 36 controles e
405 pacientes com anemia falciforme. Dentre todos esses pacientes, ndo foi identificado nenhum

A

com a mutacdo y -195 C->G. Todavia, um perfil cromatografico diferente do padrao foi

observado em 3 pacientes do Hemocentro/UNICAMP e em 5 do HEMOPE (figura 39).

()
o0
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Figura 39: Padrdo alterado observado no D-HPLC. Perfil cromatografico diferente dos padroes

referentes a amostra de 1 paciente com anemia falciforme.

A fim de determinar o genétipo desses pacientes com perfil cromatografico alterado, o
amplicon foi sequenciado. A andlise dos eletroferogramas mostrou um desencontro no
sequenciamento a partir da posigéo —226, o que poderia indicar a presenca de uma inser¢ao ou
de uma delecao nessa regiao (figura 40A). Apds clonagem seguida de sequenciamento dessa
regiao clonada, uma delecdo de 4 pb foi identificada e relacionada ao perfil cromatografico
diferente do padrao (figura 40B). Essa delegdo de 4 pb também foi identificada em individuos

controles, indicando que, possivelmente, ndo esta relacionada a alteragcdes nos niveis de HbF.

Sequenciamento do Amplicon

|

h“\ “

i

!u,

A
B Sequenciamento pés Clonagem
Alelo selvagem Alelo com delecao
| PR |

Figura 40: Eletroferograma referente a parte da regido promotora do gene da globina ¥ de um
paciente com anemia falciforme com a delegdo de 4pb. O sequenciamento do amplicon mostrou
um desencontro no sequenciamento a partir da posicao —226 (A). Através do sequenciamento
apos a clonagem (B) foi possivel identificar uma delegcdo de 4 pb na regiao —226 a —222 do

promotor do gene da globina ;/A em 8 pacientes com anemia falciforme.
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VII. DISCUSSAO
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O aumento nos niveis de HbF concomitante a certas hemoglobinopatias, como a anemia
falciforme e a beta-talassemia, amenizam a gravidade, diminuem a morbidade e a mortalidade,
assim como conduzem a um melhor prognéstico dessas doengas (Wilber et al., 2011, Steinberg,
2009; Forget, 1998). Na anemia falciforme, niveis aumentados de HbF diminuem a polimerizagao
da hemoglobina S, reduzindo a frequéncia das crises de dor e dos episddios vaso-oclusivos
(Cokic et al., 2003; Sankaran et al,, 2010). O Unico tratamento farmacolégico para a anemia
falciforme, aprovado pela Food and Drug Administration (Estados Unidos), é a hidroxiureia, um
inibidor da enzima ribonucleotideo redutase, que aumenta os niveis de HbF. Todavia, quando
administrado por longos periodos, esse farmaco pode provocar alguns efeitos colaterais, tais
como toxicidade e supressao do crescimento celular. Além disso, a resposta individual a essa
droga é varidvel (Atweh et al, 2003; Green et al., 2011). O entendimento dos mecanismos
envolvidos na reativacdo do gene da globina y e no switching de hemoglobina, assim como a
forma com que ocorre a interagdo entre os promotores dos genes das globinas e o LCR séo
importantes para o desenvolvimento de novos e mais eficientes tratamentos para essas
hemoglobinopatias (Ma et al., 2007, Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001; Bunn & Forget,
1986).

Assim, varios estudos tém sido realizados com o intuito de elucidar essa complexa
regulacdo dos gene das globinas. Em virtude de ser uma alteragao hereditaria caracterizada por
aumentos nos niveis de HbF sem outros distlrbios hematoldgicos associados, as alteragdes nos
mecanismos genéticos e moleculares em portadores de PHHF tem sido amplamente
investigadas. Esses estudos visam identificar elementos génicos associados a ativagéo ou a
inativacao dos genes das globinas e os mecanismos envolvidos na regulagdo do switching da
HbF para a HbA (Bunn & Forget, 1986; Stamatoyannopoulos & Grosveld, 2001). O aumento nos
niveis de HbF nesses individuos pode ser decorrente de delegdes no grupamento da globina 3
(PHHF delecional) ou de mutacdes de ponto na regido promotora dos genes das globinas y

(PHHF n&o delecional).
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Existem varias mutacdes de ponto descritas tanto no promotor do gene da globina yA
quanto da globina yG. Essa regido promotora precede a regido codificadora do gene e, dessa
forma, ndo é transcrita. Todavia, possui uma fungao importante para a regulacao génica, visto
que varias sequéncias cis de ligacao para diversos fatores de transcricdo estdo localizadas
nessa regiao. A interagdo entre os fatores de transcricdo (ativadores ou repressores) e as
sequéncias cis € um mecanismo importante utilizado pelas células no controle da maquinaria
basal de transcricdo. Assim, mutacdes nas sequéncias do promotor podem resultar em

alteracdes na interacdo desses fatores com consequente modificacdo na transcricao do gene.

Andlise da interacdo DNA-Proteina

A regido —110 a —230 do promotor do gene da globina yA possui ao menos 15 dominios
de ligagao para fatores de transcricao. Mutagdes de ponto nessa regido sao capazes de alterar a
ligacao de alguns desses fatores, resultando na expressao continuada do gene da globina y.

Identificada por Costa e colaboradores em 1990, a substituicdo —195 C->G no promotor
do gene da globina y* leva & reativacdo desse gene com consequente aumento na producéo de
HbF, caracterizando a ndPHHF-B (Costa et al., 1990). Takahashi e colaboradores demonstraram
que a substituicdo —195 C>G (1) aumenta a for¢ca do promotor e (2) ndo altera a atividade da
proteina Sp1, envolvida na persisténcia da expressdo do gene da globina y*, na ndPHHF tipo
Inglesa (Takahashi et al., 2003). No estudo in vivo usando camundongo transgénico foi verificado
que a simples presenca da mutacao —195 é suficiente para desenvolver o fen6tipo de ndPHHF-B
(Cunha et al., 2009).

Ha poucos relatos relacionados a frequéncia da PHHF, visto que estudos moleculares
tem sido prioritarios. Kimura e colaboradores encontraram uma prevaléncia de PHHF de 0,1%
nos individuos atendidos no Hospital de Clinicas da UNICAMP (Kimura et al., 2000). Costa e
colaboradores estimaram a incidéncia de 1 portador de PHHF a cada 1000 doadores de sangue
no Hemonucleo da Universidade Sao Francisco (Braganca Paulista, SP) (Costa et al., 2002).
Entre 2002 e 2011 foram identificados 69 portadores de PHHF num total de 178.161 individuos
que doaram sangue no Hemocentro da UNICAMP, correspondendo a prevaléncia de 0,04%.
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Nao obstante, 0 mecanismo responsavel pela expresséo continuada do gene da globina
v* na ndPHHF-B n3o est4 elucidado. A fim de entender esse mecanismo, realizamos uma busca
por sitios de ligacao para fatores de transcri¢cdo na regiao —165 a —205 do promotor desse gene,
na presenga ou na auséncia da mutacdo —195, usando os programas de bioinformatica
TRANSAFAC, JASPAR e Matinspector. Encontramos sequéncias cis referentes aos fatores de
transcricao MAZ, WT1, PAX1, MZF1 e RREB.

Iniciamos com a analise dos fatores MAZ e WTT1. A proteina Maz esta relacionada a
repressao de alguns promotores, como o da neurotoxina derivada de eosindfilo (Wang et al.,
2007). Um fato importante é que os fatores de transcricao MAZ e SP1 reconhecem 0os mesmos
elementos cis nos promotores de diversos genes e regulam, independentemente, a expressao
desses promotores (Song et al, 2001). A opcao de analisar a interacao do fator MAZ foi
baseada: (1) na existéncia de uma interacdo da proteina Sp1 na regidao —200 do promotor
selvagem do gene da globina yA, (2) no fato que a mutacdo —198 leva a um aumento da
afinidade dessa proteina com o promotor do gene da globina yA (Ronchi et al., 1989; Sykes e
Kaufman, 1990; Gumucio et al., 1991) e (3) na comprovacao de que a proteina Sp1 nao é a
responsavel pela expressao continuada do gene da globina v* na ndPHHF-B (Takahashi et al.,
2003). O fator de transcrigao Wilms’ Tumor 1 (WTT) foi selecionado por ser expresso nas células
hematopoéticas imaturas, como as células CD34" (Algar, 2002), e por desempenhar um papel
importante na hematopoese.

A analise da interagao dos fatores MAZ e WTT foi realizada através de ensaios de Super
Gel Shift. Duas sondas (sequéncias de DNA) foram desenhadas: uma contendo a sequéncia
selvagem do promotor do gene da globina y* e outra com a substituicdo —195 C>G no promotor
do gene da globina y* o que caracteriza a ndPHHF-B. Essas sondas, marcadas com biotina,
foram hibridizadas a extratos nucleares de células eritroleucémicas K562, capazes de
transcrever os genes das globinas (Donovan-Pelusco et al.,, 1984). A adigdo de anticorpos
especificos para as proteinas traduzidas pelos genes que codificam esses fatores de transcrigcao

permitiu a confirmacao de sua participacao na formacgao de um possivel complexo DNA-proteina.
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Os resultados mostraram que a ligacao desses fatores de transcricdo, MAZ ou WTT1, as sondas
foi semelhante na presenga ou na auséncia da mutagao —195.

No experimento de Gel Shift é possivel analisar a atividade de um Unico fator de
transcricdo por ensaio. Recentemente foi desenvolvida a técnica de Array DNA-proteina que
permite a caracterizagdo de diversos fatores de transcricdo simultaneamente o que constitui uma
vantagem significativa em relacdo aos ensaios de Gel Shift (Jiang et al., 2003). Dessa forma,
buscando identificar fatores de transcricao relacionados a expressao continuada do gene da
globina y* na ndPHHF-B, optamos pela técnica de Array para andlise simultanea de 345 fatores
de transcricao diferentes.

No ensaio de Array, o extrato nuclear foi hibridizado a um pool/ de sondas de DNA
biotiniladas, as quais possuem sequéncias correspondentes especificamente a diferentes fatores
de transcrigdo. Os complexos DNA-proteina foram separados das sondas livres através de
centrifugacdes, usando colunas com membranas de nitrocelulose, e lavagens sucessivas (Jiang
et al., 2006). O complexo DNA-proteina foi entdo hibridizado em uma membrana, a qual contem
sequéncias cis ndo biotiniladas, similares as das sondas de DNA presentes no pool.

Para a realizagado dos ensaios de Array foi necessaria a obtengcédo de extrato nuclear de
células eritroides de individuos controles e de portadores de ndPHHF-B. Como as células
eritroides nucleadas circulantes no sangue periférico sdo escassas, sua obtencado dependeria de
da coleta de grande quantidade de sangue ou da realizagdo de uma puncao de medula déssea,
procedimento invasivo e bastante doloroso. Assim, optamos pela realizagdo de culturas de
células eritroides a partir de células CD34" isoladas do sangue periférico de individuos controles
e de portadores de ndPHHF-B.

Apds a cultura de células eritroides, o extrato do 10° dia, cujo predominio celular
correspondia a eritroblastos basofilicos e policromaticos, foi utilizado para os ensaios de Array
DNA-proteina. Nesta fase, a maquinaria transcricional esta muito ativa, a populagao celular
corresponde, predominantemente, a células nucleadas e existe diferenga tanto na expressao do
gene da globina y quanto na producdo de HbF entre as culturas dos controles e dos portadores
de ndPHHF-B.
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Alguns fatores de transcricdo apresentaram diferenga significativa na atividade de
ligacdo em virtude da presenca ou da auséncia da mutagao —195 C->G no promotor do gene da
globina y*. A atividade dos fatores NF-E1/YY1, KLF1, EGR-1 e HINFP estava diminuida
enquanto que a dos PAXT e E12 estava aumentada na cultura dos portadores de ndPHHF-B em
comparacao com as dos controles. Dentre esses fatores, os NF-E1/YY1 e PAX1 possuem sitio
de ligacdo ao DNA localizado na regido —195 desse promotor. Vale salientar que, conforme
descrito anteriormente, o fator de transcricdo PAX7 havia sido identificado pelo nosso grupo
através de andlise de bioinformatica, como um possivel candidato na regulacéo deste gene. O
NF-E1/YY1 apresentou diminuicdo enquanto que o PAXT apresentou aumento na interagdo nas
culturas dos portadores de ndPHHF-B em comparacédo a dos controles. Por isso, os resultados
obtidos no Array DNA-proteina foram validados através de EMSA e ChIP para os fatores NF-
E1/YY1e PAXI1.

O fator de transcricao NF-E1/YY1 é um repressor dos genes das globinas primitivas € e y
(Zhu et al., 1999; Raich et al., 1995). Os ensaios de Array Proteina-DNA e EMSA mostraram
uma redugdo na interagdo do NF-E1/YY1 com os extratos nucleares de células eritroides dos
individuos portadores de ndPHHF-B e a andlise do ChIP revelou menor recrutamento do NF-
E1/YY1 para a regido promotora —195 do gene da globina yA. Esse fator possui um motivo zinc
finger e tem como dominio central de ligacdo ao DNA a sequéncia CCAN, onde N pode
corresponder as uma das bases nitrogenadas T ou G ou C (Li et al., 1997). No promotor
selvagem do gene da globina v*, esse dominio é observado entre os nucleotideos localizados
entre as posicdes —195 e —192. Todavia, a substituicio C>G na posicdo —195, caracteristica da
ndPHHF-B, altera o sitio de ligagdo NF-E1/YY1 ao DNA, causando diminui¢do na sua atividade
de ligagéo e, possivelmente, permitindo a interacdo do PAX1, um ativador de transcri¢do. O fator
PAX1 possui como dominio de ligagdo ao DNA a sequéncia TTCCGC, que na presenca da
mutacao —195 é observada entre os nucleotideos —199 e —194. Os ensaios de Array Proteina-
DNA e EMSA mostraram um aumento na interagdo do PAX7 nos extratos nucleares de células
eritroides dos portadores de ndPHHF-B e o ChIP revelou aumento do recrutamento do PAX1

para a regido promotora —195 do gene da globina yA na presenca da mutagcdo —195 C>G.
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Os resultados sugerem que a substituicdo C>G na posi¢cdo —195 do promotor do gene
da globina y* diminui a interagdo do NF-E1/YY1 e aumenta a do PAX1 nessa regio, levando a
reativacdo do gene da globina yA na fase adulta. Tal mecanismo difere do descrito na ndPHHF
tipo Inglesa e constitui um novo meio de reativagdo do gene da globina yA, servindo de base para
o desenvolvimento de futuras estratégias terapéuticas na indu¢do de HbF no tratamento de
outras hemoglobinopatias. Na figura 41 apresentamos o modelo proposto para a reativagao do

gene da globina y" na ndPHHF-B.

A. SELVAGEM

N —

=l CTTACCCAICACTAT... [f========= >

Promotor do gene da globina y*

REPRESSAQ DA EXPRESSAO DO GENE DA GLOBINA y*

B. ndPHHF-B

e .

el — (TTCCGOACACTAT... [========~ -

Promotor do gene da globina y*

REATIVACAO DA EXPRESSAO DO GENE DA GLOBINA y*

Figura 41: Representacdo esquematica do mecanismo molecular proposto para a reativagcdo do
gene da globina ¥* na ndPHHF tipo Brasileira. (A) No promotor selvagem do gene da globina y*,
o fator de transcricdo NFE1/YY1 liga-se na sequéncia cis (CCAC) localizada entre as posicoes —
195 e =192, reprimindo a expresséo desse gene. (B) A presenga da mutagéo de ponto C>G na
posicdo —195 desse promotor, caracteristica da ndPHHF-B, interrompe esse sitio de ligacdo ao
DNA e cria um novo, TTCCGC, que é o dominio central de ligagdo do PAX17, permitindo a
interacdo do PAX7 com o promotor do gene da globina y*, reativando a expressdo desse gene e

aumentando a produgéo de HbF.
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Identificacdo de Genes Diferencialmente Expressos

O switching da HbF para HbA é influenciado por varios elementos cis que interagem com
diferentes fatores de transcrigdo, resultando na expressao diferencial dos genes das globinas
durante o desenvolvimento. O mecanismo primario corresponde a alteragbes na ligacdo de
proteinas as sequéncias do DNA e essa interacdo & capaz de recrutar outras proteinas que
causam modificacdes epigenéticas, resultando na ativagdo ou inativacdo dos genes das
globinas. Alguns mecanismos epigenéticos regulatérios conhecidos sao modificagcdes das
histonas, metilacdo de DNA e alteracao na conformagéo de cromatina, a qual pode possibilitar a
abertura da cromatina, permitindo a interacao entre o DNA e os fatores de transcricdo (Wilber et
al., 2011).

Trés loci génicos, localizados em diferentes cromossomos, ja foram identificados como
modificadores epigenéticos da expressdo do gene da globina y: o sitio Xmnl, localizado na
posicdo —158 do promotor do gene da globina yG (cromossomo 11), a regiao intergénica HAMP,
localizada entre os genes HBSL1 e MYB (cromossomo 6), e o gene BCL11A (cromossomo 2).
Esses modificadores genéticos contribuem com 20% a 50% da variagdo nos niveis de HbF
(Pace et al., 2006; Thien & Menzel, 2009).

Outros modificadores epigenéticos ja foram identificados e descritos na PHHF. Olave e
colaboradores, usando extrato nuclear de células MEL, identificaram um complexo protéico,
formado por Dnmt1, Cdc5-like protein, Rap74, Snev e p52, que se liga ao promotor do gene da
globina y apenas na presenga da mutagdo —198 T->C, substituicdo caracteristica da ndPHHF
tipo Inglesa. Uma das proteinas que compde esse complexo € a Dnmt1, responsavel por copiar
os padroes de metilacdo do DNA apéds a replicagcédo desse DNA. Dessa forma, a proteina Dnmt1
participa da manutencédo de alteragcdes epigenéticas no microambiente celular da ndPHHF tipo
Inglesa e, possivelmente, estd envolvida na manutengdo de niveis elevados de HbF nesses
individuos (Olave et al., 2007).

Os efeitos bioldgicos dos modificadores epigenéticos nos niveis de HbF estédo
relacionados a dois mecanismos: (1) efeito direto na expressio do gene da globina g, ativando

ou reprimindo esse gene, 0 que resulta no aumento ou na diminuigdo da quantidade de HbF por
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célula; ou (2) alteracdo na cinética da diferenciacdo e da maturacao eritroide, mimetizando a
situacdo encontrada durante o estresse eritropoético, no qual a eritropoese acelerada leva a
liberacdo de uma quantidade expressiva de progenitores eritroides, 0s quais sintetizam
predominantemente HbF, com consequente aumento nos niveis circulantes de HbF (Blank,
2006; Stamatoyannopoulos, 2005).

Complementando o estudo, buscamos identificar genes com possivel envolvimento no
switching de hemoglobina e/ou na manutencao de niveis elevados de HbF nos portadores de
ndHPFH-B. Para isso, usamos a técnica de Biblioteca Subtrativa Supressiva para a construgao
de dois perfis de expressdo génica, representados por duas bibliotecas de cDNA, uma para
genes expressos preferencialmente em reticulécitos de controles (CTRL) e outra para aqueles
com maior frequéncia em reticuldcitos de portadores de ndPHHF-B. Esse método permite a
subtracdo de genes comuns ou com expressao similar, assim como a identificagdo de genes
Menos expressos, apos a normalizacao dos transcritos. Esse fato é conveniente e importante na
andlise da expressdo génica em reticuldcitos, uma vez que, nessas células, a maioria dos
transcritos corresponde aos genes das globinas (Diatchenko et al., 1996, Crable et al., 2005,
Andrade et al., 2006).

Entre os genes diferencialmente expressos identificados foram encontrados fatores de
transcricao (KLF1, NFIA, FOXP1, FOXO3a), co-reguladores da transcricdo (MKRN1, NCOA4),
genes envolvidos na regulacdo da GTPase (HOOK3, RASA1, DOCKS8) e genes envolvidos na
organizagdo da cromatina (MIER1, PPP1R10, WHSC1, MORF4L1). Entre esses genes,
FOXO3a, KLF1, MIER1 and HOOKS3 apresentaram diferencga significativa de expressao e foram
estudados individualmente.

O gene FOX0O3a é um fator de transcricdo pertencente a familia de proteinas Forkhead,
as quais possuem um dominio conservado de ligacdo ao DNA, o forkhead box (Bakker et al.,
2004; Bakker et al., 2007). Nossos resultados mostraram que a expressdo desse fator estava
aumentada nos portadores de ndPHHF-B comparada a dos individuos controles. Além disso, a
presenca da proteina Foxo3a ndo-fosforilada, que interage com o DNA, foi detectada através de

western blotting, apenas nos reticulécitos de portadores de ndPHHF-B. O FOXO3a depende

Discussio
128



parcialmente da sua atividade de ligacdo ao DNA para a regulagdo de genes alvo e, por isso,
requer interagdes com outros fatores de transcricdo para mediar a ativagdo da transcri¢cdo
(Monsalve e Olmos, 2011). O FOXO3a possui sequéncias cis em diversos promotores, incluindo
4 sequéncias cis na regiao promotora do gene PAX1. Nossos resultados indicam que o fator de
transcricao PAX1 apresenta atividade de ligacdo ao DNA aumentada na presenga da mutagéo
-195 C->G. Assim, provavelmente o FOXO3a aumenta a expressdo do gene PAX17 e ,dessa
forma, ambos estdo envolvidos na reativagao do gene da globina yA na ndPHHF tipo Brasileira.

Outro gene identificado foi o KLF1, fator de transcrigdo conhecido como um regulador do
switching do gene da globina y para o da globina g (Bieker, 2005). Zhou e colaboradores
demonstraram que os baixos niveis de KLF1 em progenitores eritroides adultos: (1) favorecem a
formacao de complexos que se ligam preferencialmente aos promotores dos genes das globinas
y, propiciando uma vantagem competitiva na interagdo desses genes com o LCR; e (2) séo
insuficientes para ativar a expressao do gene BCL11A e, dessa forma, os niveis de BCL11A sao
muito baixos para reprimir a expresséo dos genes das globinas y (Zhou et al., 2010). Em nossas
analises, o gene KLF1 estava mais expresso nos reticuldcitos dos individuos controles e a
atividade de sua proteina nas células das culturas eritroides desses individuos estava
aumentada, quando comparada a dos portadores de ndPHHF-B. Esses resultados sugerem que
a diminuicdo na expressao do gene KLF1 nos portadores de ndPHHF-B favorece a interagéao
entre o gene da globina yA e 0 LCR. A expressao do gene BCL11A, avaliada por PCR em Tempo
Real, nao apresentou diferenga significativa entre os individuos controles e os portadores de
ndPHHF-B.

O gene HOOKS3 codifica proteinas citosélicas do tipo coiled-coil que possuem um
dominio N-terminal conservado (que se liga aos microtubulos) e um dominio C-terminal (que
permite sua associagdo as membranas do Complexo de Golgi) (Walenta et al., 2001). A proteina
Hook3 interage com a proteina IIGP, membro da familia de proteinas GTPases. A associagao
dessas GTPases com a membrana intracelular € responsavel pela estimulagdo de vias de
sinalizacao relacionadas ao IFN-y (Kaiser et al, 2004). Chatteriee e colaboradores

demonstraram que o sinergismo entre os fatores de transcricdo p65 (NF-kB) e RXR B pode ser
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responsavel pelo aumento da transcricdo do gene da globina 3 em resposta ao IFN-y, em células
K562. Assim, o IFN-y atuaria na regulagéo da transcricdo do gene de globina B, através de uma
acao conjunta envolvendo a fosforilagdo das subunidades p50 do complexo p65/p50 e a
fosforilacdo de proteinas RXR beta like (Chatterjee et al., 1996). Nossos resultados sugerem que
a menor transcricdo do gene da globina B nos portadores de ndPHHF-B, em decorréncia da
reativacdo do gene da globina yA, pode ser responsavel por uma diminuicdo na expressdo do
gene HOOKS3 nesses individuos.

O gene MIERT corresponde a um remodelador de cromatina que possui duas isoformas,
MIER10 e MIER1B, as quais diferem em sua regiao C-terminal e tem, em comum, os dominios
ELM2, SANT e de ativagdo acida. Ambas as isoformas da proteina Mier1 sdo capazes de
reprimir a transcricdo de genes alvos, através de seu dominio ELM2, por meio do recrutamento
de enzimas de remodelamento da cromatina, como a histona deacetilase |, levando a formacéao
da heterocromatina com consequente silenciamento génico (Ding et al., 2004; Blackmore et al.,
2008). Nos portadores de ndPHHF-B foi observada uma diminuicdo na expressdo do gene
MIER1, hipotetizando-se que esse gene pode estar envolvido no switching do gene da globina y
para a globina B, atuando na formacdo e manutencdo da heterocromatina e levando ao
silenciamento do gene da globina y, em individuos que apresentam niveis baixos de HbF.

Ao nosso conhecimento, ndo existem descricées da participacdo do gene HOOKS3, do
fator de transcricdo FOX0O3a e do remodelador de cromatina MIER1 na regulagéo da sintese dos
genes das globinas. Esses estdo sendo descritos, pela primeira vez, como genes candidatos, em
nosso trabalho. Além disso, alguns dos outros genes identificados na Biblioteca Subtrativa

poderiam atuar em sinergismo para o desenvolvimento do fenétipo de ndPHHF-B.

Mutacdo —195 C>G no promotor do gene da globina y* em pacientes com anemia
falciforme
A heterogeneidade clinica é uma caracteristica importante da anemia falciforme

(Steinberg, 2009). Os possiveis indicadores da variagao fenotipica da anemia falciforme séo as
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alteragbes nos niveis de HbF, os haplotipos do grupamento do gene da globina g, mutagées que
causam ndPHHF e a presenca de talassemia alfa (Costa, 2001).

Os haplétipos da anemia falciforme — Benin, Bantu, Senegal, Camardes e Arabe—
Indiano — s&o definidos por diversos polimorfismos do DNA, ligados ao grupamento da globina g,
que podem influenciar a expressao do gene da globina y e, consequentemente, os niveis de HbF
(Costa, 2001). Os diferentes haplétipos estao relacionados ao quadro clinico e as variagées nos
niveis de HbF (Steinberg, 2001). O haplétipo Senegal estd associado a niveis elevados de HbF
(> 15%) e curso clinico menos grave; o Benin, a niveis moderados de HbF (5% a 15%) e curso
clinico intermediario; o Bantu, a niveis diminuidos de HbF (< 5%) e quadro clinico mais grave; e
o Arabe-Indiano apresenta niveis elevados de HbF e curso clinico heterogéneo (Powars, 1991).

Em 1975, Stamatoyannopoulos e colaboradores sugeriram que as formas de PHHF
podem modificar o curso clinico da anemia falciforme, incrementando a sintese de HbF e tendo,
como consequéncia, manifestacoes clinicas moderadas (Stamatoyannopoulos et al., 1975).

Como o aumento nos niveis de HbF na anemia falciforme conduz a uma melhor
evolucdo clinica dessa doenga, buscamos identificar pacientes com anemia falciforme que
também apresentem ndPHHF tipo Brasileira (—195 C>@G). Para isso, rastreamos, através do
método de D-HPLC, a regiao promotora do gene da globina yA no DNA extraido de amostras de
sangue de pacientes com anemia falciforme.

A técnica de DHPLC é baseada no fato de que, apds a desnaturacdo do DNA, as fitas
podem se anelar aleatoriamente durante o resfriamento gradual, formando duplas-fitas onde ha
um pareamento perfeito (homoduplex) ou duplas-fitas onde ndo ha um pareamento perfeito
decorrente de uma alteragcao na sequéncia de pares de bases no DNA (heteroduplex). Como as
fitas heteroduplex sdo menos estaveis do que as homoduplex, ha uma retengéo diferencial na
coluna do D-HPLC (Xiao & Oefner, 2001).

Em nossas analises, a mutacdo —195 C>G no promotor do gene da globina y* nao foi
identificada em nenhum dos 405 pacientes com anemia falciforme estudados.

Em 2010, Barbosa e colaboradores analisaram a regido promotora dos genes das
globinas y em pacientes com anemia falciforme, para tentar compreender as variagdes na
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sintese de cadeias y. Quatro novos polimorfismos, =324 C>T, -317 A>G, -309 A>G e -307
G—->A, e quatro mutagdes ja descritas, —398 G2>A, -369 C>G, -271 C>T e a delegao de 4 pb
(=225 a —222 pb) foram identificados no promotor dos genes da globina yA. Todavia, a presenca
da mutacao —195 C->G nesse promotor ndo foi encontrada em nenhum dos paciente (Barbosa
etal., 2010).

Em nosso estudo foi identificada, em 8 pacientes com anemia falciforme, a presenca de
uma delecdo de 4 pares de base na regido —226 a —222 do promotor do gene da globina y*. A
delegao de 4 pb na regido —225 a —222, correspondendo aos nucleotideos AGCA, foi descrita
por Gilman e colaboradores, em 1987. Esses pesquisadores hipotetizaram que essa delecao
poderia causar reducdo na expressao do gene da globina yA, sugerindo que a regidao —225 a —
117 desse promotor era importante para a regulacdo negativa da expressdo desse gene em
individuos adultos (Gilman et al., 1987). Em 2000, Huang e colaboradores identificaram, em uma
familia chinesa, uma delecao de 4 pb AAGC na regido —226 a —223 que estaria associada a um
pequeno aumento na expressdo do gene da globina y* na vida adulta (Huang et al., 2000).
Todavia, esse Ultimo trabalho ndo descreve como deve ser feita ou se é possivel a distingdo
entre essas duas dele¢des, uma vez que, em ambas, os fragmentos resultantes da delecao séao
idénticos. Dessa forma, nossos experimentos ndo permitiram caracterizar se a delegdo ocorreu
na regidao —225 a —222 ou na —226 a —223, indicando apenas a presenca de uma delecao nessa
regido. Essa delecdo de 4 pares de base também foi identificada, através de D-HPLC e
sequenciamento, em individuos controles indicando que, provavelmente, ndo esté relacionada a

alteragdes nos niveis de HbF.
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A presenca da mutacdo C>G na posicao —195 do promotor do gene da globina yA,
caracteristica da ndPHHF tipo Brasileira, (1) interrompe o sitio de ligacdo ao DNA do fator de
transcricdo NF-E1/YY1, diminuindo a sua interagao, e (2) cria um novo sitio que & o dominio
central de ligagdo do PAX1, permitindo sua interagdo com o promotor do gene da globina yA, o}
que reativa a expressao desse gene e aumenta a produgcado de HbF na fase adulta. Além disso, é
provavel que a expressao do gene PAXT esteja aumentada devido a ativagao de seu promotor
pelo fator de transcricdo FOXO3a, o qual possui 4 sequéncias cis no promotor do PAX71 e
expressao de FOXOG3a estava significativamente aumentada nos reticulécitos dos portadores de
ndPHHF-B.

A presenga de outros fatores e / ou proteinas que produzem um estado de cromatina
aberto nessa regido promotora pode ser importante para que a reativacdo do gene da globina yA
seja mantida. O aumento significativo da expressdo do gene MIER1 nos individuos controles
pode estar relacionado a participagcdo desse gene no switching do gene da globina y para a
globina B, visto que é um remodelador de cromatina capaz de levar a formacdo da
heterocromatina com consequente silenciamento génico. Outro gene identificado, o KLF1, ja
descrito na literatura, apresentou expressao génica diminuida e menor atividade de sua proteina
nos portadores de ndPHHF tipo Brasileira, o que pode favorecer a interacdo entre o gene da
globinay" e o LCR.

Podemos inferir que os fatores de transcricdo e os genes diferencialmente expressos
identificados nos ensaios de Array DNA-proteina e nas Bibliotecas Subtrativas Supressivas,
respectivamente, devem atuar em sinergismo para a produgcédo do fenétipo de ndPHHF tipo
Brasileira e, consequentemente, para a manutencao de niveis elevados de HbF na vida adulta.

Nesse trabalho, apresentamos a primeira descricdo da participacgao direta dos fatores de
transcricdo, NF-E1/YY1, PAX1, FOXO3a, e do remodelador de cromatina MIER1 na regulacdo
da sintese dos genes das globina. Isso pode representar novas vias celulares de reativacao do

gene da globina y* e de controle do switching de hemoglobina nas células eritroides.
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Em virtude do aumento nos niveis de HbF em pacientes com anemia falciforme ser
benéfico, buscamos identificar a substituicao —195 C->G na regidao promotora do gene da globina
Y nesses pacientes. Todavia, essa mutagdo nio foi identificada em nenhum paciente com
anemia falciforme estudado. Uma delecao de 4 pb na regido —226 a —222 do promotor do gene
da globina y" foi identificada em 8 pacientes com anemia falciforme. Como essa dele¢do também
foi observada em alguns individuos controles, é provavel que nao esteja relacionada a alteracdes
nos niveis de HbF.

Nossos resultados fornecem as primeiras evidéncias in vitro para o provavel mecanismo
molecular de reativacdo do gene da globina yA na ndPHHF tipo Brasileira: alteracao na interacao
dos fatores de transcricdo NF-E1/YY1 e PAX1 e a regidao —195 do promotor desse gene. Nossos
dados também sugerem a participagdo de novos genes, como HOOK3 e MIERT1, na regulacao
dos genes da globina yA e na manutencao de niveis elevados de HbF, o que pode representar

novas vias de controle do switching de hemoglobina em células eritroides.

1990 2001 2003 2009 2011
Identificacado Importancia Camundongo E
v~ -195C>G do LCR SX Transgénico

LCR + promotor
globina yA
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Reativacédo da Expressao do Gene da Globina yA
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ANEXO 2

APROVACAO DO COMITE DE ETICA

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fom.unicamp br/pesquisa/etica/index himl

CEP, 21/11/07.
(Grupo-I1I)

PARECER CEP: N° 606/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0446.0.146.000-07

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DOS MECANISMOS MOLECULARES RELACIONADOS A
EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL EM PORTADORES DE PERSISTENCIA DE
HEMOGLOBINA FETAL NAO DELECIONAL TIPO BRASILEIRO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fernanda Marconi Roversi

INSTITUICAQ: Hemocentro

APRESENTACAO AO CEP: 03/10/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 23/10/08 (O formulirio encontra-se no sife acima)

II- OBJETIVOS

Investigar 0s mecanismos genéticos e moleculares relacionados ao aumento da sintese de
hemoglobina fetal em portadores de Pemstencna Hereditaria da Hemoglobina Fetal ndo
delecional tipo Brasileira.

11 - SUMARIO

Serdo estudados 2 voluntérios e 2 pacientes portadores de PHHF que sero selecionados
entre doadores e pacientes, respectivamente, do Hemocentro. O unico procedimento adicional
sera a coleta de 4 tubos de sangue.

- COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto encontra-se adequado a Resolugdio CNS 196/96 e complementares, bem como
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

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

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

Comité de Eticn em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX - (019) 3521-T187
13084-971 Campinas - SP cepiafem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
: COMITE DE ETICA EM PESQUISA

(% www.fcm unicamp.br/pesquisa/ctica/index html

VI - 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 (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item 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
centro) e enviar notificagio ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigilancia 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 I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocelo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

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

VI- DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 23 de outubro de 2.007.

Profa. Dra. Ca/n?e?‘g;;ia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Eticn em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilin Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 o o FAX (019)3521-7187
13084.971 Campinas - SP cepafom.unicamp.br
e B0
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(resolucao 196/96; 340/04; 347/05)

Pesquisa: Estudo dos Mecanismos Moleculares relacionados a Expressao Diferencial em
Portadores de Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina nao delecional Tipo Brasileira
Pesquisadores: Fernanda Marconi Roversi, Dr. Anderson Ferreira da Cunha, Prof. Dr. Fernando
Ferreira Costa

Local: HEMOCENTRO / FCM - UNICAMP

A finalidade deste projeto é trazer informagdes para o paciente sobre o estudo “Estudo
dos Mecanismos Moleculares relacionados a Expressao Diferencial em portadores de
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina nao delecional Tipo Brasileira”. Os pesquisadores
responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer perguntas que o paciente possa ter sobre
este termo e sobre o estudo.

Algumas pessoas, depois de adultos, continuam tendo um tipo de hemoglobina que,
normalmente, sé é produzida até cerca do 6° més de idade. Essa alteragdo ndo é uma doenca e
€ conhecida como Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF). Entender o que
acontece seria importante para algumas doencas. O presente projeto pretende estudar um tipo
especifico (ndo delecional, tipo Brasileira) de PHHF.

Para participar, caso vocé queira, devera doar 2 frascos (4 colheres de sopa cada) de
sangue. Essa coleta sera feita por um profissional treinado e, no maximo, podera ficar uma
pequena mancha roxa e a regido podera ficar um pouco dolorida. Além disso, seréo levantados
alguns dados de seu prontuario médico. O material desse estudo, caso vocé permita, sera
armazenado no Hemocentro / Unicamp e somente serd utilizado para outros estudos apds nova
consulta ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

Vocé tera direito a privacidade e toda informagdo que for obtida em relacdo a este
estudo permanecera em sigilo. Os resultados deste projeto poderdo ser apresentados em
congresso ou em publicagdes, porém, sua identidade nao sera divulgada nessas apresentacoes.

A participacéo neste estudo é voluntaria e vocé pode se recusar a participar ou podera
interromper sua participagdo a qualquer momento sem prejuizos, inclusive retirando o material
biologico. Além disso, vocé terd direito a qualquer esclarecimento sobre o estudo mesmo durante

o seu decorrer, ligando para o telefone do pesquisador.

Anexo 3
157

o

HEMOCAMP



Eu, , declaro ter recebido todas as

informacgdes relativas ao estudo “Estudo dos Mecanismos Moleculares relacionados a Expressao
Diferencial em Portadores de Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina nao delecional Tipo
Brasileira”. Autorizo a coleta de amostras de sangue periférico que serdo utilizadas nesse
estudo.

Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento ou
amostra biolégica em qualquer fase deste, sem penalizagao ou prejuizo.

2- Garantia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o seu decorrer.

3- Garantia de sigilo que assegure a minha privacidade quanto aos dados confidenciais
envolvidos no estudo, quando da sua divulgacao ou publicagao cientificas.

4- Quaisquer reclamagbes quanto ao andamento do projeto ou dos pesquisadores, posso
contatar o CEP da FCM / UNICAMP.

Portanto, concordo em participar do estudo autorizando a equipe responsavel, a manipulagao
dos dados e ao armazenamento de material bioldgico. As amostras sé serdo utilizadas em
estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Consentimento para participacdo no estudo:  Autorizacdo para armazenamento de material biolégico:

[ Sim U Nao
Voluntario/ Responsavel Voluntario/ Responsavel
Pesquisador responsavel
Consulta de questoes éticas
Pesquisador: Fernanda Marconi Roversi Comité de Etica em Pesquisa
Endereco: Rua Carlos Chagas, 480 Endereco: Rua Tessalia Viera de Camargo,
Hemocentro / FCM / Unicamp 126 - Caixa Postal 6111
13083-970 - Campinas - SP 13084-971 - Campinas - SP
Telefone: (19) 3521-8661 Telefone: (19) 3521-8936

cep@fcm.unicamp.br
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